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Eficacia in vitro de desinfetantes utilizados na anti-sepsia dos
tetos frente a leveduras isoladas do leite de vaca com mastite!
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ABSTRACT.- Coutinho L.C.A., Medeiros E.S., Silveira N.S.S., Silva L.B.G. & Mota R.A. 2012. [In
vitro efficacy of disinfectants used for antisepsis of teats against yeasts isolated from
milk of dairy cows with mastitis.] Eficicia in vitro de desinfetantes utilizados na anti-sep-
sia dos tetos frente a leveduras isoladas do leite de vaca com mastite. Pesquisa Veterindria
Brasileira 32(1):61-65. Departamento de Medicina Veterinaria, Universidade Federal Rural
de Pernambuco, Av. Dom Manuel de Medeiros s/n, Dois Irmaos, Recife, PE 52171-900, Bra-
zil. E-mail: rinaldo.mota@hotmail.com

The aim of this study was to evaluate in vitro sensibility of yeast isolated from milk of
dairy cows with mastitis against some commercial disinfectants used in pre and post-dip-
ping in dairy farms of the State of Pernambuco. After identification, 12 yeast isolates were
tested with the following disinfectants: iodine at 0,57%, chlorine at 2,5%, chlorhexidine,
lactic acid and quaternary ammonium at 2,0%, at different exposure times. It was observed
that 100% of the isolates were sensitive to chlorhexidine at all exposure times. lodine has
obtained the second best result with the following percentages: 83,33% were susceptible
at 15” exposure, 91,7% in 30” and 100% were sensitive at 60” 300” and 600" times. For
lactic acid, the results were 41,67% sensitive at 15” of exposure, 58,33% at 30”, 66,7% at
60” and 300” and 75% at 600”. In the analysis of the results for quaternary ammonium, it
was observed that 66,67% were sensitive in 15”and 30” times and 91,67% at 60”, 300” and
600”. Regarding the chlorine activity, only 16,67% were sensitive at the 15” and 30" times,
and 25% at 60”, 300” and 600”. It was concluded that chlorhexidine and iodine have di-
sinfectant activity significantly superior to chlorine, against to yeast involved in infectious
processes of the mammary gland in cattle. It is necessary to perform a periodic assessment
of the disinfectant activity from products used in the pre and post-dipping routine against
dairy farms microorganisms most commonly involved in cases of mastitis (bacterial or fun-
gal) which is an effective alternative to reduce the frequency of mastitis in cattle.

INDEX TERMS: Yeast, Candida, disinfectant, mastitis, milking.

RESUMO.- Objetivou-se com este estudo avaliar a sensibi-
lidade in vitro de leveduras isoladas do leite de vaca com
mastite frente a alguns desinfetantes comerciais utilizados
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no pré e pés-dipping em propriedades leiteiras do Estado
de Pernambuco. Apds a identificacdo, 12 isolados de leve-
duras foram submetidos aos testes com os seguintes princi-
pios ativos: iodo (0,57%), cloro (2,5%), clorexidine (2,0%),
acido lactico (2,0%) e amonia quaternaria (2,0%) em cinco
tempos distintos (15" 30" 60", 300” e 600”). Observou-se
que 100% dos isolados mostraram-se sensiveis ao clore-
xidine, em todos os tempos de exposicdo. O iodo obteve o
segundo melhor resultado com os seguintes percentuais:
83,33% foram sensiveis em 15” de exposicdo, 91,67% em
30” e 100% foram sensiveis nos tempos 60", 300” e 600”".
Para o acido lactico, os resultados foram: 41,67% sensiveis
em 15” de exposicdo, 58,33% em 30", 66,67% em 60" e
300" e 75% em 600”. Na Anélise dos resultados para amé-
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nia quaternaria, observou-se que 66,67% foram sensiveis
nos tempos 15” e 30", e 91,67% em 60", 300” e 600”. Em
relagdo ao principio ativo cloro apenas 16,67% foram sen-
siveis no tempo de 15” e 30", e 25% em 60", 300” e 600"
Conclui-se que o clorexidine e o iodo apresentam atividade
desinfetante significativamente superior ao cloro, frente a
leveduras envolvidas nos processos infecciosos da glandula
mamaria em bovinos. E necessario realizar uma avaliacdo
periddica da atividade desinfetante dos produtos utilizados
na rotina do pré e pos-dipping nas propriedades leiteiras
frente aos microrganismos mais comumente envolvidos
nos casos de mastite (micética ou bacteriana), pois esta é
uma medida eficaz para reduzir a frequéncia de casos de
mastite nos rebanhos.

