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RESUMO

Este trabalho foi realizado tendo em vista a instrucdo normativa N° 51, publicada pelo
Ministério da Agricultura Pecudria e Abastecimento (MAPA), objetivando avaliar a influéncia
da contagem de células somaticas (CCS), composicdo e contagem bacteriana total (CBT)
sobre a qualidade do leite, além disso, investigou-se a ocorréncia de residuos de antibiticos
no leite e a qualidade da 4dgua utilizada na higieniza¢@o do tibere dos animais, equipamentos e
utensilios de ordenha de propriedades leiteiras nos municipios de Miranda do Norte,
Itapecuri-Mirim e Santa Rita, estado do Maranhdo. Foram visitadas 20 propriedades leiteiras
no periodo do verdo (agosto a dezembro de 2006) e inverno (janeiro a julho de 2007),
representando pequenos, médios e grandes propriedades. Verificou-se no periodo de verdo
que a média de CCS foi de 2.236.700 células/mL., gordura (%) de 3,87, proteina (%) de 3,19,
lactose (%) de 4,36, EST (%) de 12,25, ESD (%) de 8,55 e CBT de 677,90 UFC/mL, e no
inverno a média de CCS foi de 2.629.950 células/mL, gordura (%) de 3,87, proteina (%) de
3,27, lactose (%) de 4,45, EST (%) de 13,19, ESD (%) de 8,74 e CBT de 8421,35. Com
relacdo a dgua utilizada no processo de ordenha, observou-se que 90% e 75% das amostras no
verdo e 90% e 70% das amostras no inverno encontravam-se fora dos padrdes estabelecidos
pela portaria n° 518/2004 do Ministério da Sadde, para contagem de Coliformes totais e
Escherichia coli, respectivamente. As amostras de leite ndo continham residuos de
antibidticos, portanto encontravam-se em acordo com a IN N°51/MAPA. Conclui-se a
importancia da introducdo de um trabalho de educagdo sanitiria junto as propriedades
estudadas, objetivando a melhoria da qualidade do leite produzido, principalmente quanto a

qualidade microbioldgica do leite nas propriedades estudadas.

PALAVRAS-CHAVE: Leite, CCS, CBT, composi¢do, residuos de antibidticos e dgua.



ABSTRACT

The present paper was produced under the orientations contained in the Ruling Protocol 51,
issued by Brazilian Agriculture, Cattle-Raising and Supply Ministry (Ministério da
Agricultura Pecudria e Abastecimento — MAPA, in Portuguese), aiming at evaluating the
influence of Somatic Cell Counting (SCC; CCS in Portuguese), composition and Total
Bacterial Counting (TBC; CBT in Portuguese) over milk quality. It also investigates the
occurrence of antibiotic residue in the milk and the quality of the water used in the
higienization of animal nipples, equipments and milking instruments in milk-producing
facilities in the towns of Miranda do Norte, Itapecuri-Mirim and Santa Rita, all located in
Brazilian Maranhdo state. Visits were made to 20 milk-producing facilities in summertime
(August through December 2006) and wintertime (January through July 2007), representing
small, medium and great properties. During summertime, ratings were 2,236,700 cells/mL
SCC; 3.87% fat; 3.19% protein; 4.36% lactose; 12.25% EST; 8.55% ESD and 677.90
UFC/mL TBC. During wintertime, ratings were 2,629,950 cells/mL. SCC; 3.87% fat; 3.27%
protein; 4.45% lactose; 13.19% EST; 8.74% ESD and 8421.35 UFC/mL TBC. Regarding the
water used in the milking process and considering the counting of total choliforms and
Escherichia coli, respectively, 90% and 75% of samples collected during summertime, as well
as 90% and 70% of samples collected during wintertime didn’t meet requirements determined
by regulation 518/2004, issued by Brazilian Health Ministry. The milk samples didn’t contain
antibiotic residues, therefore meeting the requirements of Ruling Protocol 51- MAPA. Such
results confirm the importance of introducing an effort aimed at sanitary education involving
the facilities studied and at the improvement of the quality of the milk produced, mainly

regarding the microbiological quality of the milk found in the facilities studied.

KEYWORDS: Milk, SCC, TBC, composition, antibiotic residue and water
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1 INTRODUCAO

O leite é um alimento que possui um perfeito balanco de nutrientes, fornecendo ao
homem macro e micronutrientes indispensdveis ao crescimento, desenvolvimento e
manuten¢do da saide. Como fonte de proteinas, lipideos, carboidratos, minerais e vitaminas,
torna-se um dos alimentos mais vulneraveis a alteragdes fisico-quimicas e deterioracdo por
microrganismos. Estas modifica¢des podem limitar a durabilidade do leite e seus derivados,
além de problemas econdmicos e de satide publica (ARCURI et al., 2006).

No Brasil, tem-se debatido cada vez mais, o pagamento diferenciado do leite baseado
em critérios de qualidade da matéria-prima fornecida aos laticinios. Sem duvida este assunto é
relevante, pois trata-se de uma evolugcdo do sistema de comercializacdo do leite e de um
aprimoramento das relagdes entre inddstria e produtores, além de premiar com uma
bonificacdo aqueles produtores que dedicaram esfor¢os, empenho e recursos financeiros para
produzir uma matéria-prima de qualidade superior.

O Ministério da Agricultura Pecudria e Abastecimento (MAPA) por intermédio do
Departamento de Inspecdo de Produtos de Origem Animal (DIPOA) publicou a Instrucio
Normativa N°51 (IN N°51) no Diario Oficial da Unido, em 18 de setembro de 2002. Esse
regulamento normatiza a produgdo, estabelecendo os critérios e pardmetros de identidade e
qualidade do leite, desde a ordenha, o resfriamento na propriedade rural e seu transporte a
granel, incluindo requisitos fisico-quimicos e microbioldgicos, contagem de células somadticas
(CCS) e limites maximos de residuos (LMR) de antimicrobianos. Com isto acredita-se e
aposta-se em melhor remuneragéo do produtor e melhoria da qualidade do leite consumido no
Brasil, além da adequagcdo do produto aos padrdes internacionais visando ampliar as
exportagdes (LIMA et al., 2006).

O Programa Nacional de Melhoria da Qualidade do Leite (PNMQL) faz parte do
“Programa de Modernizacdo do Setor Licteo no Brasil”, e consiste em um conjunto de
medidas que em escala gradativa e plurianual visa a melhoria da qualidade do leite produzido
no Brasil, no intuito de produzir leite e produtos licteos com padrdes de qualidade
internacional, atender as crescentes exigéncias do mercado consumidor, colocar o leite
brasileiro em condi¢des de competir no futuro com paises especializados em pecudria leiteira,
possibilitar o aumento da producdo nacional (primeiro atender ao consumo interno e,
futuramente, poder exportar) e, melhorar as condi¢des de pagamento ao produtor.

De modo geral, todos os ramos do “Sistema Agroindustrial do Leite” no Brasil t€ém

demonstrado interesse crescente na melhoria da qualidade do leite e derivados, por um motivo
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em grande parte logistico onde todos competem por mercado e consumidores. E necessdria a
sensibilidade e maior informagdo por parte do consumidor, além de normatizacdo e
fiscalizagdo por parte do Governo sobre a producio de leite (SANTOS e FONSECA, 2007).

Segundo Costa (2006), a fase final da IN N° 51 foi dedicada a saide da glandula
mamadria através da CCS, sendo que o Brasil iniciou o programa de forma contréria, tendo
avancado no resfriamento do leite nas propriedades e no transporte do leite a granel, devido a
necessidade da indudstria em reduzir seus custos e melhorar a produtividade industrial. O
controle da sanidade, reducdo da carga microbiana e da CCS e rigido controle de residuos de
antimicrobianos deverdo caminhar juntos.

E importante avaliar nio somente a qualidade do leite, mas também a da dgua utilizada
nas propriedades rurais, visto que esta pode influenciar diretamente a qualidade da matéria-
prima e também a eficiéncia da limpeza e higienizagdo dos equipamentos e utensilios de
ordenha, podendo se constituir em fonte potencial de contaminacao.

Portanto, o diagnéstico da atual situacdo da qualidade do leite cru produzido nas
regides estudadas se justifica, visto que a Instru¢do Normativa N°51 determina prazos para
que o leite produzido no Estado do Maranhio atenda aos padrdes estabelecidos.

Enfatizando a importéncia da qualidade do leite e a auséncia de pesquisas na literatura
regional sobre o tema abordado, realizou-se este estudo, objetivando subsidiar a avaliagdo da
qualidade do leite cru produzido em propriedades nos municipios de Miranda do Norte,
Itapecuri-Mirim e Santa Rita do Estado do Maranhdo, durante os periodos de verdo e inverno,
por meio da CCS e composicdo, contagem bacteriana total (CBT), pesquisa de residuos de
antimicrobianos no leite e coliformes totais e Escherichia coli na dgua utilizada no processo

de ordenha.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Qualidade do leite

Considerando a importancia do leite sob os aspectos nutricionais, econdmicos e de
saude publica, a qualidade desse produto tem merecido a atengdo de inimeros pesquisadores.
A produgdo de leite seguro tem por objetivo oferecer um produto com valor nutricional, que
niao comprometa a saide humana (PARO et al., 2003).

Segundo Arcuri et al. (2006), a disponibilidade de nutrientes no leite, sua atividade de
dgua e seu pH proximo da neutralidade o torna um meio extremamente favoravel ao
crescimento microbiano.

Quando o leite é proveniente de animais sadios e obtidos em condi¢cdes higi€nicas
adequadas, o numero de microrganismos € baixo, sendo predominantes Micrococcus,
Streptococcus e Corynebacterium, além de lactobacilos sapréfitas do ubere e canais
galactéforos (JAY, 1996).

Normalmente, a microbiota contaminante do leite € composta por bactérias, enquanto
que as leveduras e fungos sdo mais raros de serem encontrados. Dentre os contaminantes
estdo as bactérias laticas, coliformes, Micrococcus, Staphylococcus, Enterococcus, Bacillus,
esporos de Clostridium e bastonetes Gram-negativos (LIMA, 1998).

Muitas bactérias contaminantes do leite cru produzem enzimas extracelulares
(proteases e lipases) termorresistentes, cuja atividade residual afeta a qualidade dos produtos
finais, mesmo na auséncia de células bacterianas vidveis (BRITO et al., 2000).

Diferencas na contaminac¢io dos tetos podem ser encontradas em vacas mantidas
estabuladas ou a pasto, sendo consideradas importantes fontes de contaminagdo materiais
usados como cama e racgdo (nos sistemas estabulados) e as fezes, nas duas situacdes (BRITO,
2000).

A obtencdo do leite de vacas sadias, em condi¢des higi€nicas adequadas e o seu
resfriamento imediato a 4°C s@o as medidas fundamentais e primdrias para garantir a
qualidade e a seguranca do leite e seus derivados. A temperatura e o periodo de
armazenamento do leite antes da pasteurizacio determinam, de maneira seletiva e
pronunciada, a intensidade de desenvolvimento das diversas espécies microbianas
contaminantes. As temperaturas baixas inibem ou reduzem a multiplicacdo da maioria das

bactérias e diminuem a atividade de enzimas degradativas (ARCURI et al., 2006).
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Com o intuito de melhorar a qualidade microbiolégica do leite e seus derivados, varias
medidas estdo sendo implantadas no setor leiteiro. Neste contexto, as Boas Praticas de
Fabricagdo (BPF) tém sido uma importante ferramenta para prevenir as contaminacdes e
assegurar a producdo de alimentos saudaveis (FAGAN et al., 2005).

A qualidade do leite na propriedade estd associada a varios fatores, sendo que dentre
os principais a serem considerados citam-se a sanidade do rebanho, instalagdes adequadas,
utilizacdo de boas préticas de produgdo, manejo adequado de ordenha e armazenagem do
leite. Apds esta primeira fase tem-se o transporte do leite até a industria que deverd ser
efetuado em caminhdes apropriados, conforme legislagdo especifica e apds a entrada do leite
na inddstria, esta € responsdvel pelo armazenamento adequado do leite antes da
industrializacdo visando manter a qualidade original da matéria-prima (HORST, 2006).

Segundo Lima (2003), a qualidade do leite varia entre rebanhos, regides e paises, além
disso, existem os aspectos sanitarios e as condi¢des higiénicas para obtengdo e preservagdo do
leite. A contagem global de microrganismos, teores de gordura, de proteina, contagem de
células somadticas, presenca de residuos de antibidticos, densidade do leite, sedimentos,
auséncia de tuberculose e brucelose nos rebanhos, sdo fatores que podem servir como
indicadores internacionais da qualidade do leite.

O leite de boa qualidade € aquele que é saboroso, seguro, integro e nutritivo. A
qualidade do leite ndo pode ser melhorada apés sua saida da glandula mamaria. O maximo
que se pode fazer € preservar a qualidade do leite, para que nio seja modificada no percurso
entre a ponta do teto e o consumidor (DURR, 2004).

A qualidade do leite pode ser dividida em integridade e composi¢do. Um leite integro
€ aquele que ndo sofreu a adi¢do de substancias nem a remogdo de componentes, ndo sofreu
deterioracdo fisica, quimica ou microbioldgica e que seja livre de patégenos. A composicao
do leite define seu valor nutricional e industrial. Pode-se manipular a composi¢do do leite
através do manejo alimentar e do melhoramento genético. Por isso, na maioria dos paises, nos
quais a cadeia lictea estd bem estruturada, a remuneragdo do leite na sua composi¢do, ou seja,
aquele que investe no aprimoramento da composi¢do do leite agrega valor ao seu produto
(VOLPI, 2004).

No Brasil, além da ordenha manual ser adotada em grande nimero de rebanhos,
emprega-se, com freqiiéncia, a mamada do bezerro para estimular a descida do leite, sendo
essa pratica comum em outros paises em desenvolvimento. No entanto, essa pratica de colocar

0 bezerro para mamar como parte da preparacdo do ubere e estimulo a descida do leite, pode
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contribuir para a contaminagdo dos tetos e dificultar os procedimentos higié€nicos da ordenha
(ZAFALON, 2003).

Segundo Brito et al. (2000), a mamada do bezerro para estimular a descida do leite
contribui para aumentar em mais de dez vezes o nimero de microrganismos da superficie dos
tetos e a lavagem com desinfetante e secagem com papel toalha sdo requisitos essenciais para
se reduzir a contagem de bactérias dos tetos e do leite.

A preparagdo do tbere com ajuda do bezerro umedece a superficie dos tetos e cria
duas situagdes de risco: o aumento da contaminacdo pelas bactérias proprias da cavidade oral
do bezerro e o fato da superficie dos tetos imidos propiciar maior facilidade de colonizagio
por bactérias e conseqiientemente, pode dificultar a implementacdo de praticas higi€nicas, tais
como a de ordenhar tetos limpos e secos, que sdo importantes do ponto de vista de garantia da
qualidade e do controle da mastite (BRITO et al., 2000).

Os microrganismos estdo intimamente associados a disponibilidade, a abundéncia e a
qualidade do alimento para consumo humano. Os alimentos sao facilmente contaminados com
microrganismos na natureza, durante manipulacdo e processamento. Apds ter sido
contaminado, o alimento serve como meio para crescimento de microrganismos. Se esses
microrganismos tiverem condi¢des de crescer, podem mudar as caracteristicas fisicas e
quimicas do alimento e podem causar deterioracio (PELCZAR et al., 1997).

Atualmente, a demanda por produtos licteos com maior vida de prateleira,
manutengdo de caracteristicas sensoriais, nutritivas e de seguranca sdo requisitos cada vez
mais importantes para o consumidor e para a industria e, conseqiientemente para o produtor,
visto que a qualidade do leite tem como ponto de partida o local de producdo (SANTOS,
2005).

A populagdo microbiana total do leite cru varia de acordo com a contaminagfo inicial
(proveniente do interior da glandula mamdria, exterior do ubere e tetos e superficies de
equipamentos) e condicdes de armazenamento (BRAMLEY e McKINNON, 1990). A
temperatura ¢ umidade do ambiente afetam o crescimento microbiano e, portanto, podem
influenciar a contaminagao do leite (BUENO, 2004).

A temperatura de refrigeragdo exerce grande influéncia na contagem bacteriana, sendo
observado por Bueno et al. (2003) que a contagem bacteriana total do leite refrigerado e
conservado acima de 7°C foi significativamente maior que a do leite refrigerado e conservado
em temperaturas inferiores a 7°C.

A Contagem bacteriana total (CBT) ou contagem global é a contagem do nimero de

colonias presentes em uma dada amostra de leite, previamente incubada a 32°C durante 48
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horas e dependerd basicamente da carga microbiana inicial do leite, bem como da taxa de
multiplicacdo microbiana. A determina¢do da CBT também pode ser realizada usando-se
equipamentos automatizados, os quais realizam a contagem individual de bactérias (CIB).
Nesse método, as bactérias sdo coradas e posteriormente estimadas quanto a emissdo de
fluorescéncia. Para o transporte da amostra, podem ser usados conservantes que reduzem a
atividade metabdlica das bactérias, prolongando a vida util da amostra a ser analisada
(PICININ, 2003).

De acordo com Santos e Fonseca (2007), a grande vantagem da contagem eletronica é
a precisdo, o baixo custo por andlise e seu elevado rendimento analitico (rapidez), uma vez
que os procedimentos podem ser automatizados. Em fun¢@o dos padroes legais mdximos para
CBT do leite serem estabelecidos em UFC, existe a necessidade de transformacdo dos
resultados de Contagem Individual de Bactérias (CIB) para UFC, por meio de uma curva
padrdo armazenada no software do equipamento.

A citometria de fluxo permite a utilizacdo de substancias bacteriostiticas na
conservacdo das amostras, uma vez que ndo existe a necessidade de crescimento bacteriano
para a quantificagdo como ocorrem no método de referéncia (GONZALO et al., 2003).

Para a determinacdo da CBT através da citometria de fluxo sdo recomendadas a
utilizacdo da refrigeracdo associada a um conservante. Atualmente o conservante mais
utilizado € o azidiol, que possui como principio ativo o cloranfenicol e a azida s6dia, ambos
bacteriostaticos (CASSOLI, 2005).

A acdo do azidiol € bacteriostatica e para que haja a conservacdo da amostra é
necessdrio que este seja adicionado em quantidades adequadas (130uL), em frascos estéreis
(aproximadamente 50 mL) e enviados em caixas isotérmicas com gelos reciclaveis a um
laboratério da RBQL. As amostras de leite estocadas a 4°C com azidiol podem ser
conservadas estdveis por até uma semana sem modificagdo dos seus componentes podendo
ser feita andlises bacterioldgicas utilizando o equipamento Bactoscan (BUENO, 2004).

