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RESUMO

A qualidade microbioldgica do leite pode ser definida como a estimativa da contaminagéo por
micro-organismos, que esta relacionada com a salde da glandula mamaria do rebanho e as
condicdes gerais de manejo e higiene adotados na propriedade. A quantidade de células
somaticas tem sido usada como importante ferramenta para 0 monitoramento da qualidade do
leite. Objetivou-se verificar a qualidade microbioldgica do leite cru e pasteurizado, contagem de células
somaticas e contaminagdo do ambiente de ordenha em uma propriedade do municipio de Satuba. As
analises seguiram metodologia descrita no "Compendium of Methods for the Microbiological Examination
of Foods" e do Manual de Métodos de Analises Microbioldgica de Alimentos. Foram realizadas coletas
durante seis meses do ano de 2014. As amostras em cada etapa forma submetidas a contagens de
aerobios mesofilos em Agar Padrdo de Contagem (PCA) a 28°C por cinco dias, psicrotréficos
em PCA 7°C por 10 dias, determinacdo do numero mais provavel (NMP) de coliformes totais
(30°C por 48 horas), termotolerantes (45°C por 24 horas) e confirmacdo de Escherichia coli.
Para analise de Staphylococcus spp, as amostras foram plaqueadas em meio especifico (Baird-Parker
Agér Base Himédia M043) e incubadas a 37°/24h. Na detec¢do de Salmonella spp, utilizou-se meio de
enriquecimento Selenito Cistina (37°C/24h) seguido de plaqueamento para 0 meio Salmonella Shigella
Agar (Acumedia 7152A). Para Listeria spp, foi utilizado o meio de Aloa A®PROTAC (37°C/72h). As
anlises de composigao quimica e Contagem de Células Somaéticas foram realizadas pelo Programa de
Gerenciamento de Rebanhos Leiteiros do Nordeste. Todas as amostras apresentaram alta contagem
padrdo em placa, os resultados variaram entre 4,84 Logso a 5,78 Logio UFC/mL. Nas contagens de
mesdfilos, 100% das amostras apresentaram contaminacdo. Com relacdo aos psicrotroficos, em
83,33% das coletas de leite cru foi identificada presenca e no leite pasteurizado, esse valor caiu para
66,66%. Todas as coletas analisadas apresentaram 100% de ndo conformidade quanto a contagem de
coliformes. Em 95,84% dos pontos analisado foi detectada a presenca de Staphylococcus spp e em
100% das amostras houve auséncia de Salmonella spp. Todas as coletas apresentaram contaminacéo
por Listeria spp. A média da composicdo quimica esteve em conformidade com a legislacdo, exceto
para o teor de gordura no leite cru, com 2,79%. Também nas amostras de leite houve alta contagem de
células somaticas, com resultados variando entre 1,051x10° a 9,576x10° CS/mL. De acordo com 0s
dados obtidos, conclui-se que a qualidade do leite colhido na propriedade estudada estd fora dos
par@metros estabelecidos pela Instrucdo Normativa 62, provavelmente devido a falta de cuidados
higiénicos no ambiente de ordenha.

Palavras chave: Higiene. Contaminagdo. Micro-organismos. Producéo de leite.



ABSTRACT

The microbiological quality of milk can be defined as an estimated contamination by
microorganisms, which is related to the health of the mammary gland of cattle and general
conditions of handling and hygiene adopted in the property. The number of somatic cells has
been used as an important tool for monitoring the quality of milk. The number of somatic
cells has been used as an important tool for monitoring the quality of milk. The objective was
to verify the microbiological quality of raw milk and pasteurized, somatic cell count and
contamination of the milking environment in a property of the municipality of Satuba. The
analysis followed the methodology described in the "Compendium of Methods for the
Microbiological Examination of Foods" and Methods of Analyses Microbiological Food
Guide. Collections were made during six months of 2014. The samples in each stage form
submitted to aerobic mesophilic counts in Agar Count Standard (PCA) at 28 ° C for five days,
psychrotrophic PCA 7 ° C for 10 days, determining the number most likely (PMN) total
coliforms (30 ° C for 48 hours) thermotolerant (45 ° C for 24 hours) and confirmation of
Escherichia coli. For analysis of Staphylococcus spp, samples were plated on specific
medium (Baird-Parker Agar Base himedia M043) and incubated at 37 / 24h. In the detection
of Salmonella spp was used enrichment medium selenite cystine (37 / 24h) followed by
plating medium for Salmonella Shigella agar (Acumedia 7152A). To Listeria spp medium
was used Aloa APROTAC (37 / 72h). The analysis of chemical composition and Somatic
Cell Count were performed by the dairy herd management program of the Northeast. All
samples showed high standard plate count, the results ranged from 4.84 log'® to 5.78 log™®
UFC/mL. In mesophilic counts, 100% of the samples were contaminated. Regarding
psychrotrophic, in 83.33% of raw milk samples was identified and presence in pasteurized
milk, this value dropped to 66.66%. All the analyzed samples showed 100% of non-
compliance as the coliform count. In 95.84% of the analyzed points detected the presence of
staphylococcus and 100% of the samples was Salmonella spp. All samples were contaminated
by Listeria spp . The average chemical composition was in accordance with the law, except
for the fat content in raw milk, with 2.79%. Also the milk samples was high somatic cell
count, with results ranging from 1,051x10° to 9,576x10° SC/mL. According to the data
obtained, it is concluded that the quality of milk collected in the studied property is outside
the parameters established by the Normative Instruction 62, probably due to lack of hygienic
care in the milking environment.

Keywords: Hygiene. Contamination. Micro-organisms. Milk production.
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1. INTRODUCAO

No atual mercado competitivo e globalizado, produzir leite e derivados com qualidade
e seguranca € requisito obrigatorio. A seguranca alimentar € um dos temas mais debatidos na
atualidade dando énfase a producgdo de alimentos por métodos sustentaveis, levando-se em
conta a producdo de alimentos seguros, saudaveis e nutritivos (WINCK et al, 2010).

O termo qualidade do leite é atualmente muito utilizado dado a importancia que
adquiriu no setor de producdo leiteira, fazendo-se necesséria a sua correta conceituacdo. O
leite de alta qualidade pode ser caracterizado como um alimento livre de agentes patogénicos
e outros contaminantes (residuos de antibioticos e pesticidas), apresentando reduzida
contaminacdo microbiana, sabor agradavel, adequada composicdo e baixa contagem de
células sométicas (CCS) (SANTOS, 2004).

A qualidade do leite cru esta intimamente relacionada com o grau de contaminacao
inicial e com o bindmio tempo/temperatura em que o leite permanece desde a ordenha até o
processamento. As condi¢Bes higiénico-sanitarias de obtencdo e armazenamento do leite
exercem grande influéncia na qualidade do leite, bem como de seu transporte até o seu
posterior beneficiamento na inddstria de laticinios. Um dos pardmetros analisados para
verificacdo da qualidade do leite € o seu perfil microbioldgico, que pode ser caracterizado por

micro-organismos indicadores de higiene e patdgenos (PEREIRA, 2010).

O estado de salde e higiene da vaca, 0 ambiente do estabulo e da sala de ordenha e 0s
procedimentos usados para limpeza e desinfec¢do dos equipamentos de ordenha, tanque de
refrigeracéo e utensilios que entram em contato com o leite, s&o importantes com respeito a
contaminag&o microbiana do leite cru (BRITO e BRITO, 1998).

Em termos mundiais, as normas de qualidade utilizadas para o comércio internacional
sdo definidas pelo Codex Alimentarius, que € um 6rgdo da FAO/OMS, cuja funcdo primordial
é definir normas minimas para garantir a seguranca dos produtos que sdo comercializados
internacionalmente. De acordo com a Codex, o0s alimentos de forma geral devem apresentar:
baixas contagens bacterianas, auséncia de micro-organismos patogénicos ao homem, auséncia
de residuos de medicamento veterinario, minima contaminagdo com contaminantes quimicos
ou toxinas microbianas (SANTOS e FONSECA, 2010). Considerando este conceito

internacional, podemos enfocar a qualidade do leite sob diferentes aspectos: caracteristicas
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microbioldgicas, controle de mastite e residuos, e caracteristicas de composicdo (SANTOS,
2004).

A presenca de micro-organismos indesejaveis no leite e seus derivados ndo tém
somente importancia em saude publica, mas também compromete a qualidade do alimento,

em face das inimeras alteragcdes no gosto, aroma e aspecto do produto (MENEZES, 2007).

A quantidade de micro-organismos no leite influencia no tempo de prateleira e mesmo
no tipo de produto para o qual o leite podera ser utilizado. Assim, as condicdes higiénico-
sanitarias devem ser monitoradas para garantir um produto seguro e de qualidade, sendo uma
ferramenta para determinacdo dos pontos do processamento que podem ser melhorados
(DEFANTE, 2011).

A composicdo do leite, assim como a Contagem de Células Somaticas (CCS) é de
extrema importancia quando se avalia a qualidade do leite (SANTOS e FONSECA, 2010).
Estes dados servem como indices basicos para o controle desta matéria-prima em toda a
cadeia do leite, incluindo produtores, industrias e consumidores. A composicdo do leite reflete
diretamente o rendimento industrial, assim como o valor nutritivo, enquanto que a contagem
de células somaéticas estima a ocorréncia de mastite no rebanho, compondo um indice de
qualidade higiénico-sanitaria sanitaria (BRASIL, 2002 apud ECKSTEIN, 2012).

Com o presente estudo objetivou-se estabelecer uma relacdo entre praticas de
producdo e a qualidade do leite produzido no em uma propriedade localizada em Satuba-AL,
desde o inicio da linha de producdo (leite cru) até o produto final (leite pasteurizado),

verificando a adequac&o destes produtos aos parametros oficiais.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Qualidade do leite

A produgdo de leite no Brasil em 2013 foi de 35 bilhdes de litros, sendo 35% a mais
que os 26 bilhGes contabilizados em 2007 (AGRODEBATE, 2013). Esse valor expressa a
relevancia da atividade leiteira para a economia brasileira, tanto no cenario interno como no
externo, tornando o Brasil um dos principais produtores de leite do mundo. No entanto, um
problema parece dificil de ser resolvido: a producdo ndo é homogénea e o pais ndo apresenta
boas condi¢fes sanitarias na producdo de leite (RURAL, 2013).

As caracteristicas da producdo leiteira no Brasil sdo os principais fatores que impedem
um desenvolvimento mais acelerado dessa atividade. De forma geral, a maior parte dos
produtores pode ser classificada como pequenos ou médios e de carater familiar. Como
consequéncia, ocorre pouco investimento na atividade, resultando em problemas em toda a
cadeia produtiva, como baixa tecnificacdo, falta de controle sanitario dos animais e condicdes

higiénicas inadequadas durante a ordenha, conservacéo e transporte (BRITO e BRITO, 2004).

A baixa qualidade do leite cru € notoriamente conhecida em todo o territério nacional,
e como consequéncia resulta em produtos beneficiados de qualidade insatisfatoria (ARCURI
et al, 2008).

Varios estudos realizados no Brasil e em diversas regides, confirmam a baixa
qualidade do leite cru produzido, evidenciado pelo elevado nimero de micro-organismos
indicadores, especialmente os aerébios mesofilos, sugerindo condi¢bes inadequadas na
producdo leiteira (FRANCO et al., 2000; LOURENCO e SILVA, 2000; BUENO et al., 2002;
BELMONTE e LAGO, 2004; PONSANO et al., 2004)

Segundo pesquisa feita por Pinheiro (2011) em uma propriedade no municipio de
Satuba-AL, foram encontrados coliformes acima do limite estabelecido pela Instrucéo
Normativa 51, a qual estava em vigor. Os nimeros acima dos estabelecidos s&o indicadores
de graves falhas na manipulacdo, de deficiéncias na higiénizacdo do estabelecimento e
equipamentos e problemas relativos a higiene pessoal de manipuladores. Nesse mesmo
estudo foi detectada presenca de géneros bacterianos patogénicos ao homem ou deteriorante

do leite, indicando problemas com a higienizacdo do ambiente de ordenha.