TERMOS DE INDEXACAO: Levedura, Candida, desinfetante, mas-
tites, ordenha.

INTRODUCAO

0 uso excessivo de antibidticos para tratar os casos de mas-
tites bacterianas vem produzindo uma sele¢do da micro-
biota que beneficia a condi¢do de leveduras, principalmen-
te as do género Candida (Rey et al. 1997) a atuarem como
agentes etioldégicos das infec¢des intramamarias (Garcia &
Blanco 2000). A incidéncia das mastites micéticas em bovi-
nos, ovinos e caprinos vem aumentando nos dltimos anos,
coincidindo com a frequente utilizacdo de antibacterianos.
As infecgdes intramamarias por fungos geralmente estio
relacionadas a contaminacdo de cinulas intramamarias,
ao manuseio do ordenhador ou diretamente do ambiente
(Andrade 2002). Clinicamente, as mastites causadas por
fungos sdo semelhantes as mastites bacterianas, mas a sin-
tomatologia é bastante varidvel com um ou mais quartos
acometidos (Cruz 1985).

O controle da mastite, seja ela de origem micética ou
bacteriana, deve ter como base os métodos preventivos,
tornando-se essencial a implementacdo de medidas rela-
cionadas a um manejo correto e a protocolos de higiene na
ordenha (Spanamberg et al. 2009). A exploragdo moderna
e tecnificada da pecuaria leiteira utiliza varias ferramentas
que ajudam a manter um estado sanitario satisfatorio do
rebanho para a obtencio de leite e derivados lacteos que se
enquadrem dentro dos padrdes microbiol6gicos considera-
dos adequados pela legislacdo vigente. O uso dos desinfe-
tantes nas praticas de higiene da exploracdo leiteira é um
costume antigo e ainda atual, que desempenha uma func¢do
muito importante na rentabilidade da fazenda, contribuin-
do para a producdo de alimentos lacteos de alto padrao e
para a obtencdo de um rebanho sadio (Fonseca & Santos
2000). No entanto, variacdes no perfil de sensibilidade e
resisténcia dos microrganismos envolvidos nos processos
infecciosos da glandula mamaria de animais de produgio
leiteira podem comprometer os programas de controle da
mastite (Medeiros et al. 2009).

Sa (1996) define desinfetantes como todo agente bio-
logico, fisico capaz ‘de exercer uma ag¢do nociva aos mi-
crorganismos e impedir a sua sobrevivéncia. Entretanto,
os desinfetantes podem apresentar pouca eficacia quando
na presenca de matéria organica, sujidades ou urina, difi-
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cultando desta forma a atuagido eficaz do produto (Quinn
1991). A anti-sepsia pés-ordenha tem como finalidade re-
duzir a populacgdo bacteriana na pele do teto e controlar a
colonizacdo do orificio da glandula mamaria (Fox 1992).
Este procedimento tem sido amplamente recomendado e
adotado por constituir uma medida pratica, econémica e
eficaz no controle da mastite bovina (Pankey 1984). A anti-
-sepsia pré-ordenha é particularmente recomendada em
propriedades leiteiras com problemas de mastite ambien-
tal (Costa et al. 1998).

Tendo em vista a importancia da escolha de um produto
eficaz para a desinfeccdo dos tetos, objetivou-se com este
estudo avaliar a eficacia in vitro de alguns principios ativos
(desinfetantes) utilizados no pré e po6s-dipping frente a le-
veduras isoladas do leite de vacas com mastite.

MATERIAL E METODOS

Foram analisadas secrec¢des lacteas de 134 vacas leiteiras, perfa-
zendo um total de 516 amostras. Na maioria das propriedades a
ordenha era realizada de forma mecanizada. Das oito proprieda-
des visitadas, apenas uma utilizava ordenha mecanica e manual.
O sistema de criagdo era semi-intensivo e a alimentacdo a base
de concentrado, volumoso e dgua proveniente de pogos e agudes.

Inicialmente realizou-se a lavagem do teto com agua e sabdo,
secagem com papel toalha e desinfeccdo do dstio do teto, utili-
zando alcool etilico a 70°GL. Foram coletados aproximadamente
5 ml de leite por quarto mamario em tubos rosqueados estéreis,
identificados e enviados, sob refrigeracdo em caixas de material
isotérmico contendo gelo reciclavel, ao Laboratério de Doengas
Infecto-Contagiosas da Universidade Federal Rural de Pernambu-
co, onde foram processadas.

