PESQUISA

REDUCAO DA PRESENCA DE Staphylococcus
aureus COM 0 USO DE DIFERENTES
ANTISSEPTICOS EM REBANHO LEITEIRO.

RESUMO

A mastite esta entre as principais
enfermidades na pecudria leiteira, &
considerada endémica e onerosa para
os produtores leiteiros e industrias de
laticinios. O Staphylococcus aureus
estd envolvido na maioria dos casos
de mastite bovina, sendo dissemina-
do de forma contagiosa. Neste sen-
tido, o presente estudo teve como
objetivo avaliar a eficiéncia do pré
dipping, utilizando trés principios
ativos comerciais para reducdo bac-
teriana do S. aureus, isolados do leite
in natura, provenientes de um reba-
nho leiteiro localizado na regido nor-
deste do municipio de Garibaldi, RS.
Foram avaliadas 36 fémeas bovinas
e trés antissépticos (iodo, clorexidina
e acido latico). Apds a higienizagao,
de acordo com cada experimento,
foram desprezados os trés primeiros
jatos sendo colhidos 30 mL de leite
em frascos estéreis, totalizando 144
amostras in natura, semeadas em
placas de Agar Baird Parker e proce-
deu-se a contagem das unidades for-
madoras de colonia (UFC/mL). As
andlises foram realizadas durante o
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més de outubro de 2016. Foi eviden-
te a redugdo microbiana das estirpes
de S. aureus com o uso dos antissép-
ticos, no entanto nao foi suficiente
para verificar uma agdo bactericida.
Os resultados mostraram reducao
significativa do crescimento do S. au-
reus nas amostras analisadas, a maior
efetividade na reducao foi verificada
com o uso do iodo com 66,67%, se-
guido de 37,50% de redugdo com o
uso da clorexidina e 29,17% de re-
dugdo com o uso do acido latico. A
partir destes dados, conclui-se que a
aplicacdo dos antissépticos utiliza-
dos ¢ uma pratica fundamental para
reduzir a contaminagdo de patdogenos
nos tetos das bovinas, sendo medidas
higienicossanitario efetivas para ga-
rantir a seguranga do leite in natura.

Palavras-chave: Antissepsia.
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Staphylococcus aureus.

ABSTRACT

Mastitis is among the main dis-
eases in dairy farming, it is consid-
ered endemic and expensive for the
dairy producers and industries. The
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bacterium Staphylococcus aureus is
involved in the majority of the cases
of bovine mastitis, being spread con-
tagiously. In this regard, the present
study aims to evaluate the efficiency
of pre-dipping, using three com-
mercial active principles for bac-
terial reduction of Staphylococcus
aureus, isolated from milk in natura,
proceeding from a dairy herd in the
northeast region of the city of Garib-
aldi, RS. 36 female bovines and three
antiseptics were evaluated (iodine,
chlorhexidine and lactic acid). After
the hygienic cleaning in accordance
with each trial, the first three shots
of milk were rejected and 1.01 fl oz
of milk was harvested in sterile bot-
tles, making a total of 144 samples
in natura cultured in plates of Baird
Parker Agar. Afterwards, the number
of Colony Forming Units (CFU/fl 0z)
was counted. The analyses had been
carried through during the month
of October of 2016. The microbial
reduction of the strains of S. aureus
was evident with the use of antisep-
tics, however, it was not enough to
verify a bactericidal effect. The re-
sults have shown significant reduc-
tion of the growth of S. aureus in the
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analyzed samples, the biggest effect
in the reduction was verified with the
use of iodine, 66.67%, followed by
37, 50% of reduction with the use of
chlorhexidine and 29.17% of reduc-
tion with the use of lactic acid. From
these data, we are able to conclude
that the use of these tested antisep-
tics is essential to reduce the con-
tamination of pathogens on the teats
of the bovine. These are hygienical-
sanitary measures effective to guar-
antee the aptness of milk in natura.

Keywords: Antisepsis. Mastitis. Pre
dipping. Staphylococcus aureus.

