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RESUMO 
 

Schreiber, Josieli. Antissépticos comerciais utilizados em vacas leiteiras: 
susceptibilidade in vitro frente a bactérias e leveduras. 2018. 38 f. Trabalho de 
conclusão de curso – Bacharelado em Zootecnia, Universidade Tecnológica Federal 
do Paraná. Dois Vizinhos, 2018. 

 
 

O Brasil está entre os maiores produtores de leite do mundo. Para se produzir e 
comercializar leite de boa qualidade, medidas higiênico-sanitárias são necessárias, 
inclusive para o combate da mastite, causando prejuízos econômicos ao produtor e, 
consequentemente, diminuindo a produção. Dessa forma, esse estudo teve como 
objetivo avaliar o efeito de dois antissépticos comerciais utilizados nos tetos das vacas 
leiteiras antes e após a ordenha, com o intuito de verificar sua atividade antimicrobiana 
sobre as cepas de Echerichia coli, Staphylococcus aureus e Candida albicans. Os 
procedimentos metodológicos foram realizados no laboratório de Microbiologia da 
Universidade Tecnológica Federal do Paraná, Dois Vizinhos, por meio do pH e das 
técnicas de difusão em disco e microdiluição em caldo, em triplicada, a fim de se obter 
a concentração inibitória mínima (CIM) e a concentração bactericida mínima (CBM). 
O pH dos produtos divergiu ao descrito no rótulo, podendo comprometer sua eficácia.  
No teste de disco-difusão a E. coli apresentou sensibilidade intermediária, enquanto 
que os demais microrganismos foram sensíveis aos produtos pré e pós-ordenha. Nos 
testes de microdiluição em caldo os microrganismos apresentaram sensibilidade 
frente aos produtos pré e pós-ordenha, permitindo verificar que apresentaram CIM e 
CBM mesmo diluídos, constatando-se que as combinações dos componentes 
utilizados nas formulações inibem os principais agentes etiológicos da mastite, 
embora não se recomende a diluição para uso. 
 
Palavras-chave: Antimicrobianos, mastite, qualidade do leite. 
 



 

ABTRACT 

 
Schreiber, Josieli. Commercial antiseptics in dairy cows: in vitro susceptibility to 

bacteria and yeasts. 2018. 38 f. Trabalho de conclusão de curso – Bacharelado em 

Zootecnia, Universidade Tecnológica Federal do Paraná. Dois Vizinhos, 2018. 

 

Brazil is among the largest dairy producers in the world. In order to produce and market 

good quality milk, hygienic-sanitary measures are necessary, including to combat 

mastitis, causing economic losses to the producer and, consequently, reducing 

production. The objective of this study was to evaluate the effect of two commercial 

antiseptics used on the ceilings of dairy cows before and after milking, in order to verify 

their antimicrobial activity on strains of Echerichia coli, Staphylococcus aureus and 

Candida albicans. The methodological procedures were carried out in the laboratory 

of Microbiology of the Federal University of Technologic-Paraná, Dois Vizinhos, by 

means of pH and disc diffusion and microdilution techniques in triplicate in order to 

obtain the minimum inhibitory concentration (MIC) and minimal bactericidal 

concentration (MBC).The pH of the products deviated from that described on the label 

and could compromise their efficacy. In the disc-diffusion test, E. coli presented 

intermediate sensitivity, whereas the other microorganisms were sensitive to the 

products pre- and post-milking. In the microdilution tests in broth, the microorganisms 

showed sensitivity to the pre and post-milking products, allowing to verify that they 

presented MICs and CBM even diluted, being verified that the combinations of the 

components used in the formulations destroy the main etiological agents of mastitis, 

although not dilution is recommended for use. 

 
Key words: Antimicrobial, mastitis, milk quality. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

O Brasil é um dos principais produtores de leite, ficando em 2016 em 

quinto lugar de produção mundial, produzindo 35 bilhões de litros, com destaque 

em demanda interna e produção acima da média comparada com outros países 

(CONAB, 2017). 

O leite é um produto da secreção das glândulas mamárias, que se 

caracteriza como um fluído viscoso constituído de uma fase líquida e partículas 

em suspensão, formando uma emulsão natural (SGARBIERI, 1996). Os 

componentes do leite bovino são: água, proteínas, lactose, minerais e vitaminas, 

sendo comercializado em forma líquida integral, desengordurado e pasteurizado 

ou esterilizado, podendo essas mesmas formas serem comercializadas em 

parcialmente desidratadas e em pó (SGARBIERI, 2004). 

Uma das doenças que mais afeta as glândulas mamárias das vacas 

leiteiras é a mastite, por meio de inflamações infectocontagiosas provocadas 

principalmente por bactérias e fungos, podendo, em sua incidência, acarretar 

prejuízos econômicos com tratamentos, aumento da mão-de-obra, descarte dos 

animais e, principalmente, redução da produção leiteira. Sendo a doença que 

mais onera o produtor de leite (GUIMARÃES, 2012). Esforços têm sido 

concentrados para reduzir sua incidência com programas de controle e 

prevenção (HOGEVEEN et al., 1992). 

Para produzir e comercializar o leite de boa qualidade, fatores devem ser 

considerados, além da nutrição do animal, como a saúde da glândula mamária 

e o manejo da ordenha obedecendo a medidas higiênico-sanitárias, como o uso 

de antissépticos no pré-dipping e pós-dipping (CHAPAVAL, 2000). 

Desse modo, justifica-se o estudo, pois a utilização de antissépticos para 

o combate da mastite é um programa de controle e prevenção utilizado em todo 

mundo, tendo como objetivo inibir e/ou destruir o crescimento de microrganismos 

nos tetos mamários das vacas leiteiras, na pré-ordenha (pré-dipping), 

prevenindo casos de mastite ambiental e na pós-ordenha (pós-dipping), evitando 

a mastite contagiosa (CHAPAVAL, 2000). 