No laboratério, as amostras foram previamente homogenei-
zadas e posteriormente, aliquotas de 0,1mL foram semeadas em
placas de Petri contendo agar-base (Becton, Dickinson and Com-
pany, Sparks, USA) acrescido de 5% de sangue desfibrinado de
ovino. Em seguida procedeu-se a incubagio em estufa bacteriol6-
gica a 37°C e as leituras foram realizadas 24, 48 e 72 horas ap6s.
Inicialmente foram observadas as caracteristicas micro-morfolé-
gicas das coldnias a técnica do Gram. Constatada a presenca de le-
veduras, procedeu-se ao processo de purificacdo, pela técnica de
esgotamento em meio Sabouraud dextrose broth (Oxoid, Basin-
gstoke, Hampshire, England). Para identificacdo, inicialmente foi
realizada triagem em CHROMagar Candida® (Becton, Dickinson
and Company, Sparks, USA), realizado estudo da micromorfologia
em meio Agar Fub4 (Oxoid, Basingstoke, Hampshire, England) e
teste de filamentagdo em soro humano, sendo utilizados os crité-
rios propostos por Kreger-Van Rij (1984), Kurtzman & Fell (1998)
e De Hoog et al. (2000).

Para realizagdo dos testes de eficiéncia dos desinfetantes,
massas celulares dos isolados de leveduras foram transferidas
para solugdes salinas previamente preparadas na concentragdo
correspondente ao tubo 1 da escala de Mc Farland. Aliquotas de
0,8 mL das solugoes desinfetantes diluidas conforme especifica-
¢oes dos fabricantes foram distribuidas em tubos de ensaio esté-
reis. Em seguida, adicionaram-se aliquotas de 0,2 mL de leite es-
téril, correspondente a 10% de matéria organica. Posteriormente,
adicionou-se 1,2 mL da suspensdo fuingica e cronometraram-se os
tempos 15", 30" 60”, 300" e 600” de exposi¢do para entdo realizar
repique em caldo “Brain Heart Infusion” (Becton, Dickinson and
Company, Sparks, USA). Esta mistura foi incubada a 37°C em es-
tufa bacteriolégica, num periodo de 48 h para verificar a turbidez
do meio, formacdo de pelicula na superficie ou de precipitado no
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fundo dos tubos. Os desinfetantes utilizados no teste foram: iodo
a 0,57% (Johnson Diversey, Sdo Paulo, Brasil), acido latico a 2,0%
(Weizur, Sorocaba, Sdo Paulo, Brasil) clorexidine a 2,0% (Weizur,
Sorocaba, Sado Paulo, Brasil), cloro a 2,5% (Shering-Plough, We-
xford, Irlanda) e amdénia quaternaria 2,0% (Sanphar, Campinas,
Sao Paulo, Brasil). Apenas o cloro e a amdnia quaternaria necessi-
taram de diluicdo, e esta foi realizada conforme orientacéo dos fa-
bricantes. Ap6s a incubacdo, todas as amostras foram submetidas
arepique em agar Sabouraud e incubadas por mais 72 h para con-
trole e confirmacdo da presenc¢a ou ndo do microrganismo testa-
do. A auséncia do crescimento das leveduras nas placas indicou a
eficacia dos produtos testados nos diversos tempos de exposi¢do
a que as amostras foram submetidas (Costa 1998).

RESULTADOS

Das 516 amostras de leite analisadas foram isoladas 12
(2,32%) leveduras, sendo 11 (91,66%) do género Candida
e 1 (8,33%) Trichosporum sp. As espécies de Candida sp.
identificadas neste estudo foram: 4 (33,33%) C. tropicalis,
4 (33,33%) C. krusei, 2 (16,67%) C. parapsilosis, 1 (8,33%)
C. guilliermondii.

Das 12 amostras analisadas, apenas 2 (16,67%) foram
sensiveis ao cloro nos tempos 15” e 30", 3 (25%) mostra-
ram-se sensiveis ao mesmo desinfetante nos tempos 60",
300” e 600”. Para o acido lactico, 5 (41,67%) amostras fo-
ram sensiveis em 15” de exposicao, 7 (58,33%) em 30", 8
(66,67%) em 60” e 300” e 9 (75%) em 600”. Em relacdo
ao composto de amdnia, observou-se que 8 (66,67%) iso-
lados foram sensiveis nos tempos 15” e 30” e 11 (91,67%)
em 60", 300” e 600”. O iodo obteve o segundo melhor re-
sultado, observando-se que em 10 (83,33%) amostras nio
houve crescimento no tempo 15”, em 11 (91,67%) nio hou-
ve crescimento em 30” e a partir de 60” de exposicio este
produto foi eficiente nas 12 (100%) amostras analisadas.
O Clorexidine apresentou melhor resultado, mostrando-se
eficaz nos 12 (100%) isolados testados, nos diferentes tem-
pos de exposicao (Fig.1).
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Fig.1. Eficacia in vitro dos desinfetantes utilizados no pré e pds-di-

pping em propriedades leiteiras frente a isolados de leveduras
obtidos de leite de vaca com mastite.
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DISCUSSAO

