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SENSIBILIDADE DE MICRORGANISMOS PATOGENICOS ISOLADOS DE CASOS DE
MASTITE CLINICA EM BOVINOS FRENTE A DIFERENTES TIPOS DE DESINFETANTES

S.C.B. Pedrini & L.F.F. Margatho

tUnidade de Pesquisae Desenvolvimento (UPD) de Bauru, P6lo Desenvolvimento Tecnoldgico dos Agronegdcios
do Centro Oeste, APTA, Av. Rodrigues Alves, 40-40, CEP 17030-000, Bauru, S&o Paulo, Brasil. E-mail:
ibbauru@ig.com.br

RESUMO

O controle da mastite bovina é essencial para a producdo de leite de boa qualidade. A
antissepsiadostetos por meio de banhos de imersdo com desinfetantesadequados pode reduzir
novas infeccdes em 50 2 90%. O objetivo deste trabalho foi avaliar aatividadein vitrodediluigdes
sucessivas de diferentes agentes desinfetantes no combate a microrganismos causadores de
mastites contagiosa e ambiental. Foram comparadas cepas padréo de Staphylococcusaureus ATCC
e Escherichia coli ATCC com amostras de Staphylococcus sp., Streptococcus sp., Corynebacteriumsp.
e Escherichia coli isoladas de casos de mastite bovina clinica. Este estudo demonstrou que as
solucdes de iodo a 2% e a 1% apresentaram o melhor desempenho in vitro contra todos os
microrganismos testados, mas utilizado nessas concentragdesoiodo pode deixar residuos no leite.
O hipoclorito de sédio a0,5% néo foi efetivo. O cloreto de benzalcdnio a 1% apresentou-se ativo
apenas contra agentes gram positivos. O clorexidina obteve papel de destaque, tendo demons-
trado efetivo contra microrganismos causadores de mastites contagiosa e ambiental, podendo
ser utilizado na concentracao de 0,5%.

PALAVRAS-CHAVE: Mastites, gado leiteiro, clorexidina, iodo, aménia quaternaria, hipoclorito
de sédio.

ABSTRACT

SUSCEPTIBILITY OF PATHOGENIC MICROORGANISMS ISOLATED FROM CLINICBOVINE
MASTITIS CASES TO DIFFERENT KINDS OF DISINFECTING AGENTS. The control of bovine
mastitis is extremely necessary in order to obtain a high-quality milk production. Pre-and post-
milking teat dips with an appropriate disinfecting agent have reduced new udder infections by
50 to 90%. The aim of this work was to compare microorganisms isolated from bovine mastitis
cases to establish their susceptibility to successive dilutions of different kinds of disinfecting
agents. In this study Staphylococcus sp., Streptococcus sp., Corynebacterium sp., Escherichia coli, and
ATCC standard stains of Staphylococcus aureus and E. coli were used. This study proved thatiodine
tincture at 2% and 1% presented the best performancein vitroagainstall evaluated microorganisms.
But if iodine teat dips are used, low iodine concentrations (0.5% or less) should be used since 1%
iodine has resulted in a mild increase in milk iodine content. Sodium hypochlorite at 0.5% was
ineffective. Benzalkonium chlorite at 1% was only effective against gram-positive agents.
Chlorhexidinewasoutstanding, because itwas effective againstboth environmental and contagious
mastitis agents. Chlorhexidine can be used at 0.5%.

KEY WORDS: Mastitis, dairy cows, chlorhexidine, iodine, quaternary ammonium, sodium
hypochlorite.

INTRODUCAO

A mastite, ou processo inflamatério da glandula
mamaria, caracteriza-se por determinar queda na
producdo e alteragdes nacomposic¢ao do leite. Normal-
mente, resulta daacéo de agentes infecciosos, podendo
estar envolvidas diferentes espécies de virus,
fungos, micoplasmas e, principalmente, bactérias.

Epidemiologicamente, a mastite bovina divide-se em
mastite contagiosa e ambiental. A mastite contagiosa
é definida pela forma de transmissdo de animal para
animal, possui como reservatério o préprio animal e
sualocalizagdo éintramamaria. Os patégenos predo-
minantes nas infec¢des sdo Staphylococcus aureus,
Streptococcus agalactiae, seguidos peloCorynebacterium
bovis, Streptococcus dysgalactiae e Mycoplasma sp. A
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mastite ambiental caracteriza-se pelo fato do reser-
vatorio do patogeno estar localizado no préprio
ambiente das vacas leiteiras, sendo os patdgenos
priméarios mais frequientes bactérias gram negati-
vas como Escherichiacoli, Klebsiellasp., Enterobacter
sp., Pseudomonas sp. e Proteus sp. (MArGcATHO et al.,
1998). De acordo com a forma de manifestacdo da
infeccdo, as mastites podemser caracterizadascomo
clinicas ou subclinicas, sendo esta a forma mais
prevalente dadoencae acausadoradamaioriadas
perdas econémicas, que variam de 5 a 25% da
producao leiteira.