Lins (2011) analisando leite da mesma propriedade no municipio de Satuba detectou a

presenca de coliformes em valores acima do recomendado, bem como bactérias compativeis
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com Salmonella na maioria das amostras, sendo, portanto, um indicativo de deficiéncia na
higienizagdo dos equipamentos, graves falhas na manipulagdo, na higiene pessoal dos

manipuladores e na assepsia ou anti-sepsia das vacas.

Estudo feito em Boa Esperanca-MG por Tebalde et al (2007) apontaram elevadas
concentracdes de micro-organismos indicadores de qualidade no leite refrigerado, os quais
sdo de grande interesse do ponto de vista de salde publica, necessitando a¢des direcionadas
para a solucéo de tal problema para melhoria da qualidade do produto.

No Paranad também foi observada contaminagdo do leite por Tamanini et al (2006) os
quais concluiram que a qualidade microbioldgica do leite pasteurizado Tipo C produzido na
regido norte do Parana ndo foi satisfatoria, pois um nimero elevado de amostras ndo atendeu
aos padrdes estabelecidos pela legislacdo. O grupo dos coliformes totais foi o0 grupo de micro-

organismos encontrado com maior frequéncia em desacordo com a legislagéo.

Para obter leite de qualidade, Boas Praticas de Producdo (BPP) devem ser aplicadas
desde a ordenha até o armazenamento e transporte. A implantacdo de BPP resulta na reducéo
do nimero de micro-organismos na matéria prima, melhoria da sanidade da glandula mamaria
dos animais, que associadas as boas praticas no beneficiamento, levam a uma maior vida de
prateleira do produto (MATSUBARA et al., 2011).

Leite de qualidade deve ser uma meta de todo produtor, uma vez que representa
beneficios para toda a cadeia produtiva. Ganha o produtor, que podera receber mais pelo seu
produto, a industria com a melhoria da matéria-prima e também o consumidor, que tera

acesso a produtos de melhor qualidade e mais seguro (PASCHOAL, 2010).

Pensando em segurancga, varios paises elaboraram e introduziram regulamentacfes
para garantir a seguranca do alimento em diferentes estagios na cadeia de producdo
(MALEEVA, 2005). No Brasil, entrou em vigor a Instrucdo Normativa 51 (IN 51) em 18 de
Setembro de 2002. A IN 51 teve como objetivo regulamentar a producdo, identidade,
qualidade e transporte do leite, bem como estabelecer valores aceitaveis para contagem de

micro-organismos presentes no alimento.

Varios produtores ndo conseguiram se adaptar ao que a Legislacdo exigia no tempo
previsto, assim A IN 51 foi atualizada e substituida pela Instru¢cdo Normativa 62, que passou a
vigorar em 01 de Janeiro de 2012. A IN 62 estabelece novos prazos para que os produtores se

adaptem a Legislacéo e estipula novos valores para contagem de micro-organismo.
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Os nameros aceitiveis para contagem de micro-organismos tém como base as
alteracOes que esses eles causam no leite e derivados. Este requerimento é muito importante
para a avaliacdo da qualidade do leite cru, pois sera indicador das condicdes de higiene em
que o leite foi obtido e armazenado, desde o processo de ordenha até o consumo (BRITO e
BRITO, 1998). Os principais requerimentos utilizados para avaliacdo da qualidade do leite
sdo: qualidade microbioldgica, composicao e contagem de células somaéticas.

2.2 Qualidade microbioldgica

A qualidade microbioldgica pode ser definida como a estimativa da contaminacéo do
leite por micro-organismos, a qual esta diretamente ligada com a sadde da glandula mamaria
do rebanho e as condicBes gerais de manejo e higiene adotados na fazenda (GRACINDO e
PEREIRA, 2009).

Os procedimentos empregados na ordenha determina a qualidade microbioldgica do
leite. Cada etapa do processo pode ser responsavel pela inclusdo de milhfes de micro-
organismos no leite na auséncia de boas praticas de higiene (SANTANA, BELOTI e
BARROS, 2001 apud SILVA et al, 2011).

A qualidade microbioldgica esta diretamente relacionada com a contaminacdo inicial e
com a taxa de multiplicacdo dos micro-organismos. A carga microbiana inicial depende de
fatores como: satde da glandula mamaria, exterior do Ubere, equipamento de ordenha, tanque
de resfriamento e qualidade da &gua. A taxa de multiplicacdo, por sua vez, depende do
binbmio tempo-temperatura, ponto critico do sistema de transporte e armazenamento
(NASCIMENTO e SOUZA, 2002) (Figura 1).
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Figura 1- Fatores determinantes da carga Microbiana do leite

‘CARGA MICROBIANA DO LEITE

I Contaminacgao Inicial I Taxa de Multiplicagao I
Glandula Mamaria o Tempo
Exterior do Ubere (tetos) S Temperstura

Equipamentos/Utensilios de Ordenha

Agua

Fonte: SANTOS e FONSECA, 2010

O leite secretado no Ubere é virtualmente estéril. Mas mesmo antes de deixar o Ubere,
o leite é infectado por bactérias que entram pelos canais dos tetos. Essas bactérias
normalmente ndo sdo prejudiciais e sdo poucas em numero (CHAPAVAL e PIEKARSKI,
2000). No entanto, quando o animal ndo é sadio, pode aumentar significativamente a carga

microbiana do leite.

A pele dos tetos e do proprio Ubere pode abrigar micro-organismos que contaminam o
leite. Estes micro-organismos podem ser da microbiota normal da pele dos tetos ou mesmo de
origem de areas de alojamento das vacas no periodo entre as ordenhas (SANTQOS, 2010).

Os equipamentos de ordenha quando devidamente limpos, desinfetados e drenados,
podem ser minimizados como fonte de contaminacdo no leite cru. Entretanto, limpeza e
desinfeccédo inadequadas da superficie de contato com o leite, incluindo latas e tanques, sao
consideradas as maiores fontes de bacterias depois de sua coleta do ubere (MORELLI, 2008).

Determinar a intensidade da contaminacdo em cada ponto de ordenha permite
determinar os principais pontos e a origem da contaminacdo, ou seja, ambiental, de origem
fecal, por manipulacdo inadequada ou oriunda do animal. Isso possibilitard a adoc¢do de
medidas de controle que melhorem a qualidade microbioldgica do leite, adequando-os aos
padrdes estabelecidos pela IN 62 (SILVA et al, 2011).
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A anélise laboratorial mais utilizada para monitorar a qualidade microbioldgica do
leite cru é a contagem padrdo em placas (CPP) ou contagem bacteriana total (CBT).

2.2.1 Contagem Padrao em Placas (CPP)

A Contagem Padrdo em Placa quantifica o nimero total de bactérias presentes no leite
cru, mas ndo identifica grupos especificos de bactérias que se proliferam quando héa falhas nos
processos de producdo, ordenha e armazenamento. E realizada em procedimento de contagem
padrdo em placas com incubacéo de 48 horas a 32°C e também pode ser realizada por meio de
contadores eletronicos baseados em citometria de fluxo (SANTOS e CORTINHAS, 2010).

A CPP é expressa em Unidades Formadoras de Colbnia (UFC/mL). A Instrucéo
Normativa 62 estabelece a contagem padrdo em placas como referéncia microbiolégica, sendo
seu limite maximo de 6,0 x 10° (BRASIL, 2011).

Altos niveis de bactérias tém efeito negativo sobre a qualidade do leite, especialmente
no que concerne ao sabor, a vida de prateleira e a seguranca alimentar do produto
disponibilizado ao consumidor. As principais fontes de contaminacdo do leite estdo
relacionadas as praticas de ordenha, armazenamento e transporte, visto que o resfriamento, a
presenca de residuos de antimicrobianos ou produtos quimicos e a qualidade microbioldgica
da agua podem influenciar de forma significativa na contagem bacteriana total (FONSECA e
SANTOS, 2000).

Os principais micro-organismos envolvidos com a contaminacdo do leite sdo as

bactérias. Estes podem ser divididos em dois grupos principais:

2.2.1.1.Micro-organismos deteriorantes

Causam alteragOGes nos principais componentes do leite, 0 que leva a reducdo da
qualidade industrial e alteracBes organolépticas, mas ndo estdo associados a ocorréncia de
doengas (SANTOS e FONSECA, 2010).

Micro-organismos mesofilos

S&o micro-organismos que possuem crescimento ideal em temperaturas entre 30 a
35°C. Basicamente, podemos dizer que os micro-organismos mesofilos predominam em
situacGes em que ha falta de condicdes basicas de higiene, bem como falta de refrigeracdo do
leite. (SANTOS e FONSECA, 2010).
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Sua presenca em grande numero indica, de uma maneira geral, que: a matéria-prima
utilizada na producédo foi excessivamente contaminada; limpeza e desinfeccdo de superficies
inadequadas; higiene inadequada na producéo; o controle da temperatura durante 0s processos
de tratamento industrial, transporte e armazenamento foram realizados de forma inadequada.
Esta determinagdo permite obter informagbes sobre a alteracdo incipiente dos alimentos,
fornecendo também ideia sobre o tempo Util de conservacao (SIQUEIRA, 1995).

Micro-organismos psicrotroficos

Os micro-organismos psicrotroficos encontrados no leite e em produtos lacteos
incluem varias espécies de bactérias e que ndo constituem um grupo taxonémico especifico,
algumas até fazem parte de grupos que realizam fermentacéo desejavel em alguns derivados,
como é o caso de algumas bactérias &cido-laticas (BAL’s). As principais bactérias
representantes deste grupo sdo: Pseudomonas spp., Achromobacter spp., Aeromonas spp.,
Serratia spp., Alcaligenes spp., Bacillus spp., Clostridium spp., Corynebacterium spp.,

Listeria spp., Streptococcus spp., e Lactobacillus spp, entre outras (PEREIA, 2010).

Além da capacidade de desenvolver-se as temperaturas de refrigeracdo, bactérias
psicrotroficas possuem habilidade de produzir enzimas hidroliticas termorresistentes, as quais
retém de 30 a 100% de sua atividade enzimatica apés tratamento térmico de pasteurizagdo e
de Ultra Alta Temperatura (UAT) (SAMARZIJA; ZAMBERLIN e POGACIC, 2012). As
enzimas termorresistentes, principalmente lipases e proteases, sdo a grande preocupacao, pois
reduzem rendimento de fabricacdo de queijos, limitam a vida de prateleira, alteram sabores,
odores e aparéncia (ANGELO et al, 2014).

Do ponto de vista da qualidade do leite, as bactérias psicrotréficas sdo o grupo que
mais contribui para deterioracdo do leite e produtos lacteos. Elas causam deterioracdo quando
se multiplicam no leite cru antes da pasteurizacdo ou apés a pasteurizacdo, pela atividade de
suas enzimas extracelulares resistentes ao calor e pela contaminacdo pds-pasteurizacdo
(BRITO et al, 1998).

Embora represente menos de 10% da microbiota inicial, em condi¢des adequadas de
higiene, a populacdo de psicotréficos pode alcancar niveis elevados com uma condicdo
higiénica precaria, falhas sanitizacdo do tanque e equipamento de ordenha ou refrigeracéo
inadequada do leite (resfriamento em temperaturas entre 5 e 15°C), ou quando o tempo de



19

estocagem do leite refrigerado é demasiadamente longo. Por esta razdo, a contagem de
psicotréficos em leite cru pode atingir mais de 90% da populacdo bacteriana total
(SAMARZIJA; ZAMBERLIN e POGACIC, 2012).

2.2.1.2 Micro-organismos patogénicos

Podem causar doenca, infecgdo ou intoxicagdo a partir do consumo do leite cru ou
derivado, mas que ndo estdo associados a deterioragdo do leite (SANTOS E FONSECA,
2010).

A presenca de bactérias patogénicas no leite cru é uma preocupacdo de saude publica,
sendo um risco potencial para quem o consome diretamente ou na forma de seus derivados,
bem como para quem o0 manuseia. O leite cru contaminado pode ser ainda fonte de
contaminacdo cruzada para 0s produtos lacteos processados, quando considerada a

possibilidade da contaminacéo do ambiente na inddstria (ARCURI et al, 2006).

Grupo Coliforme

O habitat das bactérias que pertencem ao grupo coliforme € o trato intestinal do
homem e de outros animais; entretanto, espécies dos géneros Enterobacter, Citrobacter e
Klebsiella podem persistir longos periodos e se multiplicar em ambientes ndo fecais
(SIQUEIRA, 1995).