Os resultados obtidos neste estudo estdo de acordo com
aqueles relatados anteriormente por Mota et al. (2004)
que obtiveram 11 (2,21%) isolados de fungos de um total

de 496 amostras de leite de vaca com mastite no Estado de
Pernambuco, sendo que 9 (81,82%) eram do género Candi-
da sp. A prevaléncia das mastites por fungos, nos Estados
Unidos, variou entre 2 e 7% (Kirk & Bartlett 1986). Entre-
tanto, em paises tropicais como o Brasil, este percentual
pode ser mais elevado, chegando até 12% como relataram
Costa et al. (1993). Ferreiro et al. (1985) observaram que o
género Candida foi o mais prevalente nos casos de mastite
micética em levantamento realizado em nove municipios
da Grande Porto Alegre. Na Bélgica, Lagneau et al. (1996)
descreveram que as espécies de leveduras mais frequen-
temente encontradas em andlises microbiolédgicas do leite
foram a C. parapsilosis, C. guilliermondii, C. tropicalis, C. gla-
brata e T. asahii, podendo apresentar potencial patogénico.

Apesar de Candida albicans possuir maior patogeni-
cidade em relacdo as demais espécies do género, outras
espécies também ja foram relatadas como patégenos em
humanos imunossuprimidos (Wingard 1995). A espé-
cie C. tropicalis possui consideravel potencial patogénico
como agente oportunista, principalmente quando o hos-
pedeiro encontra-se neutropénico, diante da supressido da
microbiota bacteriana pelo uso de antibidticos ou quan-
do ocorrem danos na mucosa gastrintestinal (Colombo &
Guimaraes 2003). Neste estudo os resultados encontrados
indicam a importancia de outras espécies do género como
patégenos da glandula mamaria de bovinos com mastite
subclinica.

O clorexidine é bastante empregado no tratamento de
infec¢des superficiais de tetos de vacas, devido ao seu efeito
antimicrobiano cumulativo e continuo, permanecendo na
pele no minimo por 6 h (Spinosa et al. 2002). Bill (1997) es-
tima sua ac¢do residual em mais de 24 horas. Comparando-
-se com solugdes de iodo, o clorexidine causa menor reagdo
tecidual ou de pele nas dilui¢des recomendadas (Phillips et
al. 1991). Os resultados obtidos neste estudo confirmam
aqueles encontrados por Medeiros et al. (2009), onde foi
descrita maior atividade desinfetante in vitro do iodo e clo-
rexidine frente a Staphylococcus aureus isolados de mastite
na mesma regido. A eficacia de 100% do clorexidine obser-
vada neste experimento associada as caracteristicas anti-
microbianas mencionadas sugerem que este desinfetante
pode ser utilizado como uma das primeiras op¢des no pré
e pos-dipping.

Compostos halégenos como iodo e cloro apresentam
acdo antimicética no sentido indireto, atuando como fun-
gistaticos ao modificar as condig¢des locais (Lacaz & Negro
1991, Arenas 1993). Especificamente o iodo é reconhecido
como um efetivo anti-séptico, apresentando amplo espec-
tro de acdo sobre bactérias, fungos e virus. No entanto, para
serem eficazes, as concentra¢des devem ser ajustadas para
os diferentes microrganismos (Gottardi 1991). Pedrini &
Margatho (2003) verificaram uma significativa atividade in
vitro do iodo a 1% e 2% frente a microrganismos patogéni-
cos isolados de casos de mastite clinica bovina. Entretanto,
a partir de 1% ele é contra indicado em pele inflamada por
causar agdo irritante (Fox 1992). Estudos realizados por
Jones (1998) demonstraram que solugdes de iodo devem
ser utilizadas em baixas concentragdes (0,5% ou menos)
nos banhos de tetos para que nio haja residuos no leite. Hu
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et al. (1990) utilizaram produto a base de iodo a 0,5% em
um rebanho na China e verificaram uma reducio de 50%
na incidéncia de mastite subclinica. Considerando a grande
diversidade dos agentes infecciosos envolvidos nos casos
de mastite é importante dispor de agentes quimicos que,
numa Unica concentragdo possa servir em diferentes situa-
¢coes (pré e pos-dipping), mantendo suas propriedades de-
sinfetantes, sem causar danos a saude do animal ou a qua-
lidade do produto. Além disso, a dindmica de uma rotina
de ordenha requer a utilizagdo de produtos que produzam
maior efeito desinfetante em menor tempo de atuacdo. As-
sim, os resultados obtidos neste estudo com o iodo a 0,57%
atenderam parcialmente aos requisitos descritos, uma vez
que apresentou 100% de eficacia in vitro, mas somente a
partir de 60” de exposicao.

