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ISOLAMENTO E IDENTIFICACAO DE BACTERIAS GRAM NEGATIVAS NO
LEITE CRU E PONTOS CRITICOS DE CONTAMINACAO

RESUMO

A complexidade e diversidade da cadeia produtiva leiteira existente no pais devem-se aos
diferentes tipos de sistemas produtivos leiteiros e as caracteristicas préprias que os envolvem,
entre elas as diferencas espaciais e culturais encontradas em todo o territério nacional,
dificultando assim uma padronizacdo na producao, planejamento, tecnificagdo e principalmente
da qualidade de producdo microbiolégica da matéria-prima na cadeia leiteira. Afim de
caracterizar os sistemas de producdo leiteiros, os manejos empregados, pontos criticos de
contaminacdo e de isolamento e identificacdo dos principais agentes envolvidos nas
contaminac¢des da microrregido de Marechal Candido Rondon — PR, estudos foram realizados.
Inicialmente efetuou-se selecdo dentre 735 sistemas de producgdo leiteiros, nestes foram
aplicados guias semiestruturados para levantamento de caracteristicas de produ¢cdo e manejo
produtivo. A partir destes resultados foram empregadas técnicas de formacao de clusters. Foram
definidos cinco grupos homogéneos e distintos. Em cada grupo, 10% dos casos foram
selecionados, totalizando 73 sistemas produtivos leiteiros. Posteriormente analisou-se o leite
dos tanques de resfriamento para contagem de células sométicas (CCS) e contagem bacteriana
total (CBT). Apds as contagens, 35 propriedades foram selecionadas paras as pesquisas, pois
obtiveram contaminac¢des acima dos limites vigentes de CCS e CBT de acordo com IN 62 do
MAPA. Apés a formacdo dos sistemas sucedeu-se coletas referentes as pesquisas, que
consistiram de questiondrio semi-estruturado, contemplando varidveis relativas ao manejo
higi€nico-sanitdrio, bem como, coleta de leite do tanque e swabs de pontos criticos de
contaminacdo na producdo leiteira, tais como: mio do ordenhador, ordenhadeira e tanque de
resfriamento. Procedeu-se com analises microbioldgicas e a quantificacdo de Staphylococcus
sp da mao-do-ordenhador, ordenhadeira, tanque e leite 9,6x10%, 2,2x10%, 1,4x10* e 3,8x10°
UFC/mL respectivamente; e quantificacdo, isolamento e identificagdo de bactérias proteoliticas
e lipoliticas, nos quais os agentes de maior incidéncia foram a Escherichia coli, Escherichia
fergusoni, Klebsiella oxytoca e Yersinia enterocolitica ambos com 8,6% de frequéncia nos
diferentes sistemas de producao leiteiros estudados.

Palavras-chave: agentes, estafilococos, lipolitica, manejo, proteolitica.



ISOLATION AND IDENTIFICATION OF GRAM NEGATIVE BACTERIA IN RAW
MILK AND CRITICAL CONTAMINATION POINTS

ABSTRACT

The complexity and diversity of the dairy production chain in the country are due to the different
types of dairy production systems and their specific characteristics, among them, the spatial and
cultural differences found across the country, making it difficult to standardize the production,
planning, technicization and especially the microbiological quality of the raw material in the
dairy chain. In order to illustrate the dairy production systems, the managements, critical points
of contamination, isolation and identification of the main factors involved in the contamination
in Marechal Candido Rondon - PR, some experiments were conducted. Initially it was
performed a selection among 735 dairy production systems for semi - structured guides
(production characteristics and general management) and cluster analyzes, which formed five
distinct and homogeneous groups of dairy production systems. Only 10% of properties were
selected to represent each group, totalizing 73 properties. Subsequently it was analyzed the milk
cooling tanks for the somatic cell count (SCC) and total the bacterial count (TBC). After the
counts, only 35 properties were selected for the research because they showed contaminations
rates above current limits for SCC and TBC according to the MAPA regulation (IN 62). After
the formation of the systems, collections related to the research were made, which consisted of
the semi-structured questionnaire guide (hygienic-sanitary management), milk collection of the
tank and swabs of critical points of contamination in milk production (hand of the milker,
milking machine and cooling tank). The experiment was proceeded with microbiological
analysis and quantification of Staphylococcus sp, hand of the milker, milking machine, tank
and milk 9.6 x103, 2.2 x10%, 1.4 x10* and 3.8 x10° CFU/mL respectively, and quantification,
isolation and identification of proteolytic and lipolytic bacterias, in which the agents of highest
incidence were Escherichia coli, Escherichia fergusoni, Yersinia enterocolitica and Klebsiella
oxytoca both with 8.6% frequency in the different dairy production systems studied.

