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AVALIACAO IN VITRO DA EF,ICAC,IA DE DESINFETANTES
COMERCIAIS UTILIZADOS NO PRE E POS-DIPING FRENTE A Candida
spp ISOLADA DE LEITE MASTITICO BOVINO

IN VITRO EVALUATION OF THE EFFICACY OF COMMERCIAL DISINFECTANTS USED
IN PRE AND POST-DIPPING AGAINST Candida spp ISOLATED FROM
BOVINE MASTITC MILK.

L. C. AGOSTINHO SARTORI, R. C. SANTOS?, J. M. MARIN?,

RESUMO

O objetivo desta investigacdo foi de avaliar a sensibilidade in vitro de cepas de Candida spp. Frente a vdrios
desinfetantes comercialmente disponiveis, utilizados para o tratamento pré e pés-dipping. Foram obtidos 45 isolados de
Candida em leite mastitico provenientes de vacas leiteiras acometidas de mastite clinica ou sub clinica em quatro
estados brasileiros. As drogas utilizadas foram clorexidina (2,0%), iodo (0,8%), iodo glicerinado (0,8%) e hipoclorito de
sodio (1,0%) em 4 intervalos especificos de tratamento (15", 30", 60" e 300”). Cem por cento das cepas de Candida
foram sensiveis a clorexidina nos tempos de 30", 60"e 300", ao iodo glicerinado em 60" e 300", ao hipoclorito de sédio
em 60" e 300" e ao iodo apenas em 300”. Assim se conclui que a eficdcia mais alta de desinfec¢do foi encontrada para a
clorexidina. Uma conclusdo adicional é que € importante a realiza¢do periédica de avaliacdes de sensibilidade dos
microrganismos aos desinfetantes comumente utilizados, de forma a garantir a eficdcia da desinfec¢@o dos tetos.

PALAVRAS-CHAVE: Céndida. Levedura. Desinfetante. Mastite.

SUMMARY

The objective of this investigation was to evaluate the in vitro sensibility of Candida spp. To several commercially
available disinfectants used for pre and post-dipping.. A total of 45 isolates of Candida were obtained from the mastitic
milk of dairy cows with clinical or subclinical mastitis from four Brazilian States. As active drugs were used
chlorhexidine (2.0%), iodine (0.8%), iodine glycerin (0.8%) and sodium hypochlorite (1.0%) at four specific intervals
(15 ",30 ", 60 " and 300 "). One hundred percent of Candida was found to be sensible to chlorhexidine at 30 ”, 60 ",
and 300 ", to iodine glycerin at 60 " and 300 ", to sodium hypochlorite at 60 ", and 300 ", to iodine only at 300 ". It can
be concluded that the highest disinfectant activity in vitro was found to be with chlorhexidine. A further conclusion was
that it is important to undertake a periodic evaluation of the sensibility of microorganisms to the disinfectants
commonly used, to guarantee the efficacy of the process of teat disinfecting.
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INTRODUCAO

A inflamacdo da glandula mamdria (mastite) se
mantém como a doenca mais comum e dispendiosa em
vacas leiteiras (BRADLEY & GREEN, 2001). Ela
influencia negativamente a economia das propriedades
rurais e a qualidade higiénica do leite (HORTET &
SEEGERS, 1998). Mais de 135 diferentes
microorganismos tem sido identificado como agentes
etiologicos da mastite (BRADLEY, 2002). Além dos
agentes bacterianos, outros importantes grupos de
microrganismos como leveduras, fungos e algas podem
causar o processo inflamatério e alteragdes no tbere.
(WATTS, 1988, KRUKOWSKI et al., 2006).

Leveduras e fungos sdo componentes normais
da flora do solo e podem colonizar a pele do tbere em
pequeno nimero (RICHARD et al., 1980). Eles sdo
considerados agentes oportunistas (COSTA et al,
1993) e produzem a doenga quando os mecanismos de
defesa naturais estdo debilitados. As diferentes
espécies de Candida representam os organismos mais
freqlientemente isolados como agentes etioldgicos da
mastite micética em glandulas mamdrias infectadas
(WATTS, 1988).

