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RESUMO

O presente trabalho teve como objetivo testar e avaliar a eficacia de antissépticos
comerciais através do método Teste Disco Difusdo em bactérias presentes nos tetos
e leite de vacas leiteiras. Avaliou-se também a Contagem Bacteriana Total (CBT)
através do método de Contagem Padrdo em Placas (CPP), para comprovar a eficacia
dos produtos mediante aplicacdo in-vivo junto a medidas profilaticas. Para o teste de
sensibilidade, isolou-se em meio de cultura que sinaliza a possivel presenca dos
microrganismos que possam causar inflamacdo da glandula mamaria bovina, as
amostras dos tetos e do leite oriundas de 25% do rebanho ordenhado de duas
propriedades distintas. Os animais utilizados nos ensaios foram identificados com o
auxilio da identificacdo padrdo das propriedades, ndo havendo troca de animais.
Ocorreram quatro amostragens durante o periodo do trabalho, que foram efetuadas a
cada 90 dias, sendo duas delas antes da introducéo do antisséptico e duas apos. Os
antissépticos utilizados no teste consistem em produtos comerciais a base de
Clorexidina (2%), lodo (2,25%) e Hipoclorito de Sédio (2,5%), além destes, foi
introduzido um teste positivo com discos comerciais de antibiético Vancomicina e um
teste negativo utilizando agua destilada. Diante das avaliacdes estatisticas dos
resultados do teste de sensibilidade, comprovou-se que o produto comercial a base
de clorexidina apresentou maior halo de inibicdo de microrganismos, confirmando
assim a sua eficiéncia no controle dos patégenos. Em consonéancia com este dado, foi
constatado também o resultado positivo da avaliacgdo da CBT apds o uso do
antisséptico, onde houve reducdo da contagem de unidades formadoras de colénias
por mililitro (UFC/ml) das amostras dos tetos e do leite, atestando assim a veracidade
da sua acéo.

Palavras-chave: mastite; profilaxia; disco difusdo; clorexidina.



ABSTRACT

The aim of this study was to test and evaluate the efficacy of commercial antiseptics
using the Disk Diffusion Test method on bacteria present in the teats and milk of dairy
cows. The Total Bacterial Count (TBC) was also evaluated using the Standard Plate
Count (SPC) method, in order to prove the efficacy of the products through in-vivo
application along with prophylactic measures. For the sensitivity test, teat and milk
samples from 25% of the milked herd from two different farms were isolated in a culture
medium that indicates the possible presence of microorganisms that can cause
inflammation of the bovine mammary gland. The animals used in the tests were
identified with the help of standard farm identification, and there were no changes of
animals. Four samples were taken every 90 days during the study period, two before
the antiseptic was introduced and two after. The antiseptics used in the test consisted
of commercial products based on Chlorhexidine (2%), lodine (2.25%) and Sodium
Hypochlorite (2.5%), in addition to these, a positive test was introduced with
commercial disks of the antibiotic Vancomycin and a negative test using distilled water.
Statistical evaluations of the sensitivity test results showed that the commercial
chlorhexidine-based product had the largest halo of inhibition of microorganisms, thus
confirming its efficiency in controlling pathogens.

Keywords: mastitis; prophylaxis; disk diffusion; chlorhexidine.
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1 INTRODUCAO

A busca por alimentos mais saudaveis e seguros tem crescido
exponencialmente ao longo dos anos, impulsionada pela ampla divulgacédo de surtos
de Enfermidades Transmitidas por Alimentos (ETA). Porém, segundo (NERO et al.,
2003), poucos estudos e informacdes nessa area sao divulgados no Brasil. Ainda
segundo o autor, o leite sem um tratamento adequado pode tornar-se uma das
principais fontes das ETA’s. Segundo Borges et al. (2010), as contaminac¢des por
Salmonella em queijos frescais sao decorrentes do uso de leite cru na fabricacéo.

Esses niveis microbiologicos estdo diretamente ligados as doencas que
acometem os bovinos, um exemplo disto € a mastite bovina, amplamente relacionada
aos rebanhos leiteiros. A mastite trata-se de um processo inflamatorio na glandula
mamaria e caracteriza-se principalmente pela reducdo da producdo de leite. A
manifestacédo da infec¢do pode ser clinica ou subclinica, sendo que a ultima, segundo
Pedrini e Margatho (2003), acarreta uma reducéo de 5% a 25% da producéao leiteira.
Além do potencial risco a saude do consumidor, ela pode veicular agentes etioldgicos
de zoonoses (COSTA, 1998).

