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The objective of this study was to evaluate the in vitro efficacy of commercial disinfec-
tants used in pre- and post-dipping, against Staphylococcus spp. isolated from milk ori-
ginating from dairy cattle farms in the Wasteland and Forest Zone of Alagoas, Brazil. We
used iodine (0.57%), chlorhexidine (2.0%), chlorine (2.5%) and quaternary ammonium
compound (4.0%) at concentrations indicated, conventionally used as commercial disin-
fectants before and after dipping. We analyzed a total of 97 isolates of Staphylococcus spp.
identified as S. aureus (16), coagulase positive Staphylococcus (7) and coagulase-negative
Staphylococcus (74). The disinfectants were evaluated at three different times (15", 30”
and 60”). We found that 56.3% of Staphylococcus aureus was sensitive to iodine, 68.8% to
chlorine, 87.5% to chlorhexidine, and 37.5% to the compound of ammonia, in time 60”. As
for coagulase positive staphylococci (CPS), 100% of the isolates was resistant to chlorhexi-
dine, 85.7% to the ammonia compound, 57.1% to chlorine, and 42.9% iodine, in time 60"
Regarding coagulase negative staphylococci (CNS), 91.9% was sensitive to chlorhexidine,
70.3% to chlorine, 66.2% to iodine, and 24.3% the ammonium compound, at time 60”. It is
concluded from this study that the greatest disinfectant activity in vitro was with chlorhe-
xidine and chlorine for S. aureus, with iodine and chlorine for SCP, and with chloride and
chlorhexidine for SCN. Due to variations in the sensitivity and resistance profile found, it is
necessary for regular assessments of the effectiveness of disinfectants used on the farms,
to observe the effectiveness of the product and thus ensure the control of mastitis in the
herd.
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de Staphylococcus spp. identificados como S. aureus (16),
Staphylococcus coagulase positiva (7) e Staphylococcus co-
agulase negativa (74). Os desinfetantes foram avaliados
em trés tempos distintos (15, 30” e 60”). Observou-se que
56,3% de Staphylococcus aureus foram sensiveis ao iodo,
68,8% sensiveis ao cloro, 87,5% a clorexidine e 37,5% ao
composto de amdnia no tempo de 60”. Quanto aos Staphylo-
coccus coagulase positiva (SCP), 100% dos isolados foram
resistentes ao clorexidine, 85,7% ao composto de amo-
nio, 57,1% ao cloro, e 42,9 resistentes ao iodo no tempo
de 60”. Em relacdo aos Staphylococcus coagulase negativa
(SCN) foi observado 91,9% de sensibilidade ao clorexidine,
70,3% sensiveis ao cloro, 66,2% ao iodo e 24,3% sensiveis
ao composto de amodnio no tempo de 60”. Conclui-se com
esse estudo que a maior atividade desinfetante in vitro foi
verificada para clorexidine e cloro frente aos S. aureus, iodo
e cloro para os SCP e clorexidine e cloro para os SCN. De-
vido as variacdes no perfil de sensibilidade e resisténcia
encontradas, é necessaria a avaliagdo regular da eficiéncia
dos desinfetantes usados nas propriedades, com o intuito
de observar a eficacia do produto e assim garantir o contro-
le da mastite no rebanho.

TERMOS DE INDEXACAO: Desinfecgio, microorganismos, Staphy-
lococcus spp., controle da mastite.

INTRODUCAO

A mastite é caracterizada por um processo inflamatério da
glandula mamaria relacionado a agressdes fisicas, quimi-
cas, térmicas ou microbianas, sendo que 90% das mastites
sdo causadas por bactérias. Além destes patégenos, fungos,
leveduras, algas e virus também podem estar envolvidos na
etiologia da doenga, porém a ocorréncia é baixa (Tozzett et
al. 2008).