O processo de desinfeccdo € um aspecto muito
importante para a prevengdo da doenca. Muitos
desinfetantes foram especialmente desenvolvidos para
a inddstria leiteira visando prevenir a expansdo de
doencas infecciosas (PANKEY et al., 1984, OLIVER
et al., 1993, AMARAL et al., 2004, MEDEIROS et al.,
2009), as quais podem ser controladas com o uso
continuo e eficiente destes agentes germicidas antes e
apos a ordenha.

O presente trabalho foi realizado para testar a
susceptibilidade de cepas de Candida spp obtidas de
mastite bovina a desinfetantes comercialmente
disponiveis e comumente utilizados em fazendas
leiteiras no Brasil.

MATERIAL E METODOS

Amostras de animais

O estudo foi conduzido com vacas de fazendas
leiteiras mantidas sob o sistema de criacdo intensiva,
distribuidas em quatro estados brasileiros, Sdo Paulo,
Parana, Santa Catarina e Rio Grande do Sul. Os
rebanhos analisados eram constituidos por animais de
diferentes ragas, idades e encontravam-se em diferentes
fases de lactag@o.

Critérios para a classificacdo em mastite clinica ou
sub-clinica

A mastite clinica foi caracterizada por sinais
clinicos e/ou secrecdo de leite anormal detectada pelo
teste da caneca de fundo preto. A mastite sub-clinica
foi identificada pelo CMT (California Mastitis Test)
convencional.

Amostras de leite

Quarenta e cinco amostras de leite de quartos
com mastite clinica ou sub-clinica foram coletados no
periodo de Fevereiro a Dezembro de 2009.

As amostras de leite foram assepticamente
coletadas e semeadas em agar Sabouraud dextrose
(Oxoid). As placas foram incubadas a 37 °C for 72h.
As leveduras foram fenotipicamente caracterizadas por
teste padrdo (RICHARD et al., 1980, KREGER-VAN
RIJ, 1984, BARNETT et al, 1990). Depois de
identificadas, um isolado de cada placa foi mantido em
Agar Sabouraud dextrose a temperatura ambiente.

Avaliaciao da eficacia dos desinfetantes in vitro

Para todas as avalia¢des, foram usadas culturas
frescas de células de Candida (48h) crescidas em agar
Sabouraud dextrose. Para cada cepa de Candida foi
preparada uma suspensdo de células em solugdo salina
estéril (0,85%) ajustada para o tubo 1 da escala de
McFarland. Em seguida 1,2ml de cada suspensdo
foram transferidas para um tubo de vidro esterilizado
contendo 0,2 ml de leite esterilizado, foram
acrescentados 0,8ml de cada desinfetante selecionado,
clorexidina (2,0%), iodo (0,8%), iodo glicerinado
(0,8%) e hipoclorito de sédio (1,0%). As amostras
foram submetidas a diferentes tempos de contato entre
as células e os desinfetantes: 15, 30, 60 e 300
segundos. Decorrido o tempo estabelecido, 0,1 ml de
cada tubo foi semeado em placa contendo Caldo
Sabouraud dextrose a 37 °C por 24h para verificacdo
da turvagdo efou a formacdo de pelicula ou
precipitacdo de células. O teste foi feito com trés
repeticdes.

Depois da incubagdo com o respectivo
desinfetante, foi realizada a semeadura de 0,1 ml do
conteido de cada tubo em placa contendo Agar
Sabouraud dextrose e em seguida as placas foram
submetidas & incubagdio a 37 °C por 24h para
verificacdo da presenca ou auséncia de crescimento de
Candida (COSTA et al., 1998).

RESULTADOS

Os resultados do teste de suscetibilidade das 45
cepas de Candida spp. para os diferentes tempos de
exposi¢do com os diferentes desinfetantes estdo
mostrados na Figura 1.

Exceto para ao iodo (0,8%), os outros
desinfetantes foram cem por cento eficientes apés 60
segundos de contato para destruir as células de
Candida. Todos os testes foram conduzidos com trés
repeticdes para cada isolado para maior garantia dos
resultados obtidos.