O desenvolvimento de um programa efetivo de
controle da mastite no rebanho implica em algumas
medidas importantes, como o tratamento das vacas
no periodo seco, tratamento dos casos clinicos, manejo
adequadoebomfuncionamentodosistemadeordenha.
Para producéo de leite com qualidade e quantidade é
indispensavel um Ubere saudavel e, para isto, deve-se
tomar o méaximo cuidado no pré e pds-dipping. Mer-
gulhar ostetos, cobrindo-os por inteiroacimadabase
do Ubere com solucgBes antissépticas adequadas €
umadas praticas mais importantes e indispensaveis
parareducdo damastite contagiosae, segundoFreiTAs
(1988) eSiLvA(1977), respectivamente, podem reduzir
a mastite subclinica em até 85% ou 90% conforme
JonEs (1998), para o qual o pré-dipping reduz novos
casos de mastites causadas por coliformes e
estreptoccias ambientais. Para GoLbpeerc et al. (1994)
ocorre uma melhora na condicao de pele do teto e,
assim, reduz-se as taxas de infeccdo da glandula
mamaria no rebanho. BriTo(2000) relataumareducao
do nimero de bactérias na pele dos tetos em mais de
90% apo6s mamada do bezerro, se os tetos forem cui-
dadosamente higienizados.

Infelizmente, namaioriadas propriedades, agen-
tes desinfetantes sdo escolhidos por habito de uso,
facilidade de aplicagdo ou preco. Entretanto, deve-
se avaliar as praticidades e as limita¢6es de cada
desinfetante,dado que o usoinadequado de desin-
fetantes ou baixas concentra¢gBes de quimicos
antimicrobianos levam a uma selecdo natural de
cepas resistentes em uma populagdo microbiana.
Assim, o uso apropriado de agentes desinfetantes
tem como objetivo reduzir suficientemente apopu-
lacdo de microrganismos patogénicos e evitar o
potencial espraiamento de enfermidades. Como
nao existe umagente desinfetanteideal, deve-se ter
em mente algumas consideragfes para a escolha
do desinfetante apropriado, tais como possuir
amplo espectro de acdo; ser atéxico e ndo irritante
aos tecidos humano e animal; apresentar estabili-
dade na pele e ter custo acessivel.

Dos métodos microbioldgicos mais conhecidos
para avaliar a acdo de um desinfetante temos: o coe-
ficiente fendlico, o de suspensdo qualitativa; o de

suspensdo quantitativa; o dediluicdo-uso; o de friccao;
o de lavagem ou contato com &gar e o de difusdo em
gel de agar, usados para demonstrar a extenséo da
destruicdo microbiana em superficies, utensilios e
equipamentos (HorrmaN et al., 1995).

Este trabalho teve como objetivo demonstrar o
desempenho invitro, pelatécnica de difusdo em agar
gel, de alguns desinfetantes comerciais, diluidos
sucessivamente, frenteamicrorganismos patogénicos
causadores de mastites contagiosa e ambiental, isoladaos
de casos de mastites clinicas em bovinos.

MATERIAL E METODOS
Desinfetantes

Foram utilizados quatro principiosativosdistintos
de desinfetantes comerciais comuns, sob a forma de
diluicGes seriadas. S&o eles: tintura de iodo a 2%, 1%
e 0,5%; hipoclorito de s6dio a 2%, 1% e 0,5%;
digluconato de clorexidina a 2%, 1% e 0,5% e um
composto de amdnia quaternéria, o cloreto de
benzalc6nio, a 1%, 0,5% e 0,25%.

Microrganismos

Durante aavaliacdo da atividade antimicrobianain
vitro, foram utilizadas 34 culturas puras de diferentes
cepas selvagens isoladas de casos de mastite clinica
em bovinos, sendo 41,2% Staphylococcus sp.; 38,2%
Escherichia coli; 8,2% Streptococcus sp. e 5,9%
Corynebacterium sp. Estas cepas de campotiveramsua
sensibilidade comparada com cepas padrdo de
Staphylococcus aureus ATCC 25923 e Escherichia coli
ATCC 25922.

