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Resumo
O presente trabalho objetivou avaliar a eficácia in vitro de desinfetantes comerciais frente a 
Staphylococcus spp. em isolados de casos de mastite em cabras e relacionar a resistência observada 
com a presença do gene icaD. A microdiluição em caldo foi utilizada para avaliar a atividade 
antimicrobiana in vitro dos desinfetantes e a técnica de vermelho congo para a avaliação da produção de 
biofilme e amplificação do gene icaD. Todas as amostras avaliadas foram sensíveis aos desinfetantes, 
com as seguintes faixas de atividade: amônia quaternária (0,13 – 21,33 µg/ml), clorexidina (4,00 – 
313,00 µg/ml) e iodo (190,00 – 12500,00 µg/ml). No entanto, o desinfetante a base de hipoclorito de 
sódio não apresentou atividade bactericida na faixa de concentração 15,0 a 0,03 µg/ml. O gene icaD 
apresentou frequência de 14,7% nos isolados. O teste exato de Fisher apontou efeito significativo da 
relação entre o valor da concentração bactericida mínima do desinfetante à base de amônia quaternária 
e a presença/ausência do gene icaD (P<0,01). Os desinfetantes comerciais com os princípios ativos 
amônia quaternária, clorexidina e iodo, apresentaram atividade in vitro até mesmo em concentrações 
inferiores às preconizadas pelos fabricantes, o que torna necessária a realização periódica da avaliação 
do perfil de sensibilidade aos desinfetantes. 

Palavras-chave: atividade antimicrobiana; biofilme; caprinos leiteiros; ordenha; produtos químicos.

Abstract
This study evaluated the in vitro efficacy of commercial disinfectants against Staphylococcus spp., 
isolated from mastitis cases in goats, and associates the resistance observed with the presence of icaD 
gene. Broth microdilution was used to evaluate the in vitro antimicrobial activity of disinfectants. To 
evaluate the biofilm production were used Congo Red technique and icaD gene amplification. All the 
isolates were sensitive to disinfectant, with the following activity ranges: quaternary ammonium (0.13 
– 21.33 µg/ml), chlorhexidine (4.00 – 313.00 µg/ml) and iodine (190.00 – 12500.00 µg/ml), however 
the disinfectant based in sodium hypochlorite showed no activity in the concentration range 15.0 to 
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0.03 μg/ml. The icaD gene presented frequency of 14.7% in the isolated. The Fisher exact test showed 
significant effect of the relationship between the value of the minimum bactericidal concentration of 
disinfectant based on quaternary ammonium and the presence / absence of the icaD gene (P <0.01). 
Commercial disinfectants with quaternary ammonium active ingredients, chlorhexidine and iodine 
showed activity in vitro even at lower concentrations than recommended by manufacturers. Therefore, 
it is necessary to perform periodic evaluation of the sensitivity profile of the disinfectants. 
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Introdução

A mastite é uma enfermidade de etiologia complexa, sendo caracterizada por alterações inflamatórias 
da glândula mamária, por mudanças físicas, químicas e bacteriológicas no leite e modificações no 
tecido glandular. Essa doença está associada a perdas econômicas na produção de leite, além de ser  
um importante problema de saúde pública(1). 

Os agentes etiológicos comumente envolvidos na mastite dos pequenos ruminantes são bactérias 
pertencentes aos gêneros Staphylococcus spp., Micrococcus spp., Streptococcus spp., Corynebacterium 
spp. e as enterobactérias(2, 3). Entre os micro-organismos citados, Staphylococcus spp. são identificados 
com maior frequência nas infecções intramamárias nos pequenos ruminantes. Para Marogna et al.(4), 
entre os Staphylococus spp., a espécie S. aureus é considerada a mais importante, com frequências 
variando de 4% a 40% de todos os micro-organismos isolados.

A produção de substâncias extracelulares polissacarídicas naturais, permite a aglomeração das células 
bacterianas em multicamadas de biofilme, tornando-as menos acessíveis ao sistema de defesa do 
organismo e aos antimicrobianos(5, 6). Dentre os genes envolvidos, a coexpressão dos genes icaA e 
icaD acarreta um aumento significativo na produção do polissacarídeo envolvido na maturação dos 
biofilmes(7). 

Diversas medidas sanitárias devem ser adotadas durante o processo de ordenha para minimizar 
a transmissão de agentes causadores da mastite como, por exemplo, a higienização dos tetos, da 
ordenhadeira mecânica e da mão do ordenhador com antimicrobiano. Essas medidas, além de 
prevenirem a mastite, têm papel importante na qualidade microbiológica do leite. Dentre os 
desinfetantes comumente utilizados na higienização e desinfecção do ambiente de ordenha destacam-
se os compostos de amônia quaternária, clorexidina, cloro e iodo(8).

A maioria dos estudos relacionados à atividade antimicrobiana de desinfetantes é voltada 
para isolados provenientes de casos de mastite bovina, sendo ainda escassas as pesquisas 
com isolados provenientes de mastite caprina. O objetivo do presente estudo foi determinar 
a eficácia in vitro de desinfetantes comerciais utilizados no ambiente de ordenha frente a 
Staphylococcus spp., isolados de cabras com mastite subclínica no estado de Pernambuco.

Material e métodos

Foram avaliados 68 isolados de Staphylococcus spp. pertencentes à bacterioteca do Laboratório de 
Microbiologia e Imunologia Animal da Universidade Federal do Vale do São Francisco (UNIVASF), 
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que foram isolados do leite de cabras com mastite subclínica, em propriedades das regiões do Vale do 
São Francisco e litorânea do estado de Pernambuco (Brasil).

A avaliação fenotípica para produção de biofilme pelos isolados de Staphylococcus spp. foi realizada 
através da técnica do Agar Congo Red (CRA). Após a semeadura das amostras no meio de cultura 
Agar Congo Red e incubação por 24 h a 37 °C, as colônias que apresentaram coloração enegrecida 
foram descritas como positivas para produção de biofilme(6).

Para a avaliação do potencial genotípico para formação de biofilme foi realizada a 
amplificação do gene icaD, por meio da Reação em Cadeia da Polimerase (PCR), utilizando 
termociclador automático (Amplitherm®). Na amplificação foram utilizados os seguintes 
iniciadores: (seicaDF) 5´-AAGCCCAGACAGAGGCAATATCCA-3´ e (seicaDR) 
5´-AGTACAAACAAACTCATCCATCCGA-3´, conforme metodologia realizada por Vasudevan 
et al.(5) e Greco et al.(6). Como template foi utilizado o DNA termoextraído em água ultrapura dos 
isolados bacterianos. Dois microlitros do DNA extraído foram acrescidos a 48µl do mix de PCR, 
contendo 15pmol dos primers, 200µM dos desoxirribonucleotídeos, Tampão de Taq 1x e 5U de Taq 
DNA Polimerase. A PCR conteve as seguintes condições de reação: 35 ciclos constituídos de 94ºC 
por 30 segundos, 55 ºC por 30 segundos e 72 ºC por 3 minutos. O resultado da PCR foi verificado 
em gel de agarose a 1%, corado com brometo de etídio e documentado através de um sistema de 
fotodocumentação.

A avaliação da atividade dos desinfetantes testados sobre os micro-organismos isolados de leite 
mastítico foi realizada por meio do método em meio líquido e semeaduras em ágar Mueller–Hinton 
(MH). A concentração testada dos desinfetantes foram aquelas indicadas pelos fabricantes (Tabela 1).
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As amostras foram transferidas de microtubos com Brain Heart Infusion (BHI) glicerinado (70:30) 
para placas com ágar sangue ovino 5%, com o auxílio de uma alça de platina e incubadas a 37 °C 
por 24 h. A determinação da atividade antimicrobiana in vitro dos desinfetantes comerciais seguiu as 
descrições do Clinical and Laboratory Standard Institute (CLSI, 2005)(9). Os desinfetantes comerciais 
foram diluídos em 200µL de Caldo Mueller Hinton (MH). Utilizou-se uma suspensão bacteriana com 
turvação equivalente ao tubo correspondendo a 0,5 da escala de Mac Farland. Dessa suspensão, foram 
inoculados 10µL (1x 104 UFC) em cada microtubo contendo a diluição do desinfetante comercial. 
O material foi incubado a 37 °C por 24 h, em condições de aerobiose. A partir das diluições da 
amostra, nas quais não foi verificado crescimento bacteriano visível, foi retirada uma alíquota de 
10µL, semeando-a na superfície de ágar MH e incubando-a por 24 h a 37 °C. Na sequência, foi 
determinada a concentração bactericida mínima (CBM) como a menor concentração do desinfetante 
comercial em estudo capaz de causar a morte do inóculo. Os ensaios foram realizados em triplicata.

Para os resultados do perfil de sensibilidade in vitro, utilizou-se a estatística descritiva, com distribuição 
dos valores em percentual. A análise de concordância dos resultados dos testes fenotípico e genotípico, 
relacionados à formação de biofilme, foi realizada pelo cálculo do índice Kappa. Considerou-se como 
CBM o valor que se repetiu duas vezes na triplicata. O teste de Mann-Whitney foi realizado com o 
objetivo de comparar os valores da CBM obtidos para entre os isolados biofilme positivo e negativo. 

Resultados e discussão

O resultado do perfil de sensibilidade in vitro das amostras de Staphylococcus spp. isolados de caprinos 
com mastite indicou 100% de sensibilidade aos desinfetantes: amônia quaternária (A), clorexidina 
(B) e iodo (D), quando utilizados nas concentrações recomendadas pelos fabricantes (Tabela 2). 
Ao contrário dos outros desinfetantes testados, o desinfetante C (hipoclorito de sódio) mostrou-se 
ineficaz na concentração indicada pelo fabricante (15 µg/ml). Resultado semelhante foi encontrado 
por Medeiros et al.(8) estudando a eficácia de desinfetantes comerciais utilizados no pré e pós-dipping 
sobre as amostras de Staphylococcus spp. provenientes de bovinos leiteiros, observaram atividade in 
vitro de 100% do iodo, 93,3% para clorexidina, 80% para amônia quaternária e 100% de resistência 
ao cloro.

Um dos fatores que pode explicar a alta atividade dos desinfetantes comerciais sobre as bactérias 
causadoras da mastite em cabras é a baixa utilização desses agentes antimicrobianos no ambiente de 
ordenha em pequenas propriedades do estado de Pernambuco. Questionários aplicados aos produtores 
de caprinos leiteiros do sertão pernambucano e baiano comprovam a não utilização de desinfetantes 
antes e após o manejo de ordenha(10). Além disso, as condições controladas do estudo possibilitam 
uma menor interferência de contaminantes orgânicos, sendo um fator importante para obtenção dos 
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resultados demonstrados neste estudo.

A ausência de atividade do hipoclorito de sódio perante Staphylococcus spp. deve-se, principalmente, 
à baixa concentração indicada pelo fabricante para o uso em máquinas de ordenha, pasteurizadores, 
circuitos e usinas de leite em geral. Segundo Fonseca e Santos(11), as concentrações de 2% e 4% de 
hipoclorito de sódio são as mais indicadas no pré e pós-dipping, respectivamente. Alguns estudos 
realizados nos últimos anos têm observado uma constante ausência de atividade de fontes de cloro 
como, por exemplo, o hipoclorito de sódio como agente controlador de micro-organismos causadores 
da mastite(8, 12). Por outro lado, é relevante o potencial dos produtos à base de cloro na remoção de 
agregados minerais e do próprio biofilme em equipamentos utilizados na indústria de laticínios.

Quanto ao perfil de sensibilidade de micro-organismos provenientes de rebanhos leiteiros aos 
desinfetantes, testando as concentrações específicas de fabricantes, são ainda escassos os estudos 
sobre o tema. Medeiros et al.(13) ao estudarem os fatores de risco associados à mastite observaram que 
o manejo inadequado da ordenha, a falta de lavagem dos tetos e a lavagem manual dos equipamentos 
de ordenha estão associados à positividade de patógenos no exame microbiológico do leite.

Das 68 amostras de Staphylococcus spp. avaliadas, 8,8% (n=6) foram identificadas fenotipicamente 
como produtoras de biofilme, por meio da técnica do Agar Congo Red, sendo que apenas três destes 
isolados amplificaram o gene icaD. Outras sete amostras que se apresentaram fenotipicamente 
negativas para produção de biofilme a partir da técnica CRA foram caracterizadas genotipicamente 
como produtoras de biofilme através da amplificação do gene icaD, totalizando 14,7% (n=10) das 
amostras estudadas. A análise de concordância entre os dois testes, relativo ao índice Kappa foi de 
0,30, indicando uma fraca relação entre eles.

Uma parte dos isolados avaliados neste estudo apresentou potencial genético para formação de 
biofilme com possível patogenicidade, porém com resultados negativos no teste fenotípico. Resultado 
semelhante foi encontrado por Ciftci et al.(15) que estudando a resistência e produção de biofilme por 
Staphylococcus isolados de casos de mastite observaram a falta de correlação entre as técnicas do 
Agar Congo Red e a PCR para os genes icaA e icaD. Segundo Gerke et al.(14), a presença do gene icaD 
em Staphylococcus leva a uma expressão fenotípica e a um aumento significativo da produção de 
polissacarídeos capsulares envolvidos com a formação de biofilme. No entanto, outros genes também 
participam de tal processo e podem ter maior importância na instalação de biofilme desses isolados. 

O método fenotípico para detecção de formação de biofilme apresenta maior subjetividade do que o 
teste genotípico e apresenta algumas variações intrínsecas das técnicas empregadas. A leitura do teste 
CRA deste estudo foi realizado após 24 h do cultivo em meio Agar Congo Red. Porém, um estudo 
realizado por Arciola et al.(16), demonstra que existe uma variação quanto ao tempo da leitura após o 
cultivo entre espécies do gênero Staphylococcus.

De acordo com Clutterbuck et al.(17), a organização das células bacterianas através de uma matriz de 
biopolímeros, biofilme, pode ser desenvolvida por diversos patógenos de interesse veterinário, como S. 
aureus, Pseudomonas aeruginosa e Aeromonas hydrophila. Um estudo realizado por Oliveira et al.(18) 
indicou que o biofilme produzido por bactérias do gênero Staphylococcus em casos de mastite está 
relacionado à cronicidade da infecção intramamária. Além disso, este trabalho revelou um potencial 
gênico de 14,7% (n=10) para produção de biofilme em amostras Staphylococcus spp. isoladas de 
caprinos no estado de Pernambuco. No entanto, os resultados sugerem que outros genes podem estar 
envolvidos no processo de formação do biofilme.

As médias das concentrações bactericidas mínimas dos desinfetantes amônia quaternária e clorexidina 
ante Staphylococcus spp. foram 8,44µg/ml e 41,88 µg/ml, respectivamente. Os valores da CBM do 
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iodo variaram de 190 µg/ml a 12.500 µg/ml, com média de 5.148 µg/ml (Tabela 3). Não foi possível 
calcular a CBM do hipoclorito de sódio porque a dose indicada pelo fabricante não apresentou 
atividade bactericida nas amostras avaliadas.

Um estudo revelou que os compostos de amônia quaternária apresentam maior eficácia sobre as 
bactérias gram-positivas. Já o digluconato de clorexidina apresenta atividade in vitro diante de 
bactérias gram-positiva, gram-negativa e fungos(19). Pedrini e Margatho(20), estudando a sensibilidade 
de micro-organismos causadores da mastite contagiosa e ambiental aos desinfetantes, observaram 
que o iodo a 2% e a 1% apresentou alta atividade in vitro sobre os micro-organismos patogênicos 
isolados de casos de mastite, seguido pela clorexidina.

Apenas a CBM da amônia apresentou relação significativa quanto à presença/ausência do gene 
icaD. Ao contrário do esperado, os isolados de Staphylococcus spp. testados contendo o gene icaD 
apresentaram-se mais susceptíveis à amônia quaternária do que as bactérias que não continham o 
gene icaD. Esses dados são contrários aos descritos por Moretro et al.(21) avaliando a relação entre 
a presença do gene icaA e resistência a compostos quaternários de amônia em Staphylococcus spp. 
isolados na indústria de alimentos. Esse fato pode ser um indicativo de que outros fatores, além do 
gene icaD, possam estar envolvidos na resistência das bactérias aos desinfetantes à base de amônia. 
Langoni et al.(22) alerta para a importância dos processos de desinfecção no controle das mastites 
contagiosa e ambiental em caprinos. Na susceptibilidade à clorexidina e ao iodo, o teste não apontou 
relação entre os valores da CBM e a presença/ausência do gene icaD (P>0,05). 

Conclusão

Os desinfetantes comerciais com os princípios ativos amônia quaternária, clorexidina e iodo foram os 
que apresentaram as melhores atividades in vitro sobre as amostras de Staphylococcus spp. provenientes 
de mastite caprina. O mesmo não ocorreu com o hipoclorito de sódio. No entanto, os dados obtidos 
no presente estudo não permitem estabelecer uma relação entre a resistência aos desinfetantes e 
produção de biofilme nos isolados. Contudo, é fundamental tanto a realização periódica do perfil de 
sensibilidade aos desinfetantes quanto o conhecimento das características e concentrações de cada 
produto antes de empregá-los nos programas de controle da mastite e qualidade do leite. 
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