Assim, o presente estudo busca analisar a eficiência de dois produtos 

antissépticos comercializados para o pré e pós-ordenha, verificando se esses 
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têm cumprido seu objetivo de controle e prevenção, frente aos principais agentes 

etiológicos da mastite, contribuindo com a integridade da saúde das vacas 

leiteiras.  

 

 

1.1 OBJETIVOS 

 

1.1.1 Objetivo Geral 

  

Avaliar in vitro o efeito antimicrobiano de dois produtos antissépticos 

comerciais utilizados em tetos de vacas antes (pré-dipping) e após (pós-dipping) 

a ordenha sobre agentes evidenciados em mastites bovinas com maior 

prevalência. 

 

1.1.2 Objetivos específicos 

 

- Verificar o pH dos produtos; 

- Avaliar a atividade antimicrobiana de dois produtos antissépticos 

utilizados no pré-dipping e no pós-dipping sobre as espécies de Echerichia coli 

(ATCC 25922), Staphylococcus aureus (ATCC 25923) e Candida albicans 

(ATCC 10231), por meio das técnicas de difusão em disco e de microdiluição em 

caldo. 

- Determinar a concentração inibitória mínima (CIM); 

- Verificar a concentração bactericida e fungicida mínima (CBM); 

- Averiguar se os produtos comerciais cumprem com a função de controle 

e prevenção da mastite causada pelos agentes etiológicos testados. 
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2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

 

2.1 O LEITE 

  

O leite é fonte de proteínas, cálcio, fósforo e vitaminas A, D, E, B1 e B2, 

sua gordura e lactose fornecem energia disponível, sendo um produto de 

importância social, ocupando destaque na oferta do consumo interno, como 

fonte básica de nutrientes de origem animal (LEDIC, 2002). O leite, segundo a 

Instrução Normativa nº 62 de 2011, é o produto da ordenha completa, 

ininterrupta, em boas condições higiênicas, de vacas sadias, bem alimentadas e 

descansadas (BRASIL, 2011).  

Pesquisas demostram a importância da ingestão do leite nas diferentes 

fases da vida, por oferecer potenciais nutritivos, benéficos à saúde associados à 

alimentação equilibrada e à prática de exercícios físicos (FAO, 2013). Fatores 

genéticos, sanitários, ambientais e nutricionais são de interesse para produtores, 

técnicos e pesquisadores, por estarem ligados ao aumento da qualidade e 

produtividade leiteira no Brasil (TEIXEIRA et al., 2010).  

A produtividade conduz à melhoria da situação econômica do sistema de 

produção, dessa forma, há necessidade de melhoria na qualidade do produto, 

uma vez que o mercado consumidor vem exigindo, mas as perdas por baixa 

qualidade são altas ocorrendo em todo processo produtivo, por contaminações, 

mamite, doenças infectocontagiosas, transporte inadequado, além de outros 

fatores (PEREIRA, 2000). 

 Apesar do Brasil contar com um dos maiores rebanhos do mundo, sua 

pecuária caracteriza-se por baixos índices de produtividade, grande número de 

pequenos produtores, rebanhos bastante heterogêneos e baixa qualidade do 

produto nas fazendas (PEREIRA, 2015).   

O leite apresenta baixa qualidade pois grande parcela da produção vem 

de propriedades que não utilizam recursos tecnológicos mínimos, como ordenha 

mecânica, resfriamento do leite, ou mesmo estábulo com calçamento e água 

corrente, implicando nos principais parâmetros de qualidade higiênico-sanitárias 

(CHAPAVAL, 2000). 
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Em termos de aspectos nacionais relacionados à contagem das células 

somáticas e contagem bacteriana total do leite, os padrões se apresentam no 

Brasil muito além dos desejáveis (CHAPAVAL, 2000; VARGAS et al., 2013). 

Por esses motivos, o Brasil implementou a Instrução Normativa nº 51 do 

Ministério da Agricultura que oficializou um Programa Nacional de Melhoria da 

Qualidade do Leite (PNMQL). Essa normativa estabelece padrões mínimos para 

o recebimento do leite em relação a sua composição química (BRASIL, 2011).  

As células somáticas presentes leite são células de defesa que, ao 

detectarem agentes que causam a mastite, migram do sangue ao interior da 

glândula mamária, a fim de combatê-los, em uma glândula infectada as células 

presentes no leite chegam a apresentar 99% de células somáticas (PHILPOT; 

NICKERSON, 1991). 

 O número de células somáticas (CCS) e contagem bacteriana total 

(CBT), servem como base para o pagamento por qualidade ou penalidades para 

incentivar o controle de mastite, sendo esses padrões alterados pela Instrução 

Normativa nº 62, de 29 de dezembro de 2011 e pela Instrução Normativa nº 7, 

de 03 de maio de 2016 (BRASIL, 2016; GUIMARÃES & LANGONI, 2009). 

 

 

2.2 A QUALIDADE DO LEITE 

 

Para ser de boa qualidade, o leite não deve conter microrganismos 

patogênicos, ter baixo número na contagem das células somáticas e bactérias 

totais, não possuir corpos e sedimentos estranhos, ser levemente adocicado 

(CHAPAVAL, 2000).  

   Além disso, testes são realizados para analisar características 

bacteriológicas químicas e físicas, a fim de verificar se o leite é de boa qualidade. 

Esses testes devem ser empregados tanto no leite cru como no pasteurizado 

(CARUSO; OLIVEIRA, 1984). 

Para tanto, é necessário coletar amostras e realizar testes físicos- 

químicos, sensoriais que analisam a aparência, odor e sabor, microbiológicos 

que avaliam a contagem e o tipo de bactérias presentes no leite, sendo que se 

estiverem em grande quantidade podem indicar falta de refrigeração, leite velho, 
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mastite e ausência de medidas higiênico-sanitárias na produção e manuseio do 

leite (PEIXOTO, 2000). 