A EMBRAPA (2002), descreve que 0s agentes mais comuns causadores da
mastite sdo 0s estreptococos e estafilococos. Ainda segundo Mendonca et al. (1999),
0s patdégenos mais importantes da mastite sdo Staphylococcus aureus, Streptococcus
agalactiae, Escherichia coli e o Streptococcus uberis.

Segundo Cruz (2022), a atividade leiteira no municipio de Colorado do Oeste
-RO teve uma producéo 42,49 milhdes de litros, com média diaria de 1,51 milhao de
litros no més de fevereiro de 2022. O mesmo afirma ainda que o0 municipio apresenta
o melhor rebanho de gado leiteiro do estado.

Segundo dados da Agéncia de Defesa Sanitaria Agrosilvopastoril do Estado
de Rondonia (IDARON, 2022), o estado tem um efetivo do rebanho bovino no total de
17.687.897 cabecas de gado, sendo que 2.896.053 milhBes cabecas sédo de bovinos
leiteiros. A producdo média de leite por animal/dia em Rondénia no segundo semestre
do ano foi de aproximadamente 4,9 litros. Se comparado com o maior estado produtor
do pais, Rio Grande Do Sul com uma producédo média de 27 litros dia/animal, o estado
tem muito trabalho pela frente. Segundo o 6rgéo, o limitante da producdo do estado
sdo a disponibilidade de alimentos no periodo seco do ano e os altos valores
microbiolégicos contidos no leite, sendo reflexo de ordenhas com baixos niveis de
higiene.
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1.1 JUSTIFICATIVA

O leite produzido no estado de Rondbnia é considerado um produto de baixa
qualidade em virtude dos niveis bacteriolégicos presente no mesmo, somando com
uma baixa produtividade por animal, ja que esses niveis de microrganismos estao
diretamente ligados a diversas doencas e processos inflamatérios como, por exemplo,
a mastite. O presente trabalho busca definir um produto antibacteriano eficiente, em
conjunto com medidas profilaticas de higiene, e posteriormente, remodelar a realidade
atual dos pequenos produtores da regidao entao relacao aos fatores descritos.

1.2 OBJETIVOS

1.2.1 GERAL

Avaliar o controle microbiol6gico do leite e dos tetos de vacas, através da
Contagem Bacteriana Total (CBT), ap0s a utilizacdo de antissépticos disponiveis
comercialmente com eficacia comprovada por meio do Teste Disco Difuséo.

1.2.2 ESPECIFICOS

e Avaliar a contagem bacteriana total e contagem de células somaticas antes da
utilizacéo do antisséptico;

e Determinar a sensibilidade das bactérias envolvidas nos processos de
infeccbes mamarias nas ordenhas da regido a diferentes antissépticos
utilizados;

e Verificar a eficacia de diferentes antissépticos no controle microbiano da
ordenha de bovinos leiteiros por meio de teste de disco difusdo em bactérias
envolvidas no processo de infecgcdes mamarias em bovinos na regiao;

e Determinar qual o melhor antisséptico avaliado por meio do teste disco difuséo,
para ser implantado nos processos de pré e pos-dipping;

1.2.3 HIPOTESE

Os antissépticos disponiveis no mercado sdo eficazes contra os principais
microrganismos causadores de mastite.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 PRODUCAO DE LEITE NO ESTADO DE RONDONIA

Rondodnia é um dos principais estados produtores de leite no Brasil. De acordo
com o IDARON, no ano de 2019, o estado produziu algo em torno de 3.628.440
milhdes de litros de leite provenientes de aproximadamente 35 mil propriedades. A
pecuaria leiteira do estado é intensificando pela agricultura familiar e outros fatores
naturais decisivos para a producao de leite a pasto. O estado conta com 97 inddstrias
de laticinios distribuidas em 35 municipios, que empregam cerca de 35 mil produtores.

Com a finalidade de promover o desenvolvimento, a sustentabilidade e
competitividade da pecuéria leiteira no estado, em 1999 foi criado o Programa de
Apoio ao Desenvolvimento da Pecuéria Leiteira — PROLEITE (EMATER, 2015). A
SEAGRI (Secretaria de Estado Da Agricultura, Pecuaria, Desenvolvimento e
Regulacao Fundiéaria € o 6rgdo que gerencia o programa, enquanto a EMATER-RO é
responsavel pelas execucdes das acoes.