Teste de difusdo em gel de 4gar

Cultivo dos microrganismos

As bactérias, previamente isoladas de leite
mastitico e estocadas em Agar Nutriente, foram
reativadas em "Brain Heart Infusion" (BHI) em tubos
de ensaio e incubadas a 37° C durante 24 horas.

Padronizacao e inoculacdo dos microrganismos

Apo6s incubacdo, as culturas em BHI foram
centrifugadas a 1.500 rpm durante 15 minutos,
ressuspensasem aguadestiladae, suaconcentracao,
ajustada conforme a escala 0,5 de MacFarland, equi-
valente a 1,5 x 108 unidades formadoras de col6nias
(UFC)/mL.S6entdoassuspensdesforaminoculadas,
por meio de swabs estéreis, na superficie do meio de
cultura respectivo para cada tipo de microrganismo:
Agar Nutriente (AN) para mesdéfilos e MacConkey
(MC) para Escherichia coli.
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Sensibilidade de microrganismos patogénicos isolados de casos de
mastite clinica em bovinos frente a diferentes tipos de desinfetantes.

Fig. 1 - Avaliacao da sensibilidade microbiana frente as
diferentes concentracdes dos diferentes desinfetantes, pela
técnica da difusdo em agar gel. Os resultados sdo expressos
pela medida, em mm, do halo de inibi¢&o do crescimento
bacteriano. 1 =hipoclorito de sédio a2%, 2 = hipoclorito de
sodio a 1%, 3 = hipoclorito de sédio a 0,5%, 4 = clorexidina
2%,5=clorexidinal1%,6=clorexidina0,5%, 7=controle (sem
desinfetante).

Avaliacdo da sensibilidade microbiana aos de-
sinfetantes

Em placas de Petri contendo os meios AN e MC,
inoculados com as suspensdes bacterianas, foram
dispostos discos de papel de filtro (Whatman n° 1),
embebidos 24 horasantes nassolucdes desinfetantes,
conforme atécnicadescritaporHorrman (1995). Estas
placas foram incubadas a 37° C durante 24 horas,
sendo a medida em milimetros dos halos de inibicéo
do crescimento dos microrganismos efetuada apés
este periodo (Fig.1).

Anélise Estatistica

Os resultados foram estatisticamente analisados,
utilizando Delineamento Inteiramente ao acaso, sub-
metidos aandlise de variancia peloteste de Fe naqueles
que acusaram diferencas estatisticas significativasde
5% (p<0,05), as médias foram comparadas peloteste
de Tukey, para comparagdo grupo a grupo (Gowmes,
1987).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados revelam uma maior atividade in
vitro do iodo tanto a 2% quanto a 1% frente a micror-
ganismos patogénicos isolados de casos de mastite
bovina clinica, seguidos pelo clorexidina (Tabela 1).

Os maiores halos de inibicdo foram dados pela
solugdo de iodo a 2%, mas asolugdo a 1% néo diferiu
estatisticamente dasolugdo a2% (p >0,001). Estudos
relatam que solucBes deiodo devem ser utilizadasem
banhos de tetos em baixas concentragfes (0,5% ou
menos), desde que solugdes a 1% de iodo tém resulta-
do em aumento no teor de iodo no leite (Jones, 1998).
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Tabela 1 - Valores médios da medida (em milimetros), do halo de inibi¢do do crescimento bacteriano por diluigdes sucessivas de diferentes desinfetantes.
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PHiLLips etal. (1991) realizaramestudoscomparando
solugBes antissépticas de clorexidina e iodo para o
pré-operatorio na pele de cées, e ndo verificaram dife-
renca significativa entre estes dois principios desinfe-
tantes em 200 animais testados. Nosso estudo revelou
que o clorexidina apresenta eficacia contra ambos
microrganismos causadores de mastites contagiosa e
ambiental. Sua acdo foi maior quanto maior a concen-
tracdo, masassolucBesa2%eal%nadosedistinguiram
daquela a 0,5%. Entretanto, foram significativamente
superiores aacao do hipoclorito de sédio a 0,5%
(p<0,0001), 0 que implicaem grande vantagem econé-
micaemse utilizar odiacetatode clorexidinaa0,5%, ao
invés do hipoclorito de sédio a 0,5%.