Keywords: agents, staphylococci, lipolytic, management, proteolytic.
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1. INTRODUCAO

O crescimento econdmico e biotecnolégico nas diversas dreas da agropecudria vem
demonstrando o grande potencial que o pais possui, sendo a cadeia leiteira uma das atividades
com maior relevancia. A producdo leiteira no Brasil tem fundamental importancia na
agropecudria brasileira, o seu papel de destaque nos dltimos anos € devido ao alto crescimento

produtivo. No ano de 2012 foram cerca de 32 bilhdes de litros produzidos (IBGE, 2012).

A complexidade e diversidade na cadeia produtiva leiteira deve-se aos diferentes tipos
de sistemas produtivos leiteiros e as caracteristicas proprias que os envolvem, entre elas as
diferencas espaciais e culturais encontradas em todo o territério nacional, dificultando assim

uma padronizacdo na produgdo, planejamento e tecnificagdo da cadeia leiteira.

A propriedade leiteira ou unidade de producao de leite deve ser considerada como um
“Sistema de Produc¢do”, sendo este representado por um conjunto de componentes, processos €
produtos inter-relacionados, gerenciados de forma harmonica, visando otimizar seus resultados

(STUMPF et al., 2000).

A qualidade do leite € um termo muito genérico e possui um histérico muito grande de
discussdes sobre isto, com a preocupacdo e avango da busca pela qualidade dos produtos,
origem e processamento das matérias-primas. Isso se deve aos consumidores almejarem uma
melhor qualidade de vida, principalmente relacionada a alimentagdo, envolvendo a qualidade
microbiolégica destes alimentos. O principal parametro para verificar a qualidade é o perfil

microbiolégico e o indice de contamina¢do microbiana (NERO et al., 2009).

O aspecto microbiolégico € um fator decisivo na obtencdo de leite com qualidade nas
propriedades rurais, j4 que inimeros fatores podem interferir no processo produtivo. Os
microrganismos de maior importancia na producdo leiteira sdo aqueles que contaminam o
produto durante e apés a ordenha. A contaminacdo é muito varidvel, qualitativamente e

quantitativamente, em fun¢@o das condi¢Oes de higiene presentes (MIGUEL, 2010).

Os principais microrganismos envolvidos na contaminagado e qualidade microbioldgica
sdo fungos, bactérias, virus e leveduras. Dentre estes inimeros microrganismos, as bactérias
sdo provavelmente as mais estudadas e que causam grandes problemas alimentares e

tecnoldgicos devido a atividade enzimaética proteolitica e lipolitica.
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A necessidade e a realizagdo de maiores estudos na identificacdo e profilaxia das
principais bactérias envolvidas nos diferentes tipos de sistemas de producdo € de extrema
importancia, pois contribuird para o melhor entendimento dos pontos criticos na produgdo e

para o melhoramento da qualidade da matéria-prima obtida.

Assim, o presente estudo foi conduzido com o objetivo de identificar as principais
bactérias mesofilas proteoliticas e lipoliticas envolvidas em diferentes sistemas de produgao
leiteiro, e os principais agentes contaminantes lipoliticos. Objetivou-se também o isolamento e
identificacdo das principais bactérias Gram-negativas do leite oriundos de tanques de

resfriamento.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Producao leiteira

A atividade da pecudria leiteira ¢ de fato umas das mais importantes no contexto
histérico e atual do Brasil. A cadeia produtiva do leite pode ser encontrada, mesmo que em
diferentes aspectos, em todas as regides brasileiras, atuando como uma atividade geradora de

renda, tributos e empregos (LOPES et al., 2013).

A producio leiteira no Brasil tem grande representatividade no cendrio internacional, e
vem obtendo 6timo crescimento nos dltimos anos. No ano de 2012 o pais alcancou a terceira

posicado mundial, com uma produg¢ado de 32,3 bilhdes de litros (IBGE, 2012).