De acordo com dados do IDARON 2019, o municipio de Colorado do Oeste foi
0 23° maior produtor de leite do estado, produzindo uma média aproximada de 70.600
litros de leite por dia, ficando atras de municipios como Ouro Preto do Oeste, Jaru,
Nova Mamoré, Ji-Parana, Governador Jorge Teixeira, Urupa, Cacoal, Presidente
Médici, Machadinho D’Oeste e Espigao D’Oeste que juntos, correspondem a 51% da
producao estadual.

2.2 MASTITE

A mastite € uma doenca inflamatéria multifatorial da glandula mamaria. As
infecgbes intramamérias (IMI) sdo mais comumente causadas por bactérias como
Escherichia coli, Staphylococcus aureus e Streptococcus spp., € muitas vezes
também por fungos. Vista em rebanhos leiteiros entre o periodo de secagem e o inicio
da lactagcdo. Outros agentes causadores raros de mastite podem ser trauma ou
produtos quimicos toxicos (HAXHIAJ. K et al, 2022).

Outro ponto trazido por HAXHIAJ K. et al (2022), é que ha presenca de
alteracdes quimicas e fisicas no leite e aparéncia anormal da glandula mamaria.
Dependendo dos sinais e da gravidade, pode ser classificada como mastite clinica
(MC) ou mastite subclinica (MSC). E comumente monitorada medindo a contagem de
células somaticas (CCS) no leite, que se exceder 200.000 células/mL, a glandula
mamadria é considerada inflamada e isso sugere fortemente uma infecgéo.

Uma doencga que vem acarretando grandes perdas para inddstria leiteira, e no
Brasil, avalia-se que que a mastite subclinica chega a atingir 48,64% nos rebanhos
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bovinos e 42,2% nos rebanhos bubalinos, sendo o agente Staphylococcus spp. 0
principal causador (ACOSTA et al., 2016).

Em um estudo realizado por Dalla Libera et al. (2020), em 321 amostras de leite
analisadas, exames bacteriologicos apontarem 46,73% de amostras com a presenca
de Staphylococcus spp. Nesta pesquisa usou-se alguns parametros para avaliar o
leite como a contagem de células somaticas (CCS) o California Mastitis Test (CMT),
a concentragdo hidrogenibnica (pH), a condutividade elétrica (CE), e afirma-se que a
CCS e o CMT foram os melhores testes para diagnosticar a presenca de mastite.

A auséncia de higiene durante a ordenha gera a ma qualidade do leite e
favorece niveis de mastite na propriedade. Atualmente h& exigéncias de boas praticas
de fabricacdo por sistemas federais e industriais que beneficiam a matéria prima
(WHITEHEAD; LAKE, 2018).

2.3 PARAMETROS DE AVALIACAO

Entre os parametros de avaliagdo mais utilizados pode-se citar o California
Mastitis Test (CMT), uma ferramenta de diagndstico simples e amplamente utilizada
para mastite subclinica, uma vez que pode ser empregado a campo instantes antes
de efetuar a ordenha. Ele é usado mesmo em &areas onde existem instalacfes
laboratoriais disponiveis para fins de diagnostico e programas de monitoramento. O
CMT geralmente pontua de 1 a 5, os resultados séo entéo interpretados com base na
quantidade de gelificacdo ou formacao de coagulos. Normalmente, um sistema de
pontuacao de 0 (negativo) a 5 (fortemente positivo) é usado. Um resultado negativo
ou uma pontuacao de 1 geralmente indica que a vaca esta livre de mastite, enquanto
uma pontuacado de 2 ou 5 sugere que a vaca pode ter mastite (BRITO J.R.F. etal. 1997).