INTRODUCAQ

mastite € caracterizada

por um processo inflama-

torio na glandula mama-

ria, causado por diversos
micro-organismos, cerca de 90% dos
casos sdo causados por bactérias.
A mastite € considerada o principal
problema para os bovinocultores,
pois causa graves impactos e intime-
ros prejuizos, como a queda na pro-
dugdo do leite, sendo responsavel por
38% de morbidade em vacas leiteiras
adultas (TOZZETTI et al., 2008; PE-
RES NETO; ZAPPA, 2011).

Segundo Massei et al. (2008), ndo
sdo apenas as perdas econOmicas
diretas os principais problemas da
atividade leiteira; deve-se levar em
conta também as perdas indiretas,
que sdo um conjunto de fatores pre-
judiciais, dificeis de quantificar, que
incluem gastos com tratamentos far-
macologicos, alteragdes organolép-
ticas no leite e descarte precoce dos
animais.

Para reduzir os impactos econod-
micos causados pela mastite clinica
e subclinica € necessario o monito-
ramento em conjunto com a adogdo
de medidas preventivas. As despesas
com tratamento preventivo represen-
tam 11,7% do impacto econdomico,
sendo benéfico o investimento para

os bovinocultores, pois essas prati-
cas irdo contribuir significativamente
para redugdo do impacto economico
da mastite (DEMEU et al., 2015).

A importancia de estabelecer pro-
gramas sanitarios e prevenir a forma-
cdo de biofilmes deste patdogeno, sao
imprescindiveis para a diminui¢do
das fontes de contaminagdo da glan-
dula mamaria nos diferentes sistemas
de producdo leiteira (PEIXOTO et al.,
2015).

O tempo prolongado de infeccao
causado por este agente patogénico
pode levar a cronicidade da doenca,
afetando diretamente o sistema imu-
ne do animal, constituindo-se em uma
das mais graves patologias no merca-
do leiteiro, podendo ocorrer surtos de
intoxicacao alimentar, que sdo trans-
mitidos aos alimentos por manipula-
dores contaminados, além de produ-
zir exotoxinas que deterioram o leite
(BANDOCH & MELO, 2011).

A satide do rebanho depende do
bem-estar dos animais. Para se ter va-
cas sadias e uberes saudaveis ¢ fun-
damental ter higienizagdo adequada,
executar os procedimentos de imersao
dos desinfetantes nos tetos de forma
correta; o pré e pos dipping sdo pra-
ticas indispensaveis para se ter suces-
so na redugdo da mastite contagiosa
e podem reduzir a mastite subclinica
em até¢ 90% (PEDRINE; MARGA-
THO, 2014).

O uso de produtos de assepsia e o
monitoramento periddico sdo praticas
eficazes de controle e prevengdo da
mastite. E necessario, porém, a ava-
liagdo dos desinfetantes utilizados,
pois existem variagdes no perfil de
sensibilidade e resisténcia que podem
comprometer os programas de con-
trole da mastite bovina causada por
Staphylococcus spp. (MEDEIROS et
al., 2009).

O presente estudo teve como
objetivo avaliar a eficiéncia do pré
dipping utilizando trés principios
ativos comerciais para redugdo
bacteriana do Staphylococcus
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aureus, isolados do leite in natura,
provenientes de um rebanho leiteiro
na Serra Gaticha.

MATERIAL E METODOS

O estudo foi realizado em um reba-
nho leiteiro, no municipio de Garibal-
di, no Estado do Rio Grande do Sul.
Participaram da pesquisa 36 fémeas
bovinas, escolhidas de forma aleatoria.
A producdo de leite realizava-se por
ordenha mecanica, com estrutura de
espinha de peixe bilateral e capacidade
para ordenhar 8 vacas simultaneamen-
te. O rebanho analisado era constitui-
do por animais da ragca Holandesa, em
diferentes fases de lactacdo e mantidas
sob o sistema de criacdo semi-intensi-
vo.

Foram coletadas 144 amostras indi-
vidualizadas de leite, diretamente dos
tetos das 36 fémeas bovinas, durante
o més de outubro de 2016, as coletas
foram realizadas na ultima ordenha
do dia. A antissepsia das maos do or-
denhador foram realizadas com agua
corrente e sabao, apos enxugadas com
papel toalha e finalizando com a apli-
cacdo de alcool 70 ° GL, sendo esta
pratica executada em todos os grupos.
Ap0s higienizagdo, foram desprezados
os trés primeiros jatos e colhidos 30
mL de leite.