As análises físicas e químicas compreendem o teste de sedimentação, 

sendo que a presença de sedimentos indica condições sanitárias indesejáveis; 

citoanálise do leite, que detecta processos inflamatórios da glândula mamária 

por meio da contagem das células somáticas; a densidade é utilizada para medir 

o teor de gordura e sólidos totais do leite; a acidez determina qualitativamente o 

teor de ácido lático do leite; teor da gordura, tendo valor no controle da matéria-

prima para a industrialização, como por exemplo para produção de manteiga  

(CHAPAVAL, 2000). 

Também podem ser utilizadas outras análises como determinação de 

sódio; sólidos totais e desengordurados para os cálculos de rendimento 

industrial; teor de lactose e proteína; índice crioscópico, que verifica a 

temperatura de congelamento do leite indicando se houve adição de água ou 

outra substâncias;  teste de conservantes e presença de antibióticos, que detecta 

substâncias ilegais que têm finalidade de conservar o leite ou que podem 

prejudicar a saúde do consumidor e a produção de derivados, entre outros 

(CHAPAVAL, 2000). 

A legislação atual que estipula fatores de qualidade do leite é a Instrução 

Normativa nº 7 de 03 de maio de 2016, essa além de estender os prazos 

estipulados na Instrução Normativa nº 62/2011 para mais dois anos, modificou 

os limites básicos da CCS, que indica processos infecciosos na glândula 

mamária e da CBT, que caíram para 500 mil CCS/mL e 300 mil UFC/mL, 

respectivamente. 

 

 

2.3 MASTITE 

  

A mastite bovina está, no âmbito econômico, entre as doenças mais 

relevantes do gado leiteiro em todo o mundo, afetando diretamente a produção 

e qualidade do leite (PYORALA, 2002). Pode ser causada por bactérias, vírus, 

algas e fungos, tornando sua etiologia e epidemiologia complexas (COSTA et 

al., 2008). 
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É uma doença que acarreta na inflamação da glândula mamária em suas 

diferentes etiologias, promovendo algumas alterações no leite, como mudanças 

em sua cor, acidez, aparecimento de coágulos de diferentes tamanhos e número 

de leucócitos aumentado (PEIXOTO, 2000). 

O agente etiológico classifica os tipos de mastite em ambiental e 

contagiosa. A ambiental é causada por microrganismo de origem fecal, como a 

Escherichia coli (OLIVEIRA et al., 2012). 

A contagiosa é causada por patógenos que têm seu habitat no interior da 

glândula mamária e na superfície dos tetos, ocorrendo principalmente o contágio 

no momento da ordenha, pelas mãos do ordenhador, panos e esponjas que 

secam os tetos quando utilizadas em várias vacas e teteiras (OLIVEIRA et al., 

2012). 

Em termos de patógenos, os principais causadores de mastite contagiosa 

são Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae e Corynebacterium bovis. 

No Brasil, as mastites subclínicas geralmente se enquadram em contagiosas, o 

que acarreta maiores prejuízos à exploração leiteira (FONSECA; SANTOS, 

2000). 

O diagnóstico acontece pelo aparecimento de calor, dor e endurecimento 

da glândula mamária, verificados pela palpação. Apresenta-se de fácil 

identificação quando é clinica percebendo-se úbere inchado, glândulas e tetos 

doloridos, e presença de pus e sangue no leite (OLIVEIRA et al., 2012). 

Há casos em que o diagnóstico não aparece na palpação nem pelo exame 

visual do leite, isso ocorre em grande parte dos casos subclínicos de mastite, 

sendo que o diagnóstico é realizado pela identificação da presença de células 

somáticas no leite. A mastite é caracterizada clinicamente pela expressão de 

defesa da glândula mamaria, o tecido lesado tentando generalizar-se e livrar-se 

do agente causador (OLIVEIRA et al., 2012). 

A doença é decorrente da falta de procedimentos higiênicos nos 

equipamentos utilizados pelos ordenadores, a própria falta de higiene dos 

ordenadores nas roupas e mãos, falta de boa higiene dos tetos e úbere, e mal 

funcionamento da ordenhadeira mecânica, qualquer desses descuidos em um 

ou mais fatores conduzem ao aumento da contagem bacteriana total e no 

aparecimento de incidência da mastite (OLIVEIRA et al., 2012; SANTOS, 2006). 

Além disso, para manter a saúde das glândulas mamárias, evitando 
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contaminação de vacas sadias, a linha de ordenha deve seguir a ordem de vacas 

primíparas saudáveis, vacas multíparas saudáveis, vacas já tratadas de mastite, 

vacas com mastite subclínica e por últimas vacas com mastite clínica em 

tratamento, onde o leite será descartado (SANTOS et al, 2012).  

A contaminação do leite pode ocorrer por duas formas: por incorporação 

dos microrganismos presentes no úbere ao leite; ou pelo contado do leite com 

utensílios contaminados durante a ordenha, coleta ou armazenamento 

(FEHLHABRE, JANESTCCHKE,1995). 

No meio ambiente há uma variedade de bactérias  e leveduras que 

representam riscos à glândula mamária, podendo causar mastite, os seguintes 

agentes mais frequentemente envolvidos na etiologia desta doença: 

Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae, Streptcococcus dysgalactiae, 

Streptcococcus uberis, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, 

Corynebacterium diphtheriae, Streptcococcus pyogenes, Pasteurella multocida, 

Sphaerophorus necrophorus, Pseudomonas aeruginosa, Proteus sp, Candida 

albicans, Serratia marcescens e Mycoplasma  urealyticum (PEIXOTO, 2000). 

 As bactérias Staphylococcus aureus e Streptcoccus dysgalactiae são 

encontradas frequentemente na pele do úbere, já a Escherichia coli no meio 

ambiente (OLIVEIRA et al., 2012). 