Outro parametro muito difundido é a contagem de células somaticas (CCS),
uma medida importante na avaliacdo da qualidade do leite e da saude da glandula
mamaria em animais produtores de leite. Véarios fatores podem afetar a CCS no leite,
incluindo infec¢éo intramamaria, idade do animal, estagio de lactacdo, época do ano
e frequéncia de ordenha. A infeccao intramamaria € o principal fator que aumenta a
CCS, pois as células somaticas sao principalmente leucécitos (células brancas do
sangue) que entram na glandula maméaria em resposta a infecgdo (PALMA G.B, 2020).
Ha uma relacéo inversa entre a CCS e a producéo de leite. A medida que a CCS
aumenta, geralmente ha uma diminuicdo na producéo de leite. Isso ocorre porque a
infeccdo e a inflamacgéo da glandula mamaria danificam o tecido produtor de leite e
desviam os recursos do animal para combater a infec¢cado (FILGUEIRAS E. A, 2011).
FILGUEIRAS também relata que a CCS pode afetar a composicdo do leite. Que o
aumento da CCS pode resultar em diminuigdo do teor de proteina, gordura, lactose e
minerais no leite. Além disso, o leite com alta CCS pode ter um impacto negativo na
qualidade dos produtos lacteos, como queijo e iogurte. Em resumo, a CCS é uma
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ferramenta valiosa para monitorar a saude da glandula mamaria e a qualidade do leite.
No entanto, mais pesquisas sdo0 necessarias para entender melhor os fatores que
afetam a CCS e desenvolver estratégias eficazes para controlar a mastite e reduzir a
CCs.

No método de Contagem bacteriana total (CBT), considera-se que em
condi¢cBes normais, o leite € estéril ao ser secretado nos alvéolos do Ubere, contudo
na ordenha do leite, 0 mesmo pode ser contaminado por diversos microrganismos
presentes nos canais lactiferos e no canal dos tetos. Em outros casos, com uma baixa
higiene do local de ordenha, a contaminag¢do pode ocorrer no corpo do Ubere e nos
tetos (FONSECA E SANTOS, 2000).

2.4 INSTRUCOES NORMATIVAS IN 76 E IN77

As Instrucdes Normativas 76 (IN 76) e 77 (IN 77), emitidas pelo Ministério da
Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (MAPA), sdo de extrema importancia para o
setor leiteiro. Elas trazem diretrizes especificas relacionadas a qualidade do leite,
abrangendo desde a producdo até os critérios finais de qualidade dos leites
pasteurizados.

O que difere as normativas € que a IN 76 estabelece os regulamentos técnicos
para a identidade e qualidade do leite cru, do leite pasteurizado e do leite pasteurizado
tipo A. Ela define padrdes e critérios para garantir a seguranca e qualidade do leite ao
consumidor. Ja na IN 77, séo definidos critérios para a obtencao de leite de qualidade
e seguro. Ela abrange desde a organizacdo da propriedade, suas instalagbes e
equipamentos, até a formacdo e capacitacdo dos responsaveis pelas tarefas
cotidianas. Além disso, a IN 77 trata do controle sistematico de mastites, brucelose e
tuberculose.

Segundo a Instru¢cdo Normativa IN 76 (MAPA, 2018), em leite cru refrigerado
de tanque individual ou comunitarios, a contagem padrao em placas nao deve exceder
o maximo permitido que é de 300.000 UFC/ml para CBT e de Contagem de Células
Somaticas de no maximo 500.000 CS/mL, sendo estas médias geométricas obtidas
através de analises trimestrais.
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3 PROCEDIMENTOS METODOLOGICOS

3.1 PROCEDIMENTOS TECNICOS

Identificacdo e caracterizacdo das propriedades

O trabalho foi desenvolvido no municipio de Colorado do Oeste — Ronddnia no
ano de 2020. Inicialmente foi feito um levantamento das propriedades em potencial no
municipio para participarem do estudo, a fim de localizarmos duas propriedades para
participar da pesquisa. As analises laboratoriais foram realizadas nas dependencias
do Laboratorio de Microbiologia do Instituto de Educacéo, Ciencia e Tecnologia de
Rondénia — IFRO Campus Colorado.

Identificacdo dos animais que apresentam mastite subclinica e clinica

Na propriedade foram realizadas algumas verificagdes com os animais a fim de
diagnosticar alguma forma de mastite. Para tabulacéo dos dados, foram selecionados
25% do rebanho ordenhado total das propriedades. Seguindo os procedimentos
recomendado pela EMBRAPA (2015), inicialmente foram avaliados o Ubere dos
animais, observando se havia anormalidades como inchago e vermelhidao e a textura
do leite, se 0 mesmo apresentava coagulos ou uma forma aguada. Podendo este
simples avaliacdo revelar o estagio mais aguda da infeccdo, a mastite clinica.