Todas as amostras foram devida-
mente identificadas, armazenadas em
tubos estéreis, acondicionadas em cai-
xas isotérmicas e transportadas ao La-
boratério de Microbiologia da Facul-
dade Cenecista de Bento Gongalves,
RS.

As fémeas foram divididas em
trés grupos: (I) iodo, (C) clorexidi-
na e (AL) 4cido latico, contendo 12
animais cada, apos foram subdividas
em dois grupos: teste e controle para
comparar o antes € o depois do uso
de cada antisséptico utilizado nos
tetos das bovinas. A fim de verificar
a eficacia dos antissépticos testados.
Os tetos anterior direito e posterior
esquerdo de cada vaca foram tratados
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com antissépticos (grupo teste), e os
tetos anterior esquerdo e posterior di-
reito ndo receberam os tratamentos
com os antissépticos (grupo contro-
le). Todos os tetos foram lavados
com agua corrente, vinda de um
poco artesiano onde o tratamento e
controle da agua sdo realizados pe-
riodicamente na propriedade.

Em cada experimento foram em-
pregadas 12 fémeas bovinas, per-
fazendo n=48 tetos, 24 tetos per-
tenciam ao grupo teste, os quais
receberam o antisséptico conforme
0 grupo e os outros 24 pertenciam
ao grupo controle, os quais foram
lavados apenas com 4agua corren-
te e enxugados com papel toalha.
Totalizando, ao fim destes experi-
mentos, 144 amostras dos trés ex-
perimentos propostos: iodo, clore-
xidina e acido latico.

Os trés antissépticos utilizados:
10do 0,5%, clorexidina 2,1% e acido
latico 2,0%, foram adquiridos nas
concentracdes indicadas, nao sendo
necessario o preparo de diluigdes,
como eram de uso comercial, es-
tavam devidamente registrados no
Ministério da Agricultura, Pecuaria
e Abastecimento (MAPA). O méto-
do de aplicacdo foi por meio do uso
de canecas de imersdo, sem retorno
dos antissépticos para evitar a con-
taminag¢do da solucdo, aguardando
um periodo de 15 segundos e apds
enxugados com papel toalha.

Para o isolamento de Staphylo-
coccus aureus no leite in natura
foram realizadas dilui¢des em agua
peptonada tamponada estéril 10-,
transferiu-se 0,1 mL de cada dilui-
cdo para as placas de Petri conten-
do o meio Agar Baird Parker, que
¢ especifico para o isolamento e
contagem deste micro-organismo.
O indculo foi espalhado em toda
superficie utilizando a técnica de
semeadura Spread plate com o au-
xilio da al¢a de Drigalsky. Logo
ap6s, as placas foram incubadas
a 35°C e realizou-se a leitura das

mesmas apods 48 horas de incuba-
¢do em estufa bacterioldgica. Para
o critério de contagem, foram sele-
cionadas placas que continham en-
tre 20 ¢ 200 colonias tipicas, estas
foram avaliadas conforme a morfo-
logia (negras, circulares, convexas,
halos transparentes) sendo subme-
tidas a provas: produgdo de catala-
se, coagulase e coloragdo de Gram.

A metodologia utilizada para a
pesquisa de S. aureus foi a Con-
tagem Direta em Placas. Foram
calculados o nimero de UFC/mL
em fun¢do do ntimero de coldnias
tipicas contadas por placa, multi-
plicado pela diluicdo inoculada. A
partir dos resultados obtidos, foram
calculadas as frequéncias absoluta
e relativa dos grupos teste e con-
trole, conforme Sampaio (1998),
posteriormente foram comparadas
utilizando o teste do 2 de Pearson
ou exato de Fisher, com o nivel de
significancia a 5%.