 

 

2.4 PRINCIPAIS MICRORGANISMOS ENVOLVIDOS NO 

DESENVOLVIMENTO TE MASTITE EM VACAS LEITEIRAS 

 

2.4.1 Staphylococcus aureus 

 

 A bactéria Staphylococcus aureus foi descrita pela primeira vez no ano de 

1880, pelo cirurgião escocês Alexandre Ogston, encontrada em um pus 

cirúrgico. São cocos Gram e catalase positivos, com diâmetro entre 0,5 e 1,5 µm, 

formadores de colônias pigmentados, sendo um dos patógenos mais comuns 

encontrados no mundo (SANTOS et al, 2007; JAY,1994). 

 O gênero Staphylococcus possui 33 espécies onde 17 dessas podem ser 

isoladas de amostras humanas, pertence à família Micrococcaceae. A espécie 

de maior interesse médico encontra-se principalmente em ambiente nosocomial, 
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que é o S. aureus relacionado com diversas infecções em seres humanos 

(CARVALHO, 2005; KONEMAN et al., 2001). 

 No início da década de 1930 iniciou-se as pesquisas e verificou-se que o 

S. aureus demostrava resistência à sulfanilamida. Na década de 40 a resistência 

à penicilina foi detectada, em 1950 iniciou-se a produção penicilinases 

atualmente chamada de β-lactamases e passou a ser utilizada em pacientes 

hospitalizados (SANTOS et al., 2007).  

 Desde então novas cepas da bactéria tem se mostrado resistentes a cada 

antibiótico produzido para tratamento das patologias. Estudos sobre a 

susceptibilidade a antimicrobianos de patógenos da mastite, demonstram 

aumento crescente no padrão de resistência de Staphylococcus aureus, o 

agente mais frequente isolado (LANGONI, 2013). Sua resistência é maior para 

antibióticos β-lactâmicos (BRITO et al., 2001).  

 É uma bactéria resistente à dessecação e ao frio, podendo se alocar em 

partículas de poeira por longos períodos fazendo com que sua distribuição seja 

abrangente, pode ser encontrada em ambientes de circulação humana, 

encontrada nas fossas nasais, garganta intestinos e pele, tendo o homem como 

seu principal hospedeiro (BANNERMAN, 2003; CARVALHO, 2005; 

CAVALCANTI et al., 2005). 

 O S. aureus é um patógeno humano que se dissemina desde infecções 

simples que envolvem a pele como, espinhas, furúnculos, celulite e impetigo e 

feridas, ou em casos mais graves pode causar pneumonia, meningite, 

osteomielite, síndrome do choque tóxico, septicemia, entre outras (SANTOS et 

al, 2007; BRASIL, 2018). 

É um microrganismo patógeno que pode ser transmitido ao homem 

através de leite e derivados, tendo importância na epidemiologia das doenças 

vinculadas por alimentos (ZECCONI & HAHN, 2000).  

Trata-se de um microrganismo de maior ocorrência nos rebanhos 

mundiais por ter grande resistência aos antibióticos, chegando a estar presente 

em 50% das infecções da glândula mamária dos bovinos leiteiros (BRABES et 

al.,1999; FAGUNDES & OLIVEIRA, 2004). 

 

2.4.2 Escherichia coli 
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É uma bactéria anaeróbia facultativa Gram-negativa, não esporulada, 

oxidase negativa, móvel por flagelos ou não móvel, pertencente à família 

Enterobacteriaceae, fazendo parte da microbiota intestinal dos animais e não 

resiste aos tratamentos térmicos como a pasteurização (BRENNER, 1984; 

PRATA, 2009; TENAILLON et al., 2010). 

 Pertence ao grupo dos coliformes termotolerantes, antigamente 

denominados de coliformes fecais, sendo descrita pela primeira vez pelo doutor 

Theodor Escherich em 1885, quando tentava isolar o agente etiológico da cólera 

(ESCHERICH,1889; ADAM & MOSS, 1997). 

As cepas de E. coli foram descritas como causadoras de diarreia em 

humanos, contudo também acomete animais como bovinos, ovelhas, coelhos e 

suínos (FISCHER et al., 1994; ROBINS-BROWNE et al 1994; ZHU et al.,1994; 

CID et al., 2001). Estudos permitiram então que a E.coli enteropatogênica fosse 

classificada em diferentes grupos conforme seus mecanismos e fatores de 

infecção e virulência (KAPER,1994). Esses fatores de virulência são 

caracterizados por manifestações clínicas desde uma diarreia e colites agudas 

até disenteria que leva ao óbito, ocasionados por proteínas de adesão, de 

invasão e de proteínas tóxicas da E. coli. 

Existem quatro tipos de E. coli causadoras de doenças gastrointestinais, 

a enteropatogênica, enterotoxigênica, enterohemorrágica e enteroinvasiva. A  E. 

coli enterotoxigênica, fixa a mucosa do intestino e produz toxinas, causando 

diarreia aquosa, febre, cólicas, náuseas e fadigas, que podem durar de três a 

dezenove dias (ALVES, 2012).  

A enteroinvasiva ocorre quando as células dessa estirpe são fagogitadas 

por uma célula da mucosa do intestino, se multiplicando e realizando a invasão 

de outras células (enterócitos), causando arrepios, fezes com presença de 

sangue, febre, dores abdominais, com duração de dias ou semanas, (ALVES, 

2012).   

A enteropatogênica acomete principalmente recém-nascidos, causando 

lesões nas microvilosidades intestinais, os sintomas se apresentam com diarreia, 

febre, arrepios, vômitos e náuseas. A profilaxia depende de programas de 

tratamento de água e esgoto em países em desenvolvimento, sendo sua 

transmissão oro-fecal (ALVES, 2012; FERNANDES & MEDINA-ACOSTA, 2002; 

FERNANDES E MEDINA-ACOSTA, 2004). 
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Por fim, a enterohemorrágica causa a morte das células do intestino 

grosso, os sintomas são diarreias com presença de muito sangue, vômito e 

sangue, sua incubação é se três a nove dias. Indivíduos afetados podem 

desenvolver doenças como a insuficiência renal aguda e trombose (ALVES, 

2012). 