Resultados parecidos, porém inferiores foram obtidos
com amoOnia quaterndria que também demonstrou ser mais
eficaz a partir de 60” de exposicdo. Entretanto, os percen-
tuais de resisténcia foram de 33,33% em até 30” de expo-
sicdo, e nos tempos posteriores o percentual de resisténcia
ainda se manteve em 8,33%. Esses resultados podem estar
relacionados a presenca da matéria organica que determi-
na uma diminui¢do acentuada da eficacia dos desinfetantes.
Kich et al. (2004) realizaram avalia¢ao da atividade antimi-
crobiana de seis desinfetantes comerciais frente a amostras
de Salmonella typhimurium isoladas de suinos. Observaram
que na presenca de matéria organica, os produtos a base de
amonia quaternaria, hipoclorito de s6dio (0,1%), cloreto de
benzalconio e iodo6foro, tiveram prejuizo em sua atividade.

No presente estudo, os isolados fungicos mostraram
alto percentual de resisténcia in vitro, na presenca de 10%
de matéria organica frente ao cloro. Os resultados para o
cloro foram os mais insatisfatérios, podendo-se observar
83,33% de resisténcia em até 30” de exposicdo e 75% de
resisténcia nos tempos posteriores. De acordo com Besse-
ms (1998) a concentracio e o tempo de contato sio fatores
que podem interferir na a¢do do desinfetante, principal-
mente no que se refere aos produtos cujos componentes
sdo a base de cloro. Segundo Fonseca & Santos (2000) o
cloro é um composto pouco téxico, mas que apresenta acao
irritante aos tecidos e tem sua acdo reduzida pela presenca
de matéria organica. Hekmati & Bradley (1979) descreve-
ram que produtos a base de cloro se tornavam instaveis na
presenca de proteina com rapida inativacdo. Relataram ain-
da que a albumina, globulina e caseina sdo os componentes
do leite que mais rapidamente inativam o cloro. Bill (1997)
complementa citando que o cloro apresenta um elevado
grau de afinidade por material organico como fezes, san-
gue e pus que podem neutralizar a sua agdo microbicida na
pratica rotineira do pré e pds-dipping.

Em humanos, a utilizacdo de acidos organicos é uma das
opcoes utilizadas como método quimico na reducio de C.
albicans na superficie de proteses bucais (Lambert & Kols-
tad 1986). Varias outras substancias tém sido testadas por
pesquisadores de diversas areas visando a acdo antimicro-
biana e antifiingica destes acidos (Pinto 2006). Muck et al.
(1991) propuseram um modelo para examinar o papel das
leveduras e bolores na deterioracdo do processo de silagem
e utilizaram os acidos acético e latico, ndo dissociados, para
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diminuir a taxa de crescimento dos fungos, contribuindo
na estabilidade do processo de silagem. O acido latico (2%)
é um produto que vem sendo comercializado como desin-
fetante no pré e po6s-dipping. No entanto, neste estudo re-
sultados relativos a este acido organico ndo foram muito
satisfatérios. Em 15” de exposicdo o percentual de resis-
téncia chegou a 58,33%, decrescendo na medida em que
aumentava o tempo de exposi¢ao.

Relata-se que na maioria das propriedades estudadas
os desinfetantes sdo escolhidos por habito de uso, facilida-
de de aplicacdo ou preco (Pedrini & Margatho 2003). En-
tretanto, alguns estudos vém indicando a importancia de
uma avaliacdo periddica dos desinfetantes utilizados no
pré e pds-dipping, uma vez que vém se percebendo maior
dificuldade em controlar os microrganismos mais frequen-
temente envolvidos nos processos infecciosos da glandula
mamaria (Costa et al.1998, Medeiros et al. 2009).

CONCLUSOES

Os resultados obtidos permitiram concluir que o clo-
rexidine e o iodo apresentam atividade desinfetante signi-
ficativamente superior ao cloro, frente a leveduras envol-
vidas nos processos infecciosos da glandula mamaria em
bovinos.

Avaliar periodicamente a atividade desinfetante dos
produtos utilizados na rotina do pré e pds-dipping nas
propriedades leiteiras frente aos microrganismos mais co-
mumente envolvidos nos casos de mastite micética é uma
medida recomendada para a escolha adequada dos desin-
fetantes utilizados para esse fim.
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