DISCUSSAO

As leveduras sdo microrganismos encontrados
na natureza e freqiientemente sdo isoladas de humanos
e animais doentes. Dentre as leveduras, as espécies de
Candida representam o patégeno eucaritico mais
comumente isolado de infec¢do de glandulas mamarias

241



120%

Blodo Glicerinado

Alodo
M Clorexidina

B Hipoclorito de Sodio

100% — I

- B = = |||

=0 E4L 2l
s Bl EAl | EAll B
g Il EAIL| EAll | EZ
% 60% E? E? E? Eé
: =AAl AL AL B2
3 =71l =7\l W=7l =%
40% ——E% i} E% E% = %
= | AL EAIl | EZ
=L BAILL EAlL| EZ
20% =/ =% = =/
B =7 =7 =7
= El Bl B
=l EA = =

LTI = 77 L1555 I = 77 111555 N = 7/ EAllE

15" 30" 60" 300

Tempo de Exposicao

FIGURA 1 - Porcentagem da eficicia in vitro dos desinfetantes utilizados no pre e post-dipping para cepas de Candida
spp isoladas do leite de vacas apresentando mastite provenientes de fazendas de leite de quatro estados brasileiros em

2009.

de vacas leiteiras. Geralmente elas sdo consideradas
patégenos oportunistas e a mastite se desenvolve
quando existe um grande nimero de microrganismos
presentes no teto e associado a uma queda na
resisténcia das defesas do tbere. Também, a pele do
ubere, as maos dos individuos que realizam a ordenha,
a maquina de ordenha, a palha da cama dos animais, o
pasto, a poeira, as drogas e as solugdes sanitizantes sao
fatores que contribuem para o desenvolvimento da
doenca (QUINN et all., 2002). Entre estes fatores as
solugdes sanitizantes tém sido estudadas porque elas
podem representar um importante fator de diminui¢do
da inflamacdo das glandulas mamadrias mas podem
também provocar uma irritacdo na pele dos tetos o que
depende muito da concentrag@o do produto utilizado.

Bons desinfetantes devem ter eficdcia contra os
principais patégenos encontrados nas mastites, devem
ser econdmicos, faceis de aplicar, e devem manter ou
promover boas condi¢des de higiene. A maioria dos
estudos estd relacionada ao Staphilococcus aureus e
Streptococcus agalactiae. (PANKEY et al., 1984,
BOODIE et al.,, 1997, PEDRINI & MARGATHO,
2003, AMARAL et al.,, 2004, MEDEIROS et al.,
2009), resultados obtidos com outros microrganismos,
incluindo as espécies de Candida sio raros (LOPES et
al., 2008).

No presente trabalho os testes foram realizados
com os 4 desinfetantes mais utilizados para controlar a
mastite causada por patédgenos, a clorexidina (BOODIE
et al., 1997, MEDEIROS et al., 2009), o hipoclorito de
s6dio (AMARAL et al., 2004), o iodo (BOODIE et al.,

1997) e o iodo glicerinado (GOLDBERG et al., 1994).
Os resultados obtidos demonstraram que o tempo de
exposi¢do/ contato entre as células do patégeno e os
desinfetantes é crucial e deve ser de no minimo 60
segundos.

Os melhores resultados foram obtidos com a
clorexidina (2,0%) que ndo € irritante para a pele do
teto. Deve porém ser lembrado que os resultados de
sensibilidade dos microrganismos para os desinfetantes
obtidos in vitro ndo necessariamente correspondem aos
resultados que podem ser obtidos in vivo. Eles devem
portanto serem considerados apenas como um
indicativo do desempenho do melhor desinfetante
avaliado. Depois disto como uma comprovagdo dos
resultados obtidos se faz necessario a realizagdo de um
trabalho de campo com diferentes condi¢cdes do meio
ambiente e utilizando diferentes rebanhos para atestar a
eficicia do desinfetante para controlar os diferentes
patégenos causadores da mastite.

Como conclusdo pode-se afirmar ser necesséria
uma revisdo periddica da sensibilidade dos
microrganismos frente aos desinfetantes para assegurar
a correta desinfecc@o do dbere.
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