RESULTADOS E DISCUSSAQ

Das 144 amostras de leite in na-
tura colhidas, 100 (69,44%) apre-
sentaram crescimento de colonias
de S. aureus, entre estas amostras
15 (10%) foram enumeradas. Pos-
teriormente, foram isoladas trés
cepas de cada amostra, sendo sub-
metidas aos testes fenotipicos con-
firmando tratar-se da espécie S.
aureus, 44 (30,56%) ndo apresen-
taram nenhum tipo de crescimen-
to apds a incubacdo a 35°C por 48
horas em estufa bacteriologica. As
cepas isoladas foram submetidas
a prova bioquimica da catalase,
100% apresentaram resultados po-
sitivos.

Diante disto, verificou-se que
10% das amostras analisadas apre-
sentaram contagens entre 20 a 200
Unidades Formadoras de Colonias,
sendo valores significativos para
enumerag¢ao, dados estes similares
aos achados de Lancette; Tatini
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(2001). A contagem de S.aureus va-
riou de 2,1x10% a 1,9x10* UFC/mL.

Brites et al. (2013) concluiram
que os surtos de intoxicagdo esta-
filococicas e a quantidade de vacas
com mastite sdo consequéncia das
altas taxas de S. aureus, sugerindo
a conscientizagdo dos produtores
para o monitoramento da saude do
rebanho e a execucdo das boas pra-
ticas na atividade leiteira levando
a obten¢do de matéria-prima com
mais qualidade.

Os resultados do presente estudo
demonstraram uma contagem redu-
zida de S. aureus, dados estes que
estdo de acordo com o minimo to-
lerado pelos critérios da Instrugdo
Normativa n® 62/2011, a qual esta-
belece o limite maximo de 1x10°U-
FC/mL de S. aureus pois, em con-
centragdes maiores, pode ocorrer a
produgdo de enterotoxinas que sdo
termoestaveis, podendo causar da-
nos a saude do consumidor (CAR-
MO et al., 2002). As amostras de
leite in natura estavam nos padroes
exigidos pela legislagdo, mostran-
do-se adequado para ser utilizado
pelas industrias de laticinios ¢ a
producdo de derivados do leite.

Para ocorrer uma intoxicagao
alimentar e desencadear seus sinto-
mas € necessario apresentar quanti-
dades superiores a 10° ¢ 10° UFC/ g
ou mL da bactéria pois, nestas con-
di¢des, ocorre o favorecimento de
produgdo das enteroxinas nos ali-
mentos (CUNHA NETO; SILVA;
STAMFORD, 2002).

Das amostras analisadas fren-
te ao antisséptico iodo a 0,5%,
66,67% (16/24) das amostras do
grupo teste ndo apresentaram cres-
cimento de S. aureus nas placas
de Baird Parker, somente 33,33%
(8/24) das amostras apresentaram
o crescimento da bactéria. J4 no
grupo controle, onde foram lava-
dos apenas com agua corrente, foi
evidente o aumento do S.aureus
nas amostras analisadas, 79,17%
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Figural - Resultados obtidos dos antissépticos no grupo teste e controle Garibaldi, RS.
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(19/24) apresentaram crescimento
e 20,83% (5/24) amostras ndo apre-
sentaram crescimento bacteriano.
O iodo apresentou efetividade bac-
teriostatica quando utilizado nos
tetos das bovinas, sendo possivel
verificar uma reducgdo estatistica-
mente significativa (p= 0,001) do
numero de UFC/mL.

Em um estudo semelhante, Me-
deiros et al. (2009) avaliaram o
perfil de sensibilidade em relacao
ao S. aureus, os resultados demos-
traram que 93% das amostras fo-
ram sensiveis ao iodo, 82% foram
sensiveis a clorexidina, 55% das
amostras foram sensiveis a amonia
e 15% sensiveis ao acido latico e
para as amostras de cloro, 97,8%
foram resistentes, no tempo de 15
segundos, neste estudo os melhores
resultados foram para iodo e clore-
xidina.