A IN N° 51 do MAPA, estabelece 1,0 x 10° UFC/mL como niimero maximo de CBT
até 2008, para as regides Sul, Sudeste e Centro-Oeste, e até 2010 para as regides Norte e
Nordeste. Desta forma, as contagens serdo de no maximo 7,5 x 10° UFC/mL de CBT, sendo
ainda considerado a partir de 2011, o maximo de 1,0 x 10° UFC/mL no caso de tanques
individuais e 3,0 x 10° UFC/mL para leite de conjunto, para todas as regides (PICININ,
2003).
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Estudos realizados em Minas Gerais revelaram elevada contaminagcdo do leite
armazenado em tanques de expansdo com ocorréncia de 25,81% a 52,5% de resultados acima
de 1.000.000 UFC/mL (SOUZA et al., 1999).

Bueno (2005) analisou a CBT e CCS do leite cru refrigerado em tanques de expansio
de uso individual no estado de Goids durante os periodos de chuva e de seca, sendo
verificados, 45,53% das amostras abaixo de 100.000 UFC/mL de CBT e 19,4% acima de
1.000.000 UFC/mL. As médias de CBT aumentaram durante o periodo das chuvas (novembro
a abril).

Lima et al. (2006) ao avaliarem a CCS e CBT do leite cru produzido na Zona da
Mata/MG, verificaram uma média de CBT de 1.860 UFC/mL, estando portanto, fora dos
padrdes preconizados pela Instrucdo Normativa N° 51/MAPA.

Spexotol et al. (2005) ao implantarem o sistema de Andlise de Perigos e Pontos
Criticos de Controle (APPCC), objetivaram reduzir a CCS, mesofilos, psicrotréficos,
coliformes totais, coliformes termotolerantes e CMT, no leite de uma granja leiteira de
Descalvado-SP. Observou-se que a aplicacdo do sistema APPCC mostrou-se eficiente para o
controle de coliformes totais e termotolerantes no leite, embora ndo tenha influenciado a
contagem de mesofilos e psicrotréficos. Também ndo afetou a CCS no leite de mistura e os
percentuais de mastite, porém reduziu o niimero de quartos afetados e a severidade dos casos
de mastite, na avaliagdo pelo teste de CMT.

Martins et al. (2006) pesquisaram a qualidade do leite cru de 30 tanques de
refrigeracdo por expansdo direta no estado de Goids, sendo encontrados 9 tanques com CBT
acima de 10°, 14 entre 10° e 10° UFC/mL e 7 abaixo de 10° UFC/mL. Dos tanques de
expansio com CBT > 10° UFC/mL, 100% eram de uso coletivo e recebiam leite de
propriedades que ndo possuiam refrigera¢do da produgdo pds-ordenha.

A partir do momento que se caracteriza o problema da qualidade microbioldgica do
leite, definidos os tipos de bactérias e potenciais prejuizos que estas acarretam, torna-se
necessdrio discutir uma estratégia de controle que possa ser adotada para preservar a

qualidade do leite (ALMEIDA et al., 2005).

2. 2 Processo inflamatdrio da glandula mamaéria

O leite tem sido considerado como o alimento mais préximo da perfeicdo, por

apresentar, dentre outras caracteristicas, um excelente valor nutritivo, devido principalmente
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ao seu teor de proteinas, carboidratos, gorduras, vitaminas, sais minerais e &4gua
(HOFFMANN et al., 1999).

E um excelente alimento que favorece o crescimento dos mamiferos apés o
nascimento, fornecendo todos os nutrientes necessarios nos primeiros meses de vida, como
alimento tnico e a sua incorporac¢do nos habitos alimentares de criangas e adultos contribui
para satisfazer grande parte das necessidades diarias de nutrientes essenciais (SANTOS et al.,
2007).

Durante sua sintese nas células epiteliais da glindula mamaria dentro dos alvéolos, o
leite € considerado praticamente estéril. No entanto, ainda nessa etapa de producio, o leite
pode ser contaminado por microrganismos (principalmente bactérias), a partir de trés
principais origens: o interior da glandula mamaéria, a pele do ubere e tetos, e da superficie
interna do equipamento de ordenha e tanque. Sendo assim, a contaminag¢do microbiana do
leite cru sofre impacto direto de varios aspectos, como a saide da glandula mamaria, a higiene
de ordenha, o ambiente em que a vaca fica alojada, os procedimentos de limpeza do
equipamento de ordenha, além da qualidade da dgua utilizada. Aliado a temperatura e tempo
de armazenagem do leite, que sdo fatores criticos, relacionados a velocidade de multiplicacio
dos microrganismos presentes no leite apds a ordenha (SANTOS, 2007).

A mastite € a inflamacdo da glandula mamadria e pode ser classificada em clinica e
subclinica. A mastite subclinica apresenta prevaléncia muito maior que a forma clinica e
caracteriza-se por alteragdes na composi¢do do leite, tais como aumento no niimero de células
somadticas e dos teores de cloro e sddio, além da diminuicio nos teores de caseina, lactose e
gordura (ZAFALON, 2003).

O método mais utilizado para o diagndstico da mastite subclinica é o “California
Mastitis Test” (CMT), que estima o ndmero de células somaticas do leite. Uma das grandes
vantagens deste teste é a de poder ser empregado no préprio rebanho, no momento em que os
animais sio ordenhados. E um método de ficil aplicagio e praticidade, além de permitir
informagdes sobre o estado de sanidade da glindula mamdria dos animais lactantes
(FAGLIARTI et al., 1990).

Na prova do CMT, o detergente anidnico, rompe as células do leite, liberando dcidos
nucléicos celulares que, em contato com o detergente, formam um complexo que modificam a
viscosidade da mistura, leite e reagente. Quanto maior a viscosidade da mistura, maior a
intensidade da positividade da prova, onde se estabelece cinco niveis e relacionam ao nimero
de células somdticas: negativo (com no maximo 200.000 células/mL e 25% de

polimorfonucleares); tragco ou suspeito (150.000 — 500.000 células/mL, com 30 a 40% de
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polimorfonucleares), uma cruz ou fracamente positivo (500.000 — 1.500.000 células/mL, com
40-60% de polimorfonucleares), duas cruzes ou claramente positivo (800.000 — 5.000.000
células/mL, com 60 — 70% de polimorfonucleares) e trés cruzes ou fortemente positivo (com
mais de 2.500.000 células/mL, com 70 — 80% de polimorfonucleares) (DELLA LIBERA,
1998).

A mastite causa sérias perdas aos produtores de leite no mundo inteiro. Entretanto, de
forma mais simplificada, é definida como uma infec¢do intramamdria causada por agentes
patégenos oriundos do ambiente e do préprio animal, tanto pela reducdo na quantidade e
qualidade do leite e derivados, gastos com medicamentos, descarte prematuro de vacas, custos
com servigos veterindrios, além de aumento de mao-de-obra (BARBOSA et al., 2007).

Virias medidas devem ser tomadas durante o processo de ordenha, com a finalidade
de minimizar a transmissdo de agentes mastitogénicos e diminuir o numero de
microrganismos que podem ser transferidos ao leite, depreciando sua qualidade
microbioldgica. A ordenhadeira, a mdo do ordenhador, praticas de higiene e lesdes nos tetos
sdo fatores importantes que expdem a superficie dos tetos aos microrganismos patogénicos
contagiosos, sendo esses microrganismos transmitidos de animais infectados para ndo

infectados durante o processo de ordenha (AMARAL et al., 2004).

2.3 Contagem de Células Somaéticas no Leite e Composi¢do

As células somdticas sdo, normalmente, células de defesa do organismo que migram
do sangue para o interior da glandula mamdria com o objetivo de combater agentes
agressores, mas podem ser também células secretoras descamadas (SANTOS, 2006).

Segundo Langoni (2006), as células somaticas se classificam em macréfagos (60%),
linfécitos (25%), neutréfilos (15%), perfazendo 99% dos leucdcitos e 1% de células epiteliais
secretoras.

Os microrganismos no interior da glindula mamadria liberam substancias que
estimulam a migracdo de leucdcitos a fim de combater agressores, aumentando dessa maneira,
a CCS, que é um indicador geral da sanidade da glandula mamadria, amplamente utilizado
como indicador de mastite subclinica, sendo aceita, também, como medida padrio para
determinar a qualidade do leite (HARMON, 2001).

Na etapa inicial do mecanismo de infec¢do e inflamacdo da glandula mamadria, a
constitui¢do do leite da glandula afetada tenderia a assemelhar-se a composicdo do plasma.

Inicialmente os neutréfilos migram do sangue para o leite ocorrendo aumento da
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permeabilidade vascular e formagdo de edema, passagem de proteinas sangiiineas ao leite,
modificacdo da composicdo idnica (aumento do sédio, bicarbonato e cloro e diminui¢do de
hidrogénio e potdssio), aumento do potencial hidrogenionico (pH), da eletrocondutividade e
dos produtos da degradagdo celular, devido as lesdes tissulares e conseqiiente diminuicio da
sintese da gordura, caseina e lactose do leite (DELLA LIBERA, 1998).

De acordo com Coldebella (2003), a glandula mamadria € protegida por grande
variedade de mecanismos de defesa, os quais podem ser separados em duas categorias
distintas: imunidade inata e imunidade especifica. A imunidade inata ou inespecifica é a
defesa predominante durante os estdgios iniciais da infeccdo, sendo mediada por barreiras
fisicas na extremidade do teto, por certos fatores soliveis (lactoferrina, lactoperoxidase,
lisozima e complemento) e por macréfagos, neutrdfilos e células semelhantes as células
matadoras naturais (“natural killer-like cells”) e o sistema especifico, que reconhecem o
patoégeno e facilita a sua eliminacdo seletiva, sendo mediados por anticorpos, macréfagos e
linfécitos.

As defesas celulares intramamarias sdo realizadas por dois grupos de leucdcitos, os
linfécitos B e T, que atuam na imunidade humoral e mediada por células, além dos fagdcitos
(neutrdfilos e macréfagos) que atuam por meio da ingestdo e digestdo dos patégenos (PAAPE
etal., 1995).

As diferencas existentes entre manejos e tipos de ordenha sdo refletidas na contagem
de células somaticas e no California Mastitis Test (CMT). Rebanhos submetidos as técnicas
adequadas de ordenha, desinfeccdo de tetos pré e pds-ordenha, secagem adequada de vacas,
tratamento com antibiticos para mastite clinica, além dos cuidados higi€nicos e
suplementa¢@o mineral adequada demonstram baixos indices de mastite e, proporcionalmente,
baixa CCS e reacdes negativas ou baixas no CMT (BARBOSA et al., 2002).

A CCS do leite de uma vaca indica de maneira quantitativa o grau de infeccao da
glandula mamadria. J4 a CCS do tanque de resfriamento do rebanho indica a incidéncia média
de mastite no rebanho (MACHADO et al., 2000).

Barbosa et al. (2000), afirmam que o principal fator que influencia no aumento das
células somdticas do leite é a mastite e, apesar de outros fatores como, periodo de lactacdo,
idade do animal, estacdo do ano e outros tipos de estresses poderem influenciar na CCS, eles
ndo possuem tanta importancia como a infec¢@o da glandula mamaria.

Harmon (2001) afirmou que em animais saudaveis a CCS geralmente estd abaixo de
200.000 células/mL, mas pode ser menor do que 100.000 células/mL em vacas primiparas.

Assim, elevacdo acima de 200.000 células/mL € considerada anormal, sendo indicativo de
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inflamacdo do ubere, sendo que esse valor pode chegar a milhdes de células nos casos
clinicos.

Smith (1996) relatou que, dependendo do estudo, os pontos de corte da CCS
indicativos de inflamacdo ou mastite variam entre os valores 200.000 células/mL; 250.000
células/mL; 283.000 células/mL ou 300.000 células/mL, sendo o valor de 200.000 células/mL
o mais utilizado.

Segundo Bueno et al. (2005), valores de CCS acima de 300.000 células/mL revelam a
presenca de mastite e, por extensdo, reducdo na producgdo e alteracdo da composicao do leite.

De acordo com Della Libera (1998) a CCS dependera da origem da amostra (quarto
mamadrio isoladamente, conjunto dos quartos ou leite total da fazenda), da técnica empregada
para a contagem e da presencga de bactérias.

A IN N° 51/2002 (MAPA), estabeleceu o limite de CCS de 1.000.000 células/mL para
as regides Sul, Sudeste e Centro-Oeste do leite para consumo, a partir de 2005 e para as
regides Norte e Nordeste, este limite € a partir de julho de 2007, reduzindo em 2010 para
750.000 células/mL e em 2012 para 100.000 células/mL (BRASIL, 2002)

A producio e composi¢cdo do leite variam de acordo com diversos fatores: fisiologia
individual, alimentacdo, estagio de lactag@o, porcdo da ordenha, idade, raca, estacdo do ano,
quantidade de leite produzido, estado de saide da vaca, intervalo entre as ordenhas,
persisténcia da lactag@o, tamanho da vaca, variacdo entre os quartos, temperatura ambiental e
efeitos de doengas (SANTOS et al., 1998).

As caracteristicas fisico-quimicas do leite podem ser alteradas devido as condicdes
genéticas, nutricionais e ambientais das vacas, aos processos de obtencdo, armazenamento,
transporte e beneficiamento do leite e as fraudes (RHEINHEIMER et al., 2006).

Zafalon et al. (1999) ao avaliarem a produgdo lactea de quartos mamaérios com elevada
contagem de células somdticas, evidenciaram que a queda da quantidade do leite secretado
por quartos mamadrios afetados pela mastite subclinica, conjuntamente com a diminui¢do da
qualidade do produto, verificada pelo aumento da contagem de células sométicas, faz com que
haja a necessidade de serem buscadas medidas que visem o aumento dessa qualidade e
reducdo das perdas acarretadas aos produtores pela queda da producdo de leite.

Almeida et al. (2005) objetivando caracterizar a mastite bovina em 96 rebanhos, na
regido sul de Minas Gerais, realizaram analises microbioldgicas e CCS, tendo sido aplicados
questiondrios, visando conhecer as caracteristicas sécio-econdmicas e culturais. Na CCS,
71,87% dos rebanhos apresentaram contagens acima de 500.000 células/mL. Os autores

observaram que os isolamentos de Staphylococcus aureus e S. agalactiae, associavam-se as
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altas contagens de células somaticas e estatisticamente, comprovou-se que maiores indices de
CCS foram observados nos rebanhos com manejo de ordenha deficiente relacionado ao uso de
ordenhadeira mecénica e ndo realizacdo de pré e pds-dipping.

Segundo Picinin (2003), para que o leite possa ser aceito e até mesmo pago de forma
diferenciada por qualidade pelas industrias de laticinios, torna-se necessdrio monitora-lo
visando garantir a recep¢io de matéria-prima de boa qualidade e bom rendimento industrial.
Essa monitorizagdo € realizada segundo pardmetros seguros que determinam a composi¢ao,
fundamentados na porcentagem de gordura e proteinas, qualidade higi€nica, associada a
limpeza dos tetos, dos utensilios € maos do ordenhador e a qualidade sanitdria do rebanho
relacionada a saude do tbere.

De acordo com Sa (2003), retirando-se a dgua do leite, os demais componentes sdo
denominados de extrato seco ou soélidos totais (EST). Estes por sua vez, sdo divididos em
lipideos ou gorduras e sélidos totais desengordurados ou s6lidos nao-gordurosos (SNIG), que
contém as proteinas, glicideos (lactose) e sais minerais (cinzas). O teor de sélidos é
importante na industrializacdo, principalmente na producdo de queijo e iogurte. A fragdo
protéica compreende a caseina (cerca de 80% das proteinas do leite), que € a proteina
precipitada pela renina (coalho) na fabricagdo de queijo e as lactoalbuminas e lactoglobulinas,
que s@o conhecidas como “proteinas do soro”, pois ndo sdo precipitadas pela renina,
permanecendo no soro resultante da fabricacdo do queijo.

Devido a elevagdo do numero de células somadticas no leite ocorrem alteragcdes na sua
composicdo em conseqiiéncia da reducdo da atividade sintetizadora do tecido mamdrio,
podendo-se observar diminui¢do da lactose, lactoalbumina e gordura. A quantidade de
proteinas totais sofre pequena alteracdo, porém, o indice de proteinas se altera drasticamente
(HARMON, 1994). E segundo Laranja (1998), o contetdo de caseina, cdlcio, fésforo, lactose
e gordura se reduzem.

Vianni (1996) verificou que o leite proveniente de quartos infectados pelos agentes da
mastite, quando comparado ao leite de quartos sadios, apresentava alteragdes fisico-quimicas,
diminuindo a densidade, a acidez tituldvel, os sélidos totais, os sélidos ndo gordurosos e a
caseina, elevando as unidades de pH e o teor de cloretos.

Ferreira et al. (2006) verificaram que o teor médio de gordura das amostras foi inferior
para os animais que apresentavam CCS igual ou inferior a 250.000 células/mL e com CCS
superior a 750.000 células/mL, a lactose, EST e ESD estavam fora dos padrdes estabelecidos

na IN N° 51/MAPA.
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Segundo Harmon (1994), a redugdo na concentracdo de lactose no leite com alta CCS
equivale a 10% do valor normal. Brito e Dias (1998) citaram que a intensidade da reducio
variava de 5 a 20%. Machado et al. (2000) observaram reducio significativa na concentracio
de lactose em amostras colhidas em tanques de expansio com CCS acima de 500.000
células/mL. Silva et al. (2000) verificaram reducdo no teor de lactose de 4,68% para 4,49%,
considerando amostras de leite de vacas com CCS abaixo e acima de 283.000 células/mL,
respectivamente

Para as industrias de laticinios, a CCS estd diretamente ligada ao rendimento do leite
para a fabricacdo de produtos lacteos, em especial, o queijo. A qualidade do produto é
expressa principalmente através do tempo de vida de prateleira e pelas caracteristicas
organolépticas dos derivados lacteos. Mas para o consumidor, a CCS significa maior ou
menor tempo de prateleira dos produtos lacteos, portanto, sua qualidade (FONSECA e NETO,
2005).