A segunda avaliacdo, amplamente difundido no pais, é o teste de CMT
(Califérnia Mastite Teste), o qual identifica por meio de reagentes misturados no
leite a mastite na sua forma subclinica. Os procedimentos com o teste de CMT
sdo baseados em quatro etapas: Coleta de Amostra, onde uma peguena quantidade
de leite é coletada de cada quarto da vaca em uma paleta de teste. Cada
compartimento da paleta corresponde a um quarto da vaca; seguido da adicao do
Reagente CMT que é uma solucao de sabéo, é entdo adicionado a cada amostra de
leite na paleta. A quantidade de reagente adicionada é geralmente igual a quantidade
de leite; apds isso deve-se realizar a mistura e observacao quando entao € girada
suavemente para misturar o leite e o reagente. Se a vaca tem mastite, a mistura se
tornara gelatinosa ou formara um coagulo. Isso ocorre porque o reagente CMT reage
com o DNA liberado das células soméaticas no leite, que aumentam em ndamero
durante uma infeccéo; e finalmente interpretacdo dos resultados, onde sao entéo
interpretados com base na quantidade de gelificacdo ou formagéo de coégulos.

Coleta de amostras bacterianas do teto

Apés a identificacdo dos animais a serem submetidos a ordenha na
propriedade, foram feitas coletas das amostras bacterianas. As coletas foram
realizadas utilizando-se meios de transporte para a condugdo das amostras ao
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Laboratério de Microbiologia, do IFRO-Campus Colorado do Oeste. As amostras
referentes superficie do teto, foram coletadas na parte mediana do teto da vaca,
realizando movimentos circulares num raio de 1 cm2, sendo uma coleta antes do pré
dipping. As duas primeiras coletas foram as testemunha ou controle, no qual foi
quantificado a CBT e realizado as identificacbes dos microrganismos e relizado disco-
difusdo. As demais coletas foram realizadas apds a introducdo dos antissépticos no

pré dipping.

Coleta de amostras bacterianas do leite

Para as amostras de leite coletadas seguird o padréo: apos o pré-dipping foram
desprezado os trés primeiros jatos de leite, para assim coletarmos a amostra de cada
animal, que totalizara aproximadamente 50ml de leite cada. Posteriormente as
amostras foram armazenadas em caixa termica e conduzidas ao laboratorio.

Diluigéo seriada das amostras

Com a obtencdo das amostras de leite e da superficie dos tetos dos animais
nas propriedades, as mesmas foram dirigidas ao laboratorio onde passaram pelo
processo de diluicdo seriada. As diluicdes usadas foram de 10! a 10 e para obté-
las, foram misturados 25 ml em 225 ml de solucéo salina para obter a diluicdo 101, as
demais diluicdes foram feitas misturando 100ul da solucédo da diluicdo 10t em 900ul
e colocadas em tubos eppendorf de 1 ml, depois retirando 100ul da diluicdo 10 e
misturando a 900ul em outro tubo eppendorf para obter a 10> seguindo assim até
chegar na diluicdo 10 (Figura 1). Seguindo para a préxima etapa, as diluicdes foram
dispersadas nas placas conforme a literatura (Figura 2) para possibilitar a contagem
das unidades formadoras de colénia presentes no leite e nos tetos. Para melhor
homogeneidade das amostras, foram realizadas triplicatas de cada amostra
analisada. Ap6s 24 horas inseridas em estufa bacteriolégica, foram retiradas as placas
e efetuada a contagem.
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Figura 1 — Diluicdo seriada das amostras

100 pl 100 pl 100 pl

Fonte: Elaborado pelo autor (2020).

Figura 2 — Placas CPP, contendo amostra de CBT.

Fonte: Elaborado pelo autor (2020).

Foi realizado a Contagem Bacteriana Total (CBT) manualmente em placas,
também conhecida como Contagem Padréo em Placas (CPP) seguindo as normas
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impostas pela Instrucdo Normativa n°62 (BRASIL, 2011) e Instrucdo Normativa n°® 51
(BRASIL, 2002).

ApoOs realizada a contagem, os dados foram inseridos em planilhas eletronicas
e por fim realizados os calculos das UFC/ml das diluicbes antes da introducéo e
utilizacdo dos antissépticos (tabela 1 e 2). Obtendo a contagem, foram isoladas em
agar manitol salgado amostras das bactérias presentes no leite e nos tetos (Figura 3)
para realizacdo do teste de sensibilidade dos antissépticos e afericdo do halo de
inibicdo dos mesmos para identificar o mais eficiente entre os antissépticos.