Nos resultados deste experimen-
to, verificou-se que, com o uso do
antisséptico clorexidina no grupo
teste, 62,50% (15/24) das amostras
foram positivas para S. aureus, em
contrapartida, 37,50% (9/24) ob-
tiveram auséncia da bactéria. No
grupo controle, 75,00% (18/24)
das amostras foram positivas para
a contaminagdo e 25,00% (6/24)
foram negativas para crescimento

tratamento|tratamento| tratamento|tratamento| tratamento|tratamento

ACIDO LATICO CLOREXIDINA

bacteriano. Foi possivel notar uma
redugdo de 37,50% das estirpes de
S. aureus apds o uso do antissép-
tico, quando comparado ao grupo
controle, embora os resultados nao
tenham sido significativos estatis-
ticamente (p=0,3582). Acredita-se
que a modificacdo da concentragao
e do tempo de imersdo poderiam
ter gerado resultados mais contun-
dentes na reducdo do crescimento
bacteriano.

De acordo com Pedrini & Mar-
gatho (2003), durante a escolha dos
agentes desinfetantes deve-se levar
em consideragdo alguns critérios,
pois ndo existe um desinfetante
ideal, ¢ necessario possuir um am-
plo espectro, ter o custo acessivel,
ndo ser toxico, irritante € ndo cau-
sar danos a saude do homem ¢ do
animal, pois o uso inadequado pode
levar a resisténcia de cepas patogé-
nicas.

Em relagdo ao acido latico, no
grupo teste, em 70,83% (17/24) das
amostras evidenciou-se a presenca
de S. aureus e 29,17% (7/24) das
amostras ndo apresentaram cresci-
mento bacteriano. No grupo con-
trole, 95,83% (23/24) das amostras
estavam contaminadas por S. au-
reus ¢ 4,17% (1/24) das amostras
ndo apresentaram crescimento.
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Assim, em relagdo a eficacia do
desinfetante frente ao S. aureus, a
redu¢do da carga microbiana foi de
29,17% no grupo teste, apresentan-
do eficacia quando utilizado como
antisséptico (p=0,0201).

No estudo de Nascif Jr (2005) foi
avaliada a eficacia do acido latico e
iodo na antissepsia dos tetos apoOs
a ordenha, os resultados indica-
ram maior eficacia do acido latico,
comparado ao iodo, na redugdo do
numero de novos casos de infe¢des
intramamarias (IIM).

E possivel observar (Figura 1) a
reducdo da carga microbiana com
o uso dos antissépticos nos trés ex-
perimentos realizados no presente
estudo. O iodo apresentou melhor
atividade antisséptica, significati-
vamente superior ao acido latico e
a clorexidina, frente ao S. aureus
nas amostras analisadas no leite in
natura.

O pré dipping utilizado antes
da ordenha tem por objetivo redu-
zir a0 maximo a contaminacao dos
tetos por micro-organismos. A de-
sinfe¢do praticada no pré dipping
¢ uma medida fundamental para
o controle e prevengdo da mastite
ambiental, pois elimina da super-
ficie dos tetos das fémeas bovinas
os agentes patogénicos, evitando
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doengas nos quartos mamarios e a
posterior contaminagdo no leite. O
uso da técnica traz beneficios como
a estimulacao da descida do leite e
a velocidade de extracdo do leite
(MAIA, 2012).

O estudo desenvolvido por De-
meu et al. (2011) demostrou vanta-
gens no investimento de programas
de controle e prevengdo, pois con-
tribui significativamente para di-
minui¢ao dos custos relacionados a
mastite. As despesas com tratamen-
to preventivo representaram 19,7%
do impacto econdmico.

CONCLUSAD

Os antissépticos utilizados neste
trabalho demostraram ser efetivos
na reducdo do crescimento bacte-
riano no leite in natura, quando uti-
lizados nos tetos das bovinas, res-
saltando a importancia do uso dos
antissépticos no pré dipping, como
sendo fundamentais para prevengao
e reducdo de patdégenos que colo-
cam em risco a sanidade do animal,
minimizando novas contaminagoes
e consequentemente melhorando a
qualidade do produto lacteo. Das
substancias testadas, a maior ati-
vidade antisséptica frente ao Sta-
phylococcus aureus foi verificada
para o iodo, seguido da clorexidi-
na e do acido latico. Os resultados
do estudo apontaram a sensibilida-
de do S. aureus aos antissépticos,
ocorrendo o efeito bacteriostatico
nas amostras testadas. Verificou-se
também que as concentragdes tes-
tadas nos trés experimentos foram
eficazes para redugdo do patogeno.
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