Dados coletados desde 1975 mostram o crescimento gradativo que o pais vem
alcancando na atividade, estima-se que em 2011 o Brasil obteve uma produtividade 1.374
litros/animal/ano, com um pouco mais de 30,5 milhdes de animais ordenhados, 9,75% maior
que o ano de 2010 (EMBRAPA, 2010). Existe ainda uma distancia muito grande dos paises
altamente tecnificados, como Ardbia Saudita, Israel e Estados Unidos, com 14.9, 10.3 € 9.5 mil
respectivamente, mas evidencia-se o crescimento acelerado que o pais alcangou nesta dltima

década, de 21,2% na produgao litros/animal/ano.

O pais apresentada grande diversificacdo de produgdo, e estados, como as regides Sul e
Sudeste sdo os que apresentam as maiores produtividades e grandes avancgos tecnolégicos na
area. O Estado do Parand € caracterizado por uma atividade leiteira entre umas das mais
desenvolvidas do pafs e com grande importincia socioecondmica. Estima-se que em 2011
alcangou o percentual de 11,9% da producdo total nacional, perdendo apenas para Minas Gerais
e Rio Grande do Sul, com uma producdo de aproximadamente 3,8 bilhdes de litros,

representando um crescimento de 5,9% em relagdo ao ano de 2010 (IBGE, 2011).

Em relagcdo as produ¢des municipais, o Parané tem excelente representatividade onde
Castro (PR) o maior produtor de leite do Brasil com 210 bilhdes de litros, conhecido também
como a “capital do leite” no pafs. Ainda mais trés municipios se destacam: Carambei (5° - 120

bilhdes de litros), Marechal Candido Rondon (13° - 95 bilhdes de litros) e Toledo (18° - 84
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bilhdes de litros), entre os 20 maiores produtores nacionais (IBGE, 2011). Estes dados

evidenciam a importancia da Regido Oeste do Estado do Parand na pecudria leiteira.

A regidao Oeste do Parana tem grande importancia na atividade leiteira para a federagao,
além da fundamentacio econdmica e social que este empreendimento envolve. Por mais que o
estado apresente alta produtividade em relacdo a producdo nacional, existe pouca
homogeneidade entre os produtores de leite. Na grande maioria ainda hi o predominio de
pequenos produtores com baixas producdes e pouca ou quase nenhuma tecnificagdo. Uma
pequena parcela responde pelos grandes produtores, com alta produtividade e tecnologia,

correspondendo por boa porcentagem da producio total de leite (IPARDES, 2009).

Segundo Bazotti et al. (2012) pode-se classificar os produtores do estado quanto a
produgdo didria (litros/dia) em trés dimensdes distintas; até 50 litros/dia, 51 até 250 litros/dia e
acima de 251 litros, onde respectivamente tem-se 55,3%, 38,8% e 5,9%. Esta produtividade
estd intimamente ligada ao porte que os produtores se enquadram, evidenciando que na sua
grande maioria de pequeno e médio porte, assim enquadrados devido a baixa tecnificacdo,

producio voltada a pasto ou até mesmo consumo préprio e pouca ou nenhuma higienizagao.

Quanto ao nivel tecnolégico apresentado na Regido Oeste, os produtores tém os
seguintes percentuais, baixo (48,5%), médio (31,4%) e alto (20,1%) com um total de 20.731
produtores. Esta classificagdo apresentou como varidveis as benfeitorias, racas leiteiras,

maquinas, equipamentos e tipo de ordenha (BAZOTTTI et al., 2012).

O incremento em tecnologia na pecudria leiteira trouxe conjuntamente a preocupacgio
com um produto de melhor qualidade, basicamente dois aspectos fundamentais: a contagem de
células somdticas (CCS) e contagem bacteriana total (CBT). Estas mensuracdes sdo importantes
para avaliar a qualidade do leite, pois tem interferéncia direta no processamento da matéria-
prima visando assim produtos de alta qualidade e principalmente, niveis microbiolégicos

Seguros.