Estudos epidemiolégicos sobre a etiologia da mastite
bovina revelam que os microrganismos de origem conta-
giosa sdo os mais prevalentes e entre estes, o género Sta-
phylococcus destaca-se por possuir maior frequéncia em
casos clinicos e subclinicos da doenga, sendo Staphylococ-
cus aureus a espécie de maior relevancia para a industria
leiteira (Zschock et al. 2000).

Diversas medidas sanitdrias devem ser adotadas du-
rante o processo de ordenha para minimizar a transmissao
de agentes causadores de mastites que podem ser trans-
feridos ao leite depreciando sua qualidade microbiolégica
(Amaral et al. 2004).

0 método convencional de controle de mastite duran-
te a ordenha consiste basicamente na lavagem dos tetos
com agua e assepsia com produtos quimicos com a¢ao an-
timicrobiana como cloro, iodo ou quaternario de amonio
(Yokoya & Martins 2009). Varia¢des no perfil de sensibi-
lidade e resisténcia dos microorganismos envolvidos nos
processos infecciosos da glandula mamaria de animais de
producdo leiteira podem comprometer os programas de
controle da mastite bovina causada por Staphylococcus spp.
(Medeiros et al. 2009).

O uso apropriado de agentes desinfetantes tem como
objetivo reduzir suficientemente a populacdo de microor-
ganismos patogénicos e evitar a potencial disseminagdo de
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agentes infecciosos. Como ndo existe um agente desinfe-
tante ideal, deve-se ter em mente algumas consideragoes
para a escolha do desinfetante apropriado, tais como pos-
suir amplo espectro de a¢do; ser atoxico e ndo irritante aos
tecidos humano e animal; apresentar estabilidade na pele e
ter custo acessivel (Pedrini & Margatho 2003).

Objetivou-se com esse estudo avaliar a eficacia in vitro
de desinfetantes comerciais utilizados no pré e pos-dip-
ping, frente a Staphylococcus spp. isolados do leite de vacas
procedentes de propriedades leiteiras do Agreste e Zona da
Mata do Estado de Alagoas.

MATERIAL E METODOS

0 estudo foi realizado em oito propriedades de exploragéo leiteira
do Agreste e Zona da Mata do Estado de Alagoas. Foram estuda-
dos 97 isolados de Staphylococcus spp. isolados do leite de vacas
com mastite subclinica. Os rebanhos constituam-se de animais de
varias racas, idades e que se encontravam em diferentes estagios
de lactacdo, criados em sistema semi-intensivo, com sistema de
ordenha manual.

As amostras de leite foram colhidas apds prévia lavagem do
teto com 4gua e sabdo, secagem com papel toalha e anti-sepsia do
ostio do teto com alcool a 702GL. Coletaram-se aproximadamente
5 mL de leite, em tubos esterilizados e previamente identificados
com o nome ou nimero do animal e quarto mamario, enviados
sob refrigeracdo em caixas de material isotérmico contendo gelo
reciclavel, para a realizacdo do exame microbiol6gico no Labora-
torio.

Aliquotas de leite foram semeadas, em placas de Petri conten-
do agar-base enriquecido de 5% de sangue de ovino desfibrinado.
As placas foram incubadas em estufa bacteriolégica a 372 C e as
leituras foram realizadas 24 e 48 horas apés a incubagdo. Para a
identificacdo das bactérias isoladas, foram observadas as caracte-
risticas morfolégicas das colonias como tamanho, tipo, coloragdo
e presenca de hemolise e ao microscépio foram observadas a dis-
posicdo das células e caracteristicas morfotintoriais ao Teste de
Gram (Carter 1988).

Para identificagdo dos Staphylococcus spp. foram utilizadas
as seguintes provas bioquimicas: teste da catalase (Anvisa 2011),
producdo de coagulase livre em tubo (Silva 1997), teste de pro-
ducdo de acetoina e fermentagdo da glicose (anaerobiose) (Mc
Faddin 1980).Apds a realizacdo dos testes, os isolados foram clas-
sificados em Staphylococcus aureus, quando positivo em todos os
testes, Staphylococcus coagulase positivo (SCP), quando positivo
para a produgio da coagulase, fermentacdo da glicose em anaero-
biose, mas negativa na produg¢do de acetoina e em Staphylococcus
coagulase negativa (SCN) quando negativo para a producio de co-
agulase e positivo para os demais testes.

Para avaliar a acdo dos desinfetantes utilizados no pré e pos-
-dipping foram utilizadas os seguintes principios ativos: iodo na
concentragdo de (0,57%), clorexidine (2,0%), cloro (2,5%) e com-
posto de amodnia quaternaria (4,0%), sendo as diluigdes realizadas
conforme orienta¢do dos fabricantes. Para a analise foram prepa-
radas suspensdes bacterianas homogéneas de solucdo salina es-
téril (5,5mL) correspondendo ao tubo 1 da escala de McFarland.
A suspensdo foi constituida pela solugido desinfetante (0,8mL)
diluida de acordo com o fabricante e o leite estéril (0,2mL). Pos-
teriormente, adicionou-se a suspensao bacteriana (1,2mL) e cro-
nometrou-se os tempos (15", 30” e 60”) de exposicdo para entdo
realizar o repique em caldo BHI. A mistura foi incubada a 37°C
durante 24 horas para observacdo da turvagdo do meio, formagio
de pelicula na superficie ou de precipitado no fundo dos tubos.
Apods a incubacdo, a suspensdo foi repicada em meio sélido (dgar
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sangue) para confirmagdo da presen¢a ou auséncia do microrga-
nismo testado frente aos diferentes desinfetantes e tempo de ex-
posicdo. A auséncia do crescimento bacteriano nas placas indicou
a eficacia do produto em questdo (Costa et al. 1998).

Foi realizada uma andlise estatistica descritiva determinando
as frequéncias relativas e absolutas dos tratamentos, posterior-
mente, realizou-se uma analise univariada das variaveis de inte-
resse através do teste de qui-quadrado de Pearson ou exato de
Fisher, quando necessario. O programa SPSS for Windows, versdo
18,0 - Statistical Package for the Social Science, foi utilizado para a
execucdo dos calculos estatisticos.

RESULTADOS

Os resultados da agdo dos desinfetantes iodo, cloro, clorexi-
dine e composto de amdnio quaternario, utilizados no pré
e pos-dipping, frente a Staphylococcus aureus, SCN e SCP es-
tdo descritos nas tabelas 1, 2 e 3. O perfil de sensibilidade
de S. aureus frente ao iodo nos tempos de 15”, 30" e 60” foi
de 31,3%, 43,8 e 56,3%), respectivamente. Quanto ao cloro,
observou-se, que 62,5%, 62,5% e 68,8% foram sensiveis
no mesmo periodo de tempo citado. Ja para a clorexidine,
87,5% foram sensiveis em todos os tempos testados. Com
relagdo ao composto de amdnio, 6,3%, 12,5% e 37,5% fo-
ram sensiveis nesses tempos.

Com relacdo ao SCP, observaram-se alto percentual de
resisténcia a clorexidine e ao composto de amdnio quater-
nario. O perfil de resisténcia dos SCP ao iodo foi de 71,4%,
57,1% e 42,9%, nos tempos de 15", 30” e 60” respectiva-
mente, e ao cloro foi de 57,1% nos trés tempos estudados.

O perfil de sensibilidade dos SCN frente ao iodo nos
tempos 15", 30” e 60” foi de 33,8%, 45,9% e 66,2%, respec-
tivamente. Para o cloro observou-se, que 64,9%, 66,2% e
70,3% foram sensiveis. Quanto ao clorexidine os isolados
apresentaram 85,1%, 90,5% e 91,9% de sensibilidade.
Com relacdo ao composto de aménio observou-se 12,2%,
16,2% e 24,3% foram sensiveis nos tempos estudados.

Quadro 1. Analise univariada da eficacia dos compostos
utilizados como desinfetantes no pré e pés-dipping para
o controle da mastite bovina causada por Staphylococcus
aureus em propriedades leiteiras do Agreste e Zona da Mata
de Alagoas, 2011

Desinfetantes Microbiolégico Valor p
Tempo Positivo Negativo Total
FA FR% FA FR% FA FR%

Iodo
15” 11 688 5 31,3 16 100,0 0,362
30” 9 56,3 7 438 16 100,0
60" 7 43,8 9 563 16 100,0
Cloro
15” 6 37,5 10 62,5 16 100,0 0,913
30” 6 37,5 10 62,5 16 100,0
60" 5 31,3 11 688 16 100,0
Clorexidine
15” 2 12,5 14 87,5 16 100,0 1,000
30” 2 12,5 14 87,5 16 100,0
60” 2 12,5 14 87,5 16 100,0
Composto de Amdnio
15” 15 938 1 63 16 100,0 0,057
30” 14 87,5 2 12,5 16 100,0
60" 10 62,5 6 375 16 100,0

*Associacao significativa ao nivel 5%.
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Quadro 2. Analise univariada da eficacia dos compostos
utilizados como desinfetantes no pré e pos-dipping para o
controle da mastite bovina causada por Staphylococcus
coagulase positiva em propriedades leiteiras do Agreste
e Zona da Mata de Alagoas, 2011

Desinfetantes Microbiolégico Valor p
Tempo Positivo Negativo Total
FA FR% FA FR% FA FR%

lodo
15” 5 71,4 2 286 7 100,0 0,558
30” 4 571 3 429 7 1000
60" 3 429 4 57,1 7 1000
Cloro
15” 4 571 3 429 7 100,0 1,000
30” 4 57,1 3 429 7 1000
60" 4 571 3 429 7 1000
Clorexidine -
15” 7 100,0 - - 7 100,0 ok
30” 7 100,0 - - 7 100,0
60” 7 100,0 - - 7 100,0
Composto de amonio
15” 7 100,0 - - 7 100,0 0,350
30” 7 100,0 - - 7 100,0
60" 6 857 1 143 7 100,0

* Associagdo significativa ao nivel 5%; ** nao foi possivel realizar o teste.

Quadro 3. Analise univariada da eficacia dos compostos
utilizados como desinfetantes no pré e pés-dipping para o
controle da mastite bovina causada por Staphylococcus
coagulase negativa em propriedades leiteiras do Agreste
e Zona da Mata de Alagoas, 2011

Desinfetantes Microbiolégico Valor p
Tempo Positivo Negativo Total
FA FR% FA FR% FA FR%

lodo
15” 49 66,2 25 33,8 74 100,0 <0,001
30” 40 54,1 34 459 74 100,0
60" 25 33,8 49 66,2 74 100,0
Cloro
15” 26 351 48 649 74 1000 0,767
30” 25 33,8 49 66,2 74 100,0
60” 22 29,7 52 70,3 74 100,0
Clorexidine
15” 11 149 63 851 74 100,0 0,375
30” 7 95 67 90,5 74 100,0
60” 6 81 68 919 74 100,0
Composto de amonio
15” 65 87,8 9 12,2 74 100,0 0,141
30” 62 83,8 12 16,2 74 100,0
60" 56 75,7 18 24,3 74 100,0

* Associagdo significativa ao nivel 5%.

DISCUSSAO

Os resultados obtidos neste estudo indicaram maior ati-
vidade desinfetante in vitro do clorexidine e cloro para os
Staphylococcus aureus, iodo e cloro para os SCP e clorexidi-
ne e cloro para os SCN. Em trabalho semelhante, Medeiros
et al. (2009), estudando sobre a eficacia de desinfetantes
comerciais utilizados no pré e pés-dipping frente amostras
de Staphylococcus spp. isoladas de mastite bovina encon-
traram o iodo e clorexidine com maior atividade desinfe-
tante para Staphylococcus aureus e iodo com melhor efica-
cia para SCP.
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De acordo com Fonseca & Santos (2000), os melhores
resultados nos pés-dipping tém sido obtidos com as seguin-
tes concentragdes: iodo 0,7-1,0%, clorexidine 0,5-1,0% e
cloro 0,3-0,5% (4% hipoclorito de sddio). No pré-dipping,
os produtos tradicionalmente utilizados sdo o hipoclorito
de s6dio a 2%, iodo a 0,3% e clorexidine a 0,3%. Em ambos
os casos deve-se fazer a imersdo completa dos tetos (San-
tos & Fonseca 2006).