É um microrganismo prevalente no meio ambiental, e as infecções 

mamárias por Escherichia coli são de forma clínica, apresentam-se de forma 

hiperaguda ou aguda, com aparecimento nas primeiras semanas pós-parto, se 

caracteriza pela difícil resolução terapêutica, em casos de comprometimento 

sistêmico, ocorre morte de animais por toxemia (JONES,1990; RADOSTITS et 

al., 2000). 

Os estudos que investigam fatores de virulência em estirpes de 

Escherichia coli isoladas de mastite bovina no Brasil são escassos (RIBEIRO, 

2006).  

 

2.4.3 Candida albicans 

 

 É um fungo dimórfico, estando associado à colonização assintomática ou 

em formas de pseudo-hifas e hifas verdadeiras. Esse fungo pode obter a 

formação de clamidósporos, que possui a capacidade de se adaptar em 

diferentes ambientes biológicos, podendo ser considerado um organismo 

pleomórfico (ALVARES et al., 2007). 

 A Candida albicans é encontrada na flora normal de animais e homens, 

presente na cavidade oral, trato digestivo, respiratório e vaginal. Para alterar sua 

forma comensal para patogênica precisa de fatores locais e sistêmicos. 

(COLEMAN, 1996; SONIS et al., 1996; TOMMASI, 2000; ARAÚJO, 1994; 

CASTRO, 2000; REGEZI & SCIUBBA, 2000). 

 É uma espécie comum causadora de infecções no ser humano, contudo, 

o aparecimento do fungo não condiciona o aparecimento da doença, para que 

isso aconteça deve ocorrer a penetração nos tecidos. Dois fatores locais são 

responsáveis pelo aparecimento da candidíase, a umidade e a maceração da 

pele. É uma doença que precisa de fatores predispostos locais para seu 

aparecimento e possui baixa patogenicidade (SHAFER et al., 1987; ARAÚJO, 

1994; REGEZI & SCIUBBA, 2000). 
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 Segundo BARBEDO e SGARBI (2010) a maioria dos estudos mostram 

que esta espécie constitui 60% dos isolados de amostras clínicas. Uma vez que 

está levedura faz parte da microbiota humana normalmente é considerada uma 

micose oportunista. Sua importância ocorre pela frequência que coloniza e 

infecta os hospedeiros humanos em todas as partes do mundo, sendo a espécie 

com maior conhecimento patogênico.  

 No homem pode gerar desde uma infecção na mucosa até uma doença 

disseminada fatal, acometendo nesse último geralmente pacientes 

imunossuprimidos (SCULLY,1992; BORAKS, 1999). 

 Nos últimos anos há relatos de diferentes infecções clínicas em animais,  

(DUARTE et al., 2001; PRESSLER et al., 2003; LINEK, 2004; MORETTI et al., 

2004; KUWAMURA et al., 2006; FULLERINGER et al., 2006; KIVARIA & 

NOORDHUIZEN, 2007), sendo a espécie Candida albicans a mais citada em 

casos de animais (VELASCO, 2000; MORETTI et al., 2004; JIN & LIN, 2005; 

JADHAV & PAL, 2006; KIVARIA & NOORDHUIZEN, 2007), contudo, outras 

espécies também aparecem na literatura como agentes infeciosos como a 

Candida tropicalis, a Candida parapsilosie, entre outras (MUELLER et al., 2002; 

PRESSLER et al., 2003; OZAWA et al., 2005; KIVARIA & NOORDHUIZEN, 

2007).  

       A Candida é facilmente isolada em equipamentos de ordenha, mãos do 

ordenador, sobre a pele que reveste o teto do animal e ambiente da sala de 

ordenha (KELLER et al., 2000; SANTOS & MARIN, 2005). O excesso de 

antibióticos para o tratamento de mastite causada por bactérias, vem produzindo 

uma seleção da microbiota que beneficia a condição de leveduras do gênero 

Candida a atuarem como causadores das infecções intramamárias (REY et al. 

1997; GARCIA & BLANCO, 2000; ANDRADE, 2002).  

 Problemas de sanidade em rebanhos bovinos acometidos com inflamação 

das glândulas mamárias, desenvolvendo a mastite, aumentaram ao longo de 31 

anos de ≤1% para ≥17%, gerando impacto desfavorável à pecuária pela redução 

da produtividade e custos com tratamentos no mundo todo (KIVARIA & 

NOORDHUIZEN, 2007). No Brasil as espécies de Candida constituem o terceiro 

lugar de infecções de mastite, por meio de pele e secreção dos tetos, mãos de 

ordenadores, máquinas de ordenha, instrumentos de tratamento, condições 
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higiênicas do ambiente, alimentos, dentre outras, sendo o ordenador a principal 

fonte de infecção (MOTA et al. 1999; KIVARIA & NOORDHUIZEN, 2007). 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

3.1 TÉCNICAS EMPREGADAS 

A pesquisa delimitou-se em analisar a susceptibilidade das bactérias 

Escherichia coli (ATCC 25922) e Staphylococcus aureus (ATCC 25923) e a 

levedura Candida albicans (ATCC 10231), sobre dois produtos antissépticos 

comerciais à base de ácido lático, sendo um utilizado na pré-ordenha (pré-

dipping) e outro na pós-ordenha (pós-dipping). 

Segundo descrição no rótulo, o produto pré-ordenha é composto por: 

ácido lático (2%), clorexidina, peracético, tensoativo aniônico, emoliente 

hidratante, espessante, corante e excipientes, enquanto que o pós-ordenha 

contém: ácido lático (5%), clorexidina, extrato de Aloe vera, camomila, tensoativo 

aniônico, emoliente hidratante, espessante, corante e excipientes. 