Toda cadeia produtiva, desde 6rgdos publicos e privados, langam algumas medidas para
melhorias dos indices e a qualidade da matéria-prima, com altos ganhos na padronizacio e
tecnificacdo das propriedades. Nos dias atuais, diversas varidveis entram como forma de melhor

a remuneracio e valorizagdo para estes produtores, dentre elas a gordura, proteina, lactose,
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CCS, CBT e volume, motivando estes produtores a buscar especializacio, levando a producao

de leite de qualidade.

Sabe-se que as dificuldades que envolvem toda a cadeia produtiva sdo inimeras e
algumas vezes particulares. Para que o desenvolvimento ocorra cada vez mais acelerado e
corretamente, € necessario que exista uma triade entre o produtor, inddstria e pesquisadores,
pois € possivel um desenvolvimento quantitativo e qualitativo, em especial da produtividade e

qualidade do leite.

A propriedade é hoje o local onde buscam-se melhorias em seus aspectos fisicos e
bioldgicos, e a partir do animal € que se iniciam os cuidados para que possamos ter um alimento
seguro e de boa qualidade. Toda cadeia produtiva, desde 6rgdos privados e publicos, buscam

estes objetivos de vérias formas e maneiras.

2.2. Sistemas de producio leiteiro

A classifica¢do e o conhecimento pleno dos diversos tipos de sistemas agroindustriais
leiteiros e de suas varidveis envolvidas, € de grande relevancia para o entendimento e melhorias
na produtividade final da matéria-prima essencial que € o leite. Moura et al. (2013) ressaltaram
a importancia da caracterizacao técnica de um sistema de produgao, identificando as estruturas
e 0s componentes proprios, iniciando um processo que possa melhorar e promover a pecudria,
estudando as unidades de producdo encontradas em cada subsistema e procurando orientar a

tomada de decisOes para novas pesquisas.

Lieber (2012) aplica o conceito de sistema como uma forma logica de apreensdo da
realidade. Ao se formular sistemas, nao se busca um reflexo do mundo real, mas sim a descri¢ao
ou destaque dos “tragos” da realidade, cujo conjunto permite a percepcdo de uma condi¢do de

ordem e a proposi¢cdo de uma forma operativa voltada para um dado objetivo.

O sistema de produgao leiteiro (SPL’s) pode ser definido segundo Smith (1999) como
o conjunto de manejos ou praticas agropecudrias, tais como, manejo reprodutivo e sanitario dos
animais, ou manejo de pastagem e os fatores fixos e varidveis tais como solo, mdo-de-obra,

rebanho, maquindrios, concentrado e fertilizantes, que quando integrados de uma forma mais
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ou menos organizada em um processo de produc¢do, definem os niveis de producdo e eficiéncia

que pode alcancar a exploracgao leiteira.

Uma das principais dificuldades do setor lacteo brasileiro € a padronizacdo da qualidade
do leite no pais, com base nas exigéncias internacionais de qualidade, seguranca do alimento e
mercados consumidores (MILINSKI, 2008). As exigéncias cada vez mais rigorosas sao
maneiras para acelerar estas padronizacdes, melhorando a qualidade dos produtos e
homogeneizagdo dos SPL’s existentes. Estas inimeras diferencas existentes entre os sistemas
representa uma das dificuldades, pois as barreiras sanitdrias impostas pelos paises importadores
estdo mais rigidas, exigindo desde a selecao do rebanho, passando por métodos de criacdo e
manuten¢ao, vacinagdo e controle de saide dos animais, ambiente e manejo adequados de
ordenha, armazenamento, estocagem, transporte e manuseio do leite, afim de uma

rastreabilidade da producdo desde a saida do leite a partir da glandula mamaria.

A complexidade existente da inter-relacdo de varidveis e componentes dos sistemas de
producdo leiteiros dificultam a classificagdo e padronizagdo, tanto da qualidade quanto dos
sistemas produtores, onde o grande espacgo territorial brasileiro corrobora, apresentando
diversas culturas e ampla variabilidade ambiental; contribuindo para a presenca de sistemas

heterogéneos.

A forma de produgdo e as variagdes da mesma podem estar ligadas a diversos fatores
como: fisicobioldgicos, socioecondmicos, e culturais (BALCAO, 2012). Devido a isso €
indispensavel identificar as distintas combinacdes entre estes fatores e sua relacio com as

formas de fazer agricultura (ESCOBAR E BERDEGUE, 2010).

Tipificar sistemas de producdo ou grupos geralmente fazem o uso de algum método
estatistico multivariado devido ao grande volume de informacgdes e também a grande
variabilidade de dados (BALCAO, 2012). Normalmente estes tipos de pesquisas vdo além de
apenas descrever sistemas de producdo e suas particularidades, incluindo comparagdes entre 0s

sistemas identificados em relagdo as principais caracteristicas que estes apresentam.

As industrias captadoras possuem uma base de informagdes mensais das caracteristicas
do leite, tais como volume, teores de proteina, lactose, gordura e solidos totais, contagem de
células somadticas e contagem microbiana. Essas informag¢des auxiliam a definir os valores a

serem pagos aos produtores e as agdes de assisténcia técnica, entretanto, a eficiéncia com que
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essa base de dados tem sido utilizada tem esbarrado na auséncia de ferramentas de andlises que

simplificam o campo de a¢io (BODENMULLER FILHO et al., 2010).

2.3. Qualidade microbioldgica do leite

A palavra qualidade ou até mesmo avaliacdo da qualidade de um item ou produto deve
ser muito bem interpretada e ter requisitos minimos e varidveis que possam ser mensuradas ou
estipuladas, para que assim aprove ou rejeite o produto avaliado em questdo. O leite ¢ um dos
alimentos que possui uma composi¢ao fisico-quimica e nutricional completa. Devido a isso ele
ocupa lugar de destaque entre os alimentos de elevado valor biolégico, sendo fundamental para
a dieta humana. Isso também constitui um excelente substrato para o desenvolvimento

microbiano, principalmente os patogénicos (MOURA, 2012).

Segundo a legislagao brasileira da Instru¢ao Normativa 62 (IN 62), a defini¢ao legal do
produto conforme o anexo I é: “Entende-se por leite, sem outra especifica¢do, o produto oriundo
da ordenha completa e ininterrupta, em condicdes de higiene, de vacas sadias, bem alimentadas

e descansadas.” (BRASIL, 2011).

A qualidade do leite pode ser definida em termos de sua integridade, ou seja, sem sofrer
adicdo de substancias e/ou remoc¢ao de componentes de sua composi¢cdo quimica, caracteristicas

fisicas e livre de deterioracdo microbioldgica e presenga de patégenos (DURR, 2004).

O leite para ser considerado de boa qualidade deve apresentar as seguintes
caracteristicas: sabor agradavel, alto valor nutritivo, auséncia de agentes patogénicos e
contaminantes (antibidticos, adicdo de &dgua e sujidades), reduzida contagem de células

somdticas e baixa carga microbiana (FONSECA E SANTOS, 2000)

O leite bovino € um fluido composto por uma série de nutrientes sintetizados na glandula
mamaria, a partir de precursores derivados da alimentagdo e do metabolismo. Os componentes
incluem &4gua, glicideos (basicamente lactose), gordura, proteina (principalmente caseina e

albumina), minerais e vitaminas (GONZALEZ E CAMPOS, 2003).

A qualidade do leite é determinada por um conjunto de fatores. De acordo com a

legislacdo no pais, para ser considerado de qualidade, o leite deve apresentar determinada
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composi¢do e requisitos fisicos, quimicos, organolépticos e microbiolégicos (BRASIL, 2011).
Basicamente, nos dias atuais, o leite cru refrigerado deve apresentar os seguintes requisitos
microbiolégicos para a regido Sul do pais: no mdximo 600.000 CS/ml e 600.000 UFC/ml, para
CCS e CBT, respectivamente.

A microbiota que pode ser encontrada no leite cru € muito varidvel, mas tem influéncia
direta na qualidade dos produtos ldcteos. Os principais contaminadores envolvidos sdo as
bactérias. Existem inlimeras, mas basicamente elas podem ser classificadas em trés categorias
distintas; segundo a faixa 6tima para o seu crescimento e multiplicac@o, bactérias psicrofilas
(faixa 6tima de crescimento 0° até 15 °C), bactérias mesoéfilas (faixa 6tima de crescimento 20
até 40 °C) e bactérias termofilas (faixa 6tima de crescimento entre 44 até 55 °C). Duas outras
categorias sdo de extrema importancia: as bactérias psicrotréficas (abaixo de 7 °C) e as
termoduricas, que sao bactérias capazes de resistir ao processo de pasteurizacdo (FONSECA E

SANTOS, 2000).

Os grupos de meséfilas e psicrotréficas sdo as bactérias que estdao intimamente ligadas,
em propor¢do, com as contaminacdes no leite. Segundo Silveira et al. (1998), um grande

nimero de espécies estritamente mesofilas, ja estdo sendo incluidas também em psicrotréficas.

A grande maioria dos microrganismos patogénicos e deteriorantes € encontrado na
microbiota mesofilica. A contagem de aerébios mesoéfilos funciona como indicador de
qualidade dos alimentos. Estd enumeracao fornece informacdes relevantes como a eficicia da
higiene no processo de fabricacdo, o efeito da temperatura de conservagdo, o grau de alteracdo

do alimento e consequentemente a vida util dos alimentos (CARVALHO, 2001).

Sabe-se que o processo de resfriamento favorece a reducdo da reproducdo microbiana,
em particular as bactérias mesoéfilas. Aplicacio desta pratica facilita, por outro lado, a selecao
e crescimento, em especial, de bactérias psicrotroficas dos gé€neros Achromobacter,
Alcaligenes, Flavobacterium, Pseudomonas e outras. Muitos desses microrganismos
conseguem se multiplicar e produzir enzimas, proteases e lipases, capazes de deteriorar o leite
sob refrigeracdo. Assim, a vida de prateleira do leite cru resfriado ndo consegue exceder a cinco

dias (TEBALDI et. al., 2008).
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Fonseca e Santos (2000) ressaltam que as principais bactérias psicrotréficas sdo
Pseudomonas spp, Bacillus spp, Serratia spp, Listeria spp, Yersinia spp, Lactobacillus spp,

Flavobacterium spp, Corynebacterium spp, Micrococcus spp e Clostridium spp.

A prética corrente de estocagem do leite cru a 4-7 °C por 3 a 4 dias antes do
processamento, permite o crescimento de bactérias psicrotréficas. Este armazenamento do leite
em temperatura de refrigeracdo tem resultado em novos problemas de qualidade para a industria

(SILVEIRA et. al., 1998).

A baixa contagem de microrganismos psicrotréficos no leite € de fundamental
importancia para sua qualidade, pois a atividade metabdlica desses microrganismos leva a
alteracdes bioquimicas nos constituintes do leite, as quais limitam a vida til dos produtos. Uma
ampla variedade de problemas relacionados a qualidade de produtos lacteos pode estar
associada a acdo das lipases e proteases de origem microbiana, como alteracao do sabor e odor

do leite, e gelatinizacdo do leite longa-vida (FONSECA E SANTOS, 2000).

Os microrganismos mesoéfilos também tém a capacidade de multiplicar-se produzindo
enzimas extracelulares como lipases e proteases, contribuindo para deterioragdo do leite.
Necessitam apenas de temperatura mais elevada, e devido aos tanques de refrigeracdo, podem
permanecer por mais do que 24 horas dentro do mesmo em temperaturas 6timas para o
crescimento, sendo esse um fator a mais para contribuir com a alteracdo do nimero da

microbiota mesofilica (TEBALDI et. al., 2008).

A vulnerabilidade da gordura do leite e da proteina podem acarretar alteracdes fisico-
quimicas e também conduzir a deterioracao, assim, reduzindo a sua qualidade. De acordo com
Cromie (1991), os fatores que influenciam a vida de prateleira do leite pasteurizado incluem a
qualidade da matéria-prima, a temperatura/tempo de pasteurizacdo binomial, microrganismos
resistentes a pasteurizacdo (particularmente psicrotroficos), a presenca e a atividade de
contaminantes pos pasteurizacdo, o sistema de embalagem e a armazenagem. A temperatura
pOs pasteurizagdo tem o maior impacto sobre a estabilidade do produto e a vida de prateleira de

leite pasteurizado.

As proteases atuam sobre as proteinas, hidrolisando-as para compostos menores
acarretando perdas de rendimento e dando origem a peptideos, que podem ser responsdveis por

sabores desagradaveis, principalmente o amargor. As lipases agem sobre a gordura do leite,
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produzem uma lipélise excessiva e descontrolada, que pode descaracterizar o produto,

conferindo-lhe um sabor de ranco, sabao e outros (MOURA, 1997).

2.4 Fatores de risco e influéncia na composicao e qualidade do leite

H4 indmeras varidveis que interferem direta e indiretamente na composicao e qualidade
da matéria-prima. O conhecimento da composicao do leite € essencial para a determinacao de
sua qualidade, pois define diversas propriedades organolépticas e industriais (NORO et al.,

2006).

Segundo Machado Filho (2011) a qualidade do leite baseia-se em trés parametros:
higiene e saude (livre de patégenos e contaminantes, boa aparéncia, cor e viscosidade); valor
biolégico do produto (nutrientes esperados e existentes no alimento, constituicio quimica) e

aspectos éticos (“custo ético” de producao: impacto ambiental, social, cultural e bem-estar).

A composicdo do leite pode ser determinada por vdrios fatores, entre estes o0s
metabdlico-nutricionais, podem ser divididos em; fatores extrinsecos ao meio-ambiente,
nutri¢do (composicao da dieta), tipo de alimentacdo (pastagem, racdo, suplementos), manejo
(nivel de producdo) e época do ano; e os fatores intrinsecos aos animais, divididos em:

genéticos, sanitdrios, grau de adaptagdo metabdlico e periodo de lactacio (BARROS, 2001).

Os parametros de qualidade sdao cada vez mais utilizados para detec¢do de falhas nas
praticas de manejo, servindo como referéncia na valoriza¢do da matéria-prima (DURR, 2004).
Os principais parametros utilizados pela maioria dos programas de qualidade industrial sdo os
conteudos de gordura, proteina, solidos totais e a contagem de células somaticas (MONARDES,

1998).

De acordo com Fava e Pinto (2010), a garantia de qualidade do leite entregue depende
da conscientiza¢do dos produtores quanto a0 manejo dos animais e ao cuidado com a higiene
das instalacOes e dos equipamentos. Os manejos adotados sd@o imprescindiveis na qualidade e

contaminacdo que possa ocorrer no leite produzido.

A contaminag¢io microbiana do leite cru € diretamente afetada pela saide da glandula

mamadria, a higiene da ordenha, o ambiente em que a vaca fica alojada e os procedimentos de
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limpeza dos equipamentos (GUERREIRO et al., 2005). Sendo que um dos mais importantes
fatores na avaliacao da qualidade do leite € a contagem bacteriana, que cada vez mais € exigida

com indices rigorosos, pois tem alta interferéncia na producio dos derivados lacteos.

De acordo com Taffarel et al. (2013), a elevada contagem bacteriana total (CBT) é
indicativo da deficiéncia na limpeza e higienizacdo dos equipamentos de ordenha, do sistema

de refrigeracdo, dos tetos e também da presenca de mastite nas vacas.

As células somdticas encontradas no leite sdo constituidas por células de defesa e
epiteliais provenientes da descamacgdo do tecido de revestimento e secretor interno da glandula
mamdria (GRAZZIOTIN, 2013). A magnitutde da contagem de células somdticas (CCS)
indicam os prejuizos que sdo causados aos animais e alteragdes na composicao do leite, pois
este aumento da CCS ocasiona em reducdo na porcentagem de gordura. Entretanto, se a reducao
da producao de leite for mais acentuada que o decréscimo da producdo de gordura, ocorrerd
concentragdo deste componente, aumento da porcentagem de proteina, e reducdo das

porcentagens de lactose e sélidos totais (PEREIRA et al. 1997).

Além dos prejuizos a produgdo, composicdo e qualidade do leite, a CCS também
evidéncia que a glandula mamaria pode apresentar infec¢des e demais prejuizos ocasionados
ao animal, por isso € o indicador de avaliacdo da saide da glandula mamadria. O nivel elevado
de células somdticas afeta negativamente a qualidade do leite fluido pasteurizado,
desenvolvendo defeitos sensoriais como a rancidez e sabor amargo, sendo causados pelos

processos de lipdlise e protedlise respectivamente (MA et al. 2000).

Outros prejuizos de grande importancia sdo o rendimento e qualidade de produtos
lacteos, diminuindo rendimento de queijos e tempo de coagulacdo, aumento da perda de gordura

e caseina para o soro e alcalinidade do pH (RANGEL et al., 2013).

Sabe-se que sdo numerosos os fatores de risco e de influéncia na qualidade e composi¢ao
da matéria-prima nas propriedades de leite. Cada fator pode inferir tanto quantitativamente
quanto qualitativamente, esses fatores ou varidveis tem as suas mensuracdes € podem acarretar

prejuizos relevantes a qualidade final do leite.
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3. ISOLAMENTO E IDENTIFICACAO DE BACTERIAS GRAM NEGATIVAS NO
LEITE CRU REFRIGERADO DE DIFERENTES SISTEMAS DE PRODUCAO
LEITEIROS E SEUS MANEJOS HIGIENICO-SANITARIOS ADOTADOS

Resumo: A regido Oeste do Parand destaca-se como uma das maiores produtoras de leite do
estado e possui alto nimero de sistemas de producio leiteiros com diferentes caracteristicas de
producdo e tecnologias. Um ponto critico, comum a estes sistemas, € a qualidade
microbiolégica do leite, que sofre influéncia de condicdes de manejo e agentes bacterianos. O
objetivo deste trabalho foi quantificar, isolar e identificar os principais agentes mesofilos
existentes nos diferentes sistemas de producdo e suas caracteristicas de manejo higiénico-
sanitario. Foram coletas 35 amostras de leite cru refrigerado no periodo de setembro-outubro
de 2012, no municipio de Marechal Candido Rondon - PR, estas foram distribuidas em 4
grupos, conforme as contagens de células sométicas (CCS) e contagem bacteriana total (CBT):
grupo 1 (> 600 mil CCS/mL), grupo 2 (>600 mil UFC/mL), grupo 3 (>600 mil CCS/mL e
UFC/mL) e grupo 4 (< 600 mil CCS/mL e UFC/mL). Realizou-se a contagem de bactérias
mesofilicas proteoliticas e lipoliticas, com médias totais de 1,3x10% e 1,4x10°, respectivamente.
Dezesseis géneros ou espécies de bactérias foram identificados; os principais géneros ou
espécies encontrados, e suas frequéncias foram: Escherichia coli (8,6%), Escherichia fergusoni
(8,6%), Klebsiella oxytoca (8,6%), Yersinia enterocolitica (8,6%), Hafnia alvei (5,7%),
Serratia liquefaciens (5,7%), Serratia odorifera (5,7%), Citrobacter freundi (2,85%),
Klebsiella ornithinolytica (2,85%), Klebsiella pneumoniae (2,85%), Proteus mirabillis
(2,85%), Providencia rustigiani (2,85%), Providencia Stuart 11 (2,85%), Salmonela sp (2,85%),
Serratia rubidaea (2,85%) e Shiguella flexneri sorogrupo B (2,85%). Independentemente das
condicoes higi€nicas identificadas na pesquisa, revelam alta incidéncia de agentes patogénicos
nos sistemas de producao leiteiros. A orientagdo e adequacao no manejo higi€nico-sanitario das
propriedades podem melhorar significativamente a qualidade microbioldgica do leite
produzido, tanto qualitativamente quanto quantitativamente.

Palavras-chave: bactérias, CBT, CCS, lipase, protease.

Abstract: The western region of Parand stands out as one of the largest milk-producer area in
the state and has a high number of dairy systems, with different production characteristics and

technologies. A common factor to these systems is the microbiological quality of the milk,
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which is influenced by the management conditions and also bacterial agents. The aim of this
study was to quantify, isolate and identify the main mesophilic agents in the production systems
and the hygienic-sanitary management involved. Thus, 35 samples of refrigerated raw milk
were collected in the period of September, 2012 to October, 2012 in Marechal Candido Rondon
—PR. The samples were divided into 4 groups, according to the range of the somatic cells count
(SCC) and colony forming unit (CFU) : group 1 (> 600.000 SCC/mL) group 2 (> 600.000
CFU/ml), group 3 (> 600.000 SCC/mL and CFU/ml) and group 4 (< 600.000 SCC/mL and
CFU/ml). The count of proteolytic, lipolytic and mesophilic bacteria was performed with a total
average of 1.3 x10* ad 1.4 x10°, respectively. Sixteen genres or species of bacteria were
identified. The incidence and main genres or species found were: Escherichia coli (8.6%),
Escherichia Fergusoni (8.6%), Klebsiella oxytoca (8.6%), Yersinