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1. INTRODUGCAO

Staphylococcus aureus € uma bactéria gram-positiva, meséfila, comensal de
mucosas e pele de animais de sangue quente com elevado potencial patogénico
(McVEY, 2016). Na medicina veterinaria esse microrganismo é um dos principais
agentes etiolégicos da mastite em vacas leiteiras (SANTOS e FONSECA, 2019),
com dificil tratamento. S. aureus faz parte das bactérias coagulase positivas,
caracteristica que dificultam a acdo de antibidticos, de acordo com CHEUNG
(2021).

Estudos recentes demonstram que mesmo antibidticos de ultima geragao
como a meticilina apresentam falhas terapéuticas devido ao desenvolvimento de
resisténcia deste microrganismo (DA SILVA et al, 2018). O S. aureus é
classificado como multirresistente, o que indica sua resisténcia a no minimo trés
classes de antibidticos diferentes, segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA, 2021). Essa evolugéo bacteriana exige estratégias alternativas
de controle, como a desinfec¢cdo pré e pds-ordenha com agentes sanitizantes
mais potentes e protocolos combinados (SANTOS, 2024).

A técnica de pré-dipping e pos-dipping consiste basicamente na submersao
completa de cada teto em uma solugdo antisséptica como clorexidina, iodo,
hipoclorito de soédio, aménia quaternaria e outros, a depender do nivel de
resisténcia. O teto fica imerso por 20 segundos (pré-dipping) e secado
cuidadosamente com papel descartavel. Apés a ordenha o processo € repetido
para selar o esfincter (pds-dipping) (MILKPOINT, 2021). A clorexidina tem se
mostrado eficaz mesmo contra cepas bacterianas mais resistentes, atuando na
membrana citoplasmatica dos microrganismos (FERREIRA, 2024).

A mastite € uma das doengas mais comuns na pecuaria leiteira, ocasionando
impacto econémico por perdas na producgdo. Este trabalho tem como objetivo
verificar a eficacia in vitro do agente sanitizante clorexidina contra o
microrganismo Staphylococcus aureus, testando concentragdes entre 0,4mg/ml e
20mg/ml, utilizando isolados de mastite sabidamente multirresistentes.

2. METODOLOGIA

Para a verificagdo de eficacia da clorexidina contra o S. aureus
multirresistentes foram utilizados seis isolados, selecionados aleatoriamente,
provenientes do banco de isolados do Laboratério de Inspecédo de Produtos de
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Origem Animal, da Faculdade de Veterinaria da Universidade Federal de Pelotas
(LIPOA/UFPEL). Utilizou-se a metodologia de SANTOS et al (2021), que € uma
adaptacdo do CLSI. Todos os isolados foram coletados de leite mastitico em
rebanhos do sul do Rio Grande do Sul.

Os isolados foram recuperados em caldo Infusdo-Cérebro-Coragédo (BHI,
Kasvi) e semeados em placas contendo agar Muller Hinton (Kasvi), por ser um
meio ndo cromogénico. As colbnias foram dissolvidas com solugéo salina 0,85%
até atingirem a turbidez de 0,5 na escala McFarland. Esta suspenséo foi diluida
1:10 em caldo Mueller-Hinton, criando uma concentracdo final de
aproximadamente 10" UFC/mL.

A avaliagdo da sensibilidade a clorexidina foi realizada utilizando uma placa
de microdiluicado de 96 pocgos, onde cada isolado foi testado em duplicata. Para
tal, adicionou-se 5uL da suspensao bacteriana em cada pogo contendo 100uL de
caldo Muller Hinton, e 100uL de clorexidina nas concentragdes 20mg/ml,
10mg/ml, 5mg/ml, 2,5mg/ml, 1,25mg/ml, 0,63mg/ml, 0,31, 0,16mg/ml, 0,8mg/ml e
0,4mg/ml, respectivamente. Apds, as placas foram incubadas a 37°C por 24
horas.

Apos o periodo de incubagdo, para confirmacdo da acdo bactericida,
aliquotas de 5 pyL dos pogos foram semeadas em agar Mueller-Hinton e
novamente incubadas por mais 24 horas a 37°C. A Concentracdo Bactericida
Minima (CBM) foi definida como a menor concentragdo de clorexidina que nao
apresentou crescimento bacteriano apos este periodo.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados do teste de concentragao bactericida minima com clorexidina
demonstraram que todos os seis isolados de S. aureus multirresistente (Sta49,
Sta102, Sta331, Sta343, Sta358 e Sta367), testados em duplicata, foram
completamente inibidos em todas as concentragcbes avaliadas, desde 20 mg/mL
até 0,4 mg/mL. Portanto, a CBM foi estabelecida em 0,4 mg/mL, pois essa foi a
menor concentragcdo testada capaz de impedir o crescimento bacteriano apos a
semeadura em agar Mueller-Hinton.

Devido as caracteristicas fisico-quimicas da clorexidina, que contém em sua
composicao digluconato em solugdo aquosa, nao foi possivel determinar a
Concentragéo Inibitéria Minima (CIM), que avalia a turbidez visivel dos pogos.
Essa limitacdo é documentada no CLSI, pois o composto dificulta a leitura devido
a sua propria coloracdo amarelo/esverdeada e propriedades de dispersao
luminosa.

O resultado indica a alta eficacia antimicrobiana da clorexidina mesmo em
quantidades reduzidas, sugerindo que o produto mantém sua ag¢ao bactericida
contra o S. aureus em concentracbes menores que aquelas utilizadas para
sanitizacado, que variam entre 5mg/ml a 20mg/ml (RAMALHO et al, 2012). Porém
o resultado de testes in vitro ndo condizem necessariamente com a eficacia in
situ, a qual pode ser prejudicada por fatores como matéria organica, pH do
ambiente e pouco tempo de contato (FERREIRA, 2024).

4. CONCLUSOES
O estudo demonstrou que, mesmo diante das limitagdes visuais para

avaliacao da CIM com clorexidina, o teste de CBM mostrou a alta eficacia deste
sanitizante contra cepas multirresistentes de Staphylococcus aureus. A
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capacidade de destruicdo bacteriana em concentracbes tdo baixas quanto
0,4mg/ml representa uma descoberta importante para a saude animal e humana.
Por fim, os resultados reforcam o uso de clorexidina no protocolo de ordenha,
apos limpeza prévia adequada, das vacas de propriedades leiteiras.
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