A funcdo principal da desinfeccdo dos tetos durante e
ap6s a ordenha é reduzir a populagdo de microorganismos
presentes. Isso é conseguido pelo uso de agentes desinfe-
tantes, como a solugdo de iodo, cloro e amonio quaternario.
O tratamento com desinfetantes a base de iodo, clorexidine
e cloro (hipoclorito de s6dio), sio comumente utilizados
nas propriedades rurais para o controle de populacdo de
microorganismos dos tetos nas ordenhas, diminuindo no
pré-dipping a contaminagdo, reduzindo em até 50% a taxa
de novas infecgdes causadas por patégenos (Santos & Fon-
seca 2007).

O clorexidine apresentou acido desinfetante para Sta-
phylococcus aureus e SCN, e resisténcia aos SCP. O clore-
xidine é bastante utilizado para o tratamento de infec-
¢cdes superficiais de tetos em vacas devido ao seu efeito
cumulativo e continuo, permanecendo na pele no minimo
por seis horas, além disso, atua na presenca de matéria
organica, é de facil aplicacdo e econdmico (Spinosa et al.
2002).

Foram encontrados resultados satisfatorios para o clo-
ro neste estudo. O uso do cloro como agente desinfetante
é pratica comum nas propriedades leiteiras do Brasil, uma
vez que o produto apresenta baixo custo. Entretanto tem
como desvantagem sua menor estabilidade, além da nao
observacdo das recomendacdes e critérios de uso pelos
produtores (Amaral et al. 2004).

0 iodo apresentou acdo desinfetante inferior a clorexi-
dine e o cloro. Solugdes de iodo devem ser utilizadas em
imersao de tetos em baixas concentracdes (0,5% ou me-
nos), uma vez que solugdes a 1% podem deixar residuo no
leite (Jones 1998).

Os resultados obtidos para o amoénio quaternario reve-
laram grande resisténcia dos microorganismos estudados a
este desinfetante. Medeiros et al. (2009) avaliando o perfil
de sensibilidade de S. aureus frente ao composto de amdnio
quaternario a 4%, obtiveram melhores resultados quando
este microrganismo ficou exposto ao desinfetante por 30”,
60”e 300", com 80,0%, 80,0% e 82,2% de sensibilidade,
respectivamente. Ja para os SCP, o perfil de sensibilidade
foi melhor nos tempos 60” e 300", com 81,8% e 90,9% de
eficacia, respectivamente (Medeiros et al. 2009).

Infelizmente, a maioria dos produtos disponiveis para
a desinfeccdo de tetos no mercado brasileiro ndo passou
por protocolos de testes reconhecidos internacionalmente
e que possam ser comparados entre si quanto a sua eficién-
cia (Santos 2000). A avaliacdo periddica dos desinfetantes
utilizados nas propriedades é importante, pois muitos ndo
se mostraram eficazes para controlar os microorganismos
mais prevalentes (Costa et al. 1998).
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CONCLUSAO

Conclui-se com esse estudo que a maior atividade desinfe-
tante in vitro foi verificada para clorexidine e cloro frente a
Staphylococus aureus, iodo e cloro para os SCP e clorexidine
e cloro para SCN. Devido as varia¢des no perfil de sensi-
bilidade e resisténcia encontradas, é necessaria avaliar re-
gularmente a eficiéncia dos desinfetantes usados nas pro-
priedades, com o intuito de verificar a eficacia do produto e
assim garantir o controle da mastite no rebanho.
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