Na contagem de coliformes podem-se diferenciar dois grupos: o de coliformes totais e
0 de coliformes termotolerantes (SIQUEIRA, 1995). No grupo de coliformes totais estdo
apenas as enterobacterias capazes de fermentar a lactose com producéo de gas, em um periodo
de 24 a 48 horas a 35°C (JAY, 2005). O grupo dos coliformes termotolerantes é um subgrupo
dos coliformes totais, restrito aos membros capazes de fermentar a lactose em 24 horas a
44,5°C a 45,5°C, com producéo de gas (MORELLI, 2008)

O indice de coliformes totais € utilizado para avaliar as condicdes higiénicas, sendo
que as altas contagens significam contaminacdo po6s-processamento, limpezas e sanificaces
deficientes, tratamentos térmicos ineficientes ou multiplicacdo durante o processamento ou
estocagem. O indice de coliformes termotolerantes € indicador de contaminacéo fecal, visto
que a populacédo deste grupo tem seu habitat exclusivo no trato intestinal do homem e de
outros animais (SIQUEIRA, 1995).
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NUmeros elevados de coliformes no leite cru indicam falta de higiene na ordenha,
limpeza inadequada de equipamentos de ordenha ou de utensilios que entram em contato com

o leite e &gua contaminada (BRITO et al, 20--)

A presenca desses micro-organismos conduz a deterioracdo e perda de qualidade, com
consequente perigo a salde humana caso confirme a presenca de linhagens patogénicas
(SILVA et al, 2008).

A Escherichia coli esta incluida no grupo dos coliformes totais e termotolerantes e sua
presenca em alimentos € considerada uma indicacdo de contaminagdo pds-sanitizacao ou pés-
processo (principalmente no caso de pasteurizacdo), evidenciando praticas de higiene e
sanificacdo fora dos padrdes requeridos para o processamento de alimentos (SILVA,
JUNQUEIRA e SILVEIRA, 1997).

Staphylococcus spp

Os Staphylococcus sdo cocos Gram-positivos que tendem a formar agrupamentos
semelhantes a cachos de uva, sendo amplamente distribuidos na natureza, também fazendo
parte da microbiota normal da pele e mucosas de mamiferos e aves. (SILVA, 2004 apud
CHAPAVAL et al, 2009).

Na obtencdo e durante o processamento do alimento, essas bactérias sdo um
importante elo na cadeia epidemioldgica e a falta de cuidados na manipulacdo do alimento
favorece a multiplicacdo destes micro-organismos, que podem vir a causar alteracdes e/ou
produzirem sintomas de intoxicacdo alimentar aos consumidores (STAMFORD et al, 2006
apud COSTA, 2008).

Dentre os alimentos mais relatados nos casos de intoxicacdo alimentar podem ser
destacados produtos lacteos. Os fatores que contribuem para a elevada frequéncia desses
surtos incluem a baixa qualidade do leite cru, além da sua manipulacdo indevida desde a

fazenda produtora até o comércio varejista (SENA, 2000).

As células bacterianas dos Staphylococcus spp sdo destruidas por tratamento térmico,
mas suas enterotoxinas permanecem ativas nos alimentos, por isso consideradas
termoestaveis, sendo um risco em potencial para a saude publica (CARMO, 1997 apud
COSTA, 2008).
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Em fungdo do risco a saude publica, sua presenga em alimentos representa a
obrigatoriedade de sua pesquisa e enumeracdo, como parte das ac6es de fiscalizacdo sanitéria
de 6rgdos governamentais (SILVA, 2004 apud CHAPAVAL et al, 2009).

Salmonella spp

Este género de bactéria apresenta-se em trés espécies: Salmonella typhi, Salmonella
choleraesuis e Salmonella enteritidis. Esta Gltima apresenta mais de 1400 variagdes. Com
excecdo da Salmonella typhi, que afeta os seres humanos provocando a febre tifoide e
gastroenterites, a maioria s&8o patogénicas tanto para 0s homens quanto para 0S animais
(MICROBIOVIDA, 2013).

As toxinfeccOes alimentares causadas por salmonellas séo frequentemente associadas

a ingestao de carnes, aves, ovos, leite e derivados sem tratamento térmico (JAY, 2005).

As salmoneloses séo objeto de grande preocupacdo, especialmente aquelas causadas
por Salmonella Typhi, patdégeno especifico do homem e agente etioldgico da febre tifoide
(OCHIAI et al., 2008).

Listeria spp

O género Listeria compreende as seis espécies L. monocytogenes, L. ivanovii, L.
seeligeri, L.innocua, L.welshimeri e L. grayi (ROCOURT e BUCHRIESER, 2007) das quais
somente L. monocytogenes é considerada consistentemente patogénica para 0 homem, embora
infeccBes ocasionais por L. innocua, L. seeligeri, L welshimeri e L. ivanovii venham sendo
relatadas (CHAMBEL et al., 2007).

A listeriose causada no homem inclui infeccGes severas, como septicemias, encefalite,
meningite e aborto, com altas taxas de hospitalizacdes e mortes. Acomete principalmente
pessoas idosas, recém-nascidos, gestantes e individuos imunocomprometidos
(SWAMINATHAN, 2001).

No Brasil, a listeriose humana é subdiagnosticada e subnotificada (SILVA et al., 2007
apud BARANCELLI et al, 2011), E provavel que a maioria dos casos humanos esporadicos

tenha o alimento como veiculo de transmiss@o da L. monocytogenes (HOFER et al., 2006) o



22

que reforca a necessidade de identificar as fontes de infeccdo e os possiveis alimentos
envolvidos (BARANCELLI et al, 2011).

O leite estd entre os produtos alimenticios mais frequentemente envolvidos na
transmissdo de L. monocytogenes (BARANCELLI et al, 2011), embora L. monocytogenes
esteja comprovadamente presente em diversos produtos, sobretudo em derivados lacteos
(MARTINS et al., 2009).

Uma das formas mais eficazes de prevenir a presenca de Listeria ssp em industrias de
leite é a adequada higienizacdo do ambiente, equipamentos e utensilios. A higienizacdo de
uma industria de leite e a utilizacdo de saneantes adequados € muito importante (TIDE et al,
1999 apud PIETA, 2010). A pasteurizacdo também é uma forma de prevencdo, visto que esta

bactéria é sensivel & pasteurizagdo (SPECK, 1976).

2.3 Componentes do leite

Fisiologicamente, o leite € definido como produto da secrecdo da glandula mamaéria
das fémeas mamiferas, logo apds o parto com a finalidade de alimentar o recém-nascido na
sua primeira fase de vida (ABREU, 1998). Do ponto de vista fisico-quimico, leite € uma
emulsdo natural e perfeita na qual os globulos de gordura estdo mantidos em suspensdo, em
um liquido salino agucarado, gracas a substancias proteicas e minerais em estado coloidal
(ROCHA, 2008).

A sua composi¢do varia de acordo com um grande numero de fatores, dentre eles
estdo: espécie, raca, genética do animal, alimentacdo, idade e periodo de lactagdo.
Considerando o estigio de lactacdo, o colostro, produzido nos primeiros dias pos-parto,
apresenta sua composi¢do diferenciada. No inicio, o colostro é excepcionalmente rico em
proteinas. Contém importantes quantidades de imunoglobulinas e, em média, sua
concentracdo € duas vezes maior de caseinas, 3- lactoglobulina e a-lactoalbumina que o leite
produzido no meio da lactagdo. A queda da taxa proteica ocorre rapidamente durante os
primeiros dias de lactacdo, com a passagem de colostro para leite normal, atingindo seu ponto
mais baixo apds o pico de lactagdo para em seguida aumentar sob a influéncia da gestacao
(VARNA e SUTHERLAND, 1994).

Em geral, o leite de vaca apresenta as seguintes médias de composicédo: 87-88% de
agua; 3,0-4,0% de gordura; 4,5-4,8% de lactose; 3,2-3,5% de proteinas e 0,5-0,7% de sais
minerais (FERREIRA, 2007).
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A Instrucdo Normativa 62 estabelece valores minimos de composi¢do para que o leite
seja de qualidade satisfatéria (Tabela 1)

Tabela 1: Composi¢do quimica e Contagem de Células Somaéticas, segundo IN 62

Gordura Sélidos Néo Proteina  Solidos
Gordurosos (SNG) Totais
Leite cru Min 3,0 Min 8,4 Min29 Min1l,4
Leite pasteurizado Min 3,0 Min 8,4
Brasil, 2011
Gordura

A gordura é o componente lipidico do leite, formada por uma complexa mistura, sendo
os triglicerideos os lipideos mais importantes (98%) (DURR, 2005). E o componente de
maior variabilidade do leite. De um modo geral, pode variar de 2,2% a 4,0%. Essa
porcentagem € fortemente influenciada pela genética e fatores ambientais. Dentre estes, 0
manejo nutricional pode exercer uma influencia muito importante na composicao da gordura
(SILVA, 2011)

Sélidos Néo gordurosos

Os sélidos ndo gordurosos do leite também chamado de extrato seco desengordurado
(ESD) correspondem a fracdo composta por proteina, lactose, e cinzas. Nestas, incluem-se 16
as vitaminas, 0s macro e microminerais, e outros elementos tragos. Para produtos em que nédo
se faz necessaria a gordura do leite, ou que seja indesejavel, a determinacao do percentual de
solidos ndo gordurosos torna-se de grande importancia, e estd sendo mais enfatizada
ultimamente, devido ao aumento da demanda por parte dos consumidores (GRANT, 1993
apud HARTMANN 2002).

ESD é constituido por lactose (55%), proteinas e minerais (37%) e vitaminas
hidrossoluveis (8%) (SOLER e VEIGA, 2001 apud XAVIER, 2009). A proteina total do leite
é composta por numerosas proteinas especificas. A principal € a do grupo caseina, com 77% a
82% de suas proteinas totais (BEHMER, 1999 apud SILVA, 2011). A porcentagem de
proteina varia, dentre outros fatores, de acordo com a raca, e é proporcional a quantidade de
gordura presente no leite (BRITO et al, 2004).
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Proteina

As proteinas constituem um dos ingredientes mais valorizados pelos suas excelentes
propriedades nutritivas, tecnoldgicas e funcionais. Suas propriedades nutritivas e tecnolégicas
derivam da composic¢do dos aminoacidos que atendem a maioria das exigéncias fisioldgicas
do ser humano (CHEFTEL et al., 1989; SWAISGOOD, 1982 apud SGARBIERI, 2005).

Lactose

A lactose é o principal carboidrato do leite. Produzido pelas células epiteliais da
glandula maméria. Além da lactose, podem ser encontrados no leite outros carboidratos, como
a glicose e a galactose, mas em pequenas quantidades (GONZALEZ, 2001; BRITO e BRITO,
2004).

A lactose tem importante papel na sintese do leite, pois atrai a 4gua do sangue para
equilibrar a pressdo osmdtica na glandula mamaéria. A quantidade de agua no leite e,
consequentemente, o volume de leite produzido pela vaca, depende da quantidade de lactose
secretada pela glandula mamaria. Em funcdo da estreita relacdo entre a sintese de lactose e a
quantidade de agua drenada para o leite, a lactose € 0 componente que tem menos variacao
(GONZALEZ, 2001).

Sdlidos Totais

A 4gua é o componente que entra em maior propor¢do na composicao do leite, e com a
exclusdo dela, os demais componentes constituem a fracdo denominada sélidos totais, ou
extrato seco do leite. Esta fracdo divide-se em gorduras, e sélidos ndo gordurosos
(OLIVEIRA; CARUSO, 1996 apud HARTMANN, 2002).

O teor de solidos totais é importante ndo apenas para o leite comercializado na forma
liquida, por afetar o valor nutricional por unidade de volume, mas também para o leite
destinado a outras formas de processamento. Além disso, grandes volumes de agua
pressupdem custos maiores com transporte, estocagem e com o tamanho da planta necessaria
para o processamento (BOLAND, 2003 apud VIOTTO e CUNHA, 2006).

2.4 Células Sométicas (CS)

As células somaticas compreendem diferentes elementos celulares normalmente
presentes no leite, incluindo células de defesa do organismo, principalmente leucdcitos. Os

leucdcitos correspondem de 75% a 98% e o restante € oriundo das células epiteliais
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provenientes da descamacdo que ocorre no tecido de revestimento da glandula mamaria
(FONSECA e SANTOS, 2000).

A principal causa do aumento da contagem de células do leite € devido a resposta
inflamatoria da glandula mamaéria, que na maioria dos casos, € resultado de uma infecgdo
bacteriana. Essa inflamacdo é a mastite. (BRITO e BRITO, 2004).

A contagem de células sométicas (CCS) é um critério mundialmente utilizado por
indUstrias, produtores e entidades governamentais para 0 monitoramento de mastite em nivel
individual e de rebanhos e para a avaliagdo da qualidade do leite. Os resultados da CCS
podem ser obtidos a partir de amostras de quartos (monitoramento de rebanhos) e de amostras
do tanque (monitoramento da qualidade do leite) (SANTQOS, 2006).

A elevacdo da CCS é geralmente associada a diminuicdo na producdo de leite. Esta
reducdo ocorre devido ao dano fisico as células secretoras da glandula mamaria e também
com as alteracGes na permeabilidade vascular no alvéolo secretor (BEHMER, 1999 apud
PALES et al, 2005). Isto porque alguns componentes do leite originam-se do plasma
sanguineo e outros séo sintetizados na glandula mamaria, a partir de precursores (WALSTRA
etal., 2001).

Em termos econémicos, a elevada CCS, traz grandes prejuizos econdmicos tanto ao
produtor de leite, quanto a industria de laticinios e consumidores (BEHMER, 1999 apud
PALES et al, 2005), pois provoca alteracbes nos trés principais componentes do leite:
gordura, proteina e lactose, além de aumentar os niveis de ions sodio, cloro e de proteinas
sérica. (MULLER, 2002).

O nivel desta reducdo depende da gravidade da inflamacdo (Tabela 2). Como
resultado, a producgdo de varios derivados do leite, incluindo queijos, leite em po6 e produtos
fermentados, € prejudicada. Além disso, a estocagem do leite pasteurizado com alta CCS é
prejudicada porque seu tempo de prateleira € menor (BRITO e BRITO, 2004)
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Tabela 2: Mudancas na composicao do leite associadas com elevadas Contagens de Células Somaticas

CCS x 10° células/mL)

Componente do leite 500- A!terag_ao
<100 < 250 >1.000 € motivo
7.000
Lactose 4,90 4,74 460 421 Redugao
Caseina (total) 2 81 2.79 2 65 2 25 (?121[))0
Gordura 3.74 3,69 351 3,13 Redugao
da sintese
Proteinas séricas 0.81 0,82 110 131
(total)
Soroalbuminas 0,02 0,15 0,23 0,35 A
. umento.
Imunoglobulinas 0,12 0,14 0,26 0,51 Passagem
Cloro 0,091 0,096 0,121 0,147 a partir do
Sédio 0,057 0,062 0,091 0,105 sangue.
Potassio 0,173 0,180 0,135 0,157
pH 6,6 6,6 6,8 6,9

Fonte: Adaptado de SCHAELLIBAUM, 2000

A porcentagem de gordura do leite diminui como resultado do aumento da contagem
de células somaéticas. Em alguns casos, quando a producdo de leite é reduzida em maior
proporcao que a sintese de gordura, a porcentagem de gordura aumenta em funcdo do efeito
de concentracdo (PEREIRA et al, 1997 apud CHAPAVAL e PIEKARSKI, 2000).

Com relacdo as proteinas ocorre uma reducdo naquelas sintetizadas na glandula
mamaria (oo € B caseina, a-lactoalbumina e B-lactoglobulina) e aumento das proteinas de
origem sanguinea (albumina sérica e imunoglobulinas), em virtude do aumento de
permeabilidade vascular secundaria ao processo inflamatério. A proteina total do leite
aumenta, mas a concentracdo de cada tipo de proteina varia acentuadamente (KITCHEN,
1981 apud MULLER, 2002).

A infeccdo da glandula mamaria resulta também numa menor sintese de lactose, que
podem ser causados por menor disponibilidade de glicose na glandula como resultado da
reducdo do fluxo sanguineo (PEREIRA et al, 1997 apud CHAPAVAL e PIEKARSKI, 2000).

Um leite com baixa Contagem de Células Somaticas permitird maiores rendimentos

industriais e incremento na vida de prateleira dos produtos processados. Além disso, resultara
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em maior seguranca alimentar, atendimento as legislacbes e maior lucratividade para
produtores e industrias (ALMEIDA, 2013).

A partir de 1992, os paises da Unido Europeia adotaram como limite maximo legal
para a CCS do leite para consumo humano, o valor de 400.000 cels/mL (SCHUKKEN et al.,
2003), enquanto no Canada e nos EUA, os limites fixados s&o respectivamente: 500.000 e
750.000 cels/mL.consumo. Em 2011, a Instrucdo Normativa 62 estabeleceu o limite de
6,0x10° cels/mL para o leite produzido no Brasil (SANTOS, 2006).
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1. MATERIAL E METODOS

As coletas foram realizadas em uma propriedade no municipio de Satuba — Al (Regido
Metropolitana de Macei0), situado a 9°33°46,8”" de latitude sul e 35°49°26,4” de longitude
oeste (Figura 2).

Figura 2- Localizacdo da cidade de Satuba-Al
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Fonte: Google mapas, 2015

A propriedade adota o sistema de ordenha mecéanica, sendo antes da ordenha realizada
a higiene do Ubere por meio da lavagem. A imersdo dos tetos em solugdo antisséptica (Pré-
dipping) é realizada a base de hipoclorito de sodio e em seguida, eles sdo secados com papel

toalha.

Foram realizadas seis coletas de leite durante um periodo de seis meses (Fevereiro a
Julho de 2014), sendo uma coleta a cada més. As amostras de leite foram coletadas em trés
pontos: Antes da pasteurizacdo (Leite cru-in natura), apos a pasteurizacao e 0s primeiros jatos
de doze animais (Figura 3). Foram coletadas trés amostras de 30 ml de leite cru e trés
amostras de 30 ml de leite pasteurizado para confec¢do de uma amostra composta.

Figura 3-Pontos de coleta do leite

Leite

Cru Pasteurizado Primeiros Jatos

Fonte: Autora, 2015
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No ambiente de ordenha, foram coletadas amostras de: chéo, ralo, latdo, teteiras, méos
dos ordenhadores. Para isso, utilizaram-se swabs umedecidos com solucdo salina a 0,8% que
foram acondicionados em tubos ap6s a coleta. Também foi coletada uma amostra da racéo

fornecida aos animais no momento da ordenha para analises microbioldgicas.

As coletas foram realizadas sob condicdes assépticas em frascos com tampas
devidamente esterilizados e encaminhadas ao laboratério em caixas isotérmicas com gelo

reciclavel e mantidas sob refrigeracdo até o momento da analise.

Para as analises de Contagem Padrdo em Placa, Composicdo e Contagem de Células
Somaticas, amostras de leite foram encaminhadas ao Programa de Gerenciamento de
Rebanhos Leiteiros do Nordeste (PROGENE). O PROGENE é um laboratorio credenciado
para realizacdo das principais andlises ditadas pela Instru¢cdo Normativa 51 e 62 e faz parte da
Rede Brasileira de Qualidade do Leite (RBQL), que integra o Programa Nacional de Melhoria
da Qualidade do Leite (PNQL). Tem como base promover a melhoria da qualidade do leite e
derivados, garantir a salde da populacdo e aumentar a competitividade dos produtos lacteos
em novos mercados (BARBOSA et al, 2008).

Para as analises de micro-organismos mesofilos, psicrotroficos, contagem de
coliformes, presenca de Staphylococcus spp, Salmonella spp e Listeria spp, amostras de leite
foram encaminhadas ao Laboratério de Microbiologia Agricola do Centro de Ciéncias
Agrarias da Universidade Federal de Alagoas (CECA/ UFAL). Os procedimentos utilizados
no preparo das amostras seguiram as recomendacBes descritas no Compendium of the
Microbiological Examination of Foods (SECK,1976) e do Manual de Microbiologia de
Alimentos (SIQUEIRA, 1995).

Também foram realizadas coletas da superficie dos tetos de cada quarto mamario de
12 animais ordenhados para detectar a presenca de Staphylococcus spp. Para isso, utilizaram-
se swabs umedecidos com solucdo salina a 0,8% e acondicionados em tubos identificados
como: Anterior Direito (AD), Posterior Direito (PD), Anterior Esquerdo (AE) e Posterior
Esquerdo (PE). Totalizando assim, 48 amostras.

3.1. Homogeneizac&o da primeira diluicdo da unidade analitica (10™)

Das trés amostras coletadas foi feita uma amostra composta, utilizando 15 mL de cada
uma, totalizando uma amostra de 45 mL de onde foram tirados 25 mL para a primeira dilui¢cdo

seriada.
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O diluente utilizado para a analise do leite foi a &gua peptonada a 0,1%. Assim, 25 mL
da amostra de leite (unidade analitica) foram diluidos em 225 mL de &gua peptonada a 0,1% e

em seguida homogeneizada.

3.2. Diluicdo seriada da amostra homogeneizada

A partir da primeira diluicdo da amostra homogeneizada foram transferidos
assepticamente 1 mL para um frasco contendo 9 mL de agua peptonada a 0,1% (dilui¢do 10
%), As demais diluicdes, feitas de igual modo até chegar a Gltima diluicdo (10™).

3.3. Contagem Padré&o em Placa (CPP)

Para Contagem Padréo em Placa, amostras de leite cru, pasteurizado e dos primeiros
jatos de doze animais foram acondicionadas em frascos padronizados contendo o conservante
azidiol, identificadas e mantidas em caixa isotérmica com gelo reciclavel para serem
encaminhadas ao Programa de Gerenciamento de Rebanhos Leiteiros do Nordeste
(PROGENE), em Recife-PE.

A contagem foi realizada pelo método de citometria de fluxo com auxilio do
equipamento Bactocount IBC (Bentley®). O DNA das células da amostra é corado pelo
brometo de etidio, que é um corente fluorescente. Depois de corado, 0 DNA das células chega
a um compartimento denominado citometro (“flow cell”), por meio de um fluido carregador,
onde ha incidéncia de laser sobre uma aliquota da amostra com DNA corado. Ocorre entdo a
emissdo de fluorescéncia, proporcional a quantidade de brometo de etidio ligado ao DNA, que
é transformada em pulso elétrico, amplificado, filtrado e convertido em Unidade Formadora
de Col6nias (UFC) e o resultado € expresso em células por mL de leite (SILVA, 2011).

3.4. Contagem de micro-organismos aerdobios mesofilos e psicrotroficos

Para esta avaliagcdo, foram plaqueados em profundidades 1 mL da diluicdo 10-2, 10%e
10, em triplicata, utilizando-se o meio de cultivo PCA (Contagem Padrdo em Placa). Apds o
plagueamento, as placas destinadas a contagem de micro-organismos mesofilos foram
incubadas a 32°C/24h e as destinadas a contagem de micro-organismos psicrotroficos foram

incubadas durante sete dias a 11°C.

Todas as colonias observadas foram consideradas para contagem, independente de sua
coloragéo, forma e tamanho. Para contagem, selecionaram-se as placas com 30 a 300 UFC
para a contagem das colonias, multiplicando a média aritmética das mesmas pelo respectivo

fator de diluicdo e expressando o resultado em Unidade Formadora de Coldnia (UFC/ml).
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3.5. Contagem de coliformes totais e termotolerantes (determinacdo de NMP) e presenca

de Escherichia coli

Para a determinacdo do NUmero Mais Provavel de coliformes totais e termotolerantes
(NMP/mL) foi utilizada a técnica dos tubos multiplos, conforme metodologia descrita pela
Associacdo Brasileira de Normas Técnicas (ABNT, 1991). Essa técnica compreende duas
fases distintas: o teste presuntivo, no que recuperam as células e se detecta a presenca de

micro-organismo fermentadores da lactose, e o teste confirmativo.

No teste presuntivo selecionaram-se trés diluicSes da amostra, a saber: 107, 102e 107,
Com uma pipeta esterilizada foi inoculado 1 mL em trés séries de trés tubos contendo caldo
LST (Lauril Sulfato Triptona) e tubos de Durham invertido. As culturas foram incubadas em
estufa a 37°C por 48 horas. Ap6s a incubacdo a leitura foi executada, sendo a prova
considerada positiva com a turbidez e evidente producdo de gas identificada no tubo de

Durham.

No teste confirmativo, de cada amostra positiva, realizaram-se semeaduras em tubos
de ensaio contendo caldo E. coli (EC) e tubos de Durham invertido. O mesmo foi feito para os
tubos contendo caldo verde brilhante (VB) e tubos de Durham invertidos. As culturas foram
incubadas a 44°C por 24horas e 48h, respectivamente. ApOs a incubacdo, a presenca de
bactérias do grupo dos coliformes, foi confirmada com producdo de gas. Os tubos com
crescimento positivo foram anotados para determinacdo do nimero mais provavel por mL
(NMP/mL) segundo a tabela de NMP.

Para confirmacéo de E. coli, utilizou-se os meios agar verde brilhante e agar eosina
azul de metileno (EMB), nos quais foram inoculados 1mL das amostras de leite e do ambiente
de ordenha, em triplicata, e incubados a 35°C/24h. Transcorrido este tempo, verificou-se o
crescimento de coldnias com caracteristicas de E. coli, com brilho metalico esverdeado ou

com o centro escuro abrangendo praticamente toda a colonia.

3.6. Presenca de Staphylococcus spp

Para detectar a presenga de Staphylococcus spp, foram realizadas estrias a partir da
diluicdlo 107, sobre a superficie de placas com meio seletivo Agar Baird-Parker e

armazenadas a 37°C/24h.
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Para presenca de Staphylococcus spp na superficie dos tetos, foram realizadas estrias a
partir dos swabs diretamente no meio seletivo Agar Baird-Parker.

Testes de catalase e coagulase foram realizados para prognosticar a espécie S. aureus.
Antes disso, foi realizado meio de enriquecimento utilizando Caldo de Infusdo de Cérebro e
Coracao (BHI) onde aliquotas de Staphylococcus oriundas das placas do meio seletivo foram

inoculadas em 1 mL do caldo e estocados a 37°C/24h.

Para o teste de catalase, utilizou-se 0,7 mL de caldo BHI e adicionado 0,7 mL de agua
oxigenada, em tubos. A catalase desdobra a agua oxigenda em agua e oxigénio, que se
desprende formando bolhas:

H,O, — H,0 + ¥ 0,

O teste é considerado positivo quando h& borbulhamento e negativo quando isso nao

ocorre.

Para o teste de coagulase, utilizou-se 0,3 mL de caldo BHI e acrescentado 0,5 mL de
plasma de coelho em tubos e levados a banho maria durante 4h a 37°C. A prova é considerada

positiva quando ha formacéo de coagulos.
E caracteristica de S. aureus quando os testes de catalase e coagulase s&o positivos.

3.7. Presenca de Salmonella spp

Na Pesquisa de Salmonella spp, foi utilizado o caldo seletivo Selenito Cistina, onde
foi retirado com auxilio de pipeta estéril 1 mL da diluicd010™ das amostras e inoculados em
tubos de ensaio contendo 9 mL do caldo de enriquecimento acima citado. O material foi
incubado em estufa a 37°C por 24 horas. Apds esse periodo, as amostras do meio de
enriquecimento foram estriadas em placas de Petri contendo meio sdlido seletivo Agar
Salmonella Shigella (SS). As culturas incubadas em estufa a 37°C por 24 horas. Em seguida
transferidas para o meio Agar Trés Aclcares e Ferro (TSI) e incubadas por mais 24h a 37°C.
A partir de entdo, testes bioquimicos de hidrolise de ureia e descarboxilacdo de lisina foram

realizados para confirmagéo de Salmonella.

No teste de hidrélise ureia, 3 mL de caldo de ureia foram colocados em tubos,
previamente esterilizados, receberam inoculo do TSI e a seguir incubados a 37°C, sendo a

leitura realizada com 24 e 48 h.
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Neste teste, comprova-se a capacidade de certos micro-organismos de produzirem
uréase, com consequente producdo de amonia em quantidade suficiente para elevar o pH do
meio fortemente tamponado. A prova € considerada positiva quando 0 meio muda a
coloracdo, ficando de rosa a vermelho. E negativa quando ndo ha mudanca na coloracio do
meio (SIQUEIRA, 1995).

Na prova de descarboxilagdo de lisina, foi distribuido 3 mL de caldo lisina-
descarboxilase em tubos de ensaio e inoculados com aliquotas do meio TSI. Apds a incubacéo
a 37°C por 48h, foi realizada a leitura.

A prova é utilizada para medir habilidade de alguns micro-organismos de
descarboxilarem um aminoécido para formar amina, que alcaliniza o meio. Assim, a prova €
considerada negativa quando o meio fica violeta ou quando ndo ha mudanca na coloracéo e
positiva quando ha enegrecimento do meio (SIRQUEIRA, 1995). E caracteristica de

Salmonella quando o teste de uréase é negativo e o de lisina € positivo.

3.8. Presenca de Listeria spp

Para deteccdo de Listeria spp, realizou-se 0 método de enriquecimento utilizando 1
mL da diluicdo 10™ em caldo Tryptose Phosphatase Broth e incubados a 37°C/24h. Ap6s esse
procedimento, plaqueados em meio seletivo de Listeria, Aloa A® PROTAC, e incubados a
37°C por 72h.

Decorrido esse tempo, observou-se crescimento de colonias esverdeadas,

caracteristicas de Listeria.

3.9. Contaminacéo do ambiente de ordenha

Para as amostras de contaminagéo do ambiente (ralo, chdo da sala de ordenha, maos
dos ordenhadores, superficie do latdo e teteiras) os swabs umedecidos em solugdo salina
foram submersos em solucdo de 4gua peptonada e realizados 0s mesmos procedimentos para

testes de coliformes, Staphylococcus e Salmonella.

A racdo fornecida aos animais na hora da ordenha foi coletada em frasco estéril com o

auxilio de uma luva esterilizada. Foram pesadas 25 g da amostra e diluida em agua peptonada.

3.10. Composicao

Amostras de leite cru e pasteurizado foram encaminhadas ao Programa de

Gerenciamento de Rebanhos Leiteiros do Nordeste (PROGENE), em tubos padronizados
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contendo o conservante bronopol, identificadas e mantidas em caixa isotérmica com gelo
reciclavel.

A composicdo quimica foi determinada pelo equipamento Bentley 2000, através da
espectroscopia infravermelha; esse instrumento mede a energia absorvida do componente em
especificos cumprimentos de onda, no centro da regido infravermelha; os resultados sdo

transformados em porcentagem por mL (SILVA, 2011).

3.11. Contagem de Células Somaticas (CCS)

Para Contagem de Células Somaticas, amostras de leite cru e pasteurizado foram
encaminhadas ao Programa de Gerenciamento de Rebanhos Leiteiros do Nordeste
(PROGENE) em tubos padronizados, contendo o conservante bronopol.

Também foram coletados para analise de CCS os primeiros jatos de leite de 12
animais, antes da ordenha.

A contagem foi realizada pelo método de citometria de fluxo através do equipamento
Somacount 300. O DNA das células da amostra é corado pelo brometo de etidio, que é um
corente fluorescente. Depois de corado o DNA das células chega a um compartimento
denominado citometro (“flow cell”), por meio de um fluido carregador, onde ha incidéncia de
laser sobre uma aliquota da amostra com DNA corado. Ocorre entdo a emissdo de
fluorescéncia, proporcional a quantidade de brometo de etidio ligado ao DNA, que é
transformada em pulso elétrico, amplificado, filtrado e convertido em Unidade Formadora de

Colénias (UFC) e o resultado é expresso em células por mL de leite (SILVA, 2011).

3.12. Analise estatistica

Os resultados obtidos no presente trabalho foram submetidos a anélise estatistica
descritiva (média, desvio padrédo e coeficiente de variacdo) e a Correlacdo de Pearson. Para
analise estatistica de Contagem Padrdo em Placas, Contagem de micro-organismos mesofilos
e psicrotroficos e Numero Mais Provavel de coliformes foi utilizada a transformagéo
logaritmica (Logip) a fim de normalizar a distribuicdo de frequéncia, como em Delgado-
Pertifiez et al ( 2003).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Contagem Padrédo em Placa (CPP)

As meédias dos dados obtidos para Contagem Padrdo em Placa estdo apresentadas na
figura 4. Apesar dos altos valores encontrados, apenas em uma amostra de leite pasteurizado
a contagem estava acima do permitido, com média de 6,09x10° UFC/mL.

Figura 4- Médias da Unidade Formadora de Coldnia (UFC/mL) da Contagem Padrdo em Placa de
amostras do leite cru e pasteurizado de vacas mesticas coletados em Satuba-AL

M Leite Cru M Leite Pasteurizado

UFC/mL(log)

Fevereiro Margo Abril Maio Junho Julho

Coletas

Fonte: Autora, 2015

Os resultados observados neste trabalho foram melhores que os obtidos por Pinto et al
(2006) os quais, através da analise da qualidade microbioldgica de leite cru refrigerado de
silos de industrias, verificaram que nenhuma amostra atendeu ao padrdo microbioldgico legal

que era de 1.000.000 UFC/mL, pela Instrucdo Normativa 51.

Freitas et al (2013) avaliando amostras de leite cru de trés propriedades nas regides do
Brejo, Sertdo e Cariri (PB), constataram que em uma propriedade, todas as amostras estavam
com contagem total acima de 10° UFC/mL. Nas demais propriedades, ao menos uma das
amostras apresentaram contagem acima desse padrdo. A contagem variou entre variou de
3,8x10° a 5,4x10"UFC/mL.
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Da forma contraria, Buso et al (2012) realizaram coletas no periodo de um ano, no
Municipio de Campina Verde (MG) e contataram que em nenhum dos meses 0s resultados
excederam os limites indicados pela Instrucdo Normativa 62. Os resultados variaram de 5x10°

a 34,5x10° UFC/mL, com aumento das médias no periodo chuvoso.

A contaminacdo bacteriana do leite cru pode ocorrer a partir do préprio animal, do
homem e do ambiente. Exceto em casos de mastite, o leite ejetado deve apresentar baixo
nimero de micro-organismos. Essa contaminacdo € variavel, tanto qualitativa quanto
quantitativa, em funcdo das condi¢bes de higiene existentes. A obtencdo do leite de vacas
sadias, em condicOes higiénicas adequadas, e 0 seu resfriamento imediato a 4°C séo as
medidas fundamentais e primarias para garantir a qualidade e a seguranca do leite e seus
derivados (SOUZA et al., 2006).

A salde da glandula maméria, a higiene de ordenha, o ambiente em que o animal fica
alojado e os procedimentos de limpeza do equipamento de ordenha sdo fatores que afetam
diretamente a contaminacdo microbiana do leite. Valores elevados de contagem padrdo em
placa (CPP) indicam problemas de assepsia no momento da ordenha, em especial da higiene
do ordenhador e dos utensilios utilizados na ordenha (LUZ et al, 2011).

A CPP é um requerimento muito importante para a avaliacdo da qualidade do leite cru,
pois é indicador das condi¢des de higiene em que o leite foi obtido e armazenado, desde o
processo de ordenha até o consumo. A alta contagem bacteriana obtida refletem as condicdes
inadequadas de higiene, processamento e armazenamento do leite. A contaminacdo comeca a
ocorrer nos canais galactiferos e aumenta gradativamente a medida que o leite segue seu
trajeto ao exterior do animal através dos tetos. Estes micro-organismos podem estar
localizados no ubere e no canal do teto (FONSECA e FONSECA, 2001 apud SILVA, 2008).
Por este motivo, 0s primeiros jatos de leite possuem maior carga microbiana, necessitando

assim que sejam descartados ou realizados teste para diagnosticar mastite.

No entanto, observando a contagem bacteriana dos primeiros jatos por animal (Tabela
3), é possivel verificar que as contagens sdo inferiores as encontrados no leite cru e
pasteurizado. Esses dados refletem a falta de cuidados na limpeza e sanificacdo dos utensilios

na ordenha e no processamento do leite.



Tabela 3: Médias das Contagens Padrdo em Placas nos primeiros jatos de leite por animal

Animais Contagem Padrdo em Placas
(log10 UFC/mL)
12 22 32 42 52 6°
1 0,9726 0,4771 0,3010 0,4771 2,3291 1,2788
2 2,0851 3,0774 1,5563 2,7143 2,0777 1,0000
3 2,1716 2,3243 3,2709 2,1106 2,1523 1,0000
4 2,3115 1,1461 1,1761 3,3749 2,7042 3,1562
5 1,0237 1,2553 0,9031 1,2788 0,7782 0,9031
6 0,9340 0,3010 1,0000 1,2553 1,1139 1,0000
7 1,8122 0,4771 3,4951 1,2304 1,0792 2,7789
8 2,2396 3,7795 1,5315 3,0077 1,0000 1,8791
9 1,8102 1,3010 3,6667 1,2041 1,0000 1,8791
10 1,0397 1,4472 1,5185 0,4771 0,4771 1,2788
11 1,6029 1,3979 0,8451 1,0000 3,7453 1,8791
12 0,9726 1,8692 1,0000 0,9542 0,7782 1,8791

Fonte: Autora, 2015

4.2 Micro-organismos mesofilos e psicrotroficos
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Na tabela 4 estdo apresentadas as médias, desvio padréo e coeficiente de variacdo do

nimero de Unidades Formadoras de Colonia (logio UFC/mL) para micro-organismos aerobios

mesofilos e pscicrotroficos. A média encontrada no leite pasteurizado (3,8622 log;o UFC/mL)

foi inferior a do leite cru (5,8989 log;p UFC/mL) para micro-organismos psicrotroficos.

Quanto aos aerdbios mesodfilos, a contagem obtida no leite pasteurizado (6,0367 logio)

superou a contagem do leite cru (5,0311l0g:0).

Tabela 4: Médias, Desvio padrdo e Coeficiente de Variacdo do nimero de Unidades Formadoras de
Colénia (UFC/mL) para micro-organismos aerébios mesofilos e pscicrotroficos

Leite Cru Leite pasteurizado
Meséfilos Psicotroficos Mesdfilos Psicotroficos
UFC (log™)
Média 5,8989 5,0311 6,0367 3,8622
Desvio 0,3588 2,4648 0,0169 3,0170
Padrao
CV% 6,08 48,99 0,28 78,11

Fonte: Autora, 2015

A contagem de micro-organismos aerébios mesofilos variou de 5,16 a 6,04 logio

UFC/mL. Apesar de sofrer um decréscimo na terceira coleta, esses valores sdo indicativos de

leite de baixa qualidade higiénico-sanitaria (Figura 5).
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Figura 5- Médias de Unidades Formadoras de colbnias (Log UFC/mL) de micro-organismos aerébios
mesofilos presentes nas amostras de leite cru e pasteurizado de vacas mesticas coletados em Satuba-
AL
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Fonte: Autora, 2015

Resultados semelhantes aos encontrados neste trabalho foram descritos por Rossi
Junior et al. (2006) que obtiveram valores para micro-organismos mesoéfilos de até 5 log10
UFC/mL em leite pasteurizado. Silva et al. (2008) ao analisarem 348 amostras de leite
pasteurizado, 87 (25,0%) apresentaram contagens de bactérias mesoéfilas, acima do permitido
pela legislacdo em vigor. Segundo os autores os principais fatores que afetaram a qualidade
do leite pasteurizado foram: qualidade do leite cru, rigor no tratamento térmico, contaminacao

poOs-pasteurizacdo e temperatura de estocagem.

Saeki e Matsumoto (2010) analisaram nove amostras de leite pasteurizado adquiridas
no comercio de Bandeirantes (PR) e encontraram valores entre 0,69 logio a 5,30 logig
UFC/mL para mesofilos e, 1,0 logi a 4,28 logio UFC/mL, para psicrotréficos. Das nove

amostras, trés estavam acima do permitido pela legislacdo para contagem de mesofilos.

Em um experimento realizado por Oliveira (2005) no Estado de Piracicaba (SP),
foram coletadas trés amostras de leite cru com contagem média de 5,1x10" UFC/mL para
mesofilos e 5,0x10° UFC/mL para psicrotréficos, e submetidas & pasteurizacdo em
laboratdrio. Apds o processo, a nova contagem para meséfilos foi de 1,6x10° UFC/mL e para
psicrotréficos, 1,7x10 UFC/mL.

Isto revela que a pasteurizacdo quando realizada corretamente, é eficiente na

diminuicdo de micro-organismos. No entanto, a eficacia dela depende da concentracdo inicial



39

na matéria prima. Assim, o leite deve ser obtido e processado de forma higiénica, para
garantir a inocuidade do produto final.

A refrigeracdo do leite visa reduzir a multiplicacdo microbiana, contudo, somente essa
pratica ndo garante total eficacia e por essa razdo, cuidados de ordem higiénica também
precisam ser tomados (BONILHA; DIAS e FERREIRA, 2013).

Em Séo Paulo, foram realizadas visitas a algumas propriedades fornecedoras de leite
para observar as condi¢Ges higiénicas durante e apds o processo de ordenha, e implantar
nestes locais medidas profilaticas. Observaram-se em todas as propriedades, apds a adoc¢édo
das técnicas profilaticas durante a etapa produtiva, ocorreram diminui¢des significativas na
contagem total de bactérias psicrotroficas, comprovando a importancia de praticas de higiene
e limpeza sobre a qualidade microbiologica do leite (GUERREIRO et al, 2005).

O controle das bactérias mesofilas é bastante simples, bastando apenas que o leite seja
produzido sob condicdes higiénicas adequadas e que seja resfriado imediatamente apos a
ordenha. Nestas condi¢Oes de leite resfriado, os meséfilos ndo conseguem se multiplicar
(SANTOS e FONSECA, 2010). Entretanto, o armazenamento por longo periodo facilita a
proliferacdo de micro-organismos psicrotréficos, o que pode resultar em queda de qualidade
dos produtos lacteos e reducao significativa na vida de prateleira (IZIDORO et al., 2013 apud
ANGELO et al, 2014).

Com relacdo a contagem de psicrotroficos, ndo foi observada presenca deste micro-
organismo na terceira coleta do leite cru e pasteurizado e na quarta coleta, do leite
pasteurizado. Os valores encontrados variaram de 0 a 6,045 log;o UFC/mL (figura 6).
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Figura 6- Médias de Unidades Formadoras de Colbnias (log UFC/mL) de micro-organismos
psicrotréficos presentes nas amostras de leite cru e pasteurizado de vacas mesticas coletados em
Satuba-AL
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Fonte: Autora, 2015

A legislacdo brasileira ndo estipula um limite para a populacdo de psicrotroficos, no
entanto, de acordo com Pinto et al. (2006) ndo é recomendavel a fabricacdo de produtos
lacteos a partir do leite cru com contagem de psicrotréficos superior a 6,7 logl0 UFC/mL.
Champagne et al. (1994) relataram que contagem acima de 6 logiy UFC/mL de micro-

organismos psicrotroficos torna perceptivel as mudancas de aroma e sabor do leite

Embora represente menos de 10% da microbiota inicial, em condi¢Ges adequadas de
higiene, a populacdo de psicrotroficos pode alcancar niveis elevados com uma condicao
higiénica precéria e/ou com um elevado numero de células sométicas. Por esta razdo, a
contagem de psicrotroficos em leite cru pode atingir mais de 90% da populacdo bacteriana
total (SAMARZIJA ZAMBERLIN e POGACIC, 2012).

Contagens de psicrotroficos a partir de 6 logl0 UFC/mL permitem modificacdes em
leite e derivados, encurtando a vida util dos mesmos (MAHIEU, 1991). A baixa contagem de
micro-organismos psicrotroficos no leite é de fundamental importancia para sua qualidade,
pois constitui um grupo que possui a capacidade de produzir enzimas lipoliticas e proteoliticas
termorresistentes, que mantém sua atividade ap0s a pasteurizagdo ou mesmo apos o
tratamento por UHT causando problemas na conservacdo e na industria. Problemas
relacionados a qualidade dos produtos lacteos como alteracdo de sabor e odor, perda de
consisténcia e gelatinizacdo ao longo da vida comercial do leite UHT, podem estar associados

a acdo das enzimas de origem bacteriana (ROSSI JUNIOR et al., 2006).



41

4.3 Contagem de Coliformes e presenca de Escherichia coli

Tanto no leite como no ambiente de ordenha, houve intensa contaminacdo por
coliformes totais (coliformes a 35°C) e termotolerantes (coliformes a 45°C). Na maioria das
coletas, os resultados chegaram ao limite méximo de contagem de coliformes, segundo tabela
do Compendium of methods for the microbiological examination of foods (SECK, 1976)
(Figura 7).

Figura 7- Numero Mais Provavel de Coliformes (NMP/mL) a 30° e 45° C presentes nas amostras de
leite cru e pasteurizado de vacas mesticas coletados em Satuba-AL
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Fonte: Autora, 2015

A Instrucdo Normativa 62 estabelece o limite maximo de coliformes no leite cru a
35°C de 4 NMP/mL e maximo de 2 NMP/mL de coliformes a 45°C. No leite pasteurizado,
esse limite cai para <0,3 NMP/mL de coliformes a 35°C. Os valores encontrados nesse estudo
ficaram além dos parametros exigidos na Legislacdo. E necessério que haja maior controle na
higienizacdo na ordenha e dos equipamentos utilizados, pois estes também sdo fontes de

contaminag&o.

Com relacdo a presenca de E. coli, foi confirmada a presenga somente na segunda

coleta do leite pasteurizado.

Silva et al (2008) ao analisarem leite pasteurizado destinado ao programa do leite no
Estado de Alagoas constatou que das 348 amostras de leite, 55,7% apresentaram contagens
de coliformes a 35 °C, coliformes a 45 °C acima do permitido pela legislacdo em vigor.
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Maciel et al (2008) encontraram contaminacdo por coliformes em todas as 30 amostras
de leite cru analisadas. Os nimeros variaram de 1,5x10° a 2,4x10° NMP/mL e 1,5x10° a

9,3x10* NMP/mL pra coliformes a 35°C e coliformes a 45°C, respectivamente.

Martins e Lima (2013) avaliaram leite obtido em duas propriedades. Na propriedade
com ordenha mecanica, todas as amostras apresentaram contagens que variaram de 4,3x10% a
4,6x10° NMP. mL™. J& na propriedade com ordenha manual, houve contagens apenas nas 2° e
32 coletas, com resultados que variaram entre 9,2 x 10" a 4,6 x 10 NMP. mL™,

Considerando que os coliformes sdo destruidos na pasteurizagdo, a presenca destes em
leite pasteurizado indica a necessidade de uma acdo mais efetiva no controle do tempo e
temperatura do pasteurizador, na selecdo de fornecedores de leite cru e na sanitizacdo de

equipamentos que entram em contato com o leite apos pasteurizacdo (SILVA et al, 2008).

Com relagdo ao ambiente de ordenha (Tabela 5), os principais pontos de contaminacao
para coliformes a 30° foram a ragéo, latdo, chdo e méao dos ordenhadores. Para coliformes a
45° os principais contaminantes foram a racdo, chdo, latdo e maos dos ordenhadores. Na
contagem de coliformes totais e termotolerantes, as teteiras apresentaram menor
contaminacdo, com média de 1,73 NMP/ml (Logi). Ja a racdo ofertada aos animais no
momento da ordenha, teve maior indice de contaminacdo para ambos, com média de 3,26
NMP/ml (Logio).

Tabela 5: Médias, Desvios-padrdo e Coeficientes de Variacgdo do Numero Mais Provavel de
Coliformes (NMP/ mL) a 30°C e 45°C no ambiente de ordenha

Coliformes a 30°C Coliformes a 45°C
NMP(log10)
Chdo Latio M&o Racdo Ralo Teteir | Chdo Latdo Mio Racdo Ralo Teteir

Média 2,917 2,924 2,855 3,267 2589 1,735|2918 2,899 2,855 3,267 2589 1,735
Desvio
Padrdo 0,519 0,802 0,819 0,175 0,927 1,010 | 0,519 0,860 0,819 0,175 0,926 1,010

Cv% 17,81 2743 2869 535 3580 5820|1781 29,68 2869 535 3580 58,20
Fonte: Autora, 2015

Observou-se que o piso da sala de ordenha dificultava o escoamento da agua na
lavagem e consequentemente havia maior acimulo de residuos organicos, fato que pode ter

ocasionado a alta contagem de coliformes no chéo.
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O ordenhador nédo se limitava a ordenha dos animais. Eles também eram responsaveis
por conduzir o animal da sala de espera até a ordenha, pear e lavar o piso. Estas tarefas devem
ser realizadas por um auxiliar, para diminuir a carga microbiana do leite. Assim, esta rotina
adotada facilitou que as méos dos ordenhadores também apresentassem alta contagem de

micro-organismos.

Maiores cuidados devem ser tomados na sanitizacdo do latdo onde o leite é
armazenado antes da pasteurizacdo. Também é de fundamental importancia a conscientizacdo
dos ordenhadores para lavagem das maos, pois sdo eles quem manipula todos os utensilios e

servem a ragdo aos animais.

Molineri et al. (2012) observaram que fazendas onde os ordenhadores nédo lavavam as
méos durante o periodo de ordenha foram 7,81 vezes mais propensas a terem maior contagem

de psicotroéficos.

Silva et al (2011) ao rastrear as fontes de contaminacdo do leite cru no agreste de
Pernambuco, constatou que o0s principais pontos de contamina¢do em ordem decrescente
foram: &gua residual do latdo, fundo do latdo, resfriador, tetos, trés primeiros jatos, teteiras,
baldes e maos dos ordenhadores. O emprego inadequado ou a auséncia de boas préaticas de
higiene na ordenha afetou a qualidade microbioldgica do leite, deixando-o com qualidade

ruim, segundo autores.

Santana et al (2001) avaliando os diversos pontos de producdo de leite de cinco
propriedades da Regido de Londrina, verificou que os principais pontos de contaminagao
foram os latdes, tanques de expansao, agua residual de equipamentos e utensilios de ordenha e

tetos higienizados inadequadamente.

Yamazi et al (2010) visando avaliar a eficacia de praticas higiénicas durante a ordenha
em uma propriedade rural em Vigosa (MG), notou uma reducéo de 63,5% de coliformes totais
no leite e 88,1% de reducdo de Escherichia coli, apos a implantacdo de boas préaticas de

ordenha.

A carga microbiana inicial esta diretamente relacionada com a limpeza dos utensilios
utilizados para retirada e transporte do leite. Desta forma a higienizacdo dos equipamentos e
utensilios da ordenha sdo os principais fatores responsaveis pela producdo de leite de alta
gualidade. Estima-se que 95% dos problemas com altas contagens bacterianas estejam
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relacionadas a deficiéncias na limpeza e sanifica¢do dos utensilios e do sistema de ordenha e
deficiéncias na higiene da ordenha (FONSECA e SANTOS, 2000 apud SANTOS, 2010).

4.4 Presenca de Staphylococcus spp

Os testes realizados para Staphylococcus indicaram presenga desse micro-organismo
em 95,84% das coletas de leite e nos pontos analisados. Exce¢des ocorreram na teteira,
primeira coleta e no latdo, na quinta coleta (Tabela 6).

Tabela 6: Presenca de Staphylococcus spp no ambiente de ordenha e nos leite cru e pasteurizado de
vacas mesticas coletados em Satuba-Al.

1° Coleta 2° Coleta 3° Coleta 4° Coleta 50 Coleta 6° Coleta

Racéo Presenca Presenca Presenca Presenca Presenca Presenca
Ralo Presenca Presenca Presenca Presenca Presenca Presenca
Chao Presenca Presenca Presenca Presenca Presenca Presenca
Méo Presenca Presenca Presenca Presenca Presenca Presenca
Latdo Presenca Presenca Presenca Presenca Auséncia Presenca
Teteira Auséncia Presenca Presenca Presenca Presenca Presenca
Leite cru Presenca Presenca Presenca Presenca Presenca Presenca
Leite Presenca Presenca Presenca Presenca Presenca Presenca

pasteurizado

Fonte: Autora, 2015

Gillespie et al (2012) coletaram durante um periodo de 42 meses, amostras de leite cru
em nove fazendas no Estado de Tennessee (EUA) para contagem de Staphylococcus spp. A
contagem variou entre 7,5x10' e 3,0 x10* UFC/mL. Dentre essas amostras, 89% foi

confirmada como S. aureus.

Pinto et al (2011) objetivando verificar o perfil microbioldgico do leite bovino
proveniente de quatro propriedades da bacia leiteira do Estado de Alagoas, constaram a
presenca de Staphylococcus spp em 32% das 125 amostras de leite cru. Desse total, 57,5%

foram positivas para o teste de coagulase.

Andrade et al (2009) também realizaram tipificagdo bacteriana em amostras de leite
ndo pasteurizados de trés rebanhos na Regido de Curitiba (PR). Dos 966 isolamentos
realizados, 0s micro-organismos com maior frequéncia foram Staphylococcus spp,

representando 32,7% do total.
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Nos testes de coagulase realizados, houve maior incidéncia de coagulagéo no leite cru,
leite pasteurizado, chdo e latdo. J& no teste de catalase, a maioria dos pontos analisados

apresentaram resultados positivo.

Apesar de ndo existir legislacdo para contaminacdo por Staphylococcus coagulase
positiva em leite pasteurizado, a presenca deste micro-organismo € preocupante, pois
concentragOes desses micro-organismos variando entre 5 e 6 logi;p UFC/mL s&o consideradas
suficientes para a producdo de toxinas prejudiciais a saide humana (ASSUMPCAO et al.,
2003).

Na superficie dos tetos dos animais também foi detectada presenca de Staphylococcus
na maioria das coletas e nos quartos mamarios. Na quinta coleta houve 100% de presenca
desta bactéria nos doze animais e em todos os quartos mamario (Tabela 7). Em todos os

animais, houve ao menos um resultado positivo para coagulase e catalase.

Tabela 7: Frequéncia média de Staphylococcus spp nos tetos dos animais

%

AD PD AE PE
Fevereiro 100 75 91,66 91,66
Margo 91,66 100 100 100
Abril 100 100 91,66 91,66
Maio 100 100 91,66 100
Junho 100 100 100 100
Julho 91,66 91,66 91,66 91,66

Fonte: Autora, 2015
AD: Anterior Direito; PD: Posterior Direito; AE: Anterior Esquerdo; PE: Posterior Esquerdo

Os micro-organismos encontrados no leite total do rebanho originam-se dos Uberes
infectados, da superficie dos Uberes e dos tetos, ou de uma variedade de outras fontes do
ambiente da fazenda (GODKIN e LESLIE, 1993 apud LEE, 2012).

Segundo Yamazi et al (2010), a higienizagdo prévia dos tetos, médos do(s)
ordenhador(es) e do local de ordenha, que incluem teteiras, latdes, ordenhadeira e do piso, é
fundamental para reducdo da contaminagdo por micro-organismos deteriorantes e patogénicos

no leite, além de melhorar as condi¢des higiénicas finais.
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Entre as fontes de contaminacdo de patdgeno, os manipuladores de alimentos,
portadores de cepas enterotoxigénicas sdo os grandes responsaveis, sendo as fossas nasais o
principal reservatorio. Segundo Zecconi e Hahn (2000), para diminuir o risco da presenca do
Staphylococcus spp € necessario implementar medidas para reduzir a prevaléncia das
infeccBes intramamarias (mastite) nos bovinos. Estas infec¢bes sdo frequentes em rebanhos
leiteiros, sendo responsavel por grandes prejuizos a pecuaria leiteira, pois ocasionam reducédo
na producdo de leite, gastos com medicamentos e assisténcia veterindria, além da
possibilidade de veiculacdo deste micro-organismo, toxinas e residuos de antimicrobianos no
leite (FREITAS et al., 2005)

Objetivando reduzir o impacto deste tipo de contaminacao externa, é recomendavel a
desinfeccédo dos tetos antes da ordenha, também conhecida como pré-dipping, como estratégia
de melhoria da qualidade do leite e, adicionalmente, para o controle de mastite (PANKEY,
1989 apud BRITO et al, 2000).

Além dos efeitos positivos sobre a qualidade do leite, os procedimentos de preparacao
do Ubere antes da ordenha tém efeito importante sobre a ocorréncia de novas infeccdes
intramamarias, visto que o risco destas novas infecgdes esta diretamente associado com a
intensidade de contaminacdo da extremidade do teto (PANKEY, 1989 apud SANTOS, 2002).
Desta forma, um dos objetivos da desinfeccdo dos tetos antes da ordenha é reduzir a
contaminacdo da extremidade dos tetos e, consequentemente, reduzir o risco de novas
infeccdes (SANTOS, 2002).

4.5. Presenca de Salmonella spp

N&o foi detectada a presenca Salmonella nas amostras estudadas. Os testes
bioquimicos de uréase e descaboxilicdo de lisina realizados no leite e no ambiente de ordenha
para detectar a presenca de Salmonella ssp foram negativos, descartando a possibilidade de

contaminag&o por esta bactéria.

Visto que este micro-organismo é considerado patogénico, a IN 62 estabelece que para
0 leite de qualidade deva haver auséncia de Salmonella ssp/25 mL. Assim, os resultados

encontrados estdo dentro da norma em vigor.

Pietrowski et al (2008) avaliaram a qualidade microbioldgica do leite pasteurizado em
Ponta Grossa (PR) e também ndo encontraram presenca de Salmonella sp., em nenhuma das 4

amostras analisadas, mostrando que os produtos analisados encontravam-se de acordo com a legislagéo.
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Martins et al (2012) analisaram 8 amostras de leite pasteurizado comercializados no mercado

varejista no Ceara e ndo detectaram presenca de Salmonella em nenhuma delas.

Por outro lado, Moura (2012) analisou amostras de leite pasteurizado do programa “Leite é
satde” também no Estado do Ceara e constatou que das 90 amostras analisadas, 14, 1% apresentaram

contaminacéo por Salmonella, indicando falhas no processamento.

4.6 Presenca de Listeria spp

Testes realizado para Listeria spp no leite cru e pasteurizado apontaram contaminagao
por esta bactéria. Isso demonstra que a pasteurizacdo é deficiente, ja que esse micro-

organismo é eliminado durante esse processo.

Almeida et al (2013) colheram 30 amostras de leite cru e 30 de leite pasteurizado e
relataram a ocorréncia de Listeria spp em 3 das amostras de leite cru, ndo havendo
evidenciado a presenca de Listeria em leite pasteurizado. Fato que ndo exime a possibilidade
da presenca desta bactéria, ja que é pouco competitiva em meio a outros micro-organismos,
principalmente quando estes se apresentam em indices elevados, como observado nos
resultados para os coliformes que deixou a maioria das amostras de leite pasteurizado tipo C

em situacdo desconforme com a legislacdo, segundo autores.

Pieta (2010) em amostras das superficies dos equipamentos e utensilios higienizados
em dois laticinios no Rio Grande do Sul identificou a presenca de Listeria spp em forma de
queijo e iogurteira, um indicativo de falhas na pasteurizacao e contamina¢do pds-processo.

Catéo e Ceballos (2001) investigaram a presenca de Listeria spp em 75 amostras de
leite provenientes dos Municipios de Sousa (PB), Campina Grande (PB) e Garanhuns (PE);
sendo 45 amostras de leite cru e 30 amostras de leite pasteurizado. Encontraram resultado
positivo em 42 amostras, 33 em leite cru e nove em leite pasteurizado. Desse total, 26

amostras foram confirmadas como L. monocytogenes.

A IN 62 nédo faz mencdo quanto a presenca de Listeria spp, no entanto como se trata
de um micro-organismos patogénico, é ideal a auséncia dessa bactéria no leite, para que nao

haja comprometimento a salde publica.
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4.7 Composicao

A média da composicdo de gordura no leite cru ficou abaixo do valor minimo
estabelecido pela Instru¢cdo Normativa 62, que é de 3,0 g/100 ml. J& no leite pasteurizado, 0
valor médio esta dentro do padréo legislativo. Todos os demais componentes estudados estdo
em acordo com o preconizado pela IN 62 (Tabela 8 e 9).

Tabela 8: Médias, Desvios-padréo e Coeficientes de Variacdo da gordura proteina, lactose, solidos
totais, ureia e caseina do leite cru de vacas mestigas coletados em Satuba-AL

%GORD %PRO %LAC %SOL UREIA CASEINA
Média
2,7917 3,4950 4,3550 11,6867 8,0600 1,0920
Desvio Padrao
0,3579 0,1707 0,0824 0,3615 1,0607 0,1838
cVv
12,82 4,88 1,89 3,09 13,16 16,83

Fonte: Autora, 2015

Valores semelhantes para a estes foram encontrados por Silva et al (2010), avaliando a
qualidade do leite cru e pasteurizado de uma granja leiteira no Rio Grande do Sul. Os valores
encontrados foram 3,31% de gordura, 3,33% de proteina, 4,45% de lactose e 11,97% de

solidos totais, estando em conformidade com o minimo exigido pela Instrucdo Normativa 62.

Caldeira et al (2010), avaliando a composicdo quimica de leite cru coletados na
plataforma de recepcdo de dois laticinios em Janiba (MG) encontraram valores médios de
3,5% para gordura; 2,62% para proteina; 4,98% para carboidratos e 12,13% para sélidos
totais. Dentre estes valores, apenas a proteina estava abaixo do recomendado pela IN 62.

Santos et al (2011) estimaram a composi¢do do leite pasteurizado comercializado em
Sdo Luis (MA) quanto aos valores de gordura, proteina e solidos totais e contabilizaram
valores médios de 3,0; 2,90 e 11,4, respectivamente. Todos os valores corresponderam aos

parametros estabelecidos pela normativa vigente.
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Tabela 9: Médias, Desvios-padrdo e Coeficientes de Variacdo da gordura proteina, lactose, solidos
totais, ureia e caseina do leite pasteurizado de vacas mesticas coletados em Satuba-AL

%GORD %PRO %LAC %SOL UREIA CASEINA
Média
3,1583 3,5333 4,3733 12,1167 13,8667 1,8900
Desvio Padrao
0,6757 0,1540 0,0700 0,7434 12,0426 1,6390
Ccv
21,39 4,36 1,60 6,14 86,85 86,72

Fonte: Autora, 2015

4.8 Contagem de Células Sométicas

A tabela 10 apresenta dados obtidos Médias, Desvios-padrdo e Coeficientes de

Variagdo da contagem de células somaticas (CSS x10%) do leite cru e pasteurizado

Tabela 10: Médias, Desvios-padréo e Coeficientes de Variagdo da contagem de células sométicas CSS
x10° do leite cru e pasteurizado de vacas mesticas coletados em Satuba-AL

Leite cru Leite Pasteurizado
Média 1605,8333 1837,1050
Desvio Padrdo 463,4276 659,3932
cv 28,86 35,89

Fonte: Autora, 2015

A Contagem de Células Somaticas variou entre 1,051x10° a 9,576x10° CS/mL. A
Instrucdo Normativa 62 estabelece o limite méximo para CCS de 6,0x10° CS/mL. Mesmo no
minimo valor encontrado, as contagens ficaram além do limite maximo exigido, indicando
comprometimento com a satde do animal e também dos consumidores deste alimento, haja
vista que o principal causador deste problema é produtor de enterotoxina resistente a

pasteurizacdo (Figura 8).

A pasteurizagdo ndo altera a qualidade do leite cru. Em alguns casos ainda pode haver
uma recontaminacdo e comprometer ainda mais a qualidade do alimento, como ocorreu na

coleta cinco.
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Figura 8- Variagdo da contagem de células sométicas CSS x103 do leite coletado cru e pasteurizado de
vacas mesticas coletados em Satuba-AL
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Fonte: Autora, 2015

Os valores observados foram superiores aos obtidos por outros autores, Buso et al (2012) ao
pesquisarem durante 12 meses a qualidade do leite de uma propriedade em Campina Verde (MG),
observou contagem minima de Células sométicas de 281x10° CS/mL e maxima de 489x10° CS/mL,

valores que estdo dentro do padréo estabelecido na IN 62.

Souto et al (2009) analisaram 36 amostras de leite cru produzidos em propriedades do Estado
de S&o Paulo e foi observado que mesmo comparando com o padrdao mais rigido para IN 51
(<4,0x10°CS/mL), 33 amostras atendiam a exigéncia estabelecida. Esse resultado também se enquadra
na IN 62.

Quanto a Contagem de Células Somaticas dos primeiros jatos por animal, os dados
variaram entre 10x10° a 8533x10° CS/mL (Tabela 11). Grande parte das coletas os animais
apresentaram resultados acima do exigido pela IN 62. Esses dados sdo indicativos de
ocorréncia de mastite, havendo entdo necessidade de tratamento para controle desta infecgéo,

bem como a implantacdo da segregacao de ordenha, para ndo transmitir aos animais sadios.

Medidas corretivas devem ser tomadas para que o produtor ndo tenha prejuizo
econdmico com a queda de producdo leiteira e para que nao haja perda no rebanho, devido a
alta contagem de CCS. Tais medidas também irdo garantir um melhor rendimento na

producdo de derivados lacteos e garantir a seguranca do alimento.
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Tabela 11: Médias das contagens de células sométicas (CCS/mL) em amostras de leite por animal

3

Animais Coletas Mensais (CCS X 10 célulasmL™)
12 28 3? 42 52 6°

1 315 86 61 10 2048 1405
2 89 2508 1490 2733 3574 641
3 30 1337 2919 952 87 6213
4 2512 643 579 6691 248 2874
5 1770 1048 319 486 458 459
6 3424 74 118 859 998 5212
7 3113 27 4764 142 895 3578
8 1632 8533 312 2354 2085 6517
9 3735 74 6413 813 7160 221
10 3070 681 876 10 124 270
11 944 453 402 347 559 5697
12 3098 423 13 443 5341 3447

Fonte: Autora, 2015

4.9 Correlacbes Composicédo quimica e Contagem de Células Sométicas

O coeficiente de correlacdo Pearson (r) varia de -1 a 1. O sinal indica direcéo positiva
ou negativa do relacionamento e o valor sugere a forca da relacdo entre as varidveis. Uma
correlacdo perfeita (-1 ou 1) indica que o escore de uma variavel pode ser determinado pelo
escore da outra. No outro oposto, uma correlacdo de valor zero indica que ndo ha relacao
linear entre as variaveis (FIGUEIREDO FILHO e SILVA JUNIOR, 2009).

Houve uma forte correlacdo negativa entre CCS e a caseina no leite cru (r = -0,61) o
que corrobora com o que foi abordado anteriormente, alta CCS influencia negativamente na
composicdo de caseina. Ja para lactose no leite cru, houve uma moderada correlacdo (r
=0,36). Valor semelhante foi observado quanto a correlacdo de sélidos totais comparados a

Contagem de Células Somaticas (Tabela 12).
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Tabela 12: Correlacdo de Pearson entre as variaveis avaliadas em leite cru em uma Fazenda no
Municipio de Satuba - AL

%GORD  %PRO  %LAC %SOL  UREIA CASEINA ccs10® UFC(Log) MESO PSI Coli35° Coli45°

GORD 1,00 0,11 -0,61 0,88* -0,12 -0,18 0,28 -0,54 -0,37 -0,36 0,94**  -0,97**
PROT 1,00 -0,06 0,53 -0,25 -0,19 0,02 -0,30 0,59 0,59 0,10 -0,03
LAC 1,00 0,42- -0,67 -0,64 0,36 0,93** 0,68 0,68 -0,34 0,45
SOL 1,00 -0,36 -0,38 0,37 -0,46 0,02 0,03 0,88* - 0,86*

UREIA 1,00 0,99** -0,56 -0,64 -0,67 -0,66 -041 0,25
CASEINA 1,00 -0,61 -0,63 -0,58 -0,58 -0,47 0,32
CCs 1,00 0,34 0,05 0,05 050 - 0,48
UFC 1,00 0,44 0,43 -0,24 0,38
MESO 1,00 0,99** -0,22 0,33
PSI 1,00 -0,21 0,33
Coli35 1,00 -0,97**
Coli45 1,00

Fonte: Autora, 2015

Gord= gordura; Prot =proteina; Lac=lactose; Sol=s6lidos totais; Meso = aerdbios mesofilos,Psi= psicrotroficos;
Colif. 35°C= coliformes a 35°C e Colif. Termo= coliformes termotolerantes

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < .01)

* significativo ao nivel de 5% de probabilidade (.01 =< p < .05)

ns ndo significativo (p >=.05) e p = 0.0000 significa p < 0.0001

Fraca correlacdo entre gordura e CCS foi observada no leite cru e pasteurizado r =0,
28 e 0,20, respectivamente (Tabela 12 e 13). Resultado também encontrado por Sabedot et al
(2011), que observaram uma correlagdo de r = 0,14 em leite cru. Cunha et al (2008)

encontraram valor de r = 0,0719 para essa mesma correlacdao, também em leite cru.

Silva et al (2014) encontraram correlac6es positivas entre CCS com teores de gordura
e solidos totais; e correlacdes negativas entre CCS e lactose, em leite bovino armazenado em

tanques de refrigeragdo no agreste de Rio Grande do Norte.

Vargas (2014) observaram que com o aumento da CCS, houve também aumento do
teor de gordura, proteina e sélidos totais, enquanto que o teor de lactose diminuiu.

Nao foram encontrados valores significativos para CCS e os componentes do leite.
Todavia, houve significancia nas correlacées Coliformes 35° e 45°, no leite cru, com gordura
e sblidos totais. Diferente do resultado de Sabedot et al (2011) que ndo acharam correlacao

significativa entre esses parametros, mas sim para Coliformes 35° e lactose.
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Tabela 13: Correlagdo de Pearson entre as varidveis avaliadas em leite pasteurizado em uma
Fazenda no Municipio de Satuba —AL

%GORD  %PRO  %LAC  %SOL UREIA CASEINA  CCS10° UFC(Log) MESO PSI Coli35°  Coli45°

GORD 1,00 0.46 -0.90* 0.98** 0.84* 0,85* 0,20 -0,0001 -0.23 0.85* 0.48
PROD 1,00 -0.24 0.62 0.14 0.14 -0.12 -0.47 0.23 -0.15 0.30
LAC 1,00 -0.82* -084* -0.82 0.11 0.19 0.52 0.83* -0.56
SOL 1,00 0.77 0.79 0.22 -0.04 -0.13 -0.79 0.45
UREIA 1,00 0.99** 0.29 0.22 -0.62  -0.99** 0.32
CASEINA 1,00 0.37 0.29 -0.55  -0.99** 0.30
CCS 1,00 0.93** 0.31 -0.33 -0.19
UFC 1,00 0.13 -0.25 -0.38
MESO 1,00 0.58 0.01
PSI 1,00 -0.31
Coli35 1,00
Coli45

0.26
0.07
-020
0.23

-0.10
-0.07

0.08
-0.08

0.58
0.09
0.72

1,00

Fonte: Autora, 2015

Gord= gordura; Prot =proteina; Lac=lactose; Sol=sdlidos totais; Meso = aerdbios mesdfilos,Psi= psicrotroficos;
Colif. 35°C= coliformes a 35°C e Colif. Termo= coliformes termotolerantes

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < .01)

* significativo ao nivel de 5% de probabilidade (.01 =< p < .05)

ns nao significativo (p >=.05) e p = 0.0000 significa p < 0.0001

Estes também encontraram correlacdo significativa positiva (r = 0,97) para sélidos
totais e gordura, valor semelhante ao observado para o leite pasteurizado (r = 0,98). No leite
cru essa correlacdo diminui um pouco, mas ainda assim é significativa (r = 0,88). Ainda em
relacdo aos solidos totais, houve correlagdo significativa negativa entre ele o teor de lactose

no leite pasteurizado.

Foi encontrada correlacdo significativa negativa também entre 0s micro-organismos

psicrotréficos e a caseina, provavelmente devido a sua atividade proteolitica.
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5. CONCLUSAO

Os resultados microbioldgicos obtidos refletem a falta de cuidados higiénicos na

ordenha e no processamento do leite, deixando-o fora dos padrdes normativos.

A alta Contagem de Células Somatica no rebanho estudado, indicando possiveis
infeccbes intramamaria nos animais. No entanto, ndo interferiu significativamente na

composicao quimica do leite cru e pasteurizado.
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