O clorexidina é bastante empregado para o trata-
mento de infecgbes superficiais de tetos em vacas,
devido ao seu efeito antibacteriano cumulativo e con-
tinuo, permanecendo na pele no minimo por 6 horas
(Spinosa et al., 2002). BiLL (1997) estima sua acéo resi-
dualemmaisde24 horas. Alémdisso, retématividade
napresencade material orgénico, é de facil aplicacdo
e econbmico. Em comparagdo com solugdes de iodo,
o clorexidina causa menor reacao tecidual ou de pele
nas dilui¢des recomendadas (PHiLLips et al., 1991).

O digluconato de clorexidina é indicado como
terapiatopicaparatratamento de dermatites flngicas
e piodermatites em cées e gatos. O gluconato de
clorhexedinea0,12% tem sido amplamente emprega-
do em odontologia, como auxiliar no tratamento de
gengivites e na prevenc¢ao de doengas periodontais.
MaRrQuEs (1997) demonstrou a eficacia de diferentes
concentracgfes de solugdes a base de clorexidina, por
meio do teste de difusdo em &gar, sobre Pseudomonas
aeruginosa, Staphylococcus aureus, Streptococcus sanguis
e Streptococcus mutans, mas ndo agiu contraEnterococcus
faecalis e Candida albicans. Os resultados mostraram
queasolucaodeclorhexedineal1%foi maiseficaz que
amesmasolucédoa0,5%ea0,12%, variando deacordo
com fatores como concentragdo e tempo de contato.
EsTRELA (2000), obteve a Concentracdo Inibitdria
Minima (MIC) para S. aureus igual a 0,000002% do
digluconato de clorexidine a 2%.

A solucdo de hipoclorito de sddio a 2% mostrou
excelente eficacia contra todos os microrganismos
testados (p=0,0122), mas nessa concentracao é extre-
mamente irritante para a pele do animal. Este estudo
comprova que o hipoclorito de s6dio a 0,5%, concen-
tracdo recomendada para rotina, tem efeito
antimicrobiano bastante reduzido (p =0,0119). Além
doque,ocloroapresentaumelevadograudeafinidade
por material organico como fezes, sangue, pus, o que
pode neutralizar a sua agdo microbicida na préatica
rotineira do pré e pés-dipping (BiLL, 1997).

Ocloretode benzalcdnio al% apresentou-se mais
eficiente contra bactérias do género Streptococcus e
Corynebacterium sp. Teve agdo menor para

Staphylococcus sp. e Staphylococcus ATCC. Esta solugao
néo apresentou bom desempenho paragram negativos,
e, embora o cloreto de benzalcénio a 1% tenha
apresentado o maior halo de inibicdo para o
Corynebacterium sp., ndo houve diferenca estatistica
guanto a sensibilidade deste género aos diferentes
desinfetantes (p = 0,4568). Estes resultados discor-
dam de STEwART &PHiLpoT (1982), que indicam seu uso
a 0,5%, pois em nosso trabalho este composto de
amoOniaquaternariaagiu melhor naconcentracdo de 1%.

Em geral, as cepas padrédo Escherichia coli ATCC e
Staphylococcus aureus ATCC apresentaram halos de
inibicdo maiores que as cepas de campo, mas esta
diferencandofoiestatisticamentesignificativa(p>0,05).

CONCLUSAO

O hipoclorito de sédio a 2% apresentou bom
desempenho contraos microrganismostestados, mas
nesta concentracdo é muito irritante para a pele do
teto; e a 0,5%, como é utilizado comercialmente, foi
pouco efetivo. O cloreto de benzalc6nio a 1% exerceu
melhor sua agdo no caso de mastites contagiosas que
ambientais. Nosso estudo demonstrou que as solu-
¢cOes de iodo a 2% e 1% foram as mais efetivasin vitro.
Entretanto, para imersdo dos tetos, recomenda-se a
utilizacdodoiodoa0,5% afim de se evitar residuo no
leite. JAoclorexidinaapresentouboaefetividade contra
gram positivos e negativos, tanto a 1% quanto a 0,5%,
oquetornao produtoeconomicamente viavel quando
seanalisaarelacao custoxbeneficio, pois,alémdeser
um agente antisséptico de amplo espectro de acdo e
nao irritante, apresenta um efeito antibacteriano cu-
mulativo e continuo, podendoser utilizado com segu-
ranca para o controle de mastites contagiosa e
ambiental em bovinos.
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