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PACHECO, E. O.; COSTA, F. N. Deteccdo de micro-organismos, residuos de
antimicrobianos e células somaticas em amostras de leite cru refrigerado
provenientes de laticinios da Microrregido de Imperatriz, MA [Detection of
microorganisms, antimicrobial residues and somatic cell count in samples of
refrigerated raw milk from dairies in Microregion of Imperatriz, Maranhdo]. 2014. f.
Dissertagdo (Mestrado em Ciéncia Animal) — Universidade Estadual do Maranhdo, Sao
Luis, 2014.

RESUMO

Este estudo objetivou avaliar a qualidade do leite cru refrigerado de laticinios
inspecionados da Microrregido de Imperatriz (municipios de Imperatriz, Senador La
Rocque e Porto Franco), pesquisando os indicadores de contaminacdo de contagem
bacteriana total (CBT) e contagem de células somaticas (CCS), isolar e identificar os
micro-organismos Staphylococcus sp. e Escherichia coli, detectar residuos de
antimicrobianos e verificar o perfil de suscetibilidade microbiana frente aos
antimicrobianos testados. A quantificacdo e a determina¢do dos micro-organismos
foram realizadas por métodos microbiol6gicos e bioquimicos. Foi utilizado o método de
difusdo em discos para a avaliacdo da suscetibilidade antimicrobiana em 18 cepas de
Staphylococcus coagulase positivo, 22 de Staphylocuccus aureus e 2 de E. coli, isoladas
das amostras de leite. Foram pesquisados os residuos de antibiéticos por meio de kits
comerciais. As contagens de células sométicas dos laticinios apresentaram médias de
394.340 CS/mL, estando de acordo com a legislacdo vigente. Quanto a qualidade
microbioldgica, detectou-se CBT com indices acima do permitido, elevada freqiiéncia
de contaminacdo por bactérias Staphylococcus coagulase positivo em 26 (52%)
amostras de leite, sendo 19 (38%) amostras contaminadas por Staphylocuccus aureus.
Os residuos de antimicrobianos foram detectados em 38 (76%) amostras pelos dois kits
utilizados. As cepas de Staphylococcus coagulase positivo, Staphylocuccus aureus e E.
coli apresentaram-se multirresistentes, sendo os antimicrobianos de maior eficacia para
E. coli o cotrimoxazol, ampicilina, enrofloxacina e amoxicilina e para Staphylococcus
coagulase positivo e Staphylocuccus aureus foi o principio norfloxacina. Os dados
obtidos indicam que o leite analisado esta em condi¢bes higiénicossanitarias
inadequadas, além da existéncia de residuos de antimicrobianos no mesmo e o0s
patdgenos isolados apresentam multirresisténcia representando riscos a saude publica.

Palavras-chaves: Contaminagdo, micro-organismos, residuos, suscetibilidade.



PACHECO, E. O.; COSTA, F. N. Detection of microorganisms, antimicrobial
residues and somatic cell count in samples of refrigerated raw milk from dairies in
Microregion of Imperatriz, Maranhao [Deteccdo de micro-organismos, residuos de
antimicrobianos e células somaticas em amostras de leite cru refrigerado provenientes
de laticinios da Microrregido de Imperatriz, MA]. 2014. f. Dissertation (Master of
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ABSTRACT

This study aimed to assess the quality of refrigerated raw milk from dairies inspected
the Microregion of Imperatriz (municipalities of Imperatriz, Senator La Roque and
Porto Franco), researching the contamination indicator CBT and CCS, microrganisms
Staphylococcus sp. and Escherichia coli, detect antimicrobial residues and examine the
profile of microbial sensitivity to the antimicrobials. The quantification and the
determination of micro-organisms for microbiological and biochemical methods. The
disc diffusion method for the assessment of antimicrobial susceptibility in 18 strains of
Coagulasis-positive Staphylococcus, 22 strains of Staphylococcus and Escherichia coli
isolated from milk samples. Residues of antibiotics through trading Kits were surveyed.
The somatic cell count of dairy products showed averages of 394.340 CS/mL and it
accord with current legislation. On the microbiological quality, the CBT with rates
above the permitted, high frequency of contamination by bacteria of Coagulasis-positive
Staphylococcus in 26 (52%) samples of milk, being 19 (38%) samples infected by
Staphylococcus aureus was detected. The antimicrobial residues in 38 (76%) samples
for the two Kits used, were detected. Strains of Coagulasis-positive Staphylococcus,
Staphylococcus aureus and E. coli showed up multiresistant, with the most effective
antimicrobials for E. coli was cotrimoxazole, ampicillin, amoxicillin and enrofloxacin
and norfloxacin was for Coagulasis-positive Staphylococcus and Staphylococcus
aureus. The data found indicate that milk analyzed has inadequate hygiene conditions,
existence of antimicrobial residues and the isolated pathogens are multidrug resistant
indicating risks to public health.

Palavras-chaves: Contamination, microorganisms, residues, susceptibility.



SUMARIO

p.
L INTRODUGAO. ...ttt 15
012N ] = 1V 1T OO 17
3 REVISAO DE LITERATURA.......cooiiieereeeeteeeeeeereseseesses s 18
4 MATERIAL E METODOS........cooiiieieiieereseeeeeessssasessessesss s assessenens 28
5 RESULTADOS E DISCUSSAOQ.......coooiiiieeieseeeseeeses s 35
7 CONCLUSOES........ooiieeieeeeeee e ses ettt 51
6 CONSIDERACOES FINAIS.......ooiviieeieeeeseetesieeeetesssesssss s s 52

REFERENCIAS.......coooeeeeteeteeee et esis sttt sss st sne s tene st 53
ANEXOS......cooeoeeeeeeees ettt sttt s s n sttt eneees 71
APENDICES......oooviiiieeeteeeteetesee ettt se s st es st ss s snss s s eneesaneas 74



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Valores médios das contagens de micro-organismos identificados em
amostras de leite cru refrigerado provenientes dos laticinios da
Microrregido de Imperatriz - MA, 2013. ..o 37

Tabela 2. Contagem de células sométicas (CS/mL) e respectivas médias de
amostras de leite cru refrigerado provenientes dos laticinios da
Microrregido de Imperatriz - MA, 2013. ..o 40

Tabela 3. Numero e frequéncia de amostras de leite contaminadas por
Staphylococcus coagulase positivo e Staphylococcus aureus isoladas
de 50 amostras de leite refrigerado provenientes dos 05 laticinios da
microrregido de Imperatriz - MA, 2013. ... 42

Tabela 4. Namero e frequéncia de amostras de leite contaminadas por residuos de
antimicrobianos em 50 amostras de leite refrigerado provenientes de
05 laticinios da Microrregido de Imperatriz - MA, 2013........c.ccoeevrneneee 45

Tabela 5. Perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos das cepas de
Staphylococcus coagulase positivo, Staphylococcus aureus e
Escherichia coli isoladas de amostras de leite cru refrigerado de 05
laticinios da Microrregido de Imperatriz - MA, 2013.........cccocevevinnnenne. 48



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Localizacdo geografica da Microrregido de Imperatriz, Maranhdo.
Fonte: SEBRAE LEGAL, 2009.........cccoeiiiirieiienerieese e
Figura 2. Percentual de cepas de Staphylococcus coagulase positivo,
Staphylococcus aureus e E. coli resistentes, intermediérias e sensiveis
aos principios antimicrobianos testados, 2013..........ccccccevveieieenieecie e
Figura 3. Antimicrobianos 0s quais as cepas de Staphylococcus coagulase
positivo apresentaram percentuais acima de 50% de resisténcia e
SENSIDIIAAAE, 2013
Figura 4. Antimicrobianos 0s quais as cepas de Staphylococcus aureus

apresentaram percentuais acima de 50% de resisténcia e sensibilidade,



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

AGED - Agéncia Estadual de Defesa Agropecuaria do Maranhéo
APPCC - Analise de Perigos e Pontos Criticos de Controle
BHI — Broth Heart Infusion

BP - Agar Baird-Parker

CBT - Contagem Bacteriana Total

CCS — Contagem de Células Somaticas

CS — Células Somaticas

CDC - Center for control disease

CLSI - Clinical Laboratory Standards Institute

CS/mL — Células Somaticas por mililitro

DDA — Dose Diaria Admissivel

DTA — Doengas transmitidas por alimentos

EC — Caldo Escherichia coli

E. coli — Escherichia coli

EDTA - Acido etilenodiamino tetra-acético

EMB - Agar eosina azul de metileno

HCI — Acido cloridrico

H.O, — Péroxido de hidrogénio/agua oxigenada

IN — Instrucdo Normativa

KOH — Hidrdxido de potassio

LMR (Limite Maximo permitido de Residuos)

MAPA — Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
mcg - Micrograma

mL — Mililitro

MR-VP - Caldo glicose tamponado

NMP/mL — NUmeros mais provaveis por mililitro

PAMVet - Programa de Monitoramento de Residuos de Medicamentos Veterinarios em
alimentos

PCA — Plate Count Agar ou Agar padrao para contagem



PNRC - Plano Nacional de Controle de Residuos em Produtos de Origem Animal
S. aureus — Staphyloccocus aureus

S. coagulase positivo — Staphyloccocus coagulase positivo
SIE — Servico de Inspecdo Estadual

SIF - Servico de Inspecgéo Federal

TSA — Agar triptona de soja

TSI - Triple Sugar Iron

TSST-1 - Toxina da Sindrome do Choque Toxico

VB — Caldo verde brilhante

VM - vermelho de metila

VP - Voges-Proskauer

um - Micrometro

UFC/mL — Unidades formadoras de col6nia por militro
pg - Micrograma

UHT — Ultra High Temperature

U.I - Unidades internacionais



1 INTRODUCAO

A microrregido de Imperatriz, onde a pecuaria € uma das principais atividades
econbmicas, possui uma das maiores bacias leiteiras do estado do Maranh&o, além da
presenca de varios laticinios que processam leite e seus derivados, tais como iogurte,
doce-de-leite, manteiga e queijo. Ha laticinios registrados na regido pelo servigo de
inspecdo estadual e federal e encontram-se nos municipios de Imperatriz, Senador La
Rocque e Porto Franco. Dados da Agéncia de Defesa Agropecuaria do Maranhdo de
(AGED/MA) informam que a microrregido possuia 2.254 propriedades leiteiras com
198.639 bovideos, sendo 93.568 fémeas (> 2 anos) no ano de 2013.

A necessidade de melhorar as condi¢cdes de producdo e preservar a qualidade do
leite é imprescindivel sendo de fundamental importancia pesquisas sobre a qualidade do
leite nesta regido do estado, tendo em vista que sdo escassos trabalhos cientificos para
instruir e informar os produtores de bovinos leiteiros, comunidade, bem como, todos os
que estdo ligados ao setor, ou seja, toda a cadeia produtiva sobre métodos de controle e
prevencdo de contaminacao do produto, sobre boas praticas de producdo e manipulacéo,
aspectos sanitarios e riscos a saude publica, podendo o consumidor adquirir resisténcia
antimicrobiana pela ingestdo de leite contaminado com residuos de antibidticos
administrados no tratamento de animais enfermos.

A seguranca alimentar vem assumindo um papel importante nas Ultimas décadas,
sendo cada vez mais exigida por consumidores e motivo de preocupacdo para as
indUstrias. Cabe aos consumidores e setores publicos a exigéncia por alimentos seguros.

Com o surgimento de doencas como a Encefalopatia Espongiforme Bovina
(BSE) ou “doenca da vaca louca”, Salmonelose, infec¢des por Escherichia coli 0157
entre outras doencas veiculadas por alimentos, tornaram 0s consumidores,
principalmente europeus, mais atenciosos e a relevancia da seguranca dos alimentos foi
evidenciada independente do local e renda dos consumidores (SAAB, 1999; VELHO et
al., 2009).

A partir da década de 90, os alimentos passaram a ser mundialmente fiscalizados
por meio de implantagdes de programas de monitoramento e rastreabilidade (LIMA,
2006). Com o leite ndo foi diferente, por ser uma rica fonte alimentar, especialmente
para individuos com caréncias e necessidades nutricionais como crian¢as e idosos,

destacando-se entre os alimentos de origem animal.
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O leite e produtos lacteos sdo alimentos suscetiveis de contaminacdo e podem
funcionar como veiculos de transmissdo de contaminantes. Os riscos do leite ser
contaminado sdo grandes, visto que 0 mesmo é encaminhado para varios setores, desde
a sua obtencdo até seu destino final, o consumidor. Devido a este percurso, a cadeia
produtiva do leite deve se manter integrada em todos os setores (BIANCHI, 2004).

A qualidade do leite inicia-se desde a producdo na glandula mamaria do animal e
no processo de ordenha. O rebanho leiteiro com mastite, aléem de causar prejuizos no
que se refere a quantidade de leite produzido, também transmite 0s micro-organismos
causadores dessa doenca, sendo um dos agentes mais ocorrentes o Staphylococcus
aureus (SANTOS & FONSECA, 2007).