4 RESULTADOS E DISCUSSOES

Para afericdo acdo dos antissépticos e obtencdo do halo de inibicdo, foi
utilizado o isolado das bactérias realizado em meio de cultura Agar Manitol Salgado
(Figura 3), a fim de que pudéssemos verificar a acdo dos antissépticos na erradicagdo
dos patdgenos através do teste de sensibilidade pelo método disco-difusédo aplicando
a metodologia descrita pelo Comité Brasileiro de Teste de Sensibilidade aos
Antimicrobianos (BrCAST).

Figura 3 — Isolado de bactérias para teste de sensibilidade.

Fonte: Elaborado pelo autor (2020).

Esses isolados foram replicados em placa de petri de poliestireno contendo
Agar Mueller-Hinton (figura 4) de forma que possibilitasse o crescimento do
microrganismo por todo meio de cultura. Almejando a homogeneidade das amostras
em consonancia com o sucesso no isolamento de diversas colbnias em diversas
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placas, foram realizadas 18 repeti¢cdes do teste de sensibilidade. Os tratamentos para
o teste de sensibilidade foram um teste positivo (Vancomicina), um teste negativo
(dgua destilada) e trés testes com produtos comerciais a base de lodo, Cloro e
Clorexidina. Os discos foram organizados nas placas de petri em numeracdes sendo:
n°l — Teste Positivo; n°2 — Clorexidina; n°3 — lodo; n°4 — Cloro; n°5 — Teste Negativo.

Figura 4 — Teste de sensibilidade Disco-Difuséo.

Fonte: Elaborado pelo autor (2020).

Com o auxilio do software Sisvar, foram realizadas as avaliagbes estatisticas
dos dados obtidos, através do teste Scott-Knott a um nivel de probabilidade de 5%.
Os resultados estatisticos presentes na Tabela 3, confirmam as duas hipoteses inicias
dos testes positivo e negativo, onde o melhor resultado foi obtido pela Vancomicina e
o pior obtido pela Agua.
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Tabela 1 — Halos de inibicdo dos antissépticos comerciais (em mm)

Teste de Sensibilidade

Antisséptico Halo de inibicdo
Vancomicina 19,72 A
Clorexidina 14,13 B
Cloro 2,16 C
lodo 205C
Agua 0,00 C

Médias seguidas da mesma letra mailscula nas colunas, nao diferem entre si pelo teste
de Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade. C.V.: 37,84%. Fonte: Elaborado pelo autor
(2024).

Dentre os produtos comercias, destacou-se o produto a base de Clorexidina que
comprova, da mesma forma, SARTORI et. al (2012) que constataram a eficiéncia da
Clorexidina quando comparado a outros antissépticos em teste de sensibilidade
utilizando isolado de leite mastitico bovino. Os autores levantaram a afirmacao de
outro fator que coloca a clorexidina em destaque que é a ndo irritacdo da pele do teto,
0 que pode ser outro motivo para a tomada de decisdo na escolha da clorexidina como
antisséptico para uso in vivo.

E junto aos resultados de PEDRINE & MARGATHO (2003), que também
constataram a acdo antisséptica da clorexidina in vitro na erradicacdo de diversos
microrganismos que causam tanto a mastite contagiosa, como a mastite ambiente,
realizando teste de sensibilidade com diferentes concentragdes.

Com os resultados das avaliacdes de CBT, obtidos também através de analise
estatistica pelo software Sisvar, pelo teste Scott-Knott a 5% de probabilidade, pode-
se confirmar que ambas as propriedades estavam passando por problemas sanitarios
devido a altas cargas microbioldgicas patogénicas presentes no rebanho ordenhado.
Em seguida das duas coletas iniciais onde os operadores da ordenha apenas foram
informados sobre as medidas profilaticas, foi disponibilizado aos proprietarios dos
rebanhos o produto comercial cujo principio ativo era a clorexidina, para que 0 mesmo
pudesse utilizar nos animais do experimento junto com as medidas profilaticas, para
assim pudéssemos realizar novas contagens de CBT ap0s a introducdo dos
antissépticos nos periodos de 90 e 180 dias apds a utilizagcdo do produto, para
constatar a eficacia do manejo a campo.



