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ABSTRACT.- Amaral L.A, Isa H., Dias L.T., Rossi Jr. 0.D. & Nader Filho A. 2004. [Efficiency of the
disinfection of teatcups and teats during mechanic milking of dairy cows.] Avaliacdo
da eficiéncia da desinfeccdo de teteiras e dos tetos no processo de ordenha mecénica de vacas.
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The purpose of this investigation was to evaluate the efficiency of the teatcup disinfection
process by immersion into a disinfectant solution, using sodium hypochlorite and organic chlorine,
to verify the residual chlorine dynamics in both solutions during milking time, and to evaluate
three premilking disinfection methods: immersion, spray and sponge. Total coliforms, fecal
coliforms, Staphylococcus sp and mesophilic microorganism counting was done. The results showed
that the disinfecting clusters between individual cows, using immersion in sodium hypochlorite or
organic chlorine solutions with a concentration of 150ppm, was not efficient for the rubber
teatcup microorganism reduction. The organic chlorine solution showed more stability. Teatcup is
a potential microorganism vehicle for milk and the mammary gland. Disinfection of the teats
reduced the number of the microorganisms studied in all treatments, showing to be a simple
method that can be used to reduce the microrganism transmission risks during milking and to
increase the microbial quality of the milk.

INDEX TERMS: Disinfection, milking, chlorine, teatcups, pre-dipping.

RESUMO.- O presente trabalho teve como objetivos avaliar a
eficiéncia do processo de desinfec¢éo de teteiras por imersao
em solucdo desinfetante utilizando duas fontes de cloro,
hipoclorito de sédio e cloro orgénico, a dindmica de cloro resi-
dual nesses dois tipos de solu¢des, ao longo do processo de
ordenha, e a eficiéncia de trés métodos de desinfeccdo: imerséo,
spray e esponja na remogdo de microrganismos dos tetos de
vacas em lactacdo, utilizando o cloro como desinfetante. Foram
determinados os nimeros de coliformes totais, coliformes fecais,
Staphylococcus sp e microrganismos mesoéfilos nas amostras co-
Ihidas das teteiras, dos tetos e da solugéo desinfetante. Os resul-
tados obtidos demonstraram que a pratica da desinfecgéo de
teteiras entre vacas, utilizando-se hipoclorito de sodio ou
dicloroisocianurato de s6dio como fontes de cloro, na concen-
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tracdo em torno de 150ppm néo foi eficiente na redugéo dos
microrganismos presentes nas teteiras. A solugdo desinfetante a
base de dicloroisocianurato de sédio apresentou maior estabili-
dade. Os métodos de desinfec¢cdo dos tetos proporcionaram
reducdo nos nimeros de microrganismos pesquisados, em to-
dos os tratamentos utilizados, mostrando ser uma ferramenta
simples para minimizar o risco de transmissdo de patdgenos
durante a ordenha e aumentar a qualidade microbiolégica do
leite produzido.

TERMOS DE INDEXACAQ: Desinfecco, ordenha, cloro, teteiras , pre-
dipping.

INTRODUGAO

Vérias medidas devem ser tomadas durante o processo de orde-
nha mecénica com a finalidade de minimizar a transmisséo de
agentes mastitogénicos e diminuir o nimero de microrganis-
mos que podem ser transferidos ao leite, depreciando sua quali-
dade microbioldgica. A ordenhadeira, a mao do ordenhador,
préticas de higiéne e lesdes nos tetos sao fatores importantes
que expdem a superficie dos tetos aos microrganismos
patogénicos contagiosos sendo esses microrganismos transmi-
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tidos de animais infectados para ndo infectados durante o pro-
cesso de ordenha.

Smith et al. (1998) estudando surtos de mastite em vacas
leiteiras estabuladas verificaram que dentre as medidas para
controlar a ocorréncia da doenca, tem grande importancia um
programa de higiene durante a ordenha, pois seus agentes cau-
sais sdo transmitidos principalmente nesse momento.

Medidas de higiene, inclusive a desinfeccdo de teteiras, entre
vacas, aplicadas durante a ordenha em propriedades com gran-
de incidéncia de mastite subclinica em vacas lactantes, reduzi-
ram a prevaléncia da enfermidade de 96% para 47% (Queiroga et
al. 1997).

Neave et al. (1966), determinaram que a incidéncia de infec-
¢Bes intra-mamarias esta correlacionada ao nimero de patdégenos
causadores da mastite nas extremidades dos tetos. Portanto, o
modo como os tetos sdo limpos é de fundamental importancia
para prevenir a ocorréncia de mastite (Brito & Bressan 1996).
Ainda, de acordo com Rasmussen et al. (1991), a desinfec¢éo
pré-ordenha pode estimular a eje¢do do leite e diminuir a conta-
gem bacteriana no leite e nos tetos.

A higienizagdo prévia dos tetos, além de prevenir doencas
como a mastite tem papel importante na qualidade microbiolégica
do leite. A higienizac&o prévia dos tetos, méos do ordenhador e
do local de ordenha séo de grande importancia para reduzir o
nlmero de microrganismos patogénicos no leite, e também para
melhorar as condi¢Ges higiénicas do mesmo (Nader Filho et al.
1982).

A utilizacdo do cloro como agente desinfetante é préatica
comum nas propriedades leiteiras do Brasil, uma vez que o pro-
duto é bom agente desinfetante e apresenta baixo custo. Entre-
tanto, tem como desvantagem a sua pouca estabilidade, além da
ndo observacao dos produtores dos critérios de uso, sem anali-
se do efeito residual ou da sua eficiéncia, o que pode interferir
na qualidade do processo de desinfeccdo das teteiras, fator este
muito importante na prevencdo da mastite.

Margatho et al. (1998) indicam a utilizacéo da concentracao
de 150 ppm de cloro ativo para desinfec¢do de teteiras, entre a
ordenha de umavaca e outra, como um das acdes importantes
no controle da mastite de ordenha, uma vez que as mastites,
cuja infeccdo ocorre durante a ordenha, séo transmitidas por
fomites contaminados com destaque para as teteiras da
ordenhadeira mecénica.

Tendo em vista a importancia da mastite na exploracéo leitei-
ra, e a busca cada vez maior da qualidade do leite produzido,
realizou-se o presente trabalho com o objetivo de verificar a
eficiéncia da desinfeccdo da extremidade dos tetos de vacas em
lactacdo, através de trés métodos de aplicagdo de desinfetante, e
nas teteiras durante o processo de ordenha mecanica.

MATERIAL E METODOS

A pesquisa foi desenvolvida no setor de bovinocultura de leite da
Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias, Unesp, Campus de
Jaboticabal, onde as vacas eram ordenhadas mecanicamente, em
equipamento com quatro conjuntos de teteiras, e se utilizava solugédo
a base de cloro para a desinfecgdo das teteiras entre as ordenhas das
vacas. O sistema de criacdo era realizado em piquetes e 0s animais
trazidos ao estabulo no momento da ordenha.
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Duas fontes de cloro foram utilizadas no preparo da solugédo
desinfetante das teteiras: o hipoclorito de s6dio e comprimidos
efervescentes a base de cloro organico, nas quantidades necessarias
para se obter solugdes com concentracdo aproximada de 150ppm de
cloro ativo.

Os tetos anterior direito e posterior esquerdo de cada vaca foram
tratados com solugéo de hipoclorito de s6dio a 150ppm no pre-dipping
e 0s outros tetos, anterior esquerdo e posterior direito, foram mantidos
como controle, resultando em 32 tetos tratados e 32 tetos controle
para cada método. A desinfeccdo foi realizada por trés métodos:
imersao, spray e esponja. Os tetos tratados e controles eram lavados
com agua antes do animal entrar na sala de ordenha.

As amostras de solucdo desinfetante foram colhidas em frascos
estéreis, com auxilio de seringas esterilizadas (aprox. 250 ml da
solucdo) 15min. Apds o seu preparo e 5min. apos a desinfeccdo das
teteiras.

As amostras das teteiras foram colhidas por meio de swabs
esterilizados, friccionando-os no interior dos bocais das teteiras, por
toda extensdo que entra em contato com o teto do animal, os swabs
foram colocados em frascos com 50 ml de solugéo de agua peptonada
com tiosulfato de sédio, esterilizada. Foram colhidas amostras nas
teteiras posterior esquerda e anterior direita antes de sua imersao na
solucdo desinfetante como controle, e da posterior direita e anterior
esquerda apods a desinfecgdo por imersdo no desinfetante por 30
segundos como tratado. As colheitas foram realizadas apds as teteiras
terem sido utilizadas em 2, 4, 6, 8, 10 e 12 animais.

As amostras dos tetos desinfetados e os controles foram colhidos
utilizando-se swabs previamente imersos em solugdo salina com
tiosulfato de sédio para neutralizar o efeito do cloro, friccionando-os
na extremidade dos tetos, com movimentos rotativos, apés 30
segundos da desinfec¢do e da secagem dos mesmos (Rendos et al.
1975). Em seguida, os swabs foram colocados em tubos contendo 10
ml de agua peptonada 0,1%.

Os nuimeros de coliformes totais, coliformes fecais e estafilococos
foram determinados pela filtragio em membrana filtrante
esterilizada, com 47mm de didmetro e porosidade de 0,45mm,
depositadas sobre a superficie do meio M-Endo para coliformes totais,
M-FC para coliformes fecais, e Baird-Parker para estafilococos. Para
adeterminacdo do nimero de microrganismos mesofilos foi utilizada
a técnica de semeadura em profundidade no agar padrdo para
contagem. O teor de cloro residual na solucdo desinfetante foi
determinado por método colorimétrico.

As médias dos valores das contagens de microrganismos foram
comparadas aplicando-se o Teste de Tukey, ao nivel 5% e 1% de
significancia (Steel & Torrie 1960).

RESULTADOS

Os valores médios das contagens de coliformes fecais e
Staphylococcus sp nas amostras da solucao dos swabs colhidos
das teteiras utilizadas como controle e tratadas com as solugdes
cloradas apds a ordenha de diferentes conjuntos de vacas sdo
apresentados nos Quadros 1 e 2.

A desinfeccdo das teteiras ndo reduziu significativamente os
nameros de coliformes fecais e Staphylococcus sp, destacando-se
que em algumas teteiras, apos o tratamento, ocorreu 0 aumento
no numero de microrganismos isolados.

As demandas de cloro da solucdo desinfetante a base de
hipoclorito de sddio e cloro organico foram de 94,7% e 48,6%,
respectivamente. Nas soluc6es desinfetantes foi observado cres-
cimento de microrganismos mesofilos apenas nas solugdes com
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Quadro 1. Médias dos nimeros de coliformes fecais e Staphylo-
coccus sp por 10ml de solugdo que continham os suabes colhidos
das teteiras controles e tratadas segundo o nimero de vacas
ordenhadas utilizando hipoclorito de s6dio como desinfetante

NUmero de va- Coliformes fecais Staphylococcus sp

cas ordenhadas Controle Tratado Controle Tratado
2 22 x 102~ 15x102A 33x108 0,045x 108
4 40x 102A 54x102A 10x10B 065x 108
6 1,1x 103A 32x102A 32x108 0,018x108B
8 68x10A 79x10A 33x10B  33x1028B
10 93x10A 44x10A 22x108 12x1028B
12 11x102A 21x10A 07x108 2,7 x 108

"Para cada grupo de microrganismos na mesma linha letras iguais ndo
diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5 %.

Quadro 2. Médias dos numeros de coliformes fecais e Staphylo-
coccus sp por 10ml de solugdo que continham os swabs colhidos
das teteiras controles e tratadas segundo o niimero de vacas
ordenhadas utilizando cloro organico como desinfetante

NUmero de va- Coliformes fecais Staphylococcus sp

cas ordenhadas Controle Tratado Controle Tratado
2 3,7 x 102~ 4,1 x 102A 54x108 19x108B
4 57 x 102A 54 x 102A 93x10B 10x108B
6 1,2x 103A 9,7 x 102A 90x 108 40x108
8 92x10A 55x 102A 25x108 33x108
10 40 x102A 24 x102A 10x108 23x108
12 25x102A 33 x102A 07x108 73x108B

*Para cada grupo de microrganismos na mesma linha letras iguais néo
diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5 %.

Quadro 3. Valores médios do nimero de Staphylococcus
sp nos tetos controle e tratado com solugdo de
hipoclorito de sédio a 150 ppm, segundo o método de
aplicacdo e valores das redugbes ap6s os tratamentos

Método Controle Tratado %Redugdo
Imers&o 5,1x102 A* 9,4x10 B 82,8%
Spray 1,6x102 A 2,5x10 B 84,2%
Esponja 4,3x102 A 3,0x10 B 92,9%

“ Em cada linha valores seguidos de letras diferentes apresentam diferen-
cas significativas no teste de Tukey ao nivel de 1 %.

Quadro 4. Valores médios do nimero de coliformes totais
nos tetos controle e tratado com solucdo de hipoclorito
de sé6dio a 150ppm, segundo o método de aplicagdo e os

valores das reducgdes apds os tratamentos

Método Controle Tratado %Redugdo

Imerséo 2,8x102 A* 6,6x10 B 74,7%
Spray 1,7x10 A 0,3x10 B 84,3%

Esponja 2,9x10 A 0,5x10 B 84,2%

* Em cada linha valores seguidos de letras diferentes apresentam diferen-
cas significativas no teste de Tukey ao nivel de 1 %.

Quadro 5. Valores médios do nimero de microrganismos
mes6filos nos tetos controle e tratado com solugdo de
hipoclorito de sédio a 150ppm, segundo o método de

aplicacdo e os valores das redu¢des ap6s os tratamentos

Método Controle Tratado %Reducdo

Imerséo 2,4x10% A" 2,5x103 B 89,6%
Spray 1,6x1012 A 4,1x104 B 99,9%

Esponja 1,1x109 A 3,4x104 B 99,9%

" Em cada linha valores seguidos de letras diferentes apresentam diferen-
cas significativas no teste de Tukey ao nivel de 1 %.

hipoclorito de s6dio, com nimeros que variaram de 1,8x10 a
7,2x10 UFC/10 ml de solucéo.

Os Quadros 3, 4 e 5 apresentam os nimeros de Staphylococcus
sp, coliformes totais e microrganismos mesafilos nos tetos utili-
zados como controle e tratados com solucédo a base de cloro
segundo o método de aplicagdo. Pode-se observar que todos 0s
métodos foram eficientes na diminui¢do dos microrganismos
pesquisados, com reducdes expressivas nos nimeros dos mi-
crorganismos apos o tratamento.

DISCUSSAO E CONCLUSOES

A desinfec¢do das teteiras com hipoclorito de sédio ou
dicloroisocianurato de sédio néo foi eficiente como método pre-
ventivo de reducado da acdo das teteiras como veiculo de micror-
ganismos para o Ubere e para o leite (Quadros 1 e 2). As varia-
¢Bes nos nimeros dos microrganismos pesquisados nas teteiras
se apresentaram de maneira casual apés a desinfecgao, sem de-
monstrar tendéncia concreta de diminuicdo ou aumento
(p>0,05). O curto tempo de contato, a alta instabilidade do clo-
ro frente & matéria organica e auséncia de efeito mecanico, sdo
fatores que contribuem para a ineficiéncia do processo. O ato
de imerséo pode ter facilitado o desprendimento dos microrga-
nismos aderidos a superficie interna das teteiras, o que aumenta
achance desses microrganismos chegarem ao leite e/ou glandu-
la mamaria durante o processo de ordenha.

Um dos fatores que deve ter contribuido para a obtencao
desses resultados é a adesdao dos microrganismos a superficie
interna das teteiras, o que dificulta a acdo do cloro pois, apenas
uma face da superficie da bactéria esta exposta ao desinfetante,
sendo que as outras faces estdo em contato com a superficie da
teteira ou com a célula ao lado (Matson & Characklis 1976).
Lechevallier et al. (1988) verificaram aumento da resisténcia dos
microrganismos ao cloro quando estavam aderidos a superficie,
constituindo-se o primeiro mecanismo para as bactérias sobre-
viverem & a¢do desse desinfetante. Esses autores verificaram
ainda que bactérias heterotrdéficas aderidas aumentaram a resis-
téncia a desinfetantes em 2.400 a 3.000 vezes. Segundo Mafu et
al. (1990), citados por Rossoni & Gaylarde (2000), os microrga-
nismos tendem a se acumular nas irregularidades das superfici-
es, 0 que com certeza dificulta o contato da célula microbiana
com o agente desinfetante.

Também contribuiu para que o processo em estudo néo apre-
sentasse eficiéncia, o fato de que a concentragéo de cloro neces-
séria para conseguir manter uma boa higiene depende do tem-
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po de contato (Bessems 1998), sendo a concentracdo e o tempo
de contato o binémio fundamental para o sucesso do efeito
desinfetante de compostos a base de cloro. A esse respeito, a
Organizagdo Mundial da Satde recomenda a concentracao de
200 ppm de cloro ativo por um tempo de contato de 60 min. na
desinfeccéo por imersdo (WHO 1993) e, Pitt et al. (1992) afir-
mam que para desinfec¢do de superficies recomenda-se con-
centracdo de cloro de 1.000 a 2.000 ppm e tempo de contato de
2 minutos. Ressalta-se ainda que o preconizado para a desinfec-
¢ao de equipamentos de ordenha, apos sua higienizagdo manu-
al, em geral, é uma solug¢éo de hipoclorito de s6dio com 300
ppm de cloro ativo (Dodd 1987). Nota-se, portanto, que esses
valores estdo bem distantes do que se verificou no processo
estudado, uma vez que o contato é de alguns segundos € a
concentragao inicial em torno de 150-200 ppm, que decresce a
medida que a solucao desinfetante é usada, e que foi utilizada no
presente trabalho, pois é a concentragdo que se aplicaem mui-
tas propriedades e inclusive é a indicada pelo préprio Ministério
da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) nas Normas
para Producéo de Leite B para a higiene da ordenha. A auséncia
de um efeito mecénico durante o processo de imersdo, como
aquele que ocorre devido a pressdo nos mecanismos automati-
cos, como o backflushing, dificulta em muito o sucesso do pro-
cesso de desinfeccdo manual das teteiras.

A utilizacdo da desinfeccdo das teteiras entre uma vaca e
outra durante a ordenha, utilizando-se as concentracdes de clo-
ro livre de 150 a 200ppm, que é a concentragdo preconizada
por Margattho et al. (1998) e indicada pelo MAPA (1984) para
higiene da ordenha (150ppm), ndo foi capaz de reduzir o nime-
ro dos microrganismos pesquisados na superficie interna das
teteiras. Portanto, € um procedimento que nao contribui para
prevenir a transferéncia de microrganismos para o leite e/ou
glandula mamaria.

Na analise da solucdo desinfetante, os microrganismos
mesofilos foram os Ginicos a apresentar crescimento significati-
vo em presenca de hipoclorito de sédio, demonstrando maior
resisténcia a este desinfetante. O cloro organico impediu o de-
senvolvimento dos microrganismos pesquisados na solucéo de-
sinfetante, mostrando-se mais eficiente em evitar que a propria
solugdo desinfetante se tornasse veiculo de contaminacéo para
asteteiras.

A alta demanda de cloro, 94,7%, quando foi utilizada desin-
feccdo em solucdo a base de hipoclorito de sédio, demonstrou
que o hipoclorito de sédio é um desinfetante com menor estabi-
lidade, quando comparado ao cloro organico, cuja solucdo de-
sinfetante apresentou demanda maxima de 48,6%. A quantidade
de cloro livre presente na solucdo desinfetante ao final da orde-
nha é muito pequena, chegando quase a zero, no caso do
hipoclorito de sddio, ou seja, a acdo do desinfetante foi pratica-
mente inexistente ap6s a ordenha de 12 vacas.

As médias geométricas das contagens de Staphylococcus sp.
nos tetos ndo tratados e tratados com solucéo de hipoclorito de
sédio (150 ppm de cloro ativo) e porcentagem de reducéo des-
tes microrganismos, utilizando-se os métodos de imersao, spray
€ esponja, apresentadas no Quadro 3, demonstram que o0 méto-
do da esponja foi 0 mais eficiente na reducao do nimero de
Staphylococcus sp - 92,9% (p<<0,01), enquanto que os métodos de
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imerséo e spray reduziram em 82,8% e 84,2%, respectivamente
(p<<0,01), 0 nimero desses microrganismos. Este resultado é
muito importante, uma vez que esses agentes sdo 0s principais
causadores da mastite bovina e contribuem também para elevar
0 nmero de microrganismos meséfilos do leite.

Observa-se no Quadro 4 as médias geométricas das conta-
gens de coliformes totais nos tetos néo tratados e tratados com
solucao de hipoclorito de sodio (150ppm de cloro ativo) e a
porcentagem de redugdo destes microrganismos, utilizando-se
os trés métodos estudados. A reducéo de coliformes totais, indi-
cadores da condigdo higiénica, foi praticamente a mesma nos
métodos do spray e da esponja, 84,4% e 84,2%, respectivamente
(p<<0,01), enquanto que o método de imersao apresentou uma
reducdo de 74,7% (p<<0,01).

O Quadro 5 mostra que tanto o método de spray, quanto o da
esponja reduziram em 99,9% (p<<0,01) o nimero de microrga-
nismos mesofilos, enquanto que com o método da imerséo a
reducdo foi de 89,6% (p<<0,01).

Analisando conjuntamente os Quadros 3, 4 e 5 pode-se afir-
mar que os trés métodos de desinfeccdo de tetos estudados
apresentaram bons resultados quanto a reducdo dos microrga-
nismos pesquisados. Assim, pode-se concluir que a desinfeccéo
pre-dipping, nas condi¢des em que foi realizada a presente pes-
quisa, pode ser uma ferramenta importante na prevencdo da
mastite bovina e na melhora da qualidade do leite produzido.

Jorgensen (1990) recomenda, no pre-dipping, o uso de solu-
¢ao de hipoclorito de sédio com 300 ppm de cloro ativo Os
resultados obtidos, na presente pesquisa, mostram que o produ-
tor podera economizar utilizando menor quantidade de princi-
pio ativo. Além do que, com a concentracdo de 150ppm, certa-
mente ocorrera menor agressao a pele das méos do ordenhador,
0 que facilitara a aceitacdo do método e diminuira o risco de
produzir lesdes nos tetos, pois o teto lesionado favorece a insta-
lacdo de microrganismos.
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