Enterobactérias incluindo a Escherichia coli, a qual é a principal representante
do grupo das bactérias de origem fecal, podem estar presentes na agua, no solo e em
superficies de objetos. Um local em condicGes higiénicossanitarias inadequadas, seja de
ordenha ou armazenamento do leite, permite a multiplicacdo destas bactérias tornando o
ambiente insalubre (MATTOS et a., 2010).

Exotoxinas produzidas por patdgenos, 0s quais quando se encontram em grandes
quantidades nos alimentos, podem resultar em intoxicacdo alimentar, uma vez que
algumas exotoxinas sdo termoestaveis aos processos térmicos existentes, colocando em
risco a satde dos consumidores (CARMO et al. 2002).

Outro grande problema que afeta a satde dos consumidores sdo as substancias
antimicrobianas utilizadas para o0 combate de agentes infecciosos causadores de mastite
entre outras doencas no rebanho, que estdo sendo administradas com frequéncia por
produtores, onde os residuos destas sdo facilmente excretados no leite (NASCIMENTO
et al., 2001). Esses antimicrobianos quando usados em doses e periodo incorretos
promovem o desenvolvimento de resisténcia bacteriana (COSTA, 1996; JONES, 1999).
Sem orientacdo médica veterinaria e sem regulamentacdo para a comercializagdo, 0s
antimicrobianos estdo sendo utilizados de forma negligenciada, o que € um risco a saude
dos animais e humana (BARBERIO et al., 2002; MOTA et al., 2008)..
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2 OBJETIVOS

Diante do exposto, considerando o destaque da producéo de leite e a caréncia de
pesquisas que evidenciem a qualidade do leite cru refrigerado na microrregido de

Imperatriz, esta pesquisa teve como objetivos:

2.1 Geral

Detectar micro-organismos, residuos de antimicrobianos e contagem de células
somaticas em amostras de leite cru refrigerado provenientes de laticinios da

microrregido de Imperatriz, MA.

2.2 Especificos

- Realizar as Contagens de Bactérias Totais (CBT);

- Determinar o Numero Mais Provavel (NMP) de Coliformes a 35°C e
Coliformes a 45°C e efetuar contagens de colbnias do género Staphylococcus;

- Realizar Contagem de Células Somaticas (CCS);

- Pesquisar Staphylococcus coagulase positivo, Staphylococcus aureus e
Escherichia coli;

- Aplicar questionario qualitativo sobre procedimentos operacionais e condi¢Ges
higiénicas dos laticinios.

- Detectar a presenca de residuos de antibidticos através dos Kits Delvotest® SP-
NT e Eclipse 50 (Cap-Lab®);

- Caracterizar o perfil de sensibilidade das cepas de Staphylococcus coagulase
positivo, Staphylococcus aureus e Escherichia coli frente aos antimicrobianos mais

utilizados para tratamento das enfermidades de rebanhos bovinos.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Leite e indicadores de contaminagao microbiana

O leite € um alimento bastante consumido por ser rico em nutrientes constituido
de proteinas, carboidratos, gorduras, vitaminas, calcio e minerais. Atualmente a
qualidade deste produto é bastante discutida no cenario nacional de producéo leiteira.
Os consumidores estdo cada vez mais atentos e exigentes em relacdo aos seus direitos
prezando pela seguranca alimentar, devendo os produtores de alimentos e comércio
varejista atender a essa demanda (CUNHA & CUNHA, 2007).

E de suma importancia assegurar a qualidade do leite produzido, pois sabe-se
gue o mesmo é indicado ao consumo humano por suprir necessidades protéicas em
criancas e 100% das necessidades diérias de célcio em adultos (FONSECA &
SANTOS, 2000).

Produtos lacteos como qualquer outro alimento, € um meio viavel para
multipilicacdo de micro-organismos, podendo ser contaminado por estes agentes dentro
da glandula maméria, na superficie exterior do Ubere e tetos, na superficie de
equipamentos, utensilios de ordenha, nas mados do ordenhador, moscas e tanques
(SANTOS & FONSECA, 2001; DANTAS, 2012).

Para que o leite seja considerado de alta qualidade necessita-se que ele possua
uma reduzida contaminagao microbiana, um baixo namero de células somaticas (CCS),
ser isento de patdgenos e outros contaminantes como residuos de antibidticos e
pesticidas. Estes parametros estdo cada vez mais exigidos (SANTOS, 2004).

As células somaticas sdo indicativos de presenca de células microbianas na
glandula mamaria. Segundo Pedersen et al. (2003) quando h& invasdo da glandula
mamaria por um agente patogénico, o organismo do animal reage, enviando para o local
células de defesa, principalmente leucdcitos, para tentar reverter o processo infeccioso.
Essas células de defesa somadas as células de descamacdo do epitélio resultam em
células sométicas.

As células de defesa passam por entre duas celulas secretoras de leite, no interior
dos alvéolos, com o intuito de combater os patdgenos, perfazendo a destruicdo destas
células, gerando queda na producéo de leite (SOMMERHAUSER et al., 2003). Desse

modo, a presenca de micro-organismos patogénicos na glandula maméria, resultante de
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resposta inflamatdria instalada, eleva a contagem de células sométicas acima de 300.000
cél./mL de leite (CASSOL, 2010). Outros fatores que podem influenciar a CCS séo o
estagio de lactacdo, idade do animal, estacdo do ano e varios outros tipos de estresses
(BEAUDEAU et al., 2002).

O aumento na CCS € a principal indicativo para o diagndstico da mastite
subclinica (RUPP et al., 2000). Para a realizacdo da contagem, podem ser utilizados
métodos indiretos, como CMT (Califérnia Mastite Teste) e WMT (Wisconsin Mastitis
Test), e de forma direta, como a contagem microscopica (manual) e a contagem
eletronica de células sométicas (SANTQOS, 2005). Ao contrario da contagem manual, a
contagem eletronica é rapida e precisa, sendo baseada na contagem de DNA das células,
corado por produtos quimicos e irradiado por raio laser (REVILLION, 2012).

De acordo com a IDF (1981), estabeleceu-se um limite maximo de 500.000
células somaticas (CS/mL) para leite normal, tornando um referencial méximo para
paises que queiram ingressar no mercado internacional de exportacdo de leite. No
Brasil, o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) alterou a
legislacdo sobre a producdo de leite por meio da Instrucdo Normativa n°62, de 29 de
dezembro de 2011, a qual estabeleceu novos prazos estipulando o limite maximo de
CCS de 600.000 células somaticas/mL de leite para as regiGes Norte e Nordeste
(SANTOS, 2002).

A composicdo do leite in natura, a contaminacdo nos processos de ordenha,
durante a manipulacdo, beneficiamento, equipamentos, binbmio tempo/temperatura de
estocagem e o transporte podem elevar os niveis de patégenos existentes (OKURA et
al., 2008). A temperatura e o periodo de tempo de armazenagem do leite estdo
diretamente ligados a multiplicacdo de micro-organismos presentes no mMesmo
ocasionando aumento na contagem bacteriana totais (CBT) (FONSECA, 1998).

Assim como CBT e CCS, micro-organismos patogénicos sdo indicadores de
contaminagdo do leite. O indice de contaminagdo microbiana é considerado um dos
principais itens para o julgamento da qualidade intrinseca do leite e revela as condi¢Ges
sanitérias de producdo e saude do rebanho. As bactérias presentes no leite podem causar
alteracdes quimicas, entre elas degradacao de gorduras, de proteinas, ou de carboidratos,
liberando enzimas e no caso das patogénicas, ha liberacdo de toxinas (exotoxinas),

tornando o produto improprio para o consumo e industrializagdo (COUSIN, 1982).
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3.2 Staphylococcus sp. e Escherichia coli no leite e suas implicacgdes

Os micro-organismos do género Staphylococcus e Escherichia coli, destacam-se
como agentes patogénicos de importancia para a satde publica. A presenca de espécies
do grupo Staphylococcus coagulase positivo denota ma qualidade na manipulagédo do
produto e pode levar a intoxicagdes estafiloccicas aqueles que consumirem o leite
contaminado (PARK et al., 1992; WONG & BERGDOLL, 2002).

Um dos principais agentes da mastite bovina é o Staphylococcus sp., sendo o
Staphylococcus aureus mais comumente associado a doenca. Este patdégeno indica
contaminagdo por meio de contagio, que pode ser humano ou por animais (SANTOS &
FONSECA, 2007). Quando ocorre a instalacdo do Staphylococcus sp. dentro da
glandula mamaria do animal, haverd comprometimento da mesma, resultando em
mastite bovina contagiosa (RADOSTITS et al., 2002).

Para verificar as condicBes higiénicossanitarias dos alimentos, destacam-se
também os bioindicadores Coliformes totais (Coliformes a 35°C) e Coliformes
termotolerantes (Coliformes a 45°C). Do grupo dos Coliformes termotolerantes o
principal representante é a Escherichia coli (GARPAROTTO et al., 2008).

Existem linhagens enteropatogénicas e enterotoxigénicas de Escherichia coli que
podem acometer homens e animais e também € um dos agentes causadores de mastite
bovina considerada neste caso de mastite ambiental, pois pode ser transmitida no meio
ambiente por excretas de origem fecal presentes no ambiente (RADOSTITS et al., 2002;
MATTOS, et al., 2010)

Ambos, 0 S. aureus e a Escherichia coli podem estar presentes no ambiente, nas
médos dos manipuladores, fossas nasais e mucosa oral, e a disseminacdo desses
patdgenos é possibilitada por falhas nos processos de higienizacdo (CAMPOS et al.,
2006).

Segundo Adams e Motarjemi (2002), o Staphylococcus aureus encontra-se
presente na pele e nasofaringe de 20% a 50% dos humanos, sendo estes considerados
portadores dessa bactéria. Neste contexto, os processos de higieniza¢do, como lavagem
das méos antes do manuseio do alimento, s&o necessarios para evitar a contaminagao.

O género Staphylococcus apresenta 38 espécies e 24 subespécies, sendo as
espécies S. aureus, S. hyicus e S. intermedius, pertencentes ao grupo dos Staphylococcus

coagulase positivo, frequentemente associadas a surtos de intoxicacdo alimentar
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(EUZEBY, 1997; KLOOS & BANNERMAN, 1999). Embora a producdo de
enterotoxinas estafilococicas tenha sido relatada ndo sé em espécies de Staphylococcus
coagulase positivo como também em Staphylococcus coagulase negativo, a participacdo
deste em surtos ainda ndo foi identificada (SANTOS, 2003).

As exotoxinas produzidas por S. aureus promovem Varios tipos de alergias,
doencas auto-imunes e até a Sindrome do Choque Téxico (BALABAN & RASOOLY,
2000). Estudos recentes caracterizam as exotoxinas que causam o choque toxico como
superantigenos capazes de induzir a hipersensibilidade em individuos a exotoxinas
(PEREIRA & SIQUEIRA JUNIOR, 1995). Contagens de 10° a 10° de S. aureus
aumenta o risco de causar intoxicacdo alimentar por enterotoxinas (CARMO et al.,
2002).

Casos fatais de intoxicagdo estafilococica sdo raros, porém pode ocorrer em
pessoas imunologicamente debilitadas, em criancas de pouca idade e idosos. A
sintomatologia varia em diversos casos, sendo em sua maioria alteracdes como diarréia,
vomitos, cefaléias, nauseas e sudorese. O periodo para 0 surgimento dos primeiros
sinais varia de a 6 horas podendo durar até 2 dias (BALABAN & RASOOLY, 2000).

De acordo com Yi & Lee-Wong (1997) para causar sinais de intoxicacdo em
humanos sdo necessarios de 15 a 357 ng de enterotoxina estafilococica por kg de peso
corporal. Segundo Almeida et al. (1998) a grande preocupacdo incide sobre a presenca
de toxinas no leite, pois estas sdo resistentes a processos de pasteurizacdo. Reibnitz et
al., (1998) afirmam que o queijo é um dos produtos alimenticios que mais proporcionam
casos de toxinfecgdo por alimento, devido a manipulacdo e praticas de higiene
improprias.

As intoxicacOes causadas pelas toxinas pré-formadas durante a multiplicacéo
bacteriana em sua maioria sdo veiculadas por alimentos de origem animal por meio de
ingestdo dos mesmos. Criangas, gestantes, pessoas imunologicamente deficientes e
idosos compdem a populacdo de maior risco de ocorréncia de toxinfecces alimentares
(BREWER, 1991). Problemas gastrointestinais provocados por agentes patogénicos
representam 38,6 milhdes de casos por ano no mundo, e destes, 13,6 milhdes (36%) sdo
devidas as doencas transmitidas por alimentos (DTA) segundo o Centro para Controle e
Prevencao de doencas (CDC- Center for Diseases Control) (SANTANA et al., 2010).

Nos Estados Unidos 4,5% dos DTA sdo decorrentes da presenca de

Staphylococcus aureus nos alimentos. J& no Japdo em 2000, ocorreu um surto de
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intoxicacdo causada pela presenca de enterotoxinas estafilocdcicas A e H em leite
desnatado reconstituido atingindo 13.420 pessoas (IKEDA et al., 2005).

Quase ndo se tem informacbes sobre DTA no Brasil e os dados existentes
concentram-se nas regides sul e sudeste do pais (SANTANA et al., 2010). Pereira et al.
(1994) afirmam que intoxicagdes estafilocdcicas sdo comuns no Brasil, mas muitas
vezes ndo hé registro dos casos.