Tabela 2 — Médias da CBT dos tetos da Propriedade “A”.
MEDIAS DAS CBT'S PROPRIEDADE A (em UFC/ml)
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Animal

Amostras dos Tetos

Antes do uso do antisséptico

Apos o uso do antisséptico

180 dias

90 dias

90 dias

180 dias

~N O G bR WN -

8

1.366.666,64 Bc
2.266.666,64 Ae
933.333,35 Dc
1.083.303,34 C
444 400,45 Fb
236.666,64 Hb
353.333,32 Gb
753.333,35 Ec

644.444 44 Bb
776.552,22 Ad
596.666,66 Cb
366.666,66 E
373.333,33 Db
126.666,65 Ha
204.000,01 Gb
323.333,33 Fb

364.333,33 Ab
296.666,65 Bc
314.666,65 Ab
266.666,66 Cb
137.777,76 Ea
112.666,66 Ea
93.000,02 Ea
222.222,33 Db

73.333,33 Aa
41.666,66 Ea
66.666,65 Ba
24.000,01 Fa
64.333,33 Da
21.666,64 Ha
23.333,34 Ga
66.666,64 Ca

Médias seguidas da mesma letra mailscula nas colunas e mindscula nas linhas, ndo
diferem entre si pelo teste de Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade. C.V.: 51,77%.
Fonte: Elaborado pelo autor (2024).



Tabela 3 — Médias da CBT do leite da Propriedade “A”.
MEDIAS DAS CBT'S PROPRIEDADE A (em UFC/ml)
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Amostras de Leite

Antes do uso do antisséptico Apds o uso do antisséptico

Animal 180 dias 90 dias 90 dias 180 dias
11 331.302,34 Cb | 355.333,33 Bb | 235.333,34 Ca | 144.442 23 Aa
2| 230.000,02 Fc 293.333,34 Cd | 155.333,34 Eb | 77.477,55 Ea
3| 800.111,13 Ab 623.666,65 Ac | 256.666,64 Bb | 66.271,14 Fa
4| 361.000,02 Bd 281.033,33 Dc | 103.333,34 Gb | 53.333,33 Ga
5| 21.666,65 Hb 34.666,65 Hc 26.666,64 Hb 14.666,66 Ha
6| 200.000,02 Gb | 165.550,24 Gb | 150.000,02 Fb | 85.529,94 Da
7| 266.666,65 Db 199.666,64 Fb | 296.666,64 Ac | 96.666,64 Ca
8 253.333,33Eb | 22255555 Eb | 222.444,45 Db | 102.020,05 Ba

Médias seguidas da mesma letra mailscula nas colunas e mindscula nas linhas, ndo
diferem entre si pelo teste de Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade. C.V.: 73,69%.
Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

Quando observadas as medias de CBT da propriedade que nomeamos como
“Propriedade A”. As evidéncias que legitimam os dados foram observadas durante a
realizacdo da ordenha pelo operador, onde o mesmo nao aplicava as medidas
profilaticas corretamente durante a ordenha e nem possuia higiene pessoal. Estes
fatores contribuiam para que houvesse elevada contagem de unidades formadoras de
colénias de bactérias, favorecendo a infeccédo e posterior inflamacédo dos alvéolos
lacteos. A partir da adeséo ao estudo e, compartilhamento das recomendacdes sobre
as medidas profilaticas, pode-se observar as mudancas na higiene e conduta do
operador da durante a ordenha, onde 0 mesmo passou a utilizar vestimenta mais
adequada e cuidar da proépria higiene. Estes fatores inicialmente ja surtiram efeito
positivo quando comparadas as medias de 180 e 90 dias antes da introducédo do
antisséptico, onde é possivel observar nas Tabelas 2 e 3, que em alguns dos animais
a CBT mostrou leve reducdo que, quando combinadas as medidas profilaticas
surtiram resultados ainda melhores, atendendo as expectativas, visto que outros
autores consultados haviam obtido resultados positivos quando combinados essas
estratégias de combate a mastite.
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Tabela 4 — Médias da CBT do teto da Propriedade “B”.

MEDIAS DAS CBT'S PROPRIEDADE B (em UFC/ml)

Amostras dos Tetos

Antes do uso do antisséptico

Apos o uso do antisseptico

Animal 180 dias 90 dias 90 dias 180 dias
1| 853.333,34 Bc | 623.333,34 Ab | 70.000,02 Da 55.555,55 Da
2| 630.055,01 Cb | 510.000,02 Bb | 72.666,64 Ca 59.635,53 Ca
3| 933.333,34 Ac | 500.000,02 Cb | 66.666,65 Ea 45.455 54 Ga
4| 416.666,64 Dc | 261.111,13 Eb | 53.333,35 Fa 49.998,95 Fa
5| 346.666,65 Eb | 363.333,35 Db | 86.666,64 Aa 62.142,02 Ba
6| 196.666,64 Fb | 246.666,65 Fc | 81.666,65 Ba 66.347,23 Aa
7| 63.333,32 Ga | 233.333,34 Gb | 53.333,34 Ga 50.842,24 Ea

Médias seguidas da mesma letra mailscula nas colunas e mindscula nas linhas, néo
diferem entre si pelo teste de Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade. C.V.: 35,24%.
Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

Tabela 5 — Médias da CBT do leite da Propriedade “B”.