O método de análise para a verificação do poder antimicrobiano dos 

antissépticos foi realizada pela técnica de disco-difusão em ágar, em triplicata, 

seguindo a metodologia descrita na norma M02-A12 do Performance Standards 

for Antimicrobial Disk Susceptibility Tests (CLSI, 2015b). Após os testes em 

disco-difusão foram realizadas análises de microdiluição em Agar Muller Hinton 

a fim de se obter a concentração inibitória mínima (CIM) com maior precisão, 

seguindo a metodologia descrita na norma M07-A10, CLIM-27 do Methods for 

Dilution Antimicrobial Susceptibility Tests for Bacteria that Grow Aerobically 

(CLSI, 2015a). A concentração bactericida mínima (CBM) seguiu sendo 

realizada conforme metodologia descrita por Koneman (2001).  

O experimento foi conduzido no Laboratório de Microbiologia da 

Universidade Tecnológica Federal do Paraná, Câmpus Dois Vizinhos. 

 

 

3.2 PROCEDIMENTOS  

 

Inicialmente realizou-se o preparo de pré-inóculo, com 24 horas de 

antecedência. Este procedimento consiste em adicionar uma alçada ou mais dos 

microrganismos da placa estoque em um frasco com 50 mL de meio de cultvo 
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Muller Hinton. As bactérias foram cultivadas em caldo Müeller Hinton, enquanto 

que a levedura foi cultivada em caldo BHI e foram incubadas em estufa 

bacteriológica a 35ºC/24horas. 

 A suspensão microbiana estava ajustada para que sua turbidez coincida 

com a da solução padrão de McFarland 0,5. Para a padronização das 

concentrações do inóculo, transferiu-se 1 mL do inóculo para uma cubeta estéril 

e realizou-se a leitura da absorbância em espectrofotômetro a 625 nm.  

Em seguida, calculou-se a quantidade necessária do volume de inóculo 

necessário para obter concentração de 0,8 a 0,10 de absorbância, considerando 

densidade ótica em comprimento de onda de 625 nm, equivalente a 1,5. 108 

UFC/mL. 

Este preparo foi realizado anteriormente para ambas as metodologias 

utilizadas: difusão em ágar e microdiluição em caldo. 

Para o teste de difusão em ágar, realizou-se a diluição seriada dos 

produtos a testados em água destilada estéril.  Um conjunto de discos de papel 

de filtro estéreis (6 mm) foram colocados na superfície de uma placa de ágar 

Müeller Hinton semeada com os microrganismos a serem testados, cuja 

densidade ótica já foi ajustada. Os discos foram distribuídos por igual de maneira 

que a distância do centro para centro não excedesse 24 mm. Para as leveduras 

utilizou-se o ágar Müeller Hinton suplementado com 2% dextrose e 5 µg/mL de 

azul de metileno. 

Em cada disco ocorreu a aplicação de 5 µL dos produtos e suas diluições. 

As placas foram invertidas e colocadas em estufa de 35oC, até 15 minutos após 

aplicação dos discos. 

Após 16 -18 horas os diâmetros dos halos foram mensurados, incluindo o 

diâmetro do disco, usando um paquímetro ou uma régua.  

No teste de microdiluição em caldo, o meio de cultura (100 µL) foi disposto 

em micropoços de uma microplaca estéril, sendo o caldo Müeller Hinton para as 

bactérias e o BHI para a levedura. Os produtos a serem testados (100 µL) foram 

adicionados em triplicata. Realizou-se as diluições seriadas transferindo-se o 

volume de um poço para o poço seguinte, descartando o volume do último poço. 

O microrganismo foi então adicionado nesses poços. 
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As linhas G e H da microplaca foram utilizadas como os controles 

positivos, dessa forma, os controles de meio de cultivo, do crescimento do 

inóculo, das substâncias teste. 

Para as bactérias Escheriachia coli e Staphylococcus aureus foram 

testadas diluições de Ampicilina e de Gentamicina. A microplaca foi incubada em 

estufa a 35ºC/24horas. Para a levedura o mesmo procedimento foi seguido, 

porém utilizando-se o Fluconazol. 

Após a incubação, adicionou-se em cada poço da microplaca 5 µL de 

solução de cloreto de trifeniletrazólio 0,5% e incubou-se por mais de duas horas 

antes da realização da leitura de CIM. A coloração vermelha indicou que as 

células estavam vivas. 

Para a concentração bactericida mínima (CBM), após a incubação das 

microplacas, retirou-se uma alíquota de 10 µL de cada poço: dos dois poços 

antes e após da CIM (inclusive), e repicadas para o ágar Müeller Hinton, com o 

auxílio da alça de Drigalski, sendo as placas foram incubadas a 35ºC/24horas. 

As colônias foram contadas e considerada a concentração em que houve 

inibição maior ou igual a 90% de crescimento bacteriano e fúngico. 
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO  

 

 

Os produtos apresentaram pH de 5,6 (pré-dipping) e 6,5 (pós-dipping), 

contrariando os valores estipulados nos rótulos que eram na faixa de pH 4,0 a 

5,0 em ambos os produtos. A Escherichia coli consegue crescer até em pH 4,5 

ajustado com ácido clorídrico, mas não consegue crescer nesse mesmo pH 

quando ajustado com ácido láctico. Portanto, quanto mais próximos os produtos 

estiverem da neutralidade, menor será o efeito do pH na inibição desta bactéria, 

principalmente o produto pós-dipping. O Staphylococcus aureus é de 6,0 a 7,0  

de pH, da Candida albicans é de 4,0 pH. Portanto, analisando-se somente o fator 

pH, os produtos poderiam não inibir a E. coli e a C. albicans e o pós-dipping não 

inibiria o S. aureus, visto que possuem pH dentro das condições de crescimento 

ótimo destes microrganismos. 

No teste de disco-difusão em ágar, o diâmetro do disco utilizado foi 6 mm 

e foram considerados resistentes as bactérias que não apresentaram halo, 

sensíveis intermediários as que tiveram halos de inibição de ≥7mm até 10 mm e 

sensíveis >10 mm, de acordo com Dominciano (2015). Nesta análise, o produto 

puro pré-dipping apresentou o halo médio de 8,3 mm, já o produto pós-dipping   

8,0 mm frente à Escherichia coli (Figura 1), enquanto que para os antibióticos 

controle o halo foram de 13 mm para ampicilina, enquanto que o sulfazotrim não 

apresentou inibição. 

 Portanto, a E. coli apresentou sensibilidade à ampicilina, com 

sensibilidade intermediária aos produtos testados e resistência ao sulfazotrim, 

de acordo com o critério adotado. 

 

Figura 1 – Halos de inibição da Escherichia coli com o produto pré-dipping 

 

                   Fonte: A autora. 
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Apesar de não haver trabalhos utilizando o teste disco-difusão com ácido 

lático sobre a E. coli, testes realizados com cepas de Lactobacillus produtores 

de ácido lático, mostraram-se capazes de inibir a E. coli (PEREIRA & GÓMEZ, 

2007; CHIODA et al., 2007; OGAWA et al., 2011; CÁLIX-LARA et al., 2014).  

Verificou que frente ao Lactobacillus a E. coli apresentou zonas de inibição 

variando de 12 a 15 mm de diâmetro, sendo que a maioria apresentou 14 mm 

de diâmetro, consideradas como fortes halos de inibição (CHIODA et al., 2007). 

Em estudo conduzido por Pereira & Gómez (2007) ocorreu halo de inibição de 

14,75 mm de diâmetro para E. coli. Apesar de nestes estudos poder haver outras 

substâncias produzidas pelo Lactobacillus, afirma-se que o agente inibidor foi o 

ácido lático (PEREIRA & GÓMEZ, 2007; OGAWA et al., 2011). 

O produto pré-dipping frente ao Staphylococcus aureus apresentou halo 

de 35,5 mm e o produto pós-dipping apresentou halo de 23,9 mm. Portanto, está 

bactéria foi sensível a todos os produtos testados, bem como à ampicilina 

(controle), com halo de 42 mm. 

De igual maneira, o ácido lático produzido por cepas de Lactobacillus, 

produtora de ácido lático, também tem sido estudada na inibição de 

Staphylococcus aureus, observando-se sucesso (PRASAD & GHODEKER, 

1991; VARADARAJ et al. 1993; PEREIRA & GÓMEZ, 2007). Varadaraj et al. 

(1993) encontraram somente a inibição de S. aureus e não de E. coli, obtendo 

para as primeiras zonas de inibição entre 7 e 9 mm de diâmetro. Pereira & 

Gómez (2007) verificaram os melhores resultados de inibição pelo método de 

disco-difusão em ágar, com halos de inibição de 15,0 mm de diâmetro para o S. 

aureus. 

A levedura Candia albicans apresentou halos de 25,4 mm para o produto 

pré-ordenha e para o pós-ordenha halo de 10,4 mm (Figura 2). Dessa forma, os 

produtos foram eficazes, devido à sensibilidade do agente enquanto que para o 

fluconazol (controle) o halo foi de 6,2 mm, portanto resistentes na concentração 

testada. 
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Figura 2 – Halos de inibição da Candida albicans com o produto pós-dipping 

 

Fonte: A autora. 

 

A C. albicans pode colonizar diferentes sítios do hospedeiro com valores 

de pH inerentes à cada região, podendo variar de pH 2 a 10. Embora resista ao 

pH ácido, requer condições alcalinas ou neutras para se converter para sua 

forma fúngica infectante (SHERRINGTON et al., 2017). 

As espécies de Candida constituem a terceira maior causa infecciosa de 

mastites no Brasil e várias podem ser as fontes de contaminação, tais como:  

pele e secreção dos tetos, mãos de ordenadores, ordenhadeiras, instrumentos 

de tratamento, condições higiênicas do ambiente, alimentos, entre outras 

(BRITO et al., 2009). Portanto, a prevenção por meio de produtos pré e pós-

ordenha com eficácia antifúngica são de extrema importância.  

 No teste de microdiluição em caldo verificou-se que o produto pré- dipping 

inibiu a E. coli com CIM de 0,008 a 0,016% de ácido lático (Figura 3), com CBM 

de 0,016%. As fileiras A, B e C continham o produto pré-ordenha, e as fileiras D, 

E, F o produto pós-ordenha, as fileiras G e H os controles de meio de cultivo, da 

viabilidade do inóculo e das substâncias teste.  

 

Figura 3 - Microplaca após a adição dos antissépticos testados, microrganismos 

testados e cloreto de trifeniltetrazólio 

 
                    Fonte: A autora. 

A 
B 
C 
D 
F 
G 

H 
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Já o produto pós-dipping apresentou CIM de 0,005 a 0,010%, e a CBM foi 

de 0,078% (Figura 3). Apesar da E. coli ter apresentado sensibilidade 

intermediária no teste de difusão em disco, constatou-se a CIM e CBM (Figura 

4), por ser um teste de melhor sensibilidade. 

 

Figura 4 - Verificação das diluições para determinação da concentração 

bactericida mínima do produto pós-ordenha para a Escherichia coli 

 
    Fonte: A autora. 

 

Não foram encontrados na literatura informações a respeito da eficácia de 

produtos antissépticos à base de ácido lático sobre os microrganismos testados 

utilizando-se a microdiluição em caldo. 

Em estudo utilizando o método de microdiluição em caldo que avaliou a 

eficiência da oleuropeína (OLE) (composto fenólico extraído das folhas de 

oliveira) isolada e associada a sanitizantes comerciais, para inativação de 

Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus e Escherichia coli, verificou-se 

que a E. coli apresentou menor resistência para cloreto de benzalcônio 1% 

(0,156 mg/mL), seguido de peróxido de hidrogênio 3% (0,234 mg/mL), ácido 

peracético 2% e digluconato de clorexidina 2% (0,312 mg/mL) (DOMINCIANO, 

2015). Dentre os componentes dos produtos testados, ambos possuem ácido 

lático, clorexidina e tensoativo aniônico, enquanto que o pré-ordenha possui 

ainda o ácido peracético. 

O produto pré-dipping apresentou CIM de 0,004 a 0,008% de ácido lático 

e CBM de 0,008%, enquanto que o produto pós-ordenha demonstrou a CIM de 

0,005 a 0,010% de ácido lático e CBM de 0,010% para o S. aureus, confirmando 

sensibilidade desta bactéria em relação aos produtos. 
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Em estudo conduzido por Dominciano (2015) observou-se que o S. 

aureus resultou em resistência menor para peróxido de hidrogênio (0,117 

mg/mL), ácido peracético e hipoclorito de sódio (0,312 mg/mL). 

Em estudo in vivo conduzido por Medeiros et al., (2009) constatou-se que 

72,7% das cepas de Staphylococcus coagulase positivo apresentaram 

sensibilidade frente ao ácido lático a 2%. 

Verificou que os produtos pré e pós-dipping apresentaram CIM de 0,016 

a 0,031% de ácido lático e CBM de 0,031% para a Candida albicans, embora 

tenham apresentados halos de tamanhos distintos no teste de difusão em disco. 

Dessa forma, os produtos testados inibiram os agentes testados, inclusive 

após serem diluídos. Contudo, não é possível inferir que seja possível a diluição 

dos produtos a campo, visto que os testes aplicados não contemplam todas as 

variáveis vivenciadas a campo. 

Em estudo conduzido por Coutinho (2012) o perfil de sensibilidade frente 

a leveduras foi de 66,67% com amônia quaternária a 4% de e 58,33% com ácido 

lático a 2% no tempo de 30 segundos de ação no teto. Tais compostos químicos 

estão presentes nos dois produtos testados.   

A lista de substâncias químicas com ação antifúngica é bastante extensa, 

mas ainda muito restrita quando comparada ao número de drogas 

antibacterianas disponíveis. No grupo dos agentes químicos estão incluídos 

aqueles medicamentos que não são antibióticos no sentido direto, mas atuam 

como fungistático de modo indireto ao modificar as condições locais. Entre esses 

últimos, estão sais quaternários de amônio e os ácidos graxos orgânicos e 

derivados (ácido láctico, propiônico, undecilênico, butírico e caprílico) (NOBRE 

et al., 2002). Sendo assim, os produtos pré e pós-dipping possuem em sua 

formulação componentes que atendem à esta finalidade. 

Em todos os testes de microdiluição em caldo não se observou 

crescimento de microrganismos contaminantes nos ensaios controle e todos 

apresentaram sensibilidade frente aos antimicrobianos controles testados. 
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5 CONCLUSÃO 

 

 

O pH dos produtos divergiu ao descrito no rótulo, podendo comprometer 

sua eficácia.  

Nos ensaios utilizando o teste de disco-difusão a bactéria E. coli 

apresentou sensibilidade intermediária, enquanto que os demais 

microrganismos foram sensíveis aos produtos pré e pós-ordenha. 

Nos testes de microdiluição em caldo, microrganismos testados 

apresentaram sensibilidade frente aos produtos pré e pós-ordenha, permitindo 

verificar que apresentaram CIM e CBM mesmo diluídos, constatando-se que as 

combinações dos componentes utilizados nas formulações destroem os 

principais agentes etiológicos da mastite. 

Apesar dos produtos possuírem capacidade de destruir os 

microrganismos após diluídos, não se pode inferir que poderão ser diluídos para 

uso, visto que o ensaio in vitro não reproduz resultados a campo em sua 

totalidade. 

Portanto, reforça-se a importância da utilização de produtos pré e pós- 

ordenha na prevenção da ocorrência da mastite. 
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6 CRONOGRAMA 

 

 

O cronograma para realização das atividades foi desenvolvido, estando 

representado em etapas divididas em dois semestres (QUADRO 1). 

 

Quadro 1 – Cronograma de execução do trabalho de conclusão de curso 

Etapas 

Ano 

2º semestre de 2017 1º semestre  2018 

Agos. Set. Out. Nov. Mar. Abril Maio Jun. 

1. Entrega do pré-projeto x - - - - - - - 

2. Hipótese e justificativa - x - - - - - - 

3. Entrega do resumo - - x - - - - - 

4. Entrega da revisão bibliográfica - - x - - - - - 

5. Elaboração da metodologia de 

pesquisa. 

x - - - - - - - 

6. Entrega do projeto  - - x - - - - - 

7. Indicação banca examinadora - - x - - - - - 

8. Defesa do TCC I - - - x - - - - 

9. Correções das sugestões da 

banca examinadora 

- - - x - - - - 

10. Experimento/coleta de dados x x x - x x x - 

11. Análise dos resultados x x x x x x x x 

12.Elaboração da conclusão  - - - - - - - x 

13. Indicação banca examinadora - - - - - - x - 

14. Defesa do TCC II - - - - - - - x 
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7 ORÇAMENTO 

 

 

7.1 DESPESAS COM MATERIAL PERMANENTE 

 

As despesas com material de consumo, para que a realização do 

experimento está listado no Quadro 2. 

 

Quadro 2 – Despesas de materiais 

Itens Quantidade Custo unitário Custo do Item 

Caldo MULLER 
HINTON 

500 gramas R$ 500,00 R$ 500,00 

Microplaca de 
microtitulação 96 
poços fundo U, 
estéril, com tampa. 

10 unidades R$ 6,00 R$ 60,00 

Cloreto de 
Trifeniltetrazólio 

15 gramas R$ 156,00 R$ 156,00 

Caldo Infusão 
cérebro coração 
(BHI) 

500 gramas R$ 118,00 R$ 118,00 

Luva descartável 02 caixas R$ 25,00 R$ 50,00 

Fita crepe 02 rolos R$ 4,65 R$ 9,30 

Total de despesas R$ 847,30 
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