Entre os anos de 2001 e 2002, 25 surtos de intoxicacdo causados por S. aureus
acometendo 200 pessoas foram registrados em S&o Paulo (CVE, 2003). Ja4 a Fundagéo
Ezequiel Dias (FUNED) relata que entre 1995 e 2001 foram notificadas intoxicagdes em
12.820 pessoas, sendo que 17 vieram & 6bito apds ingestdo de alimentos contaminados,
entre 0s quais estavam o leite e derivados como o queijo (CARMO, 2002).

Dentre os derivados do leite causadores de DTAS, 0S queijos sao 0S que mais se
destacam, representando cerca de 33% do total de leite industrializado no pais, onde os
queijos tipo mussarela e prato tém mais saida (TEIXEIRA & FONSECA, 2008).

Em grande parte do nordeste brasileiro, os derivados de leite mais consumidos
sdo 0 queijo coalho e a manteiga, principalmente nos estados do Ceara, Rio Grande do
Norte, Paraiba e Pernambuco (SEBRAE, 2008). O queijo coalho é tradicionalmente
produzido de forma artesanal a partir do leite cru sem tratamento térmico, contrariando
a Portaria n°® 146 de 07 de marco de 1996, que determina a pasteurizacdo do leite na
obtencdo do queijo (BRASIL, 1996). Na regido tocantina do estado do Maranhdo, a
qual corresponde a microrregido de Imperatriz, hd producdo tanto de queijos frescos
quanto dos tradicionais mussarela e prato (SEBRAE, 2003).

Os alimentos mantidos em temperatura ambiente por muitas horas ou
acondicionados em grandes recipientes contribuem para a producdo pelo micro-
organismo de enterotoxinas resistentes ao calor (PEREIRA & PEREIRA, 2005). Esta
producdo é influenciada pelo pH, temperatura, fonte de carbono e nitrogénio,
concentracdo de sal, condicbes do substrato, inoculo, entre outros fatores (WONG &
BERGDOLL, 2002). Alimentos lacteos, principalmente, se expostos as elevadas
temperaturas apresentam maior probabilidade de producdo de enterotoxinas
(LANCETTE & TATINI, 1992).

Quanto maior o numero de S. aureus presente no alimento maior a producéo de
toxinas, 0 que aumenta as chances de causar intoxicacdo alimentar, sendo que estas

exotoxinas por serem termorresistentes, tornam-se uma preocupacdo, Visto que o
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tratamento térmico muitas vezes nao funciona. Para inativar a toxina é necessario uma
temperatura de 121°C por 3 a 8 minutos (WONG & BERGDOLL, 2002; BAIRD-
PARKER, 1990).

Para a World Health Organization (1995) 70% das diarréias em criancas com
idade inferior a cinco anos em paises desenvolvidos sdo de origem alimentar.

Em Trinidad e Tobago, 42,9% das cepas de Staphylococcus sp. isoladas de leite
de tanques de estocagem produziam uma ou mais tipos de enterotoxinas das cepas dos
tanques (ADESYUN et al., 1998). Carvalho et al. (2002) encontrou em 31 amostras de
leite in natura e de 64 alimentos de surtos de intoxicacdo alimentar, a toxina da
Sindrome do Choque Téxico (TSST-1) em 87,1% das amostras de leite e a enterotoxina

estafilococica B em 65,63% em todas as amostras.

3.3 Problemas gerados pela presenca de Residuos de antimicrobianos em leite

A presenca de residuos de antimicrobianos no leite representa grandes riscos a
salde do consumidor, principalmente pelo desencadeamento de reacdes alérgicas em
individuos sensiveis, pelos efeitos tdxicos, teratogenia, por serem carcinogénicos, pelo
desequilibrio da flora intestinal e desenvolvimento de resisténcia bacteriana (BRASIL,
1999; FOLLY; MACHADO, 2001; NASCIMENTO et al., 2001). Esses residuos sdo
fatores de desclassificacdo, visto que ndo ha inativacao destas substancias por nenhum
tratamento tecnoldgico, tornando o produto inadequado para o setor industrial e para o
consumo. (SANTOS, 2003).

A existéncia de residuos de antimicrobianos é economicamente inviavel para o
setor industrial, tendo em vista que os residuos interferem no cultivo de culturas
fermentadoras para a elaboragdo de queijos e leites fermentados. Tornam o sabor de
iogurtes e queijos desagradaveis em virtude do desequilibrio do fermento lacteo
acarretando perdas na producdo por proporcionar quantidades menores de produtos
finais (BRITO, 2005).

Devido a recomendacdo do consumo de leite para criangas, gestantes e idosos,
este individuos sdo considerados grupos de risco, levando em consideragdo a menor
resisténcia e a maior exposicdo dos mesmos aos residuos de medicamentos no leite
ocasionando um maior risco de reaclGes adversas. Os efeitos que os residuos de

antimicrobianos dependendo da sua concentracdo, podem provocar em gestante e fetos,
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sendo que as tetraciclinas podem alterar o desenvolvimento 6sseo do feto e a coloragdo
dos dentes; a eritromicina pode ocasionar hepatite colestatica; os aminoglicosideos sao
ototoxicos; 0 metronidazol e o trimetropim possibilida teratogenicidade; as
sulfonamidas podem causar hemdlise no recém-nascido, o qual pode apresentar
desordens no sistema nervoso central; as quinolonas levam & anormalidade na formacéo
das cartilagens e a vancomicina pode causar ototoxidade (COSTA, 2006).

As reacfes mais comuns em casos de intoxicacdo alimentar por residuos de
antimicrobianos sdo as reacdes alérgicas como urticaria ou erupcdo cutanea, prurido,
sintomas de asma, edema de glote e até choque anafilatico podendo ser fatal. Podem
surgir tambeém reacdes de emese, nauseas, diarreias, cefaléias e problemas digestivos
como constipacdo e indigestdo (FOLLY & MACHADO, 2001).

Residuos de antimicrobianos provocam desequilibrio na microbiota intestinal de
humanos e determinam resisténcia cronica de micro-organismos patogénicos, sendo
importante testes de suscetibilidade antimicrobiana (COSTA, 1996; JONES, 1999;
SILVA, 2012).

No Brasil, a aplicacdo de antimicrobianos de maneira inadequada e desordenada,
acentua o problema de resisténcia de micro-organismos, apesar de existir a
disponibilidade de diversos antimicrobianos para tratamento de mastite (COETZER &
THOMPSON, 1994; MOTA et al., 2005). Aproximadamente 17% a 20% da populacédo
de vacas leiteiras ja apresentaram mastite alguma vez na vida produtiva, gerando
prejuizos na producéo de leite em virtude da reducdo em 10% a 15% do volume de leite
produzido, sendo justificado o uso de antimicrobianos pelos produtores a fim de sanar o
problema.

Os antimicrobianos ndo sdo utilizados apenas para fins terapéuticos, também
podem ser usados como aditivos na alimentacdo animal para melhorar a conversdao
alimentar e o desempenho produtivo animal. Tais procedimentos sdo realizados de
maneira inadequada conduzindo a persisténcia de residuos de medicamentos nos
alimentos (NASCIMENTO et al., 2001).

A existéncia de residuos de antimicrobianos pode indicar fraude também, onde
séo adicionados a fim de inibir o crescimento bacteriano para testes de qualidade em
laticinios (FONSECA & SANTQOS, 2000).

Além do uso indiscriminado de antimicrobianos nos animais, ndo ha o

cumprimento do periodo de caréncia dos medicamentos. O periodo de caréncia € o
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tempo de eliminagdo do medicamento no organismo. Quando ndo ha respeito a esse
periodo, seja pelo fato dos produtores ndo quererem ter prejuizos com a falta de venda
do leite ou pela falta de informacéo ou de orientacdo veterinaria, onde muitas vezes a
compra de medicamentos veterinarios faz-se sem prescricdo médica veterinaria, 0s
residuos dos antimicrobianos estardo presentes no leite (BARBERIO et al., 2002;
MOTA et al., 2008).

A persisténcia de residuos depende do antimicrobiano, da dose utilizada e da via
de administracédo e o estado de saude do animal (COSTA, 2006). Se a dose for aplicada
de forma oral, a persisténcia média de eliminacdo do medicamento pelo leite sera de 86
horas, se a via de administragéo for intramuscular a persisténcia varia de 72 a 96 horas,
se a administracdo for por via intravenosa sera uma média de 44 horas (COSTA, 1996).

De acordo com Jones (1999), alguns medicamentos permanecem mais tempo do
que o estabelecido. Para a penicilina, o tempo estabelecido é de 72 horas, contudo,
residuos persistem por até 18 dias no leite.

Os processos de pasteurizacdo e esterilizacdo do leite tem pouca ou nenhuma
influéncia sobre os residuos de antimicrobianos, sendo que a penicilina, por exemplo,
necessita de 100°C de temperatura por trés horas para ser eliminada do leite e o
tratamento de ultrapasteurizacdo (UHT), onde utiliza-se temperatura de 121°C a 140°C
durante 2 a 4 segundos, ndo é capaz de inativar tal substancia (MEDEIROS, 1999).

Os grupos de antimicrobianos mais utilizados em animais cuja finalidade é a
producdo de alimentos, sdo classificados pelo seu modo de acdo como: beta-lactamicos,
tetraciclinas, macrolideos, aminoglicosideos, quinolonas e sulfonamidas (COSTA,
2006). Os antimicrobianos do grupo beta-lactamicos sdo os mais aplicados para
tratamento de mastites e consequentemente o mais detectado no leite, destacando-se a
penicilina como o antimicrobiano mais frequente do grupo (COSTA, 2006; NERO,
2007).

Os beta-lactamicos possuem acdo bactericida e bacteriostatica de amplo
espectro, atingindo bactérias Gram-negativas e Gram-positivas (FONSECA, 2000). Os
antibidticos pertencentes ao grupo sdo as penicilinas e as cefalosporinas. A portaria n°
56, de 1990, regulamenta a deteccao de residuos de beta-lactamicos em testes de leite
cru (BRITO, 2001).

H& um percentual alto de individuos hipersensiveis a penicilina e em virtude de

seu constante uso em rebanhos leiteiros torna-se um risco aos consumidores. Estima-se
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que cerca de 5% a 10% da populagdo mundial apresentam reacGes alérgicas a penicilina
(JONES, 1999; FONSECA, 2000).

O cloranfenicol ja foi bastante utilizado, porém seu uso veterinario esta proibido
pela Portaria n® 448, de setembro de 1998 do MAPA, pois seus residuos oferecem risco
em potencial pela sua alta toxicidade podendo causar diversos problemas
hematoldgicos, entre eles discrasia sanguinea, supressdo reversivel da medula e anemia
aplastica em individuos hipersensiveis (BRASIL, 1998; COSTA, 2006).

A Instrucdo Normativa n°® 62, determina que a concentracdo de residuos de
antibioticos ndo deve ser superior ao limite maximo de residuos (LMR) de cada
antimicrobiano (BRASIL, 2011; ANVISA, 2003). O LMR (Limite Maximo permitido
de Residuos) é a concentracdo maxima de residuos presentes no alimento. Este limite é
baseado na dose diaria que ndo acarreta riscos ao consumidor se for ingerida por toda a
vida do individuo. Tal dose é chamada de DDA (Dose Diaria Admissivel) (SILVA,
2012).

O Codex Alimentarius, do latim Cddigo Alimentar, cuja comissdo é formada
pela Organizacdo das Nacgdes Unidas para a Agricultura e a Alimentacdo (FAOQ) e pela
Organizacdo Mundial de Saide (OMS) € o responsavel por estabelecer e reconhecer
como aceitaveis no alimento, os LMRs das substancias veterinarias, 0s quais sdo
recomendados a paises que ndo possuem padronizacdo propria (BRITO, 2003). No
Brasil, o LMR é estabelecido pelo Ministério da Saide conforme IN 42 de 20 de
dezembro de 1999 (BRASIL, 1999; BRITO, 2003; CERQUEIRA, 2003).

A portaria n° 46 de 1998 do MAPA obriga as industrias sob Servico de Inspecdo
Federal (SIF) a implantarem o sistema de Andlise de Perigos e Pontos Criticos de
Controle (APPCC). Neste sistema a identificacdo de substancias quimicas no leite,
como residuos de medicamentos e agrotoxicos, é fundamental (RIBEIRO FURTINI &
ABREU, 2006).

Em 1999, criou-se o Plano Nacional de Controle de Residuos em Produtos de
Origem Animal (PNRC) para o conhecimento e controle do uso indevido de substancias
quimicas de uso veterinario e ambiental. Posteriormente em 2002, foi aprovada a
Portaria n® 78 de 2002 do MAPA, que estabelece os Programas de Controle de Residuos
em Carne, Leite, Mel e Pescado nos pontos de distribuicdo dos mesmos (BRASIL,
1999; BRASIL, 2003).
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Um ano apds a implantacdo dos Programas de Controle de Residuos em
alimentos de origem animal pelo MAPA, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéria
criou o Programa de Monitoramento de Residuos de Medicamentos Veterinarios em
alimentos (PAMVet) em 2003, em interface com o0 MAPA, cuja finalidade é de avaliar a
qualidade dos produtos de origem animal. O produto de escolha para as avaliacdes
iniciais foi o leite, devido a relevancia deste alimento para a nutricdo humana
(MORALIS, 2003).

O processo de verificacdo de residuos de antibidticos no leite torna-se dificultoso
de detecta-los em um unico teste, tendo em vista a diversidade de antimicrobianos,
devendo a deteccdo dos mesmos ser realizada de forma rapida no leite cru antes dele ser
beneficiado (CERQUEIRA, 2003).

Os problemas ocasionados pela existéncia de residuos de antibidticos no leite
sdo de carater multidisciplinar envolvendo organismos de salde publica, médicos,
farmacéuticos, médicos veterinarios, setores agropecuarios e agroindustriais e
comunidade (BIANCHI, 2004).
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 Local e Amostragem

A pesquisa foi realizada em 05 laticinios inspecionados (3 SIE — Servico de
Inspecdo Estadual e 2 SIF- Servigo de Inspegdo Federal), identificados como A, B, C,
D e E, localizados nos municipios de Imperatriz (A, D e E), Senador La Roque (C) e
Porto Franco (B), pertencentes a Microrregido de Imperatriz, no sudoeste do Estado do

Maranhdo, durante o periodo de marco de 2013 a novembro de 2013 (Figura 1).

j

Figura 1. Localizacdo geogréafica da Microrregido de Imperatriz,
Maranhéo.

Fonte: SEBRAE LEGAL, 2009.

Os laticinios recebem aproximadamente uma média de 4.000 a 5.000 litros de
leite diarios, 0s quais sdo provenientes de propriedades dos municipios de Imperatriz,
Cidelandia, Jodo Lisboa, Senador La Rocque, Buritirana, Ribamar Fiquene, Lajeado

Novo, Campestre, Porto Franco, Sitio Novo, Sdo Jodo do Paraiso e Montes Altos.
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Foram coletadas 10 amostras de cada laticinio totalizando 50 amostras e
realizada de forma periddica em intervalos regulares de 15 em 15 dias. O célculo do
tamanho da amostra baseou-se na norma para plano de amostragem e procedimentos na
inspecdo ABNT NBR 5429 (ABNT, 1985; PINTO, 2006).

Cada amostra consistiu 250 mL de leite cru refrigerado coletada dos tanques de
estocagem, a qual foi colocada em frasco de vidro esterilizado e identificado apds
homogeneizacdo com coletor de aco inoxidavel de acordo com Brito et al. (2007)
(Apéndice B). No momento da coleta foi aferida a temperatura de estocagem do leite
por meio de termdmetro localizado no préprio tanque. N&o foram medidas as
temperaturas dos caminhdes-tanque porque tratavam-se de caminhdes isotérmicos, nos
quais ndo ha refrigeracdo do leite, eles s6 mantém a temperatura até os mesmos
chegarem nos estabelecimentos.

Informacgdes sobre a origem, transporte, armazenamento, tratamento da agua
utilizada nos processos de higienizacao, limpeza dos tanques e caminhdes-tanque, tipo
de ordenha e dados das propriedades distribuidoras, foram obtidas dos registros dos
laticinios e da Agéncia de Defesa Agropecuaria Estadual (AGED/MA. Foi aplicado
questionario observacional e interrogativo com perguntas aos funcionarios conforme
diretrizes de BRASIL (1992).

Os estabelecimentos industriais produziam diversos tipos de derivados do leite.
O laticinio A (SIE) tinha como produto final o leite pasteurizado; o laticinio B (SIE)
produzia queijo; o laticinio C (SIE) destinava o leite para a producdo de iogurtes e
queijos prato e mussarela; o laticinio D (SIF) fabricava doce-de-leite e o laticinio E
(SIF) fornecia leite pasteurizado e manteiga.

4.2 Contagem de Células Somaticas, Contagem Bacteriana Total, Coliformes a
35°C e Coliformes a 45°C

Apbs a coleta as amostras foram armazenadas em caixa isotérmica com gelo
reutilizavel em temperatura em torno de 2° a 6°C e encaminhadas em até 24 horas, a
partir do horario da ordenha (BRITO et al., 2007), ao Laboratdrio de Microbiologia de
Alimentos e Agua da UEMA (Cidade Universitaria Paulo V1), Sdo Luis — MA, onde

foram realizadas as analises.
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A contagem bacteriana total (CBT) foi realizada por meio de contagem padréo
em placas de Petri estéreis em Agar padrdo para contagem (PCA) (Apéndice C), onde
para cada amostra das 50 amostras de leite realizaram-se 3 diluicdes (10, 10% e 10%)
em 4gua peptonada tamponada. Aliquotas de 1 mL das diluicdes (107, 102 e 107 de
leite foram colocadas pela técnica de semeadura profunda homogeneizadas em placas e
incubadas em estufa bacterioldgica a 35°C por 24-48 horas segundo American Public
Health Association (APHA, 2001). Apo6s 24-48 horas de incubacdo utilizou-se o
contador eletrénico para a contagem bacteriana total (LUZ et al., 2011).

Para a determinacdo do numero mais provavel (NMP/mL) de Coliformes totais
ou a 35°C, foi utilizada a técnica dos tubos multiplos em meio de cultura caldo Lauryl
Triptose e caldo bile verde brilhante 2% (VB) em trés tubos para cada diluicdo (10, 10°
2 ¢ 10”%) para posteriormente serem incubadas a 35°C por 24 a 48 horas. Tubos positivos
para Coliformes a 35°C foram repicados em tubos contendo caldo Escherichia coli (EC)
e incubados em banho-maria a 45°C durante 24 horas para determinagdo do NMP/mL
de Coliformes a 45°C (APHA, 2001). Os tubos positivos apresentaram turvacdo e
fermentacdo de lactose observada no interior dos tubos de Durahn (Apéndice C).

Para a realizacdo da Contagem de Células Somaéticas das amostras coletadas foi
utilizado o contador eletrénico de células somaticas DeLaval Cell Counter® (Apéndice
B).

4.3 Isolamento Bacteriano
4.3.1 Staphylococcus coagulase positivo e Staphylococcus aureus
4.3.1.1 Crescimento bacteriano

Aliquotas de 0,1 mL das diluicdes (107, 10 e 10°) das amostras em caldo
Lauryl Triptose, foram semeadas em Agar Baird-Parker (BP) e incubadas a 37°C por 48
horas. A identificacdo das col6nias (UFC/mL) foi realizada com base em caracteristicas
morfologicas, cuja coloracdo é negra e possuem formato circular com halo transparente
em volta, e foram contadas no contador eletrénico (Apéndice D). Estriou-se de 2 a 3

coldnias tipicas em Agar Triptona de Soja (TSA) inclinado e incubou-se por 24 horas a
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35°C para conservacao e realizagdo dos demais testes (HOLT, J.G et al., 1994; APHA,
2001; QUINN et al., 2005; LUZ et al., 2011).

4.3.1.2 Coloracéo de Gram

Culturas retiradas do TSA inclinado foram colocadas em laminas para a
realizacdo do esfregaco e observacdo das caracteristicas morfotintoriais pela técnica de
coloracdo Gram. As bactérias que eram cocos Gram-positivas e arranjadas de forma
semelhante a cachos de uva, caracterizavam-se como Staphylococcus sp. (APHA, 2001;
QUINN et al., 2005).

4.3.1.3 Identificacdo bioquimica

Apos a identificacdo morfoldgica, as col6nias de Staphylococcus sp. foram
submetidas aos testes bioquimicos testes de catalase, de coagulase em plama de coelho-
EDTA, testes DNase, Voges-Proskauer e fermentacdo dos carboidratos maltose e
trealose (aerobiose) e manitol (aerobiose e anaerobiose) (Apéndice D) (MAC FADDIN,
1976; HOLT, J.G et al., 1994; APHA, 2001).

- Teste de catalase: Neste teste, verteu-se uma gota de perdxido de hidrogénio
(H20,) a 3% em lamina de vidro, e acrescentou-se uma alga com culturas em caldo BHI
(Broth Heart Infusion) cultivadas apds 24 horas de incubagdo a 37°C. As colénias que
reagiram ao contato do H,O, e formaram bolhas/espumas foram positivas ao teste.

- Teste de coagulase: Foram realizadas provas de coagulase livre em tubo, onde
foram adicionados em tubos estéreis 0,5 mL de plasma de coelho-EDTA (Newprov®) e
0,5 mL do indculo de BHI. Posteriormente, os tubos foram incubados em banho-maria a
temperatura de 35°C a 37°C e observou-se a formacdo de coagulos apo6s leitura a uma,
duas, trés, quatro e 24 horas. As amostras positivas demonstraram formagao de coagulos
em diversos graus classificados como Grau “1+” quando ha apresentagdo de coagulos
pequenos e desorganizados; Grau “2+”, com producdo de codgulos pequenos
organizados; Grau “3+”, representado por coagulos grandes e organizados e Grau “4+”

quando ha coagulagdo completa.
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- Teste de DNase: As cepas coagulase e catalase positivo crescidas em TSA
foram repicadas com auxilio de swab em Agar DNase e incubadas a 37°C. Apds 24
horas, verifou-se a linha de crescimento e acrescentou-se em cima HCI 1N. Apos 3
minutos, as amostras positivas formavam um halo transparente ao redor da linha, devido

a liberacdo de DNase pelo micro-organismo.

- Prova de Voges-Proukauer: Tubos com as cepas de estafilococos em 1 mL de
caldo MR-VP foram incubados a 37°C por 24 horas. A partir deste periodo, adicionou-
se 0,6 mL de alfa-natol a 5% e 0,2 mL de hidréxido de potassio a 40% nos tubos. O
desenvolvimento de coloracdo vermelha em até 15 minutos indicava reacGes positivas

da prova.

- Prova dos carboidratos (Manitol, Maltose e Trealose): As provas de
manitol, maltose e trealose foram realizadas para verificar a utilizacdo ou ndo dos
acucares. Para o teste de manitol em anerobiose foram utilizadas as cepas de
estafilococos cultivadas em TSA, onde semeou-se em Agar-Base Vermelho de Fenol e
incubou-se a 37°C durante 24 horas. Para o teste de manitol em aerobiose, as cepas
foram inoculadas no meio de cultura caldo Vermelho de Fenol com 1% do referido
carboidrato, o qual foi filtrado por membrana de 0,45 um de poro e adicionado ao meio,
em ambiente estéril na cdmara de fluxo laminar. Da mesma forma, foram submetidas
aos testes de maltose e trealose em aerobiose as cepas inoculadas em caldo Vermelho de
Fenol com 1% dos respectivos carboidratos, em tubos separados para cada um. A
positividade ao teste foi representada pelo surgimento da cor amarela indicando a

mudanga de pH do meio.

4.3.2 Escherichia coli (E. coli)

4.3.2.1 Crescimento bacteriano

A partir de tubos de caldo EC positivos, aliquotas foram estriadas em agar

eosina azul de metileno (EMB) e incubadas a 35°C por 24-48 horas. Apds o periodo de
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incubacdo, 2 a 3 colénias com aparéncia verde-metalico, caracteristicas de E. coli
(Apéndice E), foram semeadas em TSA inclinado e incubadas a 35°C durante 24 horas
(ICMSF, 2000; APHA, 2001; QUINN et al., 2005; LUZ et al., 2011).

4.3.2.2 Coloracéo de Gram

Do crescimento em TSA realizaram-se esfregacos para a coloragdo de Gram. As
bactérias sugestivas de Escherichia coli apresentaram-se Gram-negativas e com formato
de bastonetes (APHA, 2001; QUINN et al., 2005).

4.3.2.3 Identificacéo bioquimica

Foram realizados os testes bioquimicos Triple Sugar Iron (TSI), Citrato de
Simmons, INDOL (meio SIM), Voges-Proskauer (VP) e Vermelho de Metila (VM) para
a confirmacdo da espécie (Apéndice E) (ICMSF, 2000; APHA, 2001; QUINN et al.,
2005).

- Teste TSI: Repicou-se o indculo com agulha estéril culturas a partir do TSA,
perfurando o Agar e retirando realizando estrias na superficie inclinada do meio. O
aparecimento da cor amarela significava teste positivo. Este teste funciona como teste

de triagem para a execucao dos outros, por ser um teste bastante sensivel.

- Teste do INDOL: Inoculou-se cultivos do TSA em tubos contendo o meio
SIM (Sulfeto Indol Motilidade), introduzindo-as através de agulha estéril dentro do
meio em forma de linha sem tocar o fundo dos tubos e estes foram incubadas a 37°C por
24 horas. Decorrido o periodo de incubacéo, verificou-se o crescimento difuso do
micro-organismo a partir da linha de inoculagdo e acrescentou-se 0,2 mL de reagente

Kovacs. A prova era considerada positiva quando formava um anel vermelho.
- Prova de Voges-Proskauer: Foi realizado o mesmo procedimento utilizado

para Staphylococcus aureus. Diferindo apenas no periodo de incubacéo e de reacéo, que

para E. coli foi esperado 48 horas e ap6s a adicdo dos reagentes de até 2 horas
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respectivamente. A reagdo era considerada positiva quando o meio evidenciava

coloracdo vermelha ou résea.

- Teste Vermelho de Metila: Inoculou-se as culturas em tubos contendo caldo
MR-VP por 48 horas de incubagéo a 35°C. Decorrido esse prazo, acrescentou-se 4 gotas
de vermelho de metila. A mudanca de coloracéo para o vermelho indica positividade ao

teste.

- Teste do Citrato: Semeou-se cultura de E. coli em tubos contendo Agar
Citrato de Simmons, perfurando com agulha estéril sem tocar o fundo, estriando a
superficie do Agar, em seguida, os tubos foram incubados a 37°C durante 48-96 horas.
A permanéncia da cor verde indicou positividade do teste para E. coli e a alteracéo para

a cor azul representou que o teste foi negativo para este micro-organismo.

4.4 Deteccdo de residuos antibioticos

A deteccdo de residuos de antimicrobianos foi realizada utilizando-
se kit comercial Delvotest® SP-NT, conforme as recomendacdes do fabricante. Este
método utiliza ampolas de meio de cultura contendo o Bacillus
stearothermophilus var. calidolactis. Com o auxilio de micropipetas descartaveis, foi
adicionado 0,ImL de cada amostra de leite nos receptaculos do kit contendo o
microrganismo e indicador de pH, onde foram mantidos em temperatura de 64°C+/-0,5,
durante 3 horas, em banho-maria. A alteracio na coloracdo do Agar, indicando se havia
ou ndo a presenca de residuos (RIBEIRO et al, 2009). Posteriormente utilizou-se o kit
Eclipse 50 (CAP-Lab®), que também é baseado na inibicao do crescimento bacteriano e
contém meio de cultivo com esporos de Geobacillus stearothermophilus em recipientes
que foram incubados a temperatura de 65°C para verificar se houve inibicdo ou
crescimento bacteriano e consequiente modificagcdo da cor do meio de acordo com a
preconizacdo do fabricante (Apéndice F). Por se tratarem de testes qualitativos e
sensiveis, ndo especificam exatamente qual ou quais 0s antibidticos cujos residuos estdo
presentes, somente informam a existéncia ou ndo de residuos de determinados

principios pertencentes a grupos de antimicrobianos. Os dois kits detectam residuos de
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antimicrobianos do grupo B-lactdmicos, aminoglicosideos, macrolidas, sulfonamidas e

tetraciclinas (Anexo 1 e 2).

4.5 Suscetibilidade antimicrobiana

Testou-se 42 cepas, sendo 18 de Staphylococcus coagulase, 22 de
Staphylococcus aureus positivo e 2 de Escherichia coli frente aos antimicrobianos mais
utilizados para tratamento de mastites, tais como: gentamicina (10 pg), penicilina (10
U.L.), ampicilina (10 pg), vancomicina (30 pg), oxacilina (1 pug), estreptomicina (10 pg),
eritromicina (15 pg), tetraciclina (30 pg), amoxicilina (10 pg), lincomicina (2 pg),
norfloxacina (10 pg), enrofloxacina (5 pg), bacitracina (10 U.l.) e cotrimoxazol
(sulfametoxazol (23,75 mcg) + trimetropima (1,25 mcg)), utilizando-se Agar Miieller
Hinton, sendo as placas incubadas em estufa bacteriolégica a 37°C por 24 horas. Os
testes foram realizados pelo método de difusdo em discos, segundo recomendacdes do
CLSI (2003) (Apéndice G).

4.6 Analise estatistica
Os resultados obtidos foram submetidos a analise estatistica descritiva,

calculando-se a amplitude de varia¢do, médias, frequéncias absoluta e relativa para 0s
diferentes parametros avaliados (SAMPAIOQ, 1998).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram encontradas elevadas contagens de micro-organismos nas amostras
coletadas, onde a CBT apresentava-se valores acima do permitido pela Instrucédo
Normativa 62/ 2011 do MAPA que institui indices de no maximo 6,0 x 10°> UFC/mL
para CBT em leite cru refrigerado (Tabela 1) (BRASIL, 2011). Semelhante ao presente
estudo, Beloti et al. (2011) verificaram que 37,42% de 61 amostras de leite cru
refrigerado em Sapopema - PR, também apresentaram CBT maiores que o
recomendado.

Houve contaminacdo por Coliformes em todas as amostras, onde a contagem
média de Coliformes a 35°C e a 45°C foi acima de 10° NMP/mL em todos os laticinios
(Tabela 1). Embora ndo exista legislacdo que estabeleca quantidades de Coliformes para
leite cru, nimeros maiores que 10° NMP/mL configuram falta de higienizagdo na
obtencg&o do leite durante a producdo. De acordo com Freitas et al. (2013) e Carvalho et
al. (1995), elevadas contagens de coliformes no leite cru sdo observadas em todo o pais,
sendo prejudicial, visto que, o aumento da microbiota compromete 0 processo
tecnoldgico do produto .

A quantificacdo de Staphyloccocus sp. foi >10° UFC/mL em 37 (95%) amostras,
sendo que as médias das amostras em todos os laticinios foram a partir de 4,46 x 10°
(Tabela 1). Freitas et al. (2013) evidenciaram em amostras de leite cru contagens de
Staphylococcus sp de 2,3 x 10%a 1,2 x 10° UFC/mL no estado da Paraiba. Em amostras
de leite recolhidas em plataforma de recepcdo de um estabelecimento em Juiz de Fora,
MG, analisadas por Borges et al. (2008) encontraram em 25 (78,8%) amostras S. aureus
com contagens elevadas entre 2,7 x 10° e 1,2 x 10" UFC/mL.

Conforme exposto na Tabela 1, as altas contagens de Coliformes a 45°C e de
Staphylococcus sp em conjunto, também podem ter influenciado para que a CBT se
tornasse alta, por exemplo, no laticinio C observou-se CBT acima de 10° juntamente
com altos indices de Coliformes a 45° C e Staphylococccus sp.. Entretanto, este fato ndo
ocorreu no laticinio E, pois embora tenha apresentado elevados niveis de Coliformes a
45° C, os niveis de Staphylococccus sp. ndo estavam altos o suficiente para elevar a
CBT.
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Tabela 1. Valores médios das contagens de micro-organismos identificados em
amostras de leite cru refrigerado provenientes dos laticinios da Microrregido de

Imperatriz - MA, 2013.

L aticinios CBT Coli;ggges a Coli;ggges a Staph)gsf:occus
(UFC/ml)* (NMP/ml)**  (NMP/ml)** (UFC/ml)*
A (SIE) 8,76 x 10° 2,40 x 10° 1,92 x 10° 6,27 x 10°
B (SIE) 6,23 x 10° 2,40 x 10° 1,08 x 10° 6,17 x 10°
C (SIE) > 1 x 10° 2,40 x 10° 2,40 x 10° 7,24 x 10°
D (SIF) 7,08 x 10° 2,40 x 10° 9,87 x 10 7,83 x 10°
E (SIF) 4,16 x 10° 2,40 x 10° 2,40 x 10° 4,46 x 10°

*UFC/mL= Unidades formadoras de colénia por mL.
**NMP/mL= NUmero mais provavel por mL.
'CBT = contagem bacteriana total

Em relacdo & média da Contagem Bacteriana Total referente a cada laticinio,
observou-se no laticinio C a maior média (> 1 x 10° UFC/mL), e no estabelecimento A,
cuja média foi 8,76 x 10° UFC/mL (Tabela 1), 0 que sugere que o tempo e temperatura
inadequada sdo fatores que podem ter contribuido para a elevacdo da CBT das amostras,
pois os referidos laticinios recolnem o leite de fazendas distantes e de dificil acesso,
onde s&o transportados em camionetes com carrocerias abertas. Desta forma, contribui
para um maior tempo e temperatura, influenciando na CBT. Outros fatores que podem
ser atribuidos sdo as falhas nas acdes de boas praticas de producédo, onde foi observado
nestes dois laticinios material inapropriado para a lavagem dos latGes, os quais eram
lavados com panos umedecidos com agua e detergente, em vez de escovas de material
sintético. O laticinio A encontrava-se em condi¢Oes estruturais e de higiene
inadequadas.

Os estabelecimentos B e D também apresentaram altos nimeros de CBT (Tabela
1). Estes valores podem ser atribuido as falhas na higiene dos tanques dos postos ou dos
proprios estabelecimentos e ate mesmo dos caminhdes. A limpeza dos tanques
isotérmicos dos caminhdes era realizada logo apos a retirada do leite ou no final do dia e
as vezes no dia seguinte, quando o caminhdo iria recolher o leite, sendo que a limpeza

no final do dia ou no outro dia ndo é recomendada. Segundo Silva et al. (2009), este tipo
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de procedimento pode promover a producdo de biofilmes pelas bactérias, os quais
elevam a CBT. Pinto et al. (2006) demonstraram que o leite estocado na industria
possuiam CBT mais alta do que o leite de tanques de expansdo das propriedades. No
laticinio B, o leite ficava estocado por mais tempo, cerca de 24 a 48 horas, até a
expedicdo para outras inddstrias, pois funcionava também como posto de recebimento.

Segundo informacdes de funcionérios dos laticinios e de técnicos de 6rgdos de
fiscalizacdo, os laticinios que recebem leite através de caminhdes-tanque (B, D e E)
recolhem os leites armazenados em tanques de postos de refrigeracdo situados entre as
propriedades e as industrias, e 0s mesmos sdo colocados nestes tanques de refrigeracao
apos a ordenha, sendo transportados a granel. Este procedimento justifica-se pelo fato
das propriedades se localizarem distantes dos laticinios. No entanto, devido ao
transporte ser a granel e ao dato das fazendas leiteiras da regido adotarem o sistema de
exploragcdo pecuéria extensivo e o rebanho ser mestico e nelore, onde a producgdo de
leite é baixa, induz a um tempo de espera maior do leite pelas industrias, o qual
permanece mais tempo nos postos de refrigeracdo. Consoante isso, embora os laticinios
B, D e E se encontrassem em boas condi¢fes de higiene e instalacbes, o tempo de
armazenamento do leite pode ter favorecido para o aumento dos indices dos micro-
organismos.

Para Silva et al. (2009), a elevada CBT observada em seu estudo, deveu-se a
falta de higiene de equipamentos e utensilios, ao transporte, a temperatura e ao tempo de
estocagem, que foram respectivamente, cerca de 10°C e 48 horas, tendo em vista que
houve aumento da CBT em 61,54% das amostras de leite colhidas na plataforma de
recebimento do laticinio em comparagdo das que estavam nos tanques de expansao nas
propriedades. Afirmam ainda que, para reduzir a CBT do leite cru refrigerado deve-se
monitorar a temperatura em que o leite encontra-se, realizar a correta higiene dos
diversos tanques, dos utensilios e dos equipamentos, ou seja, tudo que possa entrar em
contato com o leite, objetivando impedir contaminacao cruzada.

Quanto a temperatura dos tanques, todos os laticinios apresentaram temperatura
de 4°C, estando de acordo com a temperatura exigida pela IN 62 que preconiza até 10°C
no estabelecimento processador. Todavia, a temperatura de conservacdo nos tanques de
expansdo das propriedades ou nos postos de refrigeracdo também deve obedecer a

legislagdo nacional, que para estes casos é imposta uma temperatura de 7°C.
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N&o foram observados nos laticinios estudados anélises fisico-quimicas do leite
antes do beneficiamento, exceto no laticinio A que realizava o teste do Alizarol. No
momento da recepcdo do leite havia dois a trés funcionarios em todos os
estabelecimentos. Esta observagdes denotam deficiéncia no monitoramento do produto.

No que se refere as Contagens de Células Somaticas (Tabela 2), as médias dos
laticinios foram de 394.340 CS/mL de leite, sendo que os laticinios B e C obtiveram as
maiores médias, 437.300 CS/mL e 531.600 CS/mL, respectivamente, e a menor média
foi registrada no laticinio E com 259.800 CS/mL. Os laticinios A apresentou média de
382.300 CS/mL e o laticinio D de 360.700 CS/mL. Estas contagens estdo dentro dos
padrdes exigidos pela legislacdo atual, estabelecida pela Instrucdo Normativa 62 de
2011 do MAPA que determina limites de no maximo 600.000 CS/mL até o ano de 2015
para a regido Norte e Nordeste (BRASIL, 2011).

Martins et al. (2006) observaram CCS de leite da bacia de Pelotas, Rio Grande
do Sul, com médias de 332.000 CS/mL no periodo chuvoso e 334.000 CS/mL no
periodo seco, resultado um pouco inferior aos valores obtidos no presente no presente
trabalho.

Observaram-se variagdes nas contagens de CS no decorrer das coletas, sendo
que os laticinios A, B e C demonstraram maiores varia¢des, onde no laticinio C as CCS
as contagens variaram de 285.000 a 1.237.000 CS/mL (Tabela 2), indicando uma
amplitude de variacdo de 952.000 células somaticas/mL. No laticinio D as CCS
mantiveram-se mais constantes variando de 297 mil a 423 mil CS/mL e o
estabelecimento que apresentou menores CCS foi o laticinio E, variando de 181 mil
CS/mL a 349 mil CS/mL, conforme exposto na Tabela 2.
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Tabela 2. Contagem de células somaticas (CS/mL) e respectivas médias de amostras de
leite cru refrigerado provenientes dos laticinios da Microrregido de Imperatriz - MA,
2013.

Laticinio  Laticinio Laticinio Laticinio Laticinio Média

AMOStras A'siey  B(SIE) C(SIE) D(SIF)  E(SIF)  Total
01 407.000  377.000  346.000  367.000  192.000 337.800
02 358.000  448.000  285.000  297.000  215.000 320.600
03 484.000  369.000  342.000  362.000  211.000 353.600
04 506.000  721.000  350.000  344.000  181.000  438.400
05 564.000  409.000  481.000  423.000  240.000 423.400
06 229.000  391.000  706.000  327.000  238.000 378.200
07 194000  357.000 492.000  407.000  336.000 357.200
08 196.000  458.000 476.000  403.000  323.000 371.200
09 487.000  408.000  601.000  349.000  313.000 431.600
10 308.300 435300 1.237.000 328.000  349.000 531.400

Médias 382.300 437.300  531.600 360.700 259.800  394.340

Em conformidade com os indices estabelecidos pela IN 62 de 2011, 46 (92%)
amostras encontravam-se no padréo e 4 (8%) amostras estavam em desacordo, e destas,
uma amostra pertencia ao laticinio B e trés eram do laticinio C.

As propriedades distribuidoras de leite em sua maioria realizavam ordenha do
tipo manual, o que pode ter interferido para nimeros mais baixos de CCS das amostras.
Também Cassiano et al. (2007) foram observados maiores indices de CCS em ordenha
mecanica do tipo balde ao pé em comparacdo com o sistema manual, em virtude da falta
de manutencéo e calibragem do equipamento causando leséo aos tetos dos animais pelas
teteiras, resultando em ocorréncia de mastite. Entretanto, quando o equipamento de
ordenha mecénica encontra-se bem calibrado os niveis de CCS sdo mantidos baixos
(TAVERNA, 2004).

Vale ressaltar que a elevada CCS denota més condigdes sanitarias do rebanho e
altos valores de CBT representam condigdes higiénicas insatisfatorias do leite. Segundo
Bramley e Mckimon (1990), nimeros de CBT maior que 100.000 UFC/mL implicam
em fortes falhas nas praticas de higiene durante a producgéo do leite, enquanto valores
abaixo de 20.000 UFC/mL indicam bons procedimentos de higiene na produgéo.

Bozo et al. (2013) relataram que apés a aplicacdo de boas praticas em cinco
propriedades no estado do Parana, houve reducdo da CCS em 74,3% das amostras de
leite e da CBT em 94,3% das amostras. Para Valin et al. (2005) e Matsubara et al.
(2011). Shaik et al. (2005) a CBT e a CCS sdo indicadores que ndo estdo
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necessariamente relacionados, tendo em vista a existéncia de diversas influéncias sobre
as mesmas.

Neto et al. (2012) ao pesquisar indices de CCS e CBT em amostras de leite cru
refrigerado de laticinios sob servico de inspecdo federal (SIF) em varios estados do
Nordeste, encontraram CBT acima de 1x10°® UFC/mL em todos os estados da regido,
exceto Pernambuco que apresentou 9,97 x 10° UFC/mL e Bahia 9,90 x 10°> UFC/mL.
Estes resultados refletem mas préaticas de ordenha e/ou problemas na refrigeracdo do
leite até a chegada do mesmo nos laticinios. Em relacdo as CCS, observaram-se maiores
resultados no estado do Piaui variando de 837.680 a 929.010 CS/mL e menores foram
no estado do Maranhdo, onde os indices foram de 472.240 a 769.770 CS/mL, sendo
similares ao encontrados em algumas amostras do presente estudo. Paula et al. (2004)
afirmaram que fatores como o0 ano, o periodo da analise e caracteristicas da
microrregido estudada interferem nos valores de células somaticas.

No trabalho de Melo et al. (2013), no estado de Goiés, foi evidenciado, valores
de CCS de leite cru colhido em propriedades, de 369 mil CS/mL, e de leite cru oriundo
de estabelecimentos, de 525 mil CS/mL, onde os mesmos estdo de acordo com o
preconizado pela legislacdo vigente. No entanto, a CBT das amostras avaliadas estava
acima do recomendado pela IN 62/2011 que é 600.000 UFC/mL. Conforme Melo et al.
(2013) a elevada CBT avaliada foi decorrente principalmente da falta de refrigeracdo do
leite logo apds a ordenha. A ocorréncia de CCS dentro dos padrdes e CBT alta
corroboram com os resultados obtidos na presente pesquisa.

Dados encontrados por Silva et al. (2009) indicaram CCS de leite cru refrigerado
de um laticinio sob (SIF) do sudoeste de Goias, dentro dos limites determinados pela
legislacdo e valores de CBT acima dos padrGes permitidos. Estes resultados foram
semelhantes aos do presente estudo. Entretanto, mesmo os niveis de CCS estando de
acordo com os indices exigidos, limites entre 300.000 e 500.000 CS/mL podem
representar infeccdo no animal, dependendo do patégeno instalado, o qual pode
influenciar a quantidade de células somaticas produzidas. Isto pode justificar o niUmero
de células somaticas encontradas nas amostras deste estudo, que ndo se apresentaram
tdo elevadas e nem tdo baixas a ponto de descartar provaveis infecgdes no rebanho.

O Staphylococcus aureus geralmente provoca uma quantidade de CCS variando
de 400.000 a 600.000 CS/mL, e em associacdo com outros micro-organismos como

Streptococcus sp., 0s niveis podem chegar a mais de 1.000.000 CS/mL. J& a presenca de
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Corynebacterium bovis promove menores numeros de CCS, inferiores a 200.000
CS/mL (CASURA et al., 1995; CASSOL et al., 2010). Além disso, os valores de CCS
inferiores aos numeros de CBT e estafilococos pode ser elucidado pela multiplicacao
bacteriana, 0 que ndo ocorre com as células somaticas.

Na pesquisa de patogenos, 50 amostras analisadas, 26 (52%) amostras
continham cepas de Staphyloccocus coagulase positivo, e destas 26, 19 (38%) amostras
foram bioguimicamente identificados como Staphylococcus aureus, representando 73%

das amostras contaminadas por Staphylococcus coagulase positivo (Tabela 3).

Tabela 3. Numero e frequéncia de amostras de leite contaminadas por Staphylococcus
coagulase positivo e Staphylococcus aureus isoladas de 50 amostras de leite refrigerado

provenientes dos 05 laticinios da microrregido de Imperatriz - MA, 2013,

Laticinios Staphylococcus Staphylococcus
coagulase positivo Aureus

N % N %
Laticinio A (SIE) 05/10 10 04/10 08
Laticinio B (SIE) 07/10 14 06/10 12
Laticinio C (SIE) 06/10 12 05/10 10
Laticinio D (SIF) 04/10 08 03/10 06
Laticinio E (SIF) 04/10 08 01/10 02
Total 26/50 52 19/50 38

Do total de 50 amostras de leite analisadas quanto a pesquisa de E. coli, apenas
dois (4%) das amostras estavam contaminadas por este patdgeno, um (2%) proveniente
do laticinio B e um (2%) do laticinio C, ambos sob o servi¢o de inspe¢do estadual
(SIE).

Fontana et al. (2010) analisando o leite de propriedades em Jatai — GO,
identificaram Staphylococcus spp. em 40,9% das amostras, das quais 14,9% foram
confirmadas como Staphylococcus, também forma identificados Corynebacterium sp.
(35,6%), Streptococcus sp. (19,7%) e Escherichia coli (3,8%). Houve uma maior
frequéncia de Staphylococcus spp. em relacdo aos demais géneros isolados. Também
Adornes et al. (1995) e Brito et al. (2001) indicam a prevaléncia cosmopolita de S.

aureus em rebanhos bovinos e em outras espécies.
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Drescher et al. (2010) em Santa Catarina, analisando o leite de ovelhas
identificaram Staphylococcus spp. em 31,39% e Escherichia coli em 8,2%.

Diferente dos resultados deste estudo, Campos et al. (2006) encontraram
contaminacdo por E. coli em 19 (79,2%) de 24 amostras de leite cru provenientes de
laticinio no estado de Goias enquanto Chye et al.(2004) observaram na Malasia que
65% das amostras de leite continham E. coli. J& Campos et al. (2006) isolaram E. coli
em amostras de nasofaringe (6,5%) e das méos (17,4%) em 46 amostras de cada regido
do corpo, estando de acordo com Nataro e Kaper (1998), que afirmam que apesar da E.
coli estar presente na microbiota gastrintestinal humana, h& possibilidade de
contaminacdo em outras partes do corpo, como 0 nariz ou ma&os, tornando o
manipulador o principal veiculo de transmissdo. Conforme Arcuri et al. (2006), aléem da
presenca de patdgenos no leite cru que é um perigo tanto para quem consome guanto
para quem o manipula, o leite in natura contaminado pode estar presente no ambiente
possibilitando & contaminagao cruzada.

De acordo com Silva et al. (1999) durante o processo de producdo do leite,
aumentam-se 0s riscos de introducdo de micro-organismos patogénicos no produto,
devido ao contato com pessoas de varios setores, possuir formas de armazenamento
diferentes até chegar a mesa do consumidor

Nesta pesquisa, a presenca de E. coli foi inferior a de Staphylococcus aureus. que
encontrava-se mais elevada, sugerindo contaminacdo por contato decorrente de
humanos ou animais. Por outro lado, os funcionérios dos cinco laticinios trabalhavam
uniformizados com botas, avental e touca, entretanto néo foi observado o uso de luvas e
mascaras, favorecendo o maior contato dos humanos com o produto e ampliando a
populacdo de estafilococos. No entanto, segundo Shopsin et al., (2000) a predominéncia
de bactérias do género Staphylococcus, especialmente Staphylococcus aureus, em
amostras de leite pode ser devido a mecanismos de competicdo fazendo com que estes
micro-organismos impegam a instalagéo ou desenvolvimento de outro.

Okura et al. (2005) isolaram de E. coli em 21,6% das amostras de leite, o que
revela uma maior frequéncia desta bactéria a obtida no presente estudo. A existéncia de
E. coli também foi evidenciada no trabalho de Moraes et al. (2005), em uma de trés
coletas de leite de oito propriedades leiteiras do Rio Grande do Sul.

Resultados superiores foram encontrados por Passos et al. (2000) em Londrina e

Arapongas - PR, onde em 60% das amostras de queijo Minas frescal estavam

43



contaminadas por E. coli e em 93,3% por Staphylococcus aureus sugerindo
contaminagdo cruzada dos produtos avaliados. Em Araguaina — TO, Paneto et al. (2005)
detectaram a presenca de E. coli em 96% de 50 amostras de queijo Minas frescal
comercializadas em supermercados.

Adretta et al. (2013) observaram uma contagem maior de bactérias mesofilos
aerobios e Staphylococcus coagulase positivo em baldes e teteiras de propriedades com
ordenha mecanica do tipo balde ao pé comparando ao sistema de ordenha manual e
mecanico de circuito fechado, propondo que a deficiéncia de higiene em utensilios e
equipamentos somados ao manejo inadequado aumentam o risco de contaminacao.

A0 pesquisar micro-organismos patogénicos em leite de propriedades com
sistema organico em Sdo Paulo, Ribeiro et al. (2009) isolaram S. aureus com
frequéncia em 25,7% das amostras, Streptococcus spp. em 21,4% e Corynebacterium
bovis em 12,9% e ndo foram detectadas E. coli nas amostras. Andrade et al. (2009) em
Curitiba — PR, verificaram a presenca de Staphylococcus spp. em uma frequéncia de
32,7%, Staphylococcus aureus em 19,5%, Streptococcus Agalactiae em 14% e
Escherichia coli em 13,6% das amostras de leite em propriedades, refletindo maior
frequéncia de micro-organismos do género Staphylococcus.

A frequéncia maior de patogenos nos laticinios A, B e C, sugere deficiéncias
higiénicas na obtencao e manipulacdo do leite, pois as fazendas situam-se mais distantes
de grandes centros como o municipio de Imperatriz. Além da distancia de cerca de 100
km, as regides sdo carentes de informagcdes e assisténcia veterinaria.

Foi detectada a presenca de residuos de antimicrobianos em 38 (76%) amostras
do total de amostras de leite cru refrigerado submetidas aos kits Devoltest® SP-NT e
Eclipse 50 (CAP-Lab®). Os dois Kits utilizados nesta pesquisa detectaram igualmente a
presenca de residuos de antimicrobianos nas amostras de cada laticinio conforme

demonstra a Tabela 4.
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Tabela 4. Numero e frequéncia de amostras de leite contaminadas por residuos de
antimicrobianos em 50 amostras de leite refrigerado provenientes de 05 laticinios da

Microrregido de Imperatriz - MA, 2013.

Laticinios Kit Devoltest® Kit Eclipse 50
NYT % NYT %
Laticinio A (SIE) 6/10 15,80 6/10 15,80
Laticinio B (SIE) 2/10 5,27 2/10 5,27
Laticinio C (SIE) 10/10 26,31 10/10 26,31
Laticinio D (SIF) 10/10 26,31 10/10 26,31
Laticinio E (SIF) 10/10 26,31 10/10 26,31
Total 38/50 100 38/50 100

IN= n° de amostras contaminadas pela presenca de residuos de antimicrobianos.
1T=n° total de amostras coletadas em cada laticinio.

O presente estudo demonstrou diferencas significativas em relacdo as outras
pesquisas no estado do Maranhdo. Lacerda (2008) ndo encontrou a presenca de residuos
de antibidticos pelo teste Delvotest® SP, ao analisar 20 amostras provenientes de
propriedades leiteiras dos municipios Itapecurum-Mirim, Miranda do Norte e Santa
Rita, todos localizados no norte do estado. Também Carvalho et al. (2012) em pesquisa
sobre residuos de antimicrobianos em amostras de leite cru de 18 propriedades situadas
no municipio de Araioses — MA, também obtiveram reacdes negativas ao teste de
deteccdo Delvotest® SP. Comparando os resultados entre as regides, pode-se sugerir
que a administracdo indiscriminada de antibidticos para tratamento e combate de
infeccBes podem ter inferido nos resultados, visto que a microrregido de Imperatriz e
Acailandia sdo consideradas a bacia leiteira do estado, as quais possuem mais 190.000
bovideos de leite segundo a Agéncia Estadual de Defesa Agropecuéria do Maranhdo
(AGED/MA), acarretando maiores incidéncias de doencas em virtude da aglomeracao
de animais, e por conseguinte o uso de medicamentos em maior frequéncia.

Ribeiro et al. (2009) também relacionaram o uso incorreto de medicamentos nos
animais ao verificar em amostras de leite coletadas diretamente de animais em lactacédo
criados em sistema organico de Sao Paulo, onde obtiveram a presenca de residuos em
2,7% dos animais amostrados, estando em desacordo com a Instru¢gdes Normativas n°
07 e n°® 62 do Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (MAPA), que
proibem a existéncia de quaisquer residuos de medicamentos no leite (BRASIL, 1999).

45



Nero et al. (2007) encontraram 11,4% de amostras de leite cru positivas aos
testes de deteccdo de antibioticos, pertencentes as propriedades leiteiras do Parang, Rio
Grande do Sul, Minas Gerais e Sdo Paulo. Ja relatos de varias regides do Brasil
evidenciaram de 0 a 70% a presenca de residuos de antimicrobianos em leite cru
(COSTA, 1996; CARLOS et al., 2004; FARIAS et al., 2004).

Costa e Lobato (2009) em Seropédia — RJ, identificaram 02 (duas) de 175
amostras de leite UHT contendo residuos de antimicrobianos, representando 1,1% do
total, onde as duas eram de leite integral, refletindo que pode haver uma veiculagédo
maior de antibioticos em meios com maior teor de lipidios. Informacdes do relatério do
PAMVet 2004 e 2005, apontaram em 312 amostras de diversos tipos de leite (em po,
pasteurizado, UHT), 21 amostras (7%) continham residuos de antibioticos, e destas, 6
(2%) eram de UHT. Esses resultados sdo preocupantes, tendo em vista a resisténcia dos
antimicrobianos aos processos térmicos tecnolégicos e o consumo do leite como parte
da dieta humana, principalmente criancas.

Os resultados foram superiores aos detectados por Tetzner e Benedetti (2005),
que encontraram residuos de antibiéticos em leite cru da regido do Triangulo Mineiro
em uma frequéncia de 33,3% das amostras para antibidticos B-lactamicos, tais como
penicilina, amoxilina, ampicilina e ceftiofur. Também foram superiores aos de Carlos et
al. (2004) que avaliaram a presenca de residuos de penicilina em 43 amostras de leite no
Rio de Janeiro, e encontraram residuos em 32,56% amostras por meio da cromatografia
liquida de alta eficiéncia (HPLC). Ja Nascimento et al. (2001) observaram a ocorréncia
de residuos de antimicrobianos em 50% da amostras de leite tipo A e leite pasteurizado
comercializado em Piracicaba - SP. Os resultados foram inferiores aos diagnosticados
por Bianchi et al. (2004), que detectaram residuos em 100% e 80% das amostras de leite
cru e de leite pasteurizado, respectivamente, na regido do Vale do Paraiba — SP.

O leite destinado as industrias e usinas de beneficiamento possui mais um
agravante em relacdo a presenca de residuos, de medicamentos, trata-se da incorporagédo
de leite contaminado nos tanques de refrigeracdo ou estocagem, ocasionando a
contaminacéo geral do leite armazenado. Segundo Fava e Pinto (2010) a condenagéo do
leite contaminado por residuos de antimicrobianos € realizada quando hé a detec¢éo dos
mesmos, entretanto este monitoramento muitas vezes n&o é realizado de maneira efetiva

colocando em risco a satide dos consumidores.
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Quanto a suscetibilidade antimicrobiana, foram observadas multirresisténcia nas
18 cepas testadas de Staphylococcus coagulase positivo, 22 cepas de Staphylococcus
aureus e 2 de Escherichia coli, onde nenhum antibidtico foi 100% eficaz para
Staphylococcus coagulase positivo e Staphylococcus aureus. As cepas de S. coagulase
positivo foram as que obtiveram maior sensibilidade (60,32%) aos antimicrobianos

testados (Figura 2).

0,
60,32% 63,97% 67,85%

0,
36,50% 285894 M Cepas resistentes

B Cepas sensiveis

3.57% Cepas intermediarias

Staphylococus Staphylococus Escherichia coli
coagulase aureus
positivo

Figura 2. Percentual de cepas de Staphylococcus coagulase positivo, Staphylococcus
aureus e E. coli resistentes, intermedidrias e sensiveis aos principios antimicrobianos
testados, 2013.

Todas as cepas de Staphylococcus spp. apresentaram resisténcia “in vitro” aos
antimicrobianos, sendo que para Staphylococcus coagulase positivo cinco cepas foram
resistentes a trés antibioticos, pelo menos 10 (dez) cepas de Staphylococcus aureus
demonstraram resisténcia a 9 (nove) antibioticos. As duas estirpes de E. coli
identificadas nas analises das amostras de leite foram resistentes a 10 dos 14
antimicrobianos utilizados. A Tabela 5 apresenta os perfis de suscetibilidade

antimicrobiana das bactérias isoladas frente aos diferentes principios ativos.
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Tabela 5. Perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos das cepas de Staphylococcus
coagulase positivo, Staphylococcus aureus e Escherichia coli isoladas de amostras de

leite cru refrigerado de 05 laticinios da Microrregido de Imperatriz - MA, 2013.

Suscetibilidade Micro-organismos
Staphylococcus Staphvl Escherichia

Antimicrobianos coagulase positivo aphylococcus aureus coli
N % N % N %

S 14 (77,8) 5(22,7) 0(0)

VAN! I 0(0) 0 (0) 0 (0)
R 4 (22,2) 17 (77,3) 2 (100)

S 10 (55,5) 5(22,7) 0(0)

ERI? | 3(16,7) 1(4,5) 0(0)
R 5(27,8) 16 (72,7) 2 (100)

S 13 (72,2) 12 (54,5) 0(0)

GEN?® I 2(11,1) 0(0) 0(0)
R 3(16,7) 10 (45,4) 2 (100)

S 13 (72,2) 6 (27,3) 0(0)

BAC* I 0 (0) 0 (0) 0 (0)
R 5(27,8) 16 (72,7) 2 (100)
S 10 (55,6) 6 (27,3) 2 (100)

AMO® I 0(0) 0 (0) 0 (0)

R 8 (44,4) 16 (72,7) 0(0)

S 11 (61,1) 10 (45,4) 0(0)

EST® I 0 (0) 1(4,5) 1 (50)
R 7 (38,9) 11 (50) 1 (50)

S 5 (27,8) 2(9,1) 0(0)

OXA/ I 0(0) 0 (0) 0 (0)
R 13 (72,2) 20 (90,9) 2 (100)
S 13 (72,2) 13 (59,1) 2 (100)

ENR® I 2(11,1) 2(9,1) 0(0)

R 3(16,7) 7 (31,8) 0(0)
S 8 (44,4) 4(18,2) 2 (100)

AMP® I 0(0) 0 (0) 0 (0)

R 10 (55,6) 18 (81,8) 0(0)

S 6 (33,3) 1(4,5) 0(0)

LIN® I 0(0) 0 (0) 0 (0)
R 12 (66,7) 21 (95,5) 2 (100)

S 12 (66,7) 11 (50) 0(0)

TETH I 1(5,5) 0 (0) 0(0)
R 5 (27,8) 11 (50) 2 (100)

S 16 (88,9) 19 (86,4) 0(0)

NOR*™ I 0(0) 0(0) 0(0)
R 2(11,1) 3(13,6) 2 (100)
S 16 (88,9) 10 (45,5) 2 (100)

coT® I 0 (0) 0 (0) 0 (0)

R 2(11,1) 12 (54,5) 0(0)

S 5 (27,8) 3(13,6) 0(0)

PEN™ I 0 (0) 0 (0) 0(0)
R 13 (72,2) 19 (86,4) 2 (100)

Vancomicina; “Eritomicina; >Gentamicina; “Bacitracina; “Amoxicilina; °Estreptomicina; 'Oxacilina;
®Enrofloxacina; *Ampicilina; *°Lincomicina; *Tetraciclina; **Norfloxacina; *Cotrimoxazol; ““Penicilina.
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As cepas de S. coagulase positivo foram sensiveis ao cotrimoxazol
(sulfametoxazol + trimetropima) e norfloxacina, ou seja, estes antimicrobianos
apresentaram poder terapéutico mais eficaz, onde alcancaram 88,9% de sensibilidade
(Figura 2). Ja para a espécie S. aureus encontrou-se indice de sensibilidade maior para
norfloxacina (86,4%). Diferentemente de S. coagulase positivo, estirpes de S. aureus
demonstraram resisténcia ao cotrimoxazol (54,5%) (Figura 4).

Quanto a resisténcia, oxacilina e penicilina foram os principios com menor
poder de acdo sobre 72,2% do isolados de S. coagulase positivo (Figura 3). Para
Staphylococcus aureus os quimioterapicos de menor eficacia foram lincomicina com

95,5% de cepas resistentes e oxacilina com 90,9% (Figura 4).

AMP 55,60%

LIN 66,70%

PEN 72,20%

OXA 72,20%
«» AMO 55,60%
_g ERI 55,50%
'g EST 61,10% M Resistentes
E TET 66,70% M Sensiveis
€ BAC 72,20%
< Gen 72,20%

ENR 72,20%

VAN 77,80%

cot 88,90%

NOR 88,90%

Figura 3. Antimicrobianos os quais as cepas de Staphylococcus coagulase
positivo apresentaram percentuais acima de 50% de resisténcia e sensibilidade,

2013.
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EST 50%
TET 50%
coT 54,50%
AMO 72,70%
*\ BAC 72,70%
é ERI 72,70%
8 VAN 77,30% M Resistentes
S amp 81,80% M Sensiveis
'g PEN 86,40%
é OXA 90,90%
LIN 95,50%
TET 50%
GEN 54,50%
ENR 59,10%
NOR 86,40%

Figura 4. Antimicrobianos os quais as cepas de Staphylococcus aureus
apresentaram percentuais acima de 50% de resisténcia e sensibilidade, 2013.

Semelhante aos indices de sensibilidade encontrados para Staphylococcus
coagulase positivo deste estudo, Langoni et al. (1991) verificaram 64,8% de
sensibilidade a gentamicina e 87,3% sensiveis a vancomicina de micro-organismos
isolados, dentre eles Staphylococcus spp., Streptococcus spp., e Corynebacterium spp.

Santos (2006) em Uberlandia — MG, apontou resisténcia de 73,7% de cepas de
Staphylococccus sp. a eritromicina. Também Ribeiro et al. (2009) evidenciaram
resisténcia de Staphylococcus aureus isolados de amostras de leite provenientes de
propriedades no interior de Sdo Paulo, onde os antibidticos que apresentaram maior
resisténcia foi penicilina (53,5%), ampicilina (41,6%) e neomicina (38,6%).

Gentili et al. (2000) na Argentina nos anos de 1996 a 1998, isolaram
Staphylococcus aureus de animais com mastites subclinicas, os quais foram resistentes
a antimicrobianos penicilina (40,3%), eritromicina (11,6%) e gentamicina (3,4%). Ja
Fontana et al. (2010) identificaram Staphylococcus spp. e Corynebacterium bovis, em
amostras de leite no estado de Goias, onde estes foram resistentes a penicilina (100%) e

maior sensibilidade a gentamicina (78,4%). Estes dados corroboram com os perfis de
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suscetibilidade encontrados neste trabalho, que também apresentou percentuais elevados
de cepas resistentes a penicilina e sensiveis a gentamicina.

O presente estudo identificou resisténcia de S. aureus a diversos outros
principios (Figura 3), aléem da resisténcia aos antimicrobianos penicilina e eritromicina
também verificada nos estudos de Gentili et al. (2000), Santos (2006), Ribeiro et al.
(2009), e Fontana et al. (2010).

A espécie E. coli expressou 100% de sensibilidade aos antibioticos
cotrimoxazol, ampicilina, enrofloxacina e amoxicilina. Ao contrario de Santos (2006),
onde 76,9% das enterobactérias identificadas, incluindo Escherichia coli, apresentaram
resisténcia a substancia amoxicilina.

Campos et al. (2006) encontraram em Goids, de 69 isolados de E. coli em
amostras de leite cru de laticinio, 42 cepas (60,9%) foram sensiveis aos antibidticos
ampicilina, cefalotina, ciprofloxacina, clotrimoxazol (sulfa + trimetropim), e a
tetraciclina foi o antibiético menos eficaz.  Estes resultados sdo similares aos
encontrados no presente estudo, diferindo em relacdo ao principio gentamicina, onde as
cepas mostraram-se resistentes. Segundo Silva (2009) diferencas geograficas interferem
na prevaléncia de resisténcia aos antibidticos apontando para a existéncia de fatores
locais, como ambientais, culturais e sociais, com interagdo complexa influenciando na
formacédo e evolucdo da suscetibilidade microbiana

Grande parte dos principios ativos que as bactérias isoladas demonstraram
resisténcia, tais como amoxicilina, ampicilina, penicilina e oxacilina, estdo inclusos nos
grupos de inibidores (Anexo 1 e 2) que os dois Kits detectam, e que possivelmente
estiveram nas 38 amostras que apresentaram presenca de residuos. Desta forma, a
deteccdo de quimioterapicos do grupo B-lactamicos, sulfonamidas e tetraciclinas, entre
outros mais administrados em rebanhos leiteiros em 76% das amostras e o percentual de
resisténcia a esses antimicrobianos pelas cepas bacterianas isoladas implica na
utilizacdo inadequada destes promovendo a multirresisténcia bacteriana. De acordo com
Brito et al. (2001), relatos sobre a suscetibilidade de cepas de agentes infecciosos como
Staphylococcus sp. e E. coli, especialmente no Brasil, sugerem resisténcia crescente

destes patdgenos frente aos antimicrobianos, sendo confirmada nesta pesquisa.
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6 CONCLUSOES

Diante das analises realizadas e dos resultados encontrados pode-se concluir que:

- O leite cru refrigerado produzido nas propriedades leiteiras da microrregido de
Imperatriz possui Contagem Bacteriana Total acima dos valores preconizados, 0s
valores de Coliformes a 35°C e a 45°C e de colonias de Staphylococcus sp. estéo
elevados, configurando falhas nos procedimentos de higiene e refrigeracao.

- A Contagem de Células Somaticas (CCS) média esta dentro dos limites
estabelecidos pela legislagdo vigente para a regido, contudo 8% das amostras de leite

estavam em desacordo.

- Micro-organismos do grupo Staphylococcus coagulase positivo e as espécies
Staphylococcus aureus e Escherichia coli estdo presentes no leite analisado, indicando
falta de cuidados em relacéo as boas praticas de manipulacdo do produto;

- O leite apresenta contaminacdo por residuos de antimicrobianos, podendo
representar um risco potencial para a satde publica;

- As cepas isoladas de Staphylococcus coagulase positivo, Staphylococcus
aureus e Escherichia coli s&o mutlirresistentes aos antimicrobianos testados.

- A qualidade higiénico-sanitaria do leite analisado é insatisfatoria, nao
atendendo as exigéncias da IN n° 62 de 2011, do Ministério da Agricultura;

- Os laticinios respeitavam os critérios de estrutura fisica determinados pela
legislacdo, exceto o laticinio A, no entanto apresentaram deficiéncias na fiscalizacdo
durante a recepcao do leite.

- H& a necessidade de adogdo de testes de triagem para o monitoramento de

residuos de antimicrobianos neste produto;
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7 CONSIDERACOES FINAIS

A qualidade do leite produzido na Microrregido de Imperatriz, a qual pertence a
bacia leiteira do estado do Maranhdo, pode ser considerada preocupante. Elevados
indices de contaminacéo bacteriana evidenciam deficiéncias nos cuidados importantes
de procedimentos de higiene e no controle do tempo e da temperatura em que o leite €
mantido. A presenca do micro-organismo patogénico Staphylococcus aureus, em niveis
elevados, torna-se um perigo aos consumidores, uma vez que essa bactéria pode
produzir exotoxinas que em altas quantidades causam intoxicacao alimentar, até mesmo
ao ingerir produtos pasteurizados e esterilizados.

A existéncia de inibidores bacterianos nas amostras de leite analisadas denota a
necessidade de criacdo de politicas publicas que regularizem a comercializacdo dessas
substancias, para que se tenha um melhor controle da aplicagdo das mesmas.

A utilizagdo errbnea e abusiva de antimicrobianos estd favorecendo o
desenvolvimento de cepas bacterianas resistentes, e em virtude da complexidade da
resisténcia bacteriana, medidas de manejo adequado, a aplicacdo racional dos
antibidticos nos animais e melhoria das condi¢des sanitarias para a promogdo de salde
animal, as quais também refletem na satide humana, devem ser priorizadas e adotadas.

Muitos consumidores e produtores ndo tém acesso a informacao, e a populacéo
encontra-se refém de um modelo atual de sociedade preocupada com a producdo e
consumo em grande escala. Os 6rgaos de fiscalizacdo muitas vezes sdo ineficientes e
ndo conseguem atender a todos.

A implantacdo de programas de monitoramento bem como campanhas
educacionais aos produtores e capacitacdo profissional dos funcionéarios envolvidos
integrando setores de salde, agricultura, educacdo, inddstria, entidades fiscalizadoras e
meios de comunicacdo sdo fundamentais para garantir que o leite continue sendo um

produto salutar aos consumidores.
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ANEXOS



ANEXO 1

Grupos de antimicrobianos e respectivos principios cujos residuos sdo detectados pelo kit Delvotest®
SP — NT, segundo manual do fabricante.

Grupos

p-lactamicos

Sulfonamidas

Tetraciclinas

Macrolidas

Aminoglicosideos

Outros

Medicamentos

Penicilina G

Ampicilina

Amoxicilina

Ceftiofur

Cefapirina

Cloxacilina

Dicloxacilina

Oxacilina

Sulfadiazina

Sulfametazina

Tetraciclina

Oxitetraciclina

Tilosina

Spiramicin

Eritromicina

Gentamicina

Neomicina

Trimetoprima

Dapsna
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ANEXO 2

Classes de antimicrobianos e seus respectivos principios ativos cujos residuos sdo detectados
pelo kit Eclipse 50 (Cap-Lab®).

Grupos

p-lactamicos Sulfonamidas Tetraciclinas ~ Macrolidas  Aminoglicosideos

Penicilina G Sulfatiazol Tetraciclina Eritromicina Gentamicina

Ampicilina Sulfametazina Oxitetraciclina Tilosina Neomicina

Amoxicilina - - -

Cloxacilina - - - .

Medicamentos

Oxacilina - - - -

Cefalexina - - - -

Cefapirina - - - -
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APENDICE A — Inquérito aplicado aos laticinios da microrregido de Imperatriz,
MA.

QUESTIONARIO

1. Capacidade de recebimento:

2. Procedéncia da matéria-prima (quais e quantidade de propriedades e municipios
fornecedores):

3. Onde recolhe o leite? () direto da propriedade (tanques) ( ) direto da propriedade
(latGes) () postos de refrigeracao

4. Meio de transporte da matéria-prima:

() Rodovidrio () Ferroviario () Tracdo Animal () Outros ()

5. Caminhdo:

() Comum () De tanque isométrico ( ) Com unidade frigorifica ( ) Outros
6. Plataforma de recepgao de matéria-prima: () sim () ndo
Independente da expedi¢do? () sim () ndo

7.Laboratério de recepcao:

Caracteristicas fisicas satisfatérias? () sim () ndo

Anadlises de rotina realizadas?

Equipamentos para analise de rotina

() Completo () Incompleto () Aussente

Numero de analistas pré-recepc¢ao do leite:

8. Natureza do piso:

9. Instalagdes de 4dgua para limpeza? () sim () ndo

10. Instalacoes de vapor para a limpeza? () sim () ndo

11. Escoamento das dguas de limpeza?

() Suficiente () Insuficiente () Precério

12. Caminhdo-tanque:

Temperatura:

Lavagem (quantas vezes, qual procedimento e produtos utilizados):

13. Local para a lavagem de veiculos? () sim () ndo

Satisfaz? () sim () ndo
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14. Lavagem de latGes? () sim () ndo

() Manual () Mecénico

Lavagem (qual procedimento e produtos utilizados):

15. Tanque de estocagem ou armazenamento:

Temperatura:

Lavagem (quantas vezes, qual procedimento e produtos utilizados):

16. Agua de abastecimento (procedéncia):

() Rede publica (encanada) () Pogo raso () Pogo profundo artesiano ( ) Superficie
17. Gerador préprio? () sim () ndo

18. Estado geral, manutencdo, higiene e estado de conservacao do local e
equipamentos:

19. Funcionarios:

Quantos na recepgao?

Quais vestimentas e de que era composta?

20. Tipo de ordenha das propriedades distribuidoras?

() manual () mecanica circuito aberto (balde ao pé) () mecanica circuito fechado
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APENDICE B

Tanque  de
capacidade para 10.000 litros de um
dos laticinios da microrregido de estocagem.
Imperatriz, MA.

estocagem  com Coletor de inox utilizado para
coletar as amostras nos tanques de

R s & S v
Equipamento contador
somaticas DelLaval® e seu acessorio cassete (a
direita); frasco contendo amostra de 250 mL de
leite (& esquerda).
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APENDICE C - Analises microbioldgicas das amostras de leite cru refrigerado
procedentes dos laticinios.

Tubos com caldo VB positivos para
Coliformes a 35°  apresentando
turbidez e gl6bulos de gés.

Placas contendo crescimento de colbnias bacterianas
(aer6bios mesofilos) em meio PCA para determinacgdo de
Contagem bacteriana total (CBT).
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APENDICE D - Anélises para isolamento e identificacdo de Staphylococcus aureus

das amostras de leite cru refrigerado oriundas dos laticinios.

Crescimento de coldnias bacterianas sugestivas de Staphylococcus aureus apresentando aspecto
negro e com anel opaco, em meio Baird-Parker.

Teste de coagulase livre em tubo: teste positivo grau “4+” com coagulagdo completa (a); teste
negativo pela auséncia de formacgdo de coagulos (b); positivo grau “2+” com coagulagdo
pequena e desorganizada (c) e positivo grau “3+” apresentando formacgao de coagulos grandes
e organizados (d).
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Tubos com resultados positivos ao Tubos apresentando coloragéo
teste bioquimico TSI. avermelhada indicando positividade ao
teste bioquimico Voges-Proskauer.

Resultado positivo ao teste bioquimico DNase demonstrado pelo surgimento de halo
transparente em torno da faixa de crescimento microbiano (a) e resultado negativo ao teste
DNase sem o halo (b).
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Cepas positivas (coloragdo amarela) e negativas (coloracdo vermelha) ao teste
bioquimico Manitol em anaerobiose.

Provas bioquimicas de utilizacdo dos carboidratos: Maltose (a), trealose (b)
e manitol (c) em aerobiose: tubos apresentando alteragdes da coloracdo do
vermelho para o amarelo em amostras positivas e sem alteragdo da cor em
amostras negativas.
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APENDICE E - Analises para isolamento e identificagdo de Escherichia coli das
amostras de leite cru refrigerado oriundas dos laticinios.

LR i,

Placa contendo col6nias de coloragdo verde-
metalico caracteristicas de Escherichia coli,
em Agar EMB.

Resultado positivo ao TSI. Teste de Voges-Proukauer positivo
apresentando coloracdo vermelha.
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Teste INDOL (meio SIM): resultado Teste Vermelho de metila (VM):
negativo a esquerda e resultado positivo resultado negativo a esquerda e resultado
a direita. positivo a direita.

Teste Citrato de Simmons: resultado positivo
para E. coli (& esquerda) sem mudanga de
coloracdo do meio; resultado negativo para E.
coli (a direita) representada pela mudanca de cor.
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APENDICE F — Testes para detec¢do de antimicrobianos em amostras de leite de

laticinios da microrregido de Imperatriz, MA.

Resultados positivos (recipientes em azul-purpura sem alteracdo da cor) indicando
inibicdo do crescimento microbiano e amostras negativas (alteracdo da cor azul-purpura
para amarelo-esverdeado) obtidas por meio dos Kits Delvotest® SP-NT (a e b) e Eclipse
50 Cap-Lab® (c e d).
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APENDICE G - Testes de sensibilidade antimicrobiana in vitro de cepas

bacterianas isoladas de amostras de leite cru refrigerado dos laticinios estudados.

Antibiograma das cepas bacterianas pelo Método de difusdo em discos em Agar Muller-
Hinton demonstrando halos de inibicao.
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