MEDIAS DAS CBT'S PROPRIEDADE B (em UFC/ml)

Amostras de Leite

Antes do uso do antisséptico

Apos o uso do antisséptico

Animal 180 dias 90 dias 90 dias 180 dias
11 358.001,56Cb 336.668,17 Cb | 212.334,83 Ca | 187.223,72 Ba
2| 450.251,71 Bb 422.223,72 Bb 300.000,5 Aa 199.987,06 Aa
3| 633.334,83 Ac 498.334,83 Ab | 215.557,06 Ba | 144.212,61 Da
4| 295.788,73 Db 311.112,61 Db | 178.546,95 Da 155.742,5 Ca
b| 245.667,7 Eb 233.334,83 Eb | 143.334,83 Fa 110.003,5 Fa
6| 136.668,17 Fb 136.668,17 Gb | 122.74261 Ga | 99.515,51 Ga

7

153.334,83 Gb

153.901,49 Fb

158.349,62 Ea

121.844,72 Ea

Médias seguidas da mesma letra mailscula nas colunas e mindscula nas linhas, ndo
diferem entre si pelo teste de Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade. C.V.: 63,12%.
Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

Assim como observado na propriedade “A”, os resultados da propriedade “B”
também seguiram a mesma concluséo, onde inicialmente se encontrava altas cargas
de microrganismo patogénicos tanto na superficie do teto quanto no leite obtido do
rebanho, além da falta de higiene das instalacdes e operador. Quando introduzido as
medidas profilaticas em consonancia com o antisséptico comercial, foi possivel obter
resultados satisfatérios na redugéo da CBT do rebanho, isso reforga os resultados dos
demais autores que ja haviam estudado sobre a Clorexidina como PEDRINE &
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MARGATHO (2003), que citam o efeito cumulativo e residual da clorexidina visto que
quando comparado 90 dias apés a introducdo do produto e 180 dias a reducéo da
carga patogénica é crescente.

O resultado do estudo foi exposto e explicado aos produtores, enfatizando a
necessidade da implantacdo de medidas de higiene basica no momento da ordenha
e que essas praticas iriam trazes reducéao significativa da contagem bacteriana total
(GUERREIRO et. al. 2005). Os procedimentos abaixo descritos podem ser realizados
de formas simples e sem grande investimento de capital, assim poder&o ser adotados
por pequenos produtores a fim de obterem resultados similares aos do projeto:

° Higiene pessoal do ordenhador: unhas aparadas, roupas e cal¢cados limpos,
maos limpas.
° Limpeza dos equipamentos: pré enxague de todos 0s equipamentos e lavagem

manual vigorosa com detergente alcalino clorado e fibra adequada, enxague e
inversao dos latdes e baldes.

° Higiene dos tetos: Com o teste de sensibilidade revelando que os melhores
produtos antibacterianos sdo aqueles a base de clorexidina, sugerimos a realizacao
0s processos de pré-dipping e/ou poés dipping.

Confirmou-se a eficacia das novas medidas profilaticas adotadas, em conjunto
com a utilizacdo dos antissépticos, logo, o produtor pode replicar as novas préticas
em todo o rebanho, mantendo a sanidade dos animais e consequentemente da
qualidade do leite dentro do aceitavel, que segundo as Instrucbes Normativas IN76 e
IN77 do MAPA (2019), séo de 300 mil UFC/mI nos resfriadores de cada propriedade.

5 CONSIDERACOES FINAIS

Pode-se concluir a acdo antisséptica positiva do produto comercial a base de
clorexidina in vitro pelo teste de disco-difusdo e in vivo pela aplicacdo pratica do
produto junto as medidas profilaticas no momento da ordenha, que resultou em
reducdo da contagem de UFC/ml para a Contagem Bacteriana Total. Tais
metodologias de adocdo de medidas profilaticas e da utilizacdo de antissépticos,
podem ser replicadas em outras propriedades afim de também atingirem o éxito no
controle microbiolégico em seus rebanhos e producéo.
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