Della Libera et al. (2002) ao avaliarem a CCS em amostras de leite tipo A e B frente a
diferentes associagdes de resultados da prova de CMT e do exame microbiolédgico,
verificaram que a sensibilidade da CCS foi menor nas baixas contagens € maior com o
aumento da celularidade, ocorrendo o inverso com a especificidade, os sistemas de producdo
estudados ndo interferiram na maior parte das CCS, mas foi significativa a variagdo da CCS
quanto a presenca e ao tipo de microrganismo isolados.

As alteracdes na composicdo do leite, associadas ao aumento da CCS, ocorreriam da
seguinte maneira: a porcentagem de gordura normalmente é diminuida, no entanto, se a
reducdo da producdo de leite for mais acentuada que o decréscimo da produgdo de gordura
ocorrerd concentracdo deste componente; a porcentagem de proteina é aumentada e as
porcentagens de lactose e sélidos totais sdo reduzidas (MACHADO et al., 2000).

A garantia da permanéncia de pequenos produtores na cadeia produtiva do leite estd
atrelada ao volume de producdo e a qualidade do leite produzido, tornando-se necessario uma
maior especializag@o e adaptacio as novas exigéncias do mercado (SILVA et al., 2005).

Para avaliacdo da saide da glandula mamaria e composicdo centesimal individual do
leite, devem ser colhidas amostras representativas da produgdo didria. Os autores relataram
que ao avaliarem a comparagdo das médias dos teores de gordura, proteinas, lactose, solidos
totais e CCS das amostras compostas, da primeira (04:00h), segunda (12:00h) e terceira
ordenha (18:00h), concluiram que as amostras colhidas na segunda ordenha podem substituir

as amostras compostas pelo leite das trés ordenhas (MANSUR et al., 2005).
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Ruela et al. (2005) ao avaliarem as caracteristicas fisico-quimicas do leite pasteurizado
e UAT comercializado em Minas Gerais, observaram indices de 46% e 16% de reprovacio
em um ou mais pardmetros (acidez em acido latico, gordura, ESD, EST, estabilidade ao etanol
ou alizarol, indice crioscdpico, provas de fosfatase e de peroxidase) quando comparados aos
valores estabelecidos pela IN N° 51/MAPA para o leite pasteurizado e UAT, respectivamente.

Souza et al. (2005) avaliaram as caracteristicas celulares de amostras de leite de
tanques comunitdrios na regido de Sacramento/MG, encontrando valores médios de CCS de
149.700 células /mL, estando portanto de acordo com a IN N° 51/MAPA.

Aratjo et al. (2005) verificaram o efeito da sazonalidade na CCS em rebanhos leiteiros
no Estado do Rio de Janeiro. Observaram que a média da CCS no periodo chuvoso foi
estatisticamente superior aquela observada no periodo de estiagem. O maior valor médio
mensal para CCS ocorreu no més de maio/2005, em que o nivel de 725.000 células/mL de
leite foi alcancado com elevado indice de precipitacdo pluviométrica (cerca de 340
milimetros) e a menor média de CCS foi no més de fevereiro/2005 (378.000 células/mL),
periodo em que a precipitagdo pluviométrica foi de apenas 52 milimetros. Particularmente
esse aumento no nivel de células somdticas, para esse periodo do inverno, pode estar atrelado
a ineficiéncia no manejo durante a ordenha, como tempo de ordenha e a desinfeccdo de tetos
apos a ordenha (p6s-dipping).

Barcelos et al. (2006) avaliaram as caracteristicas fisico-quimicas (acidez, densidade,
gordura, EST e ESD) do leite fluido em Parauapebas/PA e comprovaram que todas as
amostras estavam dentro dos limites estabelecidos pela IN N° 51/MAPA.

Mujica et al. (2005) analisaram as caracteristicas fisico-quimicas do leite tipo “C”
comercializado no municipio de Palma/TO, encontrando os valores de gordura variando de
3,3a3,5%, EST de 12,4 a 12,8% e ESD de 8,8 a 9,5%, estando portanto, dentro dos padrdes
propostos pela IN N°51.

De acordo com Arenales (2000) a relacdo entre perdas médias didrias de leite com
CCS /mL de leite, varia entre 10 a 50 células/mL (0 kg de leite) e 801 a 1.600 células/mL (3,5
kg de leite) e a relacdo da CCS com a média de vacas com mastite em uma fazenda varia de
0-99.000 células/mL (5 a 6 % de animais infectados) a mais de 600.000 células /mL (61 a 79
% de animais infectados).

Brant e Figueiredo (1994) verificaram que a mastite subclinica causou reducdes
crescentes na producdo de leite nos percentuais de 14,68%, 34,83% e 45%, para reacdes de +,

++ e +++ do CMT, respectivamente.
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Lima et al. (2006) analisaram amostras de leite cru tipo “C” produzido na regido
agreste do Estado de Pernambuco e concluiram que a maioria apresentava CCS e valores dos
parametros fisico-quimicos dentro dos padrdes exigidos pela Instru¢do Normativa n°® 51 do
MAPA. Por outro lado, os resultados das anédlises microbioldgicas sugeriram a ocorréncia de
falhas no manejo higi€nico-sanitdrio na obtencdo do leite. Enfatizaram que é necessario rever
os procedimentos de ordenha e higienizacdo de equipamentos, assim como a utilizagdo de
tanques refrigeradores, que associado ao manejo correto, podem proporcionar uma melhoria
na qualidade do leite.

A adocdo de um Programa de Higienizagdo Ambiental nas propriedades leiteiras
constitui um importante fator produtivo de leite “seguro” e em boas condicdes higi€nico-
sanitdrias, além de controlar doencas nos animais e aumento de produtividade (VIEIRA,
2001).

Um dos fundamentos dos programas de controle de mastite é a identificacdo dos
fatores necessarios para a ocorréncia de infeccdes da glandula mamaria. De posse desta
informag@o, podem-se prevenir as infeccdes, por meio de intervencdes estratégias que
impedem tanto a sua instalagdo (ou introdug@o), quanto a sua disseminagdo entre os animais.
Em qualquer programa de controle, atencdo especial deve ser dada ao treinamento e
capacitagdo da mao-de-obra (BRITO et al., 2006).

Ja Costa et al. (1999) citaram que a principal perda devido a mastite subclinica € a
reducdo de producdo leiteira, geralmente correspondendo a 75% do prejuizo total, mas as
perdas podem ser imperceptiveis ao produtor, enquanto que os custos com as medidas de
controle sdo altamente visiveis.

O programa de seis pontos de controle de mastite tem sido largamente utilizado em
rebanhos leiteiros com redu¢do do indice de mastite dos rebanhos, reducdo da taxa de novas
infecgdes e redugdo da duracio das infec¢des. A resposta a um programa de controle de
mastite pode ser baseada na reducdo da contagem de células somaticas, considerando que a
CCS do leite de uma vaca indica de maneira quantitativa o grau de infeccdo da glandula
mamaria (VENTURA et al., 2005).

Virias medidas devem ser tomadas durante o processo de ordenha com a finalidade de
minimizar a transmissdo de agentes mastitogénicos e diminuir o nimero de microrganismos
que podem ser transferidos ao leite, depreciando sua qualidade microbiolégica. A
higienizacdo prévia dos tetos, mdos dos ordenhadores e do local de ordenha sdo de grande
importancia para reduzir o nimero de microrganismos patogénicos no leite e também para

melhorar as condi¢des higi€nicas do mesmo (AMARAL et al., 2004).
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2.4 Residuos de Antimicrobianos no Leite

Os problemas derivados do consumo de alimentos durante os ultimos anos
impulsionaram a implementacdo de sistemas de qualidade e segurangca alimentar nas
exploragdes leiteiras, com a finalidade de utilizar priticas que minimizem a presenca de
residuos quimicos e contaminantes, a fim de responder as exigéncias dos consumidores e as
regulamentagdes nacionais e internacionais relativas a residuos de antibidticos no leite cru
(THOMAS et al., 2004).

Os antibidticos fazem parte da categoria de contaminantes alimentares, pois sdo
substancias incluidas de forma nd@o intencional nos alimentos, mas por meio da sua
administracdo terapéutica em bovinos leiteiros. A maioria da populagio humana ¢é
freqiientemente exposta a baixas doses destes contaminantes o que resulta em efeitos em
longo prazo (BIACCHI et al., 2004).

Atualmente, com a disseminacdo de sistemas mais intensivos de produgdo de leite, o
emprego de antibidticos é essencial para manutencio da saide animal, da produtividade, do
conforto e do bem-estar dos animais. As principais classes de antimicrobianos utilizados em
Medicina Veterindria sdo: beta-lactimicos (penicilinas, cafalosporinas); tetraciclinas
(oxitetraciclinas e clortetraciclinas); aminoglicosideos (estreptomicina, neomicina,
gentamicina); macrolideos (eritromicina) e sulfonamidas (sulfametazina) (HORTET et al.,
1999).

As doencas de origem bacteriana requerem tratamento com uma variedade de
antibidticos que acarretam diversos beneficios: aliviam o sofrimento animal, apresentam
impacto econdmico ao aumentar o lucro dos produtores, aumentam a disponibilidade de
alimentos a precos acessiveis e oferecem beneficios em termos de controle de doengas que de
outra forma poderiam afetar o homem. Podem também ser eventualmente utilizados como
promotores do crescimento (BIACCHI et al., 2004).

Segundo Franco et al. (1990), citado por Raia Janior (2001), a terapia com antibidticos
estd em uso no manejo da saide de animais produtores de alimentos hd mais de 40 anos. Os
antibiéticos sdo administrados por diferentes vias: oral, intravenosa, intramuscular,
subcutanea, intra-uterina e intramamadria. Infelizmente todas essas vias podem acarretar o
aparecimento de residuos de antibidticos no leite.

Sabe-se que uma das principais causas da presenca de antibidticos no leite € a mastite
bovina, ou melhor, o tratamento de mastite em vacas durante a lactagdo, embora o uso de

antibidticos sist€émicos em animais com processos infecciosos outros que ndo a mastite,



31

também possam determinar eliminacdo deste pelo leite. Por outro lado, nas glandulas
mamadrias com mastite, devido ao processo inflamatério, ocorre aumento de permeabilidade
vascular, o que favorece uma maior concentragdo de antibidticos na glandula, mesmo quando
estes sdo usados por via sistémica (ALLISON, 1995).

A persisténcia de residuos de antimicrobianos no leite varia com o produto e depende
de varios fatores como, por exemplo, dose e via de administracdo, o excipiente utilizado e a
solubilidade, entre outros (RAIA et al., 1999).

Os residuos de anti-sépticos também podem estar presentes no leite em decorréncia de
medidas de anti-sepsia e/ou desinfeccdo de utensilios e recipientes ou por acidente
tecnoldgico. Ou ainda, pela adi¢do intencional, na tentativa de prolongar e/ou assegurar o
tempo de vida do produto (tempo de prateleira), como resultado de praticas fraudulentas para
mascarar a mé qualidade (SANTOS e FONSECA, 2007).

A ocorréncia de residuos de antibidticos no leite tem sido objeto de preocupagio
constante por parte das autoridades sanitdrias, devido, sobretudo, aos efeitos toxicos destes
compostos sobre a satide humana, além da possibilidade de favorecer o desenvolvimento de
formas resistentes de microrganismos patogénicos (CARLOS et al., 2004).

O risco a saide do consumidor € representado por reacdes alérgicas, que podem até
mesmo desencadear choque anafildtico em individuos particularmente sensiveis, podendo
ocorrer até mesmo casos fatais. As reacdes alérgicas sdo freqiientemente associadas aos
antibidticos beta-lactamicos, particularmente a penicilina, mas podem ser observadas também
na administracdo de outros antimicrobianos. Alergias aos aminoglicosideos sdo raras, mas as
vezes ocorrem erupcdes cutineas urticariformes apds o uso desta e de outras classes de
antibidticos. Além das reagdes alérgicas ha ocorréncia de outros problemas, como, por
exemplo, discrasia sangiiinea associada ao uso de cloranfenicol (COSTA et al., 1999).

Deve-se considerar que o fator idade é extremamente relevante em relagdo a algumas
das reacdes adversas aos antimicrobianos, portanto a presencga desses residuos no leite, que é
consumido principalmente na infancia assume particular importincia. Também devem ser
considerados os riscos pelo consumo do leite com altos niveis de residuos de antibidticos por
gestantes. Uma vez que alguns antimicrobianos tém potencial teratogénico, como
metronidazéis, rifampicina, trimetropim, estreptomicina e tetraciclina (BRANCHER e
FAGUNDES, 1999).

Alguns antimicrobianos que apresentam efeitos adversos para gestantes e fetos:
aminoglicosideos (ototoxidade), eritromicina (hepatite colestatica), metronidazol (possivel

teratogenicidade), nitrofurantoina (anemia hemolitica), sulfonamidas (hemdlise no recém-
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nascido, podendo afetar desordens no sistema nervoso central), tetraciclinas (alteragdes no
desenvolvimento 6sseo do feto e alteragdo na coloracdo dos dentes, posteriormente),
trimetropim (possivel teratogenicidade), quinolonas (anormalidades na formagdo das
cartilagens) e vancomicinas (possivel ototoxidade) (FOLLY e MACHADO, 2001).

Os antimicrobianos encontrados no leite, mesmo em pequenas doses, podem contribuir
para a selecdo de microrganismos antibidtico-resistentes e, além disso, o consumo prolongado
pode reduzir a microbiota normal de forma a permitir a proliferacio de microrganismos
patogénicos (WILSON et al., 1997).

O residuo total de uma determinada substancia ingerida com os diversos alimentos da
dieta de uma pessoa ndo deve ultrapassar a “ingestdo didria aceitivel” (IDA). A IDA ¢é a
quantidade de um agente quimico presente no alimento que pode ser ingerido através da dieta
diariamente, durante toda a vida do individuo, sem provocar risco de intoxicagao. E calculada
aplicando-se um fator de seguranca (por exemplo: 100, 1000) sobre o valor do “nivel de efeito
ndo observado” (NOEL), ou seja, a quantidade de uma substancia que quando administrada
diariamente num periodo de tempo prolongado, ndo produz efeito toxico aparente. Também &
determinado o intervalo de tempo (periodo de caréncia) que deve ocorrer para que os residuos
diminuam, atingindo os limites maximos permitidos (LMP) ou niveis de tolerancias
(TETZNER et al., 2005).

Em alguns casos, o tempo de caréncia recomendado ndo € suficiente para evitar a
presenca de residuos de antibidticos no leite. S3o necessarios outros estudos, para avaliar o
periodo para obter leite para consumo, sem residuos de antibidticos, uma vez que os
mecanismos de eliminagdo dos mesmos ndo estdo totalmente esclarecidos, desconhecendo-se
muitos fatores que influem sobre os periodos de eliminacdo destes. Muitos periodos de
elimina¢do foram estabelecidos apds tratamento de vacas sadias, havendo necessidade de se
estudar melhor a influéncia do processo inflamatdério na persisténcia de residuos apds o
tratamento (RAIA et al., 1999).

O controle de residuos de agentes antimicrobianos no leite é particularmente
importante, também, para a industria de produtos lacteos, devido aos prejuizos causados pela
interferéncia destes compostos no desenvolvimento das culturas lacteas largamente
empregadas em fabricas de laticinios (CORASSIN e OLIVEIRA, 2000).

Pode trazer problemas na fabricagio de iogurtes, queijo e manteiga, além de favorecer
a multiplicacdo de microrganismos indesejaveis como coliformes e bactérias putrefativas que

crescem em pH proximo a neutralidade (SCHAIK et al., 2002).
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A partir dos anos 50, o método de ensaio de disco com Bacillus subtilis e suas
modificacdes foram usados para detectar residuos de antimicrobianos no leite. Durante os
anos 70 e 80 ocorreram o desenvolvimento de técnicas radioimunoldgicas e enzimaticas para
determinar a presenca de beta-lactimicos e outros antimicrobianos, tais como tetraciclinas,
estreptomicinas, eritromicina, novomicina e sulfonamidas. Outros testes determinam a
presenca de residuos de beta-lactimicos baseados na inibicdo da reacdo de enzimas
especificas. E durante os anos 80 foram introduzidos testes utilizando anticorpos para residuos
especificos (CARRARO et al., 2007).

Nas dltimas décadas, foram desenvolvidas diversas metodologias analiticas para a
deteccao ripida de residuos de drogas antimicrobianas no leite. Estas técnicas encontram-se
disponiveis no mercado sob a forma de conjuntos reativos prontos para uso em condicdes de
campo. Os conjuntos foram inicialmente desenvolvidos para utilizagdo em plataformas de
recebimento de leite nas usinas, porém, tém sido aplicados, também, em propriedades rurais,
para verificar a presenga de residuos no leite armazenado nos tanques ou proveniente de vacas
mantidas sob tratamento com antibiéticos (CORASSIN e OLIVEIRA, 2000).

O método de inibicdo microbiana utiliza uma cultura de microrganismo teste,
geralmente Bacillus stearothermophilus, B. subtilis, B. cereus, Micrococcus luteus,
Escherichia coli, B. megaterium ou Streptococcus thermophilus, semeada em meio de
crescimento agar ou liquido, que € inoculado com a amostra de leite e incubado por um
periodo de algumas horas. Durante a incubagdo a amostra se difunde pelo meio e a presenca
de substdncias inibidoras impede ou reduz o crescimento do microrganismo indicador
(MITCHELL et al., 1998).

Existem alguns testes disponiveis no mercado para deteccio de residuos de
antibidticos no leite, tais como: BR teste (Brilian Black Reduction Test); Charm Farm Test;
Delvotest; SnapMT (Beta-lactdmicos e tetraciclinas); CITE Probe® gentamicina; CITE®
Sulfa-trio (sulfametazina, sulfatiazol e sulfametoxina); Lactek (Beta-lactimicos); Signal
(gentamicina), Penzime® e ELISA (Enzyme linked immunoadsorbant assay) (COSTA, 1996;
RAIA JUNIOR, 2001).

Segundo Santos e Fonseca (2007), a preven¢do € o monitoramento minimizam a
ocorréncia de residuos nos alimentos e o aparecimento de resisténcia bacteriana. Sob o ponto
de vista do uso terapéutico de antimicrobianos, algumas consideracdes podem ser sugeridas:
devem ser utilizados apenas sob prescri¢do veterinaria; sé devem ser usados nos casos em que
se suspeite ser o agente causal ndo apenas de natureza infecciosa como, também, sensivel ao

medicamento escolhido; escolha de antimicrobiano levando em consideracio a relagdo risco x
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beneficio (a saide animal e humana); seguir rigorosamente as instru¢des da bula quanto a
dose, via de administracdo, intervalos entre as aplicacdes, periodos de caréncia e formas de
armazenamento; manter um registro dos animais tratados, dos medicamentos usados, da
posologia e do periodo em que foi feito o tratamento; monitoramento dos animais apds
tratamento, mesmo ap6s periodo de caréncia recomendado, antes de liberar o leite para
consumo.

Borges et al. (2000) pesquisaram a ocorréncia de residuos de antibidticos em 533
amostras de leite pasteurizado no estado de Goids, utilizando o método de difusdo de
antibidticos em d4gar, tendo o Bacillus subtilus e o B. stearothermophilus como
“microrganismos-testes” e foram identificadas 53 (9,95%) amostras positivas.

Barros et al. (2001) identificaram 38,5% das amostras positivas para residuos de
antibidticos, através do método ADM (Antimicrobial Diffusion Method). Fato atribuido, ao
uso indiscriminado de antibidticos para fins terap€uticos ou incorporados a alimentagdo como
suplemento dietético.

Lopes et al. (2002) em pesquisa realizada com amostras de leite de Curitiba/PR,
estimaram um percentual de 25% de residuos de antibidticos.

Almeida et al. (2003) estimaram uma prevaléncia de amostras de leite com residuos de
antibidticos Beta-Lactamicos, da ordem de 1,89%, em 158 propriedades leiteiras de
Uberlandia/MG.

Picinin (2003) ao avaliar a qualidade do leite e da dgua de algumas propriedades
leiteiras de Minas Gerais, observou a presencga de residuos de inibidores e/ou conservantes no
leite em seis amostras (19,35%) pelo teste do cloreto de 2,3,5-trifeniltetrazolium, mais
conhecido como TTS. Verificou ainda, que a CCS nesses leites variou de 211.000 a 787.000
células/mL. Portanto, os autores concluiram que o aumento na CCS pode acarretar maiores
riscos de contaminagdo da matéria-prima com substincias antimicrobianas usadas nos
tratamentos dos animais infectados.

Kang et al. (2005) pesquisaram residuos de antibidticos em 73 amostras de leite,
coletadas de quartos individuais de vacas, ap6s tratamento intramamario, usando o Delvotest.
Os resultados obtidos foram 24, 20 e 12 amostras positivas para residuos de antibidticos,
respectivamente, no tempo de incubacio de 150, 165 e 180 minutos a 82°C.

Rheinheimer et al. (2006) ao avaliarem a qualidade de leite fluido em Passo Fundo/
RS, verificaram a presenca de inibidores através do Delvotest, em cinco amostras de leite
pasteurizado. Os autores observaram que havia um grande risco ao consumidor e indica falhas

nos servigcos de inspecao.
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2.5  Qualidade da Agua

Segundo a Organizacdo Pan-Americana da Saide — OPAS (2007), a qualidade da 4gua
tem grande influéncia sobre a satide. Se ndo for adequada pode ocasionar surtos de doencgas e
causar sérias epidemias. Os riscos a sadde, associados a dgua, podem ser de curto prazo
(quando resultam da poluicdo de dgua causada por elementos microbioldgicos ou quimicos)
ou de médio e longo prazo (quando resultam do consumo regular e continuo, durante meses
ou anos, de d4gua contaminada com produtos quimicos como certos metais ou pesticidas).

A 4gua utilizada nas propriedades leiteiras sdo provenientes na sua maioria, de
mananciais de superficies, pocos, acudes, minas, redes de abastecimento, riacho e cisternas,
sendo que os microrganismos nela encontrados podem ser dela préprios ou originados do
solo, das fezes ou de matéria orginica. As dguas subterrdneas de pocos e fontes, ao
atravessarem uma superficie de rocha e terra até atingir determinado nivel perdem grande
parte de suas bactérias e de matéria organica em suspensdo (HOFFMANN et al., 1997).

Nos paises em desenvolvimento onde se encontram dreas urbanas densamente
povoadas com precdrias condi¢des de saneamento basico, a d4gua € responsavel por um grande
nimero de doengas de veiculacdo hidrica (FREITAS et al., 2001).

A 4gua € um elemento essencial a vida, porém pode trazer riscos a saide em face de
sua ma qualidade, servindo de veiculo para vérios agentes bioldgicos e quimicos, por isso, o
homem deve estar atento aos fatores que podem interferir negativamente na qualidade da dgua
que consome e no seu destino final (BARCELLOS et al., 2006).

Os coliformes totais sdo bactérias na forma de bastonetes, Gram negativos, nao
esporogénicos, aerébios ou anaerdbios facultativos, capazes de fermentar lactose com
producdo de gis, em 24 a 48 horas a 35°C. Os coliformes termotolerantes sdo bactérias
semelhantes aos coliformes totais, mas capazes de fermentar a lactose com producdo de gés,
em 24 horas a 44,5 — 45,5°C e incluem trés géneros, Escherichia, Enterobacter e Klebsiella,
sendo que os dois tltimos incluem cepas de origem ndo fecal. Por esse motivo, a presenca de
coliformes termotolerantes em alimentos € menos representativa como indicadora de
contaminagdo fecal, do que enumeragdo direta de E. coli, porém, muito mais significativa do
que a presenca de coliformes totais, dada a alta incidéncia de E. coli dentro do grupo
termotolerante (SILVA et al., 1997).

Estudos realizados pelo Instituto Tecnolégico do Estado de Pernambuco - ITEP (1993)
citado por Alves et al. (2002), avaliaram a potabilidade e tracaram o perfil higiénico-sanitério

da 4gua consumida em residéncias, empresas e hospitais da cidade. Observaram que os
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maiores indices de contaminacdo foram de bactérias do grupo coliformes totais (64%),
seguido de Pseudomonas aeruginosa (33%), coliformes termotolerantes (25%) e
Staphylococcus aureus (13%). Evidenciou-se que as dguas tratadas apresentavam altos indices
de contaminagdo microbioldgica devido as redes internas de fornecimento, ou seja, cisternas,
caixa d’4gua, torneiras e bebedouros sem manutengao.

Ribeiro et al. (2000) avaliaram a qualidade microbiolégica da dgua utilizada para
lavagem dos equipamentos de ordenha e dos tetos dos animais antes da ordenha. Das amostras
de dgua, 62,22% eram provenientes de minas, 20% de pogos artesianos, 4,44% de cOrregos e
8,89% recebiam tratamento (cloracdo). Os resultados evidenciaram que 75,55% estavam
acima dos padrdes de potabilidade.

Cardoso et al. (2001) analisaram a qualidade de amostras coletadas em redes de
distribuicdo na cidade de Descalvado/SP e estimaram 24 (2,73%) positivas para coliformes
totais e 48 (5,47%) de coliformes termotolerantes.

Nogueira et al. (2003) avaliaram a qualidade microbioldgica de dguas tratadas e ndo
tratadas provenientes de comunidades urbanas e rurais de Maringd/PR e observaram maior
contaminagdo em aguas ndo tratadas com 93% de coliformes totais e 48% de coliformes
termotolerantes, sendo que no periodo quente e imido os indices de contaminacio foram
maiores quando comparados ao periodo frio e imido.

Gonzales et al. (2004) estudaram a dgua de consumo dos animais ou dgua de limpeza
na bacia leiteira de Pelotas/RS, através do Numero Mais Provavel (NMP) de coliformes totais
e termotolerantes e contagem de aerébios mesdfilos, sendo que a contagem de coliformes
totais apresentou valores superiores aos recomendados pela Resolugdo do Conselho Nacional
do Meio Ambiente (CONAMA) n° 20, de 18 de junho de 1986. A contagem de mesdfilos
variou de 387 Unidades Formadoras de Colonias (UFC) /mL a 47.268 UFC/mL.

Segundo Rolim (2005) os altos indices de contaminag@o encontrados em pogos e
minas de propriedades rurais e peri-urbanas no municipio de Botucatu/SP representam riscos
a satde publica se ndo forem aplicadas medidas visando o tratamento e a preservacdo da
qualidade microbiolégica da dgua. Os resultados obtidos pelas andlises revelaram 93% de
coliformes totais e 82% de coliformes termotolerantes, concluindo que estava imprdpria para
consumo de acordo com a Portaria n° 518 do Ministério da Saude.

Amaral et al. (2005) analisaram &4gua de consumo humano das fontes de
abastecimento, reservatérios e ponto de consumo em 13 propriedades produtoras de suino

situadas no nordeste de Sdo Paulo. Os resultados evidenciaram que 23,1% das amostras das
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fontes encontravam-se fora dos padrdes de potabilidade no periodo da chuva e 38,4% no
periodo da estiagem.

Polegato e Amaral (2005) realizaram inquérito em 20 propriedades leiteiras no
municipio de Marilia/SP, com o objetivo de verificar o nivel de conhecimento do produtor
rural quanto a importancia da qualidade da 4gua na cadeia produtiva. Os resultados revelaram
que 90% das propriedades ndo efetuavam tratamento quimico na dgua e nunca analisaram a
dgua que consomem, 10% que tratavam a dgua faziam de maneira inadequada e 40% das
propriedades ndo possuiam dgua no local de ordenha e os cuidados higié€nicos para obtencio
do leite deixavam a desejar na maioria das propriedades.

Jacinto et al. (2005) avaliaram amostras de dgua de pocos e minas de propriedades
rurais e suburbanas em Franca/SP, durante os periodos de inverno e verdo. Entre as
propriedades rurais, 77,4% estavam fora dos padrdes de potabilidade no periodo de verdo e
70% durante o periodo de inverno e nas propriedades suburbanas 90% encontravam-se fora
dos padrdes no verdo e 96,7% no inverno.

Siqueira e Okura (2005) analisaram amostras de dgua de residéncias e de minas em
Uberaba/MG. Observaram que 20% das residéncias apresentavam coliformes totais e

termotolerantes e 100% das amostras de minas apresentavam-se impréprias para consumo.
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4 EXPERIMENTO I

41 CONTAGEM DE CELULAS SOMATICAS, COMPOSICAO E CONTAGEM
BACTERIANA TOTAL DO LEITE DE PROPRIEDADES LEITEIRAS NOS
MUNICIPIOS DE MIRANDA DO NORTE, ITAPECURU - MIRIM E SANTA RITA,
MARANHAO

RESUMO

Objetivou-se com este estudo avaliar a influéncia da contagem de células somaticas (CCS),
composicdo e contagem bacteriana total (CBT) sobre a qualidade do leite produzido em
propriedades leiteiras de Miranda do Norte, Itapecuri-Mirim e Santa Rita, Estado do
Maranhio. Este trabalho foi realizado tendo em vista a instrugdo normativa N° 51, publicada
pelo Ministério da Agricultura Pecudria e Abastecimento (MAPA). Foram coletadas 20
amostras de leite cru no periodo de verdo (agosto a dezembro/2006) e 20 amostras no periodo
de inverno (janeiro a julho/2007), representadas por pequenos, médios e grandes produtores,
com ordenha manual e mecanica. Verificou-se no periodo de verdo, que a média de CCS foi
de 2.236.700 células/mL, gordura (%) de 3,87, proteina (%) de 3,19, lactose (%) de 4,36, EST
(%) de 12,25, ESD (%) de 8,55 e CBT de 677,90 UFC/mL, e no inverno a média de CCS foi
de 2.629.950 células/mL, gordura (%) de 3,87, proteina (%) de 3,27, lactose (%) de 4,45, EST
(%) de 13,19, ESD (%) de 8,74 ¢ CBT de 8421,35 UFC/mL. Quanto a sazonalidade, as
médias de CCS e CBT foram mais elevadas na estagdo do inverno do que no verdo.
Entretanto, no verdo, as médias de gordura, CCS e CBT foram mais elevadas entre as
fazendas que produziam até 250 litros de leite e o contrdrio ocorreu para EST e ESD e no
inverno, as médias de gordura, proteina, lactose, EST, ESD, CCS e CBT foram mais elevadas
entre as fazendas que produziam até 250 litros de leite. Verificou-se ainda que no verdo e
inverno, as médias de gordura foram mais elevadas entre as amostras que apresentaram CCS
maior que 1.000.000 células/mL; a média da lactose foi mais elevada entre as fazendas que
tinham CCS até 1.000.000 células/mL no verdo, enquanto que no inverno a média foi mais
elevada entre as fazendas que tinham mais de 1.000.000 células/mL; as médias das varidveis:
proteina, EST e ESD foram correspondentemente mais elevados entre as fazendas com CCS
até 1.000.000 células/mL, no inverno e no verdo. E necessdrio um programa de educagio
sanitdria junto aos produtores de leite das regides estudadas, visando uma melhoria da

qualidade do leite.
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PALAVRAS-CHAVE: Contagem de células somaticas, leite, composi¢do, Contagem

bacteriana total.

ABSTRACT

This paper aims at evaluating the influence of Somatic Cell Counting (SCC; CCS, in
Portuguese) and Total Bacterial Counting (TBC; CBT, in Portuguese) over the quality of the
milk of milk-producing facilities in the towns of Miranda do Norte, Itapecuri-Mirim and
Santa Rita, all located in Brazilian Maranhao state. It was produced under the orientations
contained in the Ruling Protocol 51, issued by Brazilian Agriculture, Cattle-Raising and
Supply Ministry (Ministério da Agricultura Pecudria e Abastecimento — MAPA, in
Portuguese). During summertime (August through December 2006) and wintertime (January
through July 2007), 20 (twenty) samples of raw milk were collected in each season among
small, medium and great producers, through both mechanical and manual milking procedures.
Summertime ratings were 2,236,700 cells/mL SCC; 3.87% fat; 3.19% protein; 4.36% lactose;
12.25% EST; 8.55% ESD and 677.90 UFC/mL CBT. Wintertime ratings were 2,629,950
cells/mL; 3.87% fat; 3.27% protein; 4.45% lactose; 13.19% EST; 8.74% ESD and 8,421.35
UFC/mL TBC. As to sazonality, both SCC and TBC ratings were higher during wintertime
than during summertime. However, during summertime, ratings for fat, SCC and TBC were
higher among the facilities producing up to 250 liters of milk; variables EST and ESD showed
inversed ratings. During wintertime, ratings for fat, protein, lactose, EST, ESD, SCC and TBC
were higher among the facilities producing up to 250 liters of milk. The collected data
confirmed that during, summertime and wintertime, ratings for fat were higher among the
samples with SCC higher than 1,000,000 cells/mL; ratings for lactose were higher among the
facilities with SCC up to 1,000,000 cells/mL during summertime, as long as during
wintertime ratings were higher among facilities with ratings up to 1,000,000 cells /mL; ratings
for variables protein, EST and ESD were correspondingly higher among the facilities with
SCC up to 1,000,000 cells/mL, during both wintertime and summertime. Such results confirm
the need for a sanitary educational effort involving milk producers in the regions studied,
aiming at an improvement in the milk quality.

KEYWORDS: Somatic Cell Counting, milk, composition, Total Bacterial Counting.
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INTRODUCAO

As células somdticas do leite originam-se do sangue (linfécitos, macrofagos e
neutr6filos) e células epiteliais de descamacdo da préopria glandula mamadria presentes no leite.
Essas células sdo um indicativo da ocorréncia de inflamag@o intramamadria e podem ser usadas
para distinguir uma glandula mamadria infectada de uma ndo-infectada (SANTOS e
FONSECA, 2007).

A contagem de células somadticas do rebanho e do tanque de expansdo deve ser vista
como ferramenta extremamente valiosa e que, entre outras finalidades, pode-se citar: o
monitoramento da prevaléncia de mastite subclinica no rebanho, especialmente aquelas
causadas por microrganismos contagiosos, denotativo da qualidade do leite cru para a
industria; indicacdo das condigcdes higiénicas sob as quais o leite foi produzido nas
propriedades; possibilidade de estimativas das perdas da producdo de leite; orientagdo do
produtor para tomada de decisdes a fim de prevenir a transmissdo da doenca durante a
lactacdo e a identificag@o de vacas para tratamento, secagem e descarte (LANGONI, 2000).

De acordo com Magalhdes et al. (2004), altas contagens de células somaticas causam
perdas econdmicas considerdveis na producdo de leite durante a lactagdo e estas perdas sdo
mais significativas a partir da quarta pari¢do. Quando o animal apresenta mastite clinica, as
perdas econdmicas sdo aparentemente maiores, devido aos custos adicionais do tratamento e
descarte do leite. Entretanto, a mastite subclinica causa perdas que sdo preocupantes, pois
estas ndo sdo visiveis ao produtor leiteiro.

Parametros de qualidade do leite sdo cada vez mais usados para detectar problemas
com as praticas de producdo e para determinar o valor do leite. Paises que desejam competir
no mercado internacional de produtos lacteos devem demonstrar a qualidade do produto que
estdo vendendo. Além da demanda dos consumidores por produtos de maior qualidade,
também estd ocorrendo uma mudanga de responsabilidade do governo para com os produtores
de alimentos, de forma a assegurar esta qualidade (FIGUEIREDO e PORTO, 2002).

O método do BactoCount IB (Bentley Instruments, Chaska, USA) foi desenvolvido
para superar as limitagdes dos métodos oficiais de referéncia e consiste em uma técnica de
citometria de fluxo rdpida e sensivel, desenvolvida para detectar bactérias individuais no leite
cru apos remocao dos componentes interferentes, o rompimento das colonias de bactérias e a
coloracdo do DNA/RNA das bactérias por sonda fluorescente (HORST, 2006).

Com relagdo aos parametros Extrato Seco Total (EST), Extrato Seco Desengordurado

(ESD) e lactose, apresentam espago secunddrio nos sistemas de pagamento por qualidade,
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muito aquém dos critérios relacionados a gordura e proteina. Os s6lidos representam cerca de
12 a 13% da composi¢do do leite e esses teores variam de acordo com a heranga genética do
animal e/ou rebanho, o estigio de lactacdo, a gestacdo, nutricdo, idade, estacdo do ano,
incidéncia de mastite, entre outros (FONSECA, 2001).

O Ministério da Agricultura Pecudria e Abastecimento (MAPA) por intermédio do
Departamento de Inspecdo de Produtos de Origem Animal (DIPOA) publicou a Instrucio
Normativa N°51 — IN N°51 no Didrio Oficial da Unido, em 18 de setembro de 2002. Esse
regulamento normatiza a producgdo, estabelecendo os critérios e pardmetros de identidade e
qualidade do leite, desde a ordenha, o resfriamento na propriedade rural e seu transporte a
granel, incluindo requisitos fisico-quimicos e microbioldgicos, contagem de células somdticas
(CCS) e composi¢cdo. Com isto acredita-se em uma melhor remuneragdo do produtor e
melhoria da qualidade do leite consumido no Brasil, além da adequacdo do produto aos
padrdes internacionais visando ampliar as exportagdes (LIMA et al., 2006).

Os produtores das regides norte/nordeste terdo até 2010 para produzirem leite com
CCS maxima de 1.000.000 células/mL, quando irdo diminuir para 750.000 células/mL e a
partir de 2011, o parimetro serd de 400.000 células/mL para todas as regides do pais
(BRASIL, 2002).

O pagamento diferenciado do leite baseado em critérios de qualidade da matéria-prima
fornecida aos laticinios € um assunto bastante relevante, pois consiste em evolucdo do sistema
de comercializagdo do leite e de um aprimoramento das relacdes entre industrias e produtores,
além logicamente de premiar com uma bonificag¢do extra aqueles produtores que dedicaram
esforcos, empenho e recursos financeiros para produzir uma matéria-prima superior

(FONSECA, 2005).

MATERIAL E METODOS

Para determinagdo da qualidade do leite foram selecionadas ndo probabilisticamente
por conveniéncia, 20 propriedades produtoras de leite, localizadas nos municipios de Miranda
do Norte, Itapecuri-Mirim e Santa Rita, Estado do Maranhdo, representando pequenos,
médios e grandes produtores, com ordenha manual e mecanica, durante o periodo de verdo
(agosto a dezembro de 2006) e inverno (janeiro a julho de 2007).

A colheita das amostras de leite foi realizada em latdes com auxilio de conchas de aco
inoxidavel desinfetadas com dlcool a 70% e posteriormente enxutas com auxilio de toalhas de

papel, sendo que os latdes foram homogeneizados utilizando agitador manual de cabo longo,
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com 10 movimentos verticais, segundo metodologia preconizada pela CLINICA DO LEITE
(2006).

As amostras eram representadas por um “pool” de cada propriedade, sendo colhida
aproximadamente 40 mL em frascos estéreis de 50 mL com pastilha Bronopol (2-bromo-2-
nitropropano-1,3-diol e natamicina). Estas foram colocadas em caixas isotérmicas contendo
gelo recicldvel, mantidas na temperatura de 7 °C e enviadas ao Laboratério de Qualidade do
Leite do Centro de Pesquisa em Alimentos da Escola de Medicina Veterindria da
Universidade Federal do Goids - UFG, para serem submetidas as andlises de teor de gordura,
proteina, lactose, EST, ESD e contagem de células somadticas (CCS).

Para a contagem de células somadticas, utilizou-se o equipamento eletrdnico -
Fossomatic 5000 Basic (Foss Eletric A/S. Hillerod, Denmark) cujo principio analitico baseia-
se na citometria de fluxo. Os teores de gordura, proteina, lactose, EST e ESD foram
determinados utilizando-se o equipamento eletrénico - Milkoscan 4000 (Foss Eletric A/S.
Hillerod, Denmark) cujo principio analitico baseia-se na absor¢do diferencial de ondas
infravermelhas pelos diferentes componentes do leite (NATIONAL MASTITIS COUNCIL,
1999).

Para CBT foram colhidas aproximadamente 40mL de leite, em frascos estéreis
contendo quatro gotas do conservante azidiol (cloranfenicol, azida sédica, citrato de sodio e
alcool etilico), em seguida os frascos foram tombados por 6 vezes, depois foram colocados
em caixas isotérmicas contendo gelo recicldvel, mantidas a 7° C e enviados ao Laboratdrio de
Qualidade do Leite do Centro de Pesquisa em Alimentos da Escola de Medicina Veterinaria
da Universidade Federal do Goids - UFG, onde foram submetidas a andlise de Contagem
Bacteriana Total, por meio equipamento Bactoscan FC (Foss Eletric A/S. Hillerod, Denmark)
com capacidade de andlise de 50 amostras/hora e cujo principio analitico baseia-se na
citometria de fluxo (BROUNTIN, 2004).

Ap6s ser automaticamente pipetadas para o interior do equipamento, uma aliquota da
amostra de leite sofreu incubacdo a 50°C por 8 minutos. Durante a incubag¢@o misturou-se aos
reagentes, ocorrendo a coloracdo do DNA bacteriano por brometo de etidio e a lise enzimatica
das células somdticas e componentes do leite. Transcorrido o tempo de incubacdo, o
equipamento transferiu um aliquota da amostra para a célula de fluxo, onde um raio laser
incidiu sobre as bactérias coradas, proporcionando a emissdo de pulsos luminosos. Estes
pulsos foram detectados, contados e o resultado equivale ao nimero de bactérias/mL.
Empregando-se um fator de conversdo obteve-se o resultado em UFC/mL (SANTOS e

FONSECA, 2007)
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Para a andlise dos dados foram obtidas distribui¢des absolutas, percentuais e as
medidas estatisticas: média, mediana, desvio padrio, coeficiente de variagcdo, valor minimo e
valor maximo e o valor de correlagdo de Pearson (Técnicas de estatistica descritiva) e
utilizados os teste: Wilcoxon de Postos Sinalizados, teste t-Student pareado e o teste t-Student
para amostras independentes com varidncias iguais ou desiguais (Técnicas de estatistica

indiferencial) (ALTMAN e HALL, 1991; ZAR, 1999).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A CCS no verao variou de 168.000 células/mL a 6.211.000 células/mL, com média de
2.236.700 células/mL e no inverno variou de 767.000 células/mL a 10.198.000 células/mL
com média de 2.629.950 células/mL, sendo que 65% das amostras no verdo e 85% das
amostras no inverno estavam acima dos padrdes preconizados pela Instrugdo Normativa n°51/
MAPA (BRASIL, 2002) para a regido nordeste, que estabelece um limite maximo de
1.000.000 células/mL a partir de junho de 2007.

O limite de CCS nos Estados Unidos é de 750.000 células/mL, no Canada é de
500.000 células/mL, na Nova Zelandia, Austrilia e Europa é de 400.000 células/mL
(MACHADO et al., 2000). Considera-se, portanto que a qualidade do leite produzido nas
propriedades estudadas estd comprometida, causando perdas na producgdo de leite e de seus
derivados.

A média de CCS encontra-se acima da média de 348.000 células/mL obtida por Bueno
(2004) que avaliaram a qualidade do leite no estado de Goids, e também acima da média de
492.555 células/mL observada por Fonseca e Neto (2005) na bacia leiteira do Vale do Rio
Preto - RJ. Lima et al. (2006) verificaram que a média da CCS de leite de rebanhos do agreste
do estado de Pernambuco correspondeu a 402.126 células/mL.

Com relagdo a sazonalidade, as médias e as medianas de CCS foram correspondentes
mais elevadas no inverno do que no verdo e a variabilidade expressa através do coeficiente de
variagdo se mostrou bastante elevada desde que a referida medida foi no minimo 78,01%. O
aumento da CCS no inverno, observado nos municipios estudados pode ser justificado, por
ser um periodo que apresenta temperaturas elevadas, alta umidade do ar e chuvas periddicas,
resultando em maior exposi¢do das extremidades dos tetos aos microrganismos, favorecendo
o aparecimento de novas infeccdes.

Pode-se observar que a CCS na estag@o verdo apresentou até 1.000.000 células/mL em

sete (35,0%) propriedades e acima de 1.000.000 células/mL em 13 (65,0%) propriedades,
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enquanto que na estacdo inverno apenas trés (15,0%) propriedades apresentaram CCS até
1.000.000 células/mL. e 17 (85%) propriedades tinham valores acima de 1.000.000
células/mL.

Resultados semelhantes foram observados por Aradjo et al. (2006) que citam que a
média da CCS no periodo inverno foi estatisticamente superior (p<0,05) aquela observada no
verdo e enfatizam que no periodo chuvoso ha formagéo de areas alagadas e presenca de lamas
no habitat das vacas, favorecendo as infec¢cdes por microrganismos ambientais.

Segundo Viana (2000) e Barbosa et al. (2007), além da presenca de infeccdes
intramamarias e fatores intrinsecos como raca, idade da vaca e estdgio de lactagdo, outros
fatores extrinsecos podem interferir na CCS, como época do ano e estresse climético.

As altas CCS e CBT observadas no presente estudo podem ser explicadas por falhas
no manejo, principalmente no que se refere aos cuidados higiénico-sanitdrios na ordenha, pois
das 20 propriedades estudadas, apenas 12 (60%) tinham como rotina a pratica de realizar o
pré e/ou pés-dipping, mas a maioria ndo utilizava desinfetantes adequados; algumas usavam
na concentracio errada e outras utilizavam somente a dgua para limpeza do ubere e dos tetos.
Dessas 12 propriedades, somente tré€s (15%) realizavam o pOs-dipping pelo fato de ter
bezerros ao pé e acharem que os mesmos podem ingerir o produto. Com relagéo a utilizagio
de pano para secagem dos tetos das vacas, 12 (60%) propriedades fazem uso na rotina de
ordenha, sendo um risco em potencial por poder veicular microrganismos patogé€nicos
causadores de mastite e conseqiientemente o aumento da CCS. Somente 12 (60%)
propriedades realizavam limpeza e desinfecc¢do das instalacdes e o restante das propriedades
fazia apenas a retirada dos dejetos nas instalacdes. Constatou-se no presente trabalho, que
somente cinco (25%) propriedades utilizavam caneca telada e CMT para diagnéstico de
mastite antes da ordenha e apenas dois (10%) proprietdrios afirmaram conhecer o significado
de CCS, mas nao souberam responder corretamente (Tabela 1).

Segundo Santos (2007) a desinfec¢do dos tetos antes e apds a ordenha é uma medida
eficaz para evitar o aparecimento de novas infec¢des intramamadrias em vacas leiteiras, em
particular para os agentes contagiosos. A pritica do pré-dipping também melhora a
estimulacdo da descida do leite, que é um reflexo neuro-hormonal que aumenta a velocidade
de ordenha e a extragdo do leite.

Souza et al. (2005) observaram em propriedades da Zona da Mata — MG que os
principais fatores de risco identificados para o aumento da CCS foram: auséncia de anti-sepsia
antes e apds a ordenha, a nio adogdo de linha de ordenha e a ndo higienizagdo dos

equipamentos de ordenha (auséncia de 4gua quente e/ou treinamento dos ordenhadores).
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Tabela 1  Distribui¢do das propriedades leiteiras nos municipios de Miranda do Norte,
Itapecurd-Mirim e Santa Rita — MA, analisadas segundo as varidveis relacionadas

ao manejo da ordenha.

Variavel n %
* Realizagdo pré e/ou pés - dipping
Sim 12 60,0
Nio 8 40,0
TOTAL 20 100,0
* Utiliza¢@o de pano para secagem dos tetos
Sim 12 60,0
Nio 8 40,0
TOTAL 20 100,0
* Limpeza e desinfec¢do das instalagdes
Sim 12 60,0
Nio 8 40,0
TOTAL 20 100,0

» Utilizag@o de caneca telada e CMT para diagndstico de mastite
antes da ordenha

Sim 5 25,0

Nio 15 75,0

TOTAL 20 100,0
* Sabe o significado de CCS?

Sim 2 10,0

Nio 18 90,0

TOTAL 20 100,0

Na tabela 2, verifica-se que com excecdo do percentual de gordura que apresentou
médias iguais entre as duas estacdes, as demais médias foram correspondentemente mais
elevadas na estacdo do inverno do que na estagdo verdo, entretanto diferenca significativa ao
nivel de 5,0% entre as duas estacdes s6 foi verificada para EST (p<0,05); a variabilidade
expressa através do coeficiente de variacdo se mostrou reduzida desde que o maior valor foi

registrado para percentual de gordura (16,28%) em cada estag@o.
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Tabela 2  Estatistica das varidveis: percentual de gordura, proteina, lactose, EST e ESD
segundo a estag¢do do ano (verdo e inverno), nas propriedades leiteiras de Miranda

do Norte, Itapecuri-Mirim e Santa Rita - MA

Variavel Estatisticas Verao Inverno Valor de p
* Gordura (%) Média 3,87 3,87 p (1) = 1,000
Mediana 3,82 3,83
Desvio padrido 0,63 0,63
Coeficiente de 16,28 16,28
variacio
Minimo 2,96 2,96
Miximo 5,41 5,41
¢ Proteina (%) Média 3,19 3,27 p (1) =0,239
Mediana 3,23 3,23
Desvio padrio 0,20 0,22
Coeficiente de 6,27 6,73
variacao
Minimo 2,67 2,90
Maximo 3,42 3,76
* Lactose (%) Média 4,36 4,45 p(1)=0,614
Mediana 4,39 4,47
Desvio padrao 0,27 0,24
Coeficiente de 6,19 5,39
variacao
Minimo 3,42 4,06
Miximo 4,74 5,11
* EST (%) Média 12,25 13,19 p (2) = 0,009*
Mediana 12,36 13,26
Desvio padrao 0,76 1,06
Coeficiente de 6,20 8,04
variacio
Minimo 10,61 11,07
Miximo 13,75 14,57
* ESD (%) Média 8,55 8,74 p (1) =0,467
Mediana 8,77 8,73
Desvio padrio 0,48 0,41
Coeficiente de 5,61 4,69
variacio
Minimo 6,97 7,99
Maéximo 9,17 9,93

(*): Diferenca significante a 5,0%.
(1): Através do teste de Wilcoxon de Postos Sinalizados para dados pareados.
(2): Através do teste t-Student pareado.

Observou-se que as médias de gordura, proteina, lactose, EST e ESD tanto no verdo
quanto no inverno, estavam de acordo com os valores preconizados pela IN N°51/MAPA.

Resultados semelhantes foram observados por Barcelos et al. (2006) em amostras de
leite cru clandestino em Paruapebas — PA ; Silva et al. (2007) em propriedades leiteiras de
Catalao — GO e Ferreira et al. (2006) em amostras de leite pasteurizado em Jaboticabal — SP.
Contudo, diferem de Vidal-Martins et al. (2005) em amostras de leite UAT de Sao Paulo que
observaram valores de EST e ESD fora dos padrdes exigidos pela IN N°51/MAPA.
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Lorenzetti et al. (2006) verificaram resultados opostos ao do presente trabalho, com
53,3% e 40% das amostras de leite tipo C comercializado em Curitiba — PR, fora dos padrdes,
respectivamente, para gordura e ESD.

A producido de leite variou de 45 litros a 1.100 litros, sendo que 15 (75%) fazendas
produziam até 250 litros de leite por dia e cinco (25%) produziam um valor superior a 250
litros de leite.

Na tabela 3, observa-se que no verdo as médias foram mais elevadas entre as
propriedades que produziam até 250 litros de leite para as varidveis: gordura, CCS e CBT e o
contrario ocorreu com as outras varidveis (proteina, lactose, EST e ESD) que apresentaram as
médias mais elevadas entre as propriedades que produziam mais de 250 litros de leite,
entretanto a 5,0% a tunica diferenca significante entre os dois subgrupos do volume de leite

ocorreu para a CCS (p<0,05).

Tabela 3 Médias das varidveis: percentual de gordura, proteina, lactose, EST e ESD, CCS e
CBT, segundo o volume de leite na estagdo do verdo nas propriedades leiteiras de

Miranda do Norte, Itapecuri-Mirim e Santa Rita — MA

Volume do leite (L)

Variavel Estatisticas Até 250 > 250 Valor de p

e Gordura (%) Média 3,94 3,66 pD = 0413
Mediana 3,89 3,60
Desvio padrdo 0,69 0,37

e Proteina (%) Média 3,15 3,31 PV =0,124
Mediana 3,15 3,36
Desvio padrdo 0,21 0,10

e Lactose (%) Média 4,30 4.53 pY=0,111
Mediana 4,34 4,50
Desvio padrao 0,29 0,16

e EST (%) Média 12,17 12,51 PO = 0,394
Mediana 12,16 12,77
Desvio padrao 0,84 0,40

o ESD (%) Média 8,45 8,85 PO =0.114
Mediana 8,71 8,78
Desvio padrdo 0,51 0,18

e CCS X (1000céls./mL)  Média 2.644.,47 1.013,40 PP=0,012*
Mediana 2.238,00 701,00
Desvio padrao 1.803,48 763,06

CBT x (1000 UFC/mL) Média 837,80 198,20 P®=0,062
Mediana 343,00 112,00
Desvio padrdo 1.188,56 194,67

(*): Diferenca significante a 5,0%.
(1): Através do teste t-Student com variancias iguais.
(2): Através do teste t-Student com variancias desiguais.



59

Na tabela 4, observa-se que no inverno, as médias de gordura, lactose, EST, ESD e
CCS foram mais elevadas entre as fazendas que produziam até 250 litros de leite, entretanto a
unica diferenca significativa entre os dois subgrupos do volume de leite ocorreu para CCS

(p<0,05).

Tabela 4 Médias das varidveis: percentual de gordura, proteina, lactose, EST, ESD, CCS e
CBT, segundo o volume de leite na estacdo do inverno nas propriedades leiteiras

de Miranda do Norte, Itapecurd-Mirim e Santa Rita — MA

Volume do leite (L)
Variavel Estatisticas Ate 250 > 250 Valor de p
e Gordura (%) Média 3,94 3,65 p"'=0,381
Mediana 3,88 3,58
Desvio padrao 0,69 0,38
¢ Proteina (%) Média 3,31 3,14 p(]) =0,123
Mediana 3,35 3,17
Desvio padrio 0,21 0,18
e Lactose (%) Média 4,46 442 p'=0,752
Mediana 4,47 4,46
Desvio padrio 0,26 0,20
e EST (%) Média 13,26 12,98 pm ~0.622
Mediana 13,38 12,49
Desvio padrao 0,99 1,35
e ESD (%) Média 8,79 8,60 p(l) 0377
Mediana 8,72 8,74
Desvio padrdo 0,43 0,35
e CCS X (1000 céls./mL) Média 3.067,00 1.318,80 p(z) — 0,028*
Mediana 2.059,00 1.102,00
Desvio padrao 2.650,66 533,06
CBT (1000 UFC/mL) Média 10.534,73 2.081,20 p" = 0,442
Mediana 1,379,00 1.546,00
Desvio padrdo 23.569,63 2.089,58

(*): Diferenca significante a 5,0%.
(1): Através do teste t-Student com variancias iguais.
(2): Através do teste t-Student com variancias desiguais.

Os resultados da CBT no inverno corroboram com os de Bueno (2004) que observou
que no periodo das chuvas as médias foram significativamente maiores do que no periodo das

secas. O referido autor afirma que as chuvas favorecem o aumento da contaminacio
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ambiental, o acimulo de lama nas instalagdes e maior ocorréncia de tetos sujos no momento
da ordenha e associando-se as falhas na rotina de ordenha, podem causar uma elevada
contaminagio do leite.

Aratjo et al. (2006), observaram que as altas precipitagdes pluviométricas e média da
contagem de células somdticas aumentam com a intensidade das chuvas, pois hd formacao de
areas alagadas e presenca de lamas nas instalagdes dos animais, favorecendo, infec¢des por
microrganismos ambientais.

Na Tabela 5, destaca-se que as médias para gordura foram mais elevadas entre as
amostras que tinham mais de 1.000.000 células/mL, tanto no inverno quanto no verao; a
média para lactose foi mais elevada entre as propriedades que tinham até 1.000.000
células/mL no verao, enquanto que no inverno a média foi mais elevada entre as propriedades
que tinham mais de 1.000.000 células/mL; as médias das varidveis: proteina, EST e ESD
foram correspondentemente mais elevados entre as propriedades com até 1.000.000
células/mL no verdo e inverno, entretanto nao se comprovou diferenga significativa entre as
propriedades com até 1.000.000 células/mL do que entre as propriedades que tinham mais de

1.000.000/mL células para nenhuma das varidveis analisadas no verdo ou no inverno.
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Tabela 5 Média e desvio padrdo das varidveis: gordura, lactose, proteina, EST e ESD
segundo a CCS por estagc@o do ano (verdo e inverno) nas propriedades leiteiras de

Miranda do Norte, [tapecuri-Mirim e Santa Rita — MA

Estacdo do Ano

., Verao Inverno

VAT e Média (DP) Média (DP)

e Gordura Até 1.000.000 3,65 (0,36) 3,74 (0,61)
> 1.000.000 3,98 (0,72) 3,89 (0,65)

Valor de p p" =0,277 p" =0,724
o Lactose Até 1.000.000 3,21 (0,10) 3,19 (0,08)
> 1.000.000 3,17 (0,24) 3,28 (0,23)

Valor de p p?=0,610 p" = 0,542
e Proteina Até 1.000.000 4,43 (0,23) 4,49 (0,03)
> 1.000.000 4,32 (0,30) 4,44 (0,26)

Valor de p " =0,396 p"'=0,785
e EST Até 1.000.000 12,30 (0,35) 13,83 (0,44)
> 1.000.000 12,23 (0,92) 13,07 (1,10)

Valor de p p®=0,798 p" =0,268
e ESD Até 1.000.000 8,65 (0,32) 8,78 (0,07)
> 1.000.000 8,50 (0,55) 8,74 (0,45)

Valor de p " =0,530 p" = 0,868

(1): Através do teste t-Student com variancias iguais.
(2): Através do teste t-Student com variancias desiguais.

N

Com relagdo a gordura, resultados semelhantes foram observados por Lima et al.
(2006) que verificaram aumento do teor de gordura a medida que a CCS aumentava. Os
mesmo autores observaram um aumento de EST, ESD e proteina, com o aumento de CCS,
mas uma diminui¢do quando a CCS estava acima de 1.000.000 células/ mL e aumento da
lactose com o aumento da CCS. Ao contrdrio de Bueno et al. (2005) que verificaram uma
reducdo significativa nos teores de proteina, lactose e EST com o aumento da CCS e com
relacdo a gordura constatou-se que praticamente ndo houve variagc@o entre os intervalos, com
diferenca sig000Onificativa apenas entre os intervalos (CCS menor ou igual a 200.000

células/mL e entre 201.000 e 400.000 células/mL).
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CONCLUSAO

A maioria das amostras de leite analisadas apresentam-se fora dos padrdes exigidos
pela Instrucdo Normativa N°51 do Ministério da Agricultura Pecudria e Abastecimento no que
se refere a CCS e CBT e dentro dos padrdes com relagdo a composicdo. Dessa forma, se faz
necessdrio a introdugdo de um programa de educacfo sanitdria, junto aos produtores de leite

das regides estudadas, visando a melhoria da qualidade do leite produzido.

REFERENCIAS

ALTMAN, D. G.; HALL, C. Practical Statistics for Medical Research. London, Great
Britain. 1991.

ARAUJO, V. M.; SILVA, P. D. L.; CORREIA, R. T. P. Variacdo dos niveis de células
somdticas no leite de rebanho bovino potiguar em diferentes periodos do ano. In:
CONGRESSO BRASILEIRO DE QUALIDADE DO LEITE, 2., 2006, Goiania, GO.

Resumos... Goidnia, 2006.

BARBOSA, S. B. P.; MONARDES, H. G.; CUE, R. L. et al. Avaliacdo da contagem de
células somaéticas na primeira lactacdo de vacas holandesas no dia do controle mensal. Rev.

Brasileira de Zootecnia, v.36, n.1, 2007.

BARCELOS, S.S.; OLIVEIRA, L. R. S.: ALVES, K. S.; VERAS. et al. Caracterizagao fisico-
quimica do leite fluido exposto ao consumo no municipio de Parauapebas — PA. In:
CONGRESSO BRASILEIRO DE QUALIDADE DO LEITE, 2., 2006, Goiinia. Anais...
Goiania, 2006.

BENVENGA, G. U.; D’ ANGELINO, J. L. Avaliacdo celular do leite de vacas da raca jersey
criadas no estado de Sdo Paulo. Higiene Alimentar, v.17, n.110, p.101-108, 2003.

BRASIL, Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento. Instrucdo Normativa N° 51 de
18 de setembro de 2002. Regulamento Técnico de Produgdo, Identidade e Qualidade do Leite
Tipo A, do Leite Tipo B, do Leite Tipo C, do Leite pasteurizado e do leite Cru Refrigerado e

o Regulamento Técnico da Coleta de Leite cru Refrigerado e seu Transporte a Granel. Didrio



63

Oficial da Unido, Brasilia, DF, 18 de set. de 2002. Sec¢do 3. Disponivel em:

<http://www.agricultura.gov.br/das/dipoa/in51.htm>. Acesso em: 25 set. 2002.

BUENQO, V. F. F. Contagem de celular somatica e bacteriana total do leite cru refrigerado em
tanques de expansdo de uso individual no estado de Goids. 2004. 52f. Dissertacdo (Mestrado
em Medicina Veterindria — Area de Sanidade Animal) — Universidade Federal do Goias,

Goiania, 2004.

BUENO, V. F. F. et al. Contagem célular somadtica: relacdo com a composi¢do centesimal do
leite e periodo do ano no Estado de Goids. Rev. Ciéncia Rural, Goiania, v. 35, n. 4, p. 48-56,

2005.

BROUNTIN, P. Contagem individual de bactérias no leite no manejo da qualidade. In:
DURR, J. W.; CARVALHO, M. P.; SANTOS, M. V. O compromisso da qualidade do leite
no Brasil. Passo Fundo: UPF, cap. 26, 2004.

CASSOLI, L. D. Validagdo da metodologia de citometria de fluxo para avaliacio da
contagem bacteriana do leite cru. 2005. 46 p. Dissertacdo (Mestrado — Agronomia). Escola
Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz” Universidade de S@o Paulo, Piracicaba, 2005.

Disponivel em:< http://www.teses.usp.br> Acesso em: 20 de jun. 2006.

CLINICA DO LEITE. Manual de Instrucdes para coleta e envio de amostras de leite para

andlise. Disponivel em: <http://www.clinicadoleite.com.br>. Acesso em: 20 out. 2006.

COELHO, K. O.; MESQUITA, A. J.; MACHADQO, P. F. Impacto dos niveis de CS e uréia
sobre o rendimento e a qualidade do queijo tipo mussarela. In: CONGRESSO DE
PESQUISA, ENSINO E EXTENSAO DA UFG, 2., 2005, Goiania. Anais... Goiania, 2005.

FERREIRA, L. M. et al. Avaliacdo da qualidade fisico-quimica de leite pasteurizado tipo C
integral comercializado na cidade de Jaboticabal — SP. In: CONGRESSO BRASILEIRO DE
QUALIDADE DO LEITE, 2., 2006, Goiania, GO. Anais... Goiania, 2006.

FIGUEIREDO, M. G.; PORTO, E. Avaliacdo do impacto da qualidade da matéria-prima no

processamento industrial do iogurte natural. Caderno Fazer Melhor, p.76-80, 2002.



64

FONSECA, M. F. A. C. Cenirio da producio e da comercializagdo dos alimentos orgénicos.
In: FERNANDES, E. N.; BRESSAN, M.; VILELA, D. Producio organica de leite no
Brasil. Juiz de Fora: Embrapa Gado de Leite, 2001. p. 93-111.

FONSECA, M. M.; NETO, P. D. V. Qualidade sanitaria do leite de vacas da bacia leiteira do
vale do Rio Preto avaliada por contagem de células somaticas. Rev. Bras. Med. Vet., v.27,

n.2, p.31-36, 2005.

FONSECA, L. F. L.; SANTOS, M. V. Qualidade do leite e controle de mastite. Sdo Paulo:
Lemos, 2000.

HORST, J. A. Perspectivas e avancos da qualidade do leite no Brasil. In: . Impacto

da refrigeracdo na contagem bacteriana do leite. Goiania: Talentos, 2006. p. 163-174.

LANGONI, H. Tendéncias de modernizag@o do setor lacteo: monitoramento da qualidade do

leite pela contagem de células sométicas. Rev. Educacao Continuada, v.3, p.57-64, 2000.

LIMA, M. C. G. et al. Contagem de células somadticas e andlises fisico-quimicas e
microbioldgicas do leite cru tipo C produzido na regido agreste do estado de Pernambuco.

Arq. Inst. Biol., Sao Paulo, v.73, n.1, p.89-95, 2006.

LORENZETTI, D. K. et al. Avaliacdo fisico-quimica de leite tipo C comercializado em
Curitiba e regido metropolitana. Rev. Higiene Alimentar, v.20, n.138, p. 62-65, 2006.

MAGALHAES, H. R. et al. Perdas econémicas decorrentes da contagem de células
somdticas. In: V Simpédsio da Sociedade Brasileira de Melhoramento Animal, 5., 2004,

Pirassununga. Resumos... Pirassununga, 2004.

MACHADQO, P. F. et al.Composic¢do do leite de tanques de rebanhos brasileiros distribuidos
segundo a contagem de células somdticas. Rev. Bras. Zootec., v. 29, n. 6, p. 1883-1886,

2000.



65

MARTINS, M. E. P. M. et al. Efeito do conservante bronopol e azidiol quanto bindémio tempo
temperatura sobre a contagem bacteriana total do leite cru. In: CONGRESSO BRASILEIRO
DE QUALIDADE DO LEITE, 2., 2006, Goiania. Resumos ... Goiania, 2006.

NATIONAL MASTITIS COUNCIL. (Ed.). Current concepts of bovine mastitis. Madison,
1999.

PICINI, L. C. A. Qualidade do leite e da dgua de algumas propriedades leiteiras de Minas
Gerais. 2003. 89f. Dissertacio (Mestrado em Medicina Veterindria- Area de Tecnologia e
Inspecdo de Produtos de Origem Animal) - Universidade Federal de Minas Gerais, Belo

Horizonte, 2003.

SANTOS; M. V.; FONSECA, L. F. L. Estratégicas para controle de mastite e melhoria da
qualidade do leite. Barueri: Manole, 2007.

SILVA, J. C.; BENEDETTTL E.; TETZER, T. A. Contagem de células somaticas em amostras
de leite cru na regido de Cataldao, GO. Rev. Higiene Alimentar, v.21, n. 149, p. 73-81, 2007.

SOUZA, G. N. et al. Fatores de risco associados a alta contagem de células somaticas do leite
do tanque em rebanhos leiteiro da Zona da Mata de Minas Gerais. Arq. Bras. Med. Vet.

Zootec., Belo Horizonte, v. 57, suppl. 2, 2005.

VIANA, L. C. Duragdo das infec¢des naturais por estafilococos coagulase negativo e
contagem de células somdticas em vacas primiparas. 2000, 89 f. Dissertacdo (Mestrado em

Sanidade Animal), Universidade Estadual de Londrina.
VIDAL-MARTINS, A. M. C. et al. Caracteristicas fisico-quimicas do leite UAT (ultra alta

temperatura) ao longo do seu processamento. Rev. Higiene Alimentar, Sao Paulo, v.19,

2005.

VIEIRA, G. A. Programa de Higienizacdo em Granjas Leiteiras. Producdo de leite seguro.

Rev. Leite e Derivados, v. 10, n. 57, p. 24-50, 2001.

ZAR, E. H. Biostatistical Analysis. New Jersey, Prentice Hall. 1999.



66

4.2 EXPERIMENTO II

42.1 QUALIDADE MICROBIOLOGICA DA AGUA UTILIZADA EM
PROPRIEDADES LEITEIRAS NOS MUNICiPIOS DE MIRANDA DO NORTE,
ITAPECURU- MIRIM E SANTA RITA - MA.

RESUMO

Objetivou-se com este estudo avaliar a qualidade da dgua utilizada na higienizacdo do tbere
dos animais e equipamentos e utensilios de ordenha em propriedades leiteiras nos municipios
de Miranda do Norte, Itapecuri-Mirim e Santa Rita — MA, através do NMP de coliformes
totais e E. coli, pelo método Colilert. Foram coletadas 20 amostras de dgua no periodo de
verdo (agosto a dezembro/2006) e 20 amostras no periodo de inverno (janeiro a julho/2007),
representadas por pequenos, médios e grandes produtores com ordenha manual e mecanica.
Verificou-se no verdo que coliformes totais variaram de auséncia a contamina¢do maxima
tabelada (> 2419,6 NMP) e E. coli variaram de auséncia a 344,1 NMP e no inverno,
coliformes totais variaram de auséncia a contaminagdo maxima (>2419,6 NMP) e E. coli
variou de auséncia a 770,1 NMP. No verdao 90% das amostras para coliformes totais e 75% de
amostras para E. coli e no inverno, 90% das amostras para coliformes totais e 70% para
E. coli, estavam em desacordo com a portaria n°® 518/2004 do Ministério da Saude. E
necessdrio a realizacdo de um trabalho de educag¢fo sanitdria junto a populacdo do meio rural,
a adocdo de medidas preventivas e tratamento das d4guas comprometidas, visando minimizar a
ocorréncia de enfermidades de veiculacio hidrica e melhoria da qualidade do leite produzido
nas propriedades leiteiras.

PALAVRAS-CHAVE: Agua, Coliformes total, E. coli, Colilert.
ABSTRACT
QUALITY MICROBIOLOGICAL WATER USE IN PROPRIEDAD MILK

PRODUCING IN THE TOWNS OF MIRANDA DO NORTE, ITAPECURU-MIRIM
AND SANTA RITA,

The present paper aims at evaluating the quality of the water used in the higienization of

animal nipples, equipments and milking instruments in milk-producing facilities in the towns
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of Miranda do Norte, Itapecurd-Mirim and Santa Rita, all located in Brazilian Maranhao state,
through NMP of total choliforms and E. coli, through Colilert method. During summertime
(August through December 2006) and wintertime (January through July 2007), 20 (twenty)
samples of water were collected in each season among small, medium and great producers,
through both mechanical and manual milking procedures. Analysis showed that total
choliforms ranged from absence to total charted contamination (> 2419.6 NMP) and E. coli
ranged from absence to 344.1 NMP and during wintertime, total choliforms ranged from
absence to maximum contamination (>2419.6 NMP) and E. coli ranged from absence to 770.1
NMP. During summertime, 90% of the samples for total choliforms and 75% of samples for
E. coli and during wintertime, 90% of the samples for total choliforms and 70% of the
samples for E. coli didn’t meet the requirements of regulation 518/2004, issued by Brazilian
Health Ministry. Conclusions obtained reinforce the need for a sanitary education effort
involving the country population, the implementation of preventive measures and the
treatment of the compromised waters, aimed at reducing the occurrences of water-transmitted
diseases and at improving the quality of the milk produced in the facilities studied.

KEYWORDS: Walter, microbiology, colilert.

INTRODUCAO

A 4gua € considerada um dos elementos fundamentais para a existéncia do homem.
Suas fungdes no abastecimento publico, industrial e agropecudrio, na preservacdo da vida
aqudtica, na recreacdo e no transporte demonstram essa importincia vital (GUILHERME et
al., 2000).

Aliadas a falta de dgua potdvel estdo a md distribuicdo e contaminagdo do recurso
hidrico. Atualmente cerca de 1,4 bilhdes de pessoas nao t€m acesso a dgua limpa e a cada oito
segundos, morre uma crianga por uma doenga relacionada com &4gua contaminada como
disenteria e colera. Cerca de 80% das enfermidades no mundo sdo contraidas devido a dgua
poluida (LEITE et al., 2007).

BARCELLOS et al. (2006) estudaram a qualidade da dgua na zona rural de Lavras —
MG e observaram contaminacdo fecal nos mananciais, inclusive os subterraneos e sub-
superficiais. Enfatizaram a necessidade da busca de conhecimentos da realidade sanitdria no
meio rural, caracterizada por populacdes com menor acesso as medidas de saneamento e pela
presenca de atividades agropecudrias altamente impactantes, podendo interferir na qualidade

da 4gua dos mananciais que abastecem a drea urbana.
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Segundo RIBEIRO et al. (2000) a 4gua utilizada no ambiente de ordenha para
limpeza, tanto dos tetos dos animais como dos equipamentos de ordenha (coletores,
ordenhadeiras mecanicas, baldes, etc.) pode atuar como via de transmissdo de microrganismos
para a glandula mamaria, bem como comprometer a qualidade do leite, uma vez que a dgua
com alta contagem de bactérias, utilizada na limpeza dos equipamentos, possibilita a
veiculagd@o da populacdo bacteriana diretamente para o leite quando este entra em contato com
as superficies contaminadas.

Embora seja evidente a importincia que a dgua exerce sobre a qualidade do leite,
poucos produtores e industrias de laticinios t€ém monitorado a qualidade da dgua. Pode-se
dizer que, seguramente, a baixa qualidade da dgua € um dos aspectos mais importantes que
contribui para a produgao de leite com alta contagem bacteriana total (CBT) (CERQUEIRA et
al., 2006).

O sistema Colilert utilizado para enumeracio de coliformes totais e E. coli na agua,
apresenta uma formulacdo especifica que otimiza o desenvolvimento rapido dos
microrganismos, pois tém afinidades por determinados nutrientes (ONPG (orto-nitrofenol-f3-
galactopiranoside) e MUG (4-metil-umbeliferil- p-d-glucur6énico) correspondentes ao seu
metabolismo e utilizam estes nutrientes como fonte de carbono (GREGORIO, 2007).

Enfatizando a importancia da qualidade da dgua e a auséncia de pesquisas na literatura
regional sobre o tema abordado, realizou-se este estudo, objetivando subsidiar a avaliagdo da
qualidade da dgua utilizada na higienizag¢do do tibere dos animais, equipamentos e utensilios
de ordenha em propriedades leiteiras nos municipios de Miranda do Norte, Itapecuri-Mirim e

Santa Rita, Estado do Maranhao.

MATERIAL E METODOS

Para determinacdo da qualidade da dgua foram selecionadas ndo probabilisticamente
por conveniéncia, 20 propriedades produtoras de leite, localizadas nos municipios de Miranda
do Norte, Itapecuri-Mirim e Santa Rita, Estado do Maranhdo, representando pequenos,
médios e grandes produtores, com ordenha manual e mecénica, durante o periodo de verdo
(agosto a dezembro de 2006) e inverno (janeiro a julho de 2007).

A colheita da 4dgua foi realizada assepticamente nos pontos de saida (torneiras)
localizadas na sala de ordenha das propriedades visitadas e em seguida acondicionadas em
bolsas de polietileno (Thio-bag) contendo thiosulfato de sédio nas amostras de rede de

distribuicdo e encaminhadas em caixas isotérmicas contendo gelo recicldvel, ao Laboratério
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de Microbiologia de Alimentos da Universidade Estadual do Maranhao (UEMA), onde foram
submetidas as andlises de Pesquisa de coliformes totais e E. coli por meio do método rapido —
Colilert (Tecnologia de substrato definido — IDEXX).

Durante as colheitas das amostras foram aplicados questiondrios investigativos,
contendo questdes fechadas, visando determinar a origem da dgua; tratamento dado a 4gua;
tipo de residuos encontrados na dgua; a distincia entre a fonte da dgua e fossas sépticas,
lagoas, esterqueiras e currais; se a fonte de 4gua estd na parte mais elevada do terreno; qual o
estado de conserva¢do da fonte, se ja efetuou limpeza da caixa d’dgua; freqiiéncia de
problemas gastrointestinais (diarréia/vOomitos) entre os moradores da comunidade; qual a
opinido sobre a dgua da propriedade; se realizou alguma andlise da dgua; freqiiéncia de vezes
que a agua foi analisada e qual o resultado obtido sobre a qualidade da dgua analisada.

Foi adicionado o reagente (ONPG e MUG) em 100ml de dgua e apds uma
homogeneizagdo a amostra foi despejada na cartela Quanti-Tray para quantificagio de
Coliformes totais e E. coli em seguida a cartela foi lacrada e incubada por 24 horas a 35°C.

Os resultados foram verificados com a mudanga de cor nas cavidades da cartela para
amarelo nas amostras positivas para Coliformes totais e para E. coli as cavidades amarelas
fluorescentes eram consideradas positivas na presenga de luz UV de 365 nm. Contavam-se as
cavidades positivas e comparava-se com uma tabela para NMP.

Para a andlise dos dados foram obtidas as distribui¢cdes absolutas, percentuais e as
medidas estatisticas: média, mediana, desvio padrdo, coeficiente de variagdo, valor minimo e
valor maximo e o valor de correlagdo de Pearson (Técnicas de estatistica descritiva) e teste de

Wilcoxon de Postos Sinalizados (ALTMAN e HALL, 1991; ZAR, 1999).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Na tabela 1 verifica-se que em 40% das propriedades estudadas a dgua utilizada era
proveniente de acude, 40% de pogos artesianos, 10% de pogos cacimbas e 10% de rede de
distribuicdo. Na maioria das propriedades (85%) ndo se fazia o tratamento da 4dgua e os tipos
de residuos encontrados na dgua eram 15% turvacdes, 15% particulas suspensas, 15%
turvacdes e particulas suspensas, 10% presenca de limo vermelho e 45% dos proprietarios
afirmavam que nunca observaram residuos. Quando foram questionados se a fonte de dgua
estd situada a mais de 30 metros de distancia de fossas sépticas, lagoas, esterqueiras e currais,

85% afirmaram que sim, enquanto 80% dos proprietarios afirmaram que a fonte de dgua esta
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situada na parte mais elevada do terreno e 20% dos proprietarios consideram 6timo, 55% bom

e 25% ruim o estado da fonte da dgua utilizada nas propriedades leiteiras.

Tabela 1 Distribuicdo das propriedades leiteiras analisadas segundo as varidveis relativas a
dgua utilizada no processo de ordenha nas propriedades leiteiras de Miranda do

Norte, Itapecurd-mirim e Santa Rita — MA

Variavel n %

e Origem da dgua

Acude 8 40,0

Poco artesiano 8 40,0

Poco cacimba 2 10,0

Rede de distribuicio 2 10,0
TOTAL 20 100,0
e Tratamento da dgua

Sim 3 15,0

Nio 17 85,0
TOTAL 20 100,0
¢ Tipo de residuos encontrados na dgua analisada

Turvagdes 3 15,0

Particulas suspensas 3 15,0

Particulas suspensas/turvacdes 3 15,0

Presenca de limo vermelho 2 10,0

Nunca observou 9 45,0
TOTAL 20 100,0
o A fonte da dgua estd situada a mais de 30 metros de distancia de

Fossas sépticas, lagoas, esterqueiras, currais

Sim 17 85,0

Nio 3 15,0
TOTAL 20 100,0
¢ Fonte da dgua estd situada na parte mais elevada do terreno

Sim 16 80,0

Nio 4 20,0
TOTAL 20 100,0
¢ Qual o estado de conservagao da fonte

Otimo 4 20,0

Bom 11 55,0

Ruim 5 25,0
TOTAL 20 100,0

Na tabela 2, estdo apresentados os resultados referentes ao armazenamento da 4dgua
utilizada no processo de ordenha, sendo que apenas 40% dos proprietarios afirmaram que ja
efetuou a limpeza da caixa d*4gua e a freqii€ncia de limpeza era de uma (5%), duas (15%) e
mais de trés vezes (20%). Quando foram questionados sobre a freqiiéncia de problemas
gastrointestinais (diarréia/vomito) entre os moradores da comunidade, 10% afirmaram que

nunca teve problemas e 90% ndo sabem responder. Apenas 30% dos proprietdrios afirmaram
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que a dgua era O6tima, 40% a consideravam boa e 30% regular, mas apenas 20% realizaram
andlise da dgua, sendo que 20% realizaram essa andlise apenas uma vez. Desses 20% que
realizaram andlise, 5% afirmaram os resultados confirmaram que a 4gua era de Otima

qualidade, 10% que a dgua era boa e 5% ndo sabem informar.

Tabela 2 Distribuicdo das propriedades leiteiras analisadas segundo as varidveis relativas ao
estado de armazenamento da &dgua utilizada no processo de ordenha nas

propriedades leiteiras de Miranda do Norte, Itapecuri-mirim e Santa Rita - MA

Variavel n %

e Ja efetuou limpeza da caixa d’4dgua?

Sim 8 40,0

Nio 12 60,0
TOTAL 20 100,0
¢ Freqiiéncia de limpeza da caixa d’agua

Uma 1 5,0

Duas 3 15,0

Mais de trés 4 20,0

Nunca efetuou limpeza 12 60,0
TOTAL 20 100,0
¢ Freqiiéncia de problemas gastrointestinais (diarréia/ vomitos)

Entre os moradores da comunidade

Nio 2 10,0

Nao sabe 18 90,0
TOTAL 20 100,0
¢ Qual a sua opinido sobre a dgua da propriedade?

Otima 6 30,0

Boa 8 40,0

Regular 6 30,0
TOTAL 20 100,0
e Realizou alguma andlise da dgua da propriedade

Sim 4 20,0

Nio 16 80,0
TOTAL 20 100,0
¢ Freqiiéncia de vezes que a dgua foi analisada

Uma vez 4 20,0

Nao realizou analise 16 80,0
TOTAL 20 100,0
¢ Qual o resultado obtido sobre a qualidade da dgua analisada?

Otimo 1 5.0

Bom 2 10,0

N3io sabe informar 1 5,0

N3o realizou andlise 16 80,0
TOTAL 20 100,0

Em um estudo realizado por PICININ (2003) em propriedades leiteiras de Minas

Gerais, 100% das propriedades que possuiam como origem, mina, cisterna, ou riacho,
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apresentaram amostras de dgua improprias ao consumo e outros fins, ou seja, a dgua nido
apresentava nenhum grau de potabilidade e nas propriedades que possuiam poco ou rede de
distribuicdo, apresentaram 42,86% e 50,00% de dgua considerada potdvel e de boa qualidade,
respectivamente. No entanto, os resultados estavam em desacordo com relacdo a distincia da
fonte de abastecimento em relacdo aos locais de contaminagdo, onde se observou apenas
21,88% das propriedades com distancia minina de 30 metros de local de risco de
contaminagdo e 50,00% dos entrevistados afirmaram que faziam mais de trés limpezas de
caixas d’dguas por ano.

Apesar de ndo existir padroes especificos para a dgua empregada no processo de
obtencdo do leite, ROBINSON (1987) afirma ser necessdrio que este produto apresente
caracteristicas bacterioldgicas semelhantes as da dgua potavel, ou seja, auséncia de coliformes
totais e Escherichia coli em 100 mL de dgua, segundo a portaria n° 518/ 2004 do Ministério
da Satde.

Resultados semelhantes aos obtidos neste estudo foram observados por POLEGATO e
AMARAL (2005) em propriedades leiteiras do municipio de Marilia — SP, onde 90% das
propriedades ndo efetuavam tratamento quimico da dgua e nunca analisaram a 4gua que
consomem e 10% que tratavam a dgua o faziam de maneira inadequada.

Segundo AMARAL (2001) o consumo prolongado de dgua das fontes sem problemas
evidentes, somado as caracteristicas estéticas da dgua, d4 ao consumidor uma sensagdo de
pureza da mesma, levando ao descaso com relacdo a ado¢c@o de medidas de preservacdo da
qualidade da 4gua consumida.

Devido a situagdes como estas, a baixa qualidade microbioldgica da dgua utilizada nas
fazendas, indica a necessidade de mais pesquisas e ado¢do de medidas corretivas, devido aos
riscos de contaminagdo do leite, afetando consideravelmente sua qualidade final.

Na Tabela 3 estdo descritos os resultados das andlises microbiologicas da dgua
utilizada no processo de ordenha no periodo de verdo, onde coliformes totais variaram de
auséncia a contaminacdo méxima tabelada (> 2419,6 NMP) e E. coli variaram de auséncia a
344,1 NMP. Portanto, 90% das amostras para coliformes totais e 75% de amostras para
E. coli, estavam em desacordo com a portaria n® 518/ do Ministério da Satde que cita
auséncia de coliformes e E. coli em 100 mL de 4dgua potavel.

GIATTI et al. (2007) utilizando a mesma metodologia do presente trabalho,
evidenciaram em 65 amostras de d4gua de dreas indigenas de Sdo Gabriel da Cachoeira — AM,

que 89,2% delas apresentaram coliformes termotolerantes.
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Tabela 3 Resultado de analises microbioldgicas da dgua utilizada no processo de ordenha nas

propriedades leiteiras de Miranda do Norte, Itapecuri-Mirim e Santa Rita — MA,

durante o periodo do verdo.

AMOSTRAS

Coliformes Total/NMP

Escherichia coli

1 1119,9 46,5
2 1046,3 23,5
3 648,8 3

4 2 <1

5 13,1 <1

6 1553,1 1

7 980,4 2

8 2419,6 344,1
9 >2419,6 13,1
10 >2419,6 12
11 >2419,6 13,1
12 >2419,6 12
13 14,6 <1
14 15,8 4,1
15 648,8 13,5
16 488.4 18,7
17 517,2 204,6
18 344,8 143
19 <1 <1
20 <1 <1

Na Tabela 4 observam-se os resultados de andlises microbioldgicas da dgua utilizada

no processo de ordenha no periodo do inverno, onde coliformes totais variaram de ausé€ncia a

contaminagdo maxima (>2419,6 NMP) e E. coli variou de auséncia a 770,1 NMP, sendo que

90% das amostras de coliformes totais € 70% das amostras de E. coli estavam em desacordo

com a portaria n° 518/2004 MS, para dgua potével.

Quando se comparou os valores médios dos NMP de coliformes totais e E. coli pelo

teste de Wilcoxon com p = 5% de probabilidade, verificou-se que ndo hd diferenga

significativa para niveis de contaminagdo no periodo de verdo e inverno.
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Tabela 4 Resultados de anédlises microbioldgicas da dgua utilizada no processo de ordenha
nas propriedades leiteiras de Miranda do Norte, Itapecuri-Mirim e Santa Rita —

MA, durante o periodo do inverno

AMOSTRAS Coliformes Total/NMP Escherichia coli

1 1553,1 1

2 >2419,6 15,5
3 >2419,6 <1
4 2 <1
5 <1 <1
6 >2419,6 19,1
7 >2419,6 8,4
8 2419,6 770,1
9 >2419,6 727
10 517,2 12,6
11 4352 11,3
12 579,4 2
13 52 <l
14 461,1 6
15 >2419,6 308,8
16 920,8 14,5
17 25,9 23,1
18 52 <l
19 <1 <1
20 21,1 4,1

Resultados diferentes foram verificados por RAPINI et al. (2003) em propriedades
leiteiras da regido metropolitana de Belo Horizonte — MG, onde 76,8% e 60,9% da édgua
utilizada na limpeza de equipamentos e utensilios de ordenha apresentavam coliformes totais
e coliformes termotolerantes, respectivamente. Enfatizando a importancia do monitoramento
da qualidade da 4gua, evitando a contaminag¢ao do leite.

Resultados inferiores também foram verificados por BLANCH et al. (2007) que
observaram uma ocorréncia de 2% de Escherichia coli em 16.576 amostras de dgua de uma
rede de distribui¢do na cidade de Barcelona, na Espanha.

Os achados do presente trabalho corroboram com AMARAL et al. (2003) que
estudaram a qualidade higiénico-sanitaria de 180 amostras de dguas de consumo humano em
30 propriedades rurais da regido nordeste de Sdo Paulo. Os resultados evidenciaram que 90%
das amostras de dgua das fontes e dos reservatérios e 96,7% de dgua de consumo humano
quando colhidas no periodo de chuvas e 83,3%, 96,7% e 90% daquelas colhidas
respectivamente nos mesmos locais, durante a estiagem, estavam fora dos padrodes

microbioldgicos de potabilidade para 4gua de consumo humano.
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Os resultados obtidos s@o superiores aos observados por COMBARRO et al. (1998)
em 80 amostras de dgua de pogo na zona rural de Galicia no Chile, onde verificaram a
ocorréncia de coliformes totais, coliformes termotolerantes € E. coli em 63,75%, 23,75% ¢
21,25% das amostras de dgua, respectivamente.

Na tabela 5 estdo apresentados os resultados das anélises da 4gua no periodo de verdo
e inverno. A média no verdo foi de 974,66 e 42,96 para coliformes totais e E. coli e no
inverno a média foi de 1073,27 e 96,48 para coliformes totais e E.coli. Portanto, no inverno,

as médias foram maiores do que no verdo, mas nio houve diferencas significativas.

Tabela 5 Estatistica das varidveis: Coliformes total e E. coli da dgua utilizada no processo de
ordenha nas propriedades leiteiras de Miranda do Norte, [tapecuri-Mirim e Santa

Rita — MA, segundo a estacdo do ano (verdo e inverno)

Estacao do ano

Variavel Estatisticas Verao Inverno Valor de p
e Coliformes total 211,73 179,71
(NMP/mL) Média geométrica p?=0,679
Mediana 648,80 548,30
Média 974,66 1073,27
Desvio padrao 958,69 1081,17

* E. coli (NMP/mL) Média geométrica 815 7,95 p(l) =0,877
Mediana 12,00 7,20
Média 42,96 96,48
Desvio padrio 88,17 233,12

(1): Através do teste de Wilcoxon de Postos Sinalizados para dados pareados.

Resultados diferentes ao presente trabalho foram observados por RIBEIRO et
al.(2000) que avaliaram 34 amostras de dgua utilizadas na ordenha de propriedades leiteiras
dos estados de Minas Gerais e Sdo Paulo e encontraram 75,55% delas fora dos padrdes para
dgua potavel, com média de 170 coliformes/ 100mL de dgua e variando de auséncia a 16 x
10°.

Resultados semelhantes aos obtidos neste estudo foram também observados por
AMARAL et al. (2005) ao pesquisarem em agua de consumo humano das fontes de

abastecimento (poco e mina), reservatérios e pontos de consumo em 13 propriedades rurais
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produtoras de suino na regido noroeste de Sao Paulo onde nido houve diferenca nas
porcentagens de amostras fora dos padrdes para E. coli entre os periodos de seca e chuva.
Enfatizam ainda que a E. coli estd presente na dgua sempre em decorréncia do aporte de
material fecal. Com relagdo aos coliformes totais, a maior ocorréncia foi no periodo das
chuvas nos reservatorios e no periodo da estiagem nas fontes de abastecimento.

Em um estudo sobre a qualidade microbioldgica da agua de propriedades rurais de
Franca- SP, JACINTHO et al. (2005) verificaram resultados inferiores aos observados no
presente trabalho com 77,4% das amostras fora dos padrdes durante a estiagem e 70% das
amostras no periodo de chuvas. Concluem que sdo necessdrias melhorias na qualidade
sanitdria da dgua das propriedades para prevenir doencas de transmissdo hidrica, garantindo
melhorias na qualidade de vida da populagio rural.

GARBOGGINI e GALLO (1998) ao utilizarem o sistema Colilert para analisar a
qualidade microbiolégica de 4dgua de nascentes (bicas) na area urbana de Piracicaba- SP
verificaram que 100% das amostras estavam contaminadas por coliformes totais. Os mesmos
autores relacionaram a época de maior precipitacdo pluviométrica com a positividade para
E. coli, bem como negatividade em épocas sem chuva, o que leva a crer que estas nascentes
talvez estejam sofrendo contaminag@o por meio das aguas das chuvas.

A preocupacdo com a qualidade da dgua utilizada no processo de ordenha deve ser
constante. MEDEIROS (2005) analisou a 4gua utilizada na ordenha, limpeza dos tetos e
ordenhadeiras, cem propriedades leiteiras no municipio de Cerqueira César — SP e concluiu
que 94% da agua estava fora dos padrdes de potabilidade e que a E. coli foi isolada em 51%
das amostras de dgua utilizada no processo de ordenha. Contudo nao foi observada associagao
entre os agentes encontrados na dgua utilizada no processo de ordenha com os agentes
isolados no leite mastitico analisados nas mesmas propriedades.

A 4gua utilizada no processo de obtengdo do leite pode representar um risco em
potencial tanto para o estado sanitirio da glandula mamdria como para a qualidade
microbioldgica do leite, quando ndao atende aos padrdes de potabilidades para consumo
humano.

Provavelmente as altas contagens de coliformes totais e E. coli encontradas na dgua
das propriedades leiteiras estudadas, sejam devido a disposicdo inadequada de residuos
organicos oriundos de atividades humana e animal, proporcionando contaminacgdo nas fontes
de captagdo e nas redes de distribuicdo, aliado a auséncia de limpeza das caixas d’dgua e de
tratamento quimico e também pelo desconhecimento do produtor rural em relagdo ao risco a

saide decorrente do consumo de dgua contaminada. Os proprietdrios ainda acreditam que a
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dgua de pogo, acude e rede de distribuicdo sdo de boa qualidade e desta forma existe um

descaso em relagéo a adocdo de medidas de prevengdo da qualidade da 4gua consumida.

CONCLUSAO

A maioria da dgua utilizada na higienizacdo do ubere dos animais, equipamentos e
utensilios de ordenha em propriedades leiteiras nos municipios de Miranda do Norte,
Itapecuri-Mirim e Santa Rita — MA estd fora dos padrdes microbioldgicos para potabilidade,
de acordo com a portaria n° 518/2004 do Ministério da Saude.

E necessdria a realizacio de um trabalho de promocio em satide junto & populacio do
meio rural, a adocdo de medidas preventivas e tratamento das dguas comprometidas, visando
minimizar a ocorréncia de enfermidades de veiculagdo hidrica e melhoria da qualidade do

leite produzido nas propriedades leiteiras.
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4.3 EXPERIMENTO III

4.3.1 PESQUISA DE RESIDUOS DE ANTIBIOTICOS EM LEITE BOVINO NOS
MUNICIPIOS DE MIRANDA DO NORTE, ITAPECURU- MIRIM E SANTA RITA,
MARANHAO.

RESUMO

Objetivou-se com este estudo, avaliar a ocorréncia de residuos de antibidticos através do
método Delvotest, em leite bovino em 20 propriedades localizadas nos municipios de
Miranda do Norte, [tapecurd-Mirim e Santa Rita, Maranh@o. Foram coletadas 20 amostras de
leite cru no periodo de verdo (agosto a dezembro/2006) e 20 amostras no periodo de inverno
(janeiro a julho/2007), representadas por pequenos, médios e grandes produtores com ordenha
manual e mecanica. Utilizou-se para a pesquisa de inibidores em leite cru, Kit Delvotest - P,
que utiliza a metodologia microbiana (cepas bacterianas de Bacillus stearothermophilus). As
amostras analisadas quanto a presenca de residuos de antibidticos no leite foram negativas,
representando 100%. Diante dos resultados obtidos conclui-se que o leite produzido nos
municipios de Miranda do Norte, Itapecurd-Mirim e Santa Rita — MA, néo representam riscos
a saude publica quanto a presenca de residuos de antibidticos, assim como ndo sdo
responsaveis por perdas econdmicas aos produtores e as industrias de laticinios.

PALAVRAS-CHAVE: Leite, Residuos de Antibiéticos, Delvotest - P.

ABSTRACT

The present paper aims at evaluating the occurrence of antibiotic residues through Delvotest
method, in cow milk collected in 20 properties located in the towns of Miranda do Norte,
Itapecurd-Mirim and Santa Rita, in Brazilian Maranhado state. During summertime (August
through December 2006) and wintertime (January through July 2007), 20 (twenty) samples of
raw milk were collected in each season among small, medium and great producers, using both
mechanical and manual milking procedures. In order to research inhibitors in raw milk, a
Delvotest — P Kit — which uses the microbian methodology (bacterial cepas of Bacillus
stearothermophilus) — was used. The samples analyzed considering the presence of antibiotic
residues were negative, representing 100%. Such results confirm that the milk produced in

Miranda do Norte, Itapecuri-Mirim and Santa Rita towns represents no harm to public health
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regarding the presence of antibiotic residues, as well as isn’t responsible for economic losses
for producers and dairy products industry.

KEYWORDS: Milk, antibiotic residues, Delvotest.

INTRODUCAO

Os antibidticos s@o substincias naturais com atividade antimicrobiana, produzidos por
microrganismos (SANTOS e FONSECA, 2007).

Sdo incorporados acidentalmente ou propositalmente e prolongam o tempo de
conservagdo do leite pela inibi¢do ou destruicdo da flora (FURTADO e VILELA, 1996).

O uso difundido de antibidticos pelos produtores e médicos veterindrios no tratamento
de doengas infecciosas de vacas leiteiras, principalmente as mastites, e a utilizagdo de drogas
na alimentagdo animal, como suplemento de dietas, t€m contribuido para a presenca de
antimicrobianos no leite bovino (PEZZA et al., 2006).

A presenca de residuos de antibidticos no leite decorre principalmente do abuso destes
medicamentos ou da sua utilizagdo de maneira inadequada, como por exemplo, uso de
medicamentos ndo recomendados e com farmacocinética ndo perfeitamente estabelecida; uso
de doses excessivas e ndo obediéncia ao periodo de descarte do leite de animais em
tratamento, além de problemas idiossincrasicos de animais que apresentam uma prolongada
retencdo do medicamento (CARLOS et al., 2004).

A resisténcia bacteriana a antibidticos é um sério problema na sadde publica, pois
pode proporcionar problemas de satde aos consumidores, como alergias, intoxicacdes e até
mesmo alguns tipos de cancer; ainda pode inviabilizar o processamento lacteo na industria,
para a obtencdo de iogurtes, bebida fermentada, queijos e outros produtos (ZAFALON et al.,
2002).

Os residuos de antibidtico sdo indesejdveis para as industrias leiteiras, criando uma
imagem negativa do produto frente ao consumidor. Além de ser considerado um alimento de
elevado valor nutricional, o leite é utilizado por criancas e idosos e sua imagem de alimento
seguro e livre de riscos a satde deve ser mantida (SILKE et al, 2007).

A terapia de vacas secas ou tratamento de antibidtico no final da lactacdo é usada para
eliminar infec¢des intramamadrias e prevenir novas infeccdes durante o periodo seco, fazendo
parte de um sistema de manejo recomendado no controle de mastite em varios paises. No
entanto, existem preocupagdes quanto ao uso indiscriminado de antibidticos, o que causa um

aumento da incidéncia da doenca e resisténcia bacteriana (BERRY e HILLERTON, 2002).
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TETZNER et al. (2005) ao avaliarem a prevaléncia de residuos de antibidticos em
amostras de leite cru na regido do tridngulo mineiro/MG, através do Delvotest, encontraram
33,3% de amostras positivas, sendo que todas as amostras de leite tinha CCS acima de
750.000 células/mL. Observou-se que das amostras que apresentaram residuos de antibioticos,
23,8% foram de ordenhas “balde ao pé” e 9,5% da ordenha circuito fechado.

Considerando tais aspectos e a auséncia de trabalhos na literatura regional sobre o
tema abordado, realizou-se este estudo a fim de oferecer subsidios para a avaliagdo da

presenga de residuos de antibidticos no leite cru produzido em propriedades leiteiras nos

municipios de Miranda do Norte, Itapecurd-Mirim e Santa Rita do Estado do Maranhao.

MATERIAL E METODOS

Para a avaliacdo da presenca de residuos de antibidticos no leite cru foram escolhidas
20 propriedades leiteiras localizadas nos municipios de Miranda do Norte, Itapecuri-Mirim e
Santa Rita no Estado do Maranhdo, representadas por pequenos, médios e grandes produtores
de leite, com ordenha do tipo manual e mecénica. As amostras foram coletadas de forma nao
probabilistica por conveniéncia. Foram coletadas 20 amostras no periodo de verdo (junho a
dezembro/2006) e 20 amostras no periodo de inverno (janeiro a julho/2007).

As amostras eram constituidas por um “pool” de cada propriedade num volume de 50
mL de leite em frascos estéreis, dos latdes, assepticamente com auxilio de conchas de aco
inoxidavel desinfetadas com dlcool a 70% e posteriormente enxutas com auxilio de toalhas de
papel, sendo que os latdes foram homogeneizados utilizando agitador manual de cabo longo,
com 10 movimentos verticais, segundo recomenda¢do do Manual de Coleta da Clinica do
Leite (2006).

Em seguida os frascos foram colocados em caixas isotérmicas contendo gelo
reciclavel e encaminhados ao Laboratério da Clinica do Leite — ESALQ/USP, onde foram
submetidas a Pesquisa de inibidores em leite cru, Kit Delvotest - P, que utiliza a metodologia
microbiana (cepas bacterianas de Bacillus stearothermophilus), segundo a recomendacio
técnica.

Primeiramente separou-se o ndmero desejado de ampolas com uma tesoura,
desinfetada por dlcool a 70%; abriram-se as ampolas perfurando o lacre de folha de aluminio
com a seringa e marcando-se as ampolas para identificacdo das amostras; colocou-se uma
nova pipeta descartdvel na seringa; inseriu-se a ponteira da pipeta na amostra de leite e

N

deixou-se que o émbolo voltar-se lentamente a sua posicdo inicial sob pressdo da mola;
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esvaziou-se o conteido da seringa na ampola marcada correspondente & amostra pressionando
o émbolo da seringa lentamente para baixo. Para cada amostra de leite utilizava-se uma nova
pipeta descartdvel; colocou-se cada ampola dentro de um dos orificios apropriados do
incubador (64°C % 0.5° C/ 3 horas); fez-se a leitura de cor da parte inferior correspondente a
2/3 do agar s6lido nas ampolas apds o tempo de incubacdo requerido e verificou-se os

resultados pela mudanca de cor do agar.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Das 20 amostras de leite analisadas no periodo de verdo e 20 amostras no periodo de
inverno quanto a presenca de residuos de antibidticos no leite, todas foram negativas,
representando 100% (Tabela 1), estando em acordo a IN N°51/MAPA, que preconiza a

auséncia de residuos de antibidticos e de outros agentes inibidores do crescimento bacteriano.

Tabela 1 Presenca de residuos de antimicrobianos em amostras de leite cru de propriedades
leiteiras dos municipios de Miranda do Norte, Itapecuri-Mirim e Santa Rita no

Estado do Maranhdo no periodo de verdo e inverno

Amostras de leite Verao Inverno %
Negativo 20 20 100
Positivo - - -

Total 20 20 100

O Ministério da Agricultura Pecudria e Abastecimento (MAPA) por intermédio do
Departamento de Inspecdo de Produtos de Origem Animal (DIPOA) publicou a Instrucdo
Normativa N°51 — IN N°51 no Didrio Oficial da Unido, em 18 de setembro de 2002. Esse
regulamento normatiza a produgdo, estabelecendo os critérios e pardmetros de identidade e
qualidade do leite, desde a ordenha, o resfriamento na propriedade rural e seu transporte a
granel, incluindo requisitos fisico-quimicos e microbioldgicos, contagem de células somadticas

(CCS) e limites maximos de residuos (LMR) de antimicrobianos. Com isto acredita-se em
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melhor remuneracdo do produtor e melhoria da qualidade do leite consumido no Brasil, além
da adequagdo do produto aos padrdes internacionais visando ampliar as exportagdes
(BRASIL, 2002).

A presenca de residuos de antibiéticos no leite decorre principalmente do abuso do uso
desses medicamentos e da sua utilizagdo de maneira inadequada, como por exemplo, uso de
drogas ndo recomendadas e com farmacocinética ndo perfeitamente estabelecida; uso de doses
excessivas e ndo obediéncia ao periodo de descarte do leite de animais em tratamento, além
de problemas idiossincrasicos de animais que apresentam uma prolongada reten¢do da droga
(RAIA JUNIOR et al., 1999).

Apesar da provavel ocorréncia de residuos de antibidticos em leite, em alguns estados
do Brasil — Minas Gerais (ALMEIDA et al., 2003), Bahia (BARROS et al., 2001), Rio
Grande do Sul (BRANCHER e FAGUNDES, 1998) e Sdo Paulo (RAIA JUNIOR, 2001), este
estudo ndo encontrou positividade de amostras. Portanto os achados foram compativeis com
os obtidos por VIEIRA e ALMEIDA, 2007, onde nao se identificou a presenca de residuos de
antimicrobianos em amostras de leite “in natura” entregues em latdes, em propriedades
leiteiras de Uberlandia/ MG, entretanto no mesmo trabalho foram encontradas amostras
positivas em leite “in natura” granelizado em grandes propriedades, com prevaléncia de
5,45%.

Os resultados deste estudo diferem de COSTA et al. (1999) em propriedades leiteiras
do estado de Sdo Paulo, onde utilizaram os teste de deteccdo de residuos de antibidticos
(Penzime®, Snap® para b-lactimicos e CITE Pobre® para gentamicina) em 87 amostras de
leite, sendo 6 (6,89%) positivas para a presenga de residuos de antibiéticos. NASCIMENTO
et al. (2001) em 96 amostras de leite pasteurizado adquiridos em Piracicaba/SP, observam
50% de positividade para residuos de antibidticos, estando portanto acima dos limites
estabelecidos pela IN N° 51/2002 do MAPA. SCHAIK et al. (2002) verificaram que a
ocorréncia de residuos de antibidticos variou de 1,0 a 6,3% no leite, sendo ainda maior nas
amostras com CCS acima de 750.000 células/mL. Necessitando de um controle da mastite nos
rebanhos estudados, através de medidas preventivas.

A ocorréncia de residuos de antibidticos no leite tem sido objeto de preocupacio
constante por parte das autoridades sanitarias, devido aos efeitos toxicos destes compostos
sobre a saide humana, além da possibilidade de favorecer o desenvolvimento de
microrganismos patogé€nicos. Por esse motivo, recomenda-se o monitoramento freqiiente de
residuos de medicamentos e seus derivados metabdlicos no leite, adotando-se, como

referéncia, os limites estabelecidos através das agéncias internacionais (FONSECA, 2001).
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CONCLUSAO

Diante dos resultados obtidos conclui-se que o leite produzido nos municipios de
Miranda do Norte, Itapecuri-Mirim e Santa Rita — MA, no representam riscos a sadde
publica quanto a presenca de residuos de antibidticos beta-lactimicos, assim como ndo sao

responsaveis por perdas econdmicas aos produtores e as industrias de laticinios.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Diante dos resultados obtidos, permite concluir que:

1 — E necessdrio um maior investimento financeiro, educagdo e treinamento continuado dos
produtores e ordenhadores, com vista a adequacdo as exigéncias da IN N°51 do MAPA no

Estado do Maranhdo;

2 — A qualidade da 4gua utilizada no processo de ordenha € insatisfatéria e preocupante,
sendo importante a introdu¢@o de um programa de melhoria da qualidade da dgua para melhor

eficiéncia dos processos de higienizacdo e reducido da contaminagao do leite.

3. O leite ndo apresenta riscos em relacdo a sadde publica, no tocante aos residuos de

antibidticos beta-lactimicos.
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QUESTIONARIO

RELATIVO AO PROPRIETARIO:
Nome do proprietario:

RELATIVO A PRODUCAO DE LEITE:

Volume de leite: litros
Tipo de ordenha: ( ) mecanica ( ) manual
Horario da coleta: __:_ horas

Dia da coleta: __/__/
RELATIVO A QUALIDADE DA AGUA E FONTE DE ABASTECIMENTO:
1. Qual a origem da dgua utilizada para lavagem dos equipamentos de ordenha?

() Rede de distribui¢cao () Poco artesiano  ()Mina () Riacho

() Cisterna ()Outros

2. Ela sofre algum tipo de tratamento?
() Sim ()Nao

Qual?

3. J4 foi observado:

()Turvacdo () Nunca observei

()Presenca de limo vermelho (' )Particulas suspensas

()Algas

4- A fonte estd situada a menos de 30 metros de distdncia de fossas sépticas, lagoas,
esterqueiras, currais?

()sim () ndo

5- A fonte est4 situada na parte mais elevada do terreno?

() Sim () Nao

6- Qual o estado da conservacdo da fonte?

()Otimo ()Bom  ()Ruim  ()Péssimo

7- Ja efetuou limpeza da caixa d’agua?

() Nao () Sim

Quantas vezes por ano?

()Uma ()Duas () Trés ()+de3

8- Qual a freqiiéncia de problemas gastrointestinais (diarréia, vomito, etc) nos moradores?
() Nunca houve nenhum problema () De vez em quando () Nao sei

()Sempre
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9- Qual sua opinido sobre a dgua da propriedade?
()Otima ()Boa () Regular () Ruim () Péssima
10- Ja realizou alguma andlise desta dgua?

()Nunca () Sim

Se sim, quantas vezes?

()Uma () Duas ()+ de duas () Nao sabe informar

11- Sobre os resultados obtidos, marque o resultado observado sobre a qualidade:

()Otima ()Boa () Regular () Ruim () Péssima

RELATIVO AO MANEJO DE ORDENHA
1. Realiza pré e pos - dipping
() Sim () Nao

Se sim, o que utiliza?

2. Utiliza pano na secagem das tetas

() Sim () Nao

3. Realiza limpeza e desinfec¢o das instalacdes
() Sim () Nao

Se sim, o que utiliza?

4. Utiliza a caneca telada e CMT para diagndstico de mastite antes da ordenha?
() Sim () Nao
Se sim , qual a freqiiéncia ?
5. Sabe o significado de CCS
() Sim () Nao

6. Utiliza a antibioticoterapia no tratamento de mastite?
() Sim () Nao

Se sim, o que utiliza?

7. Realiza a antibioticoterapia em vacas secas?
() Sim () Nao

Se sim, o que utiliza?

Responsavel pelo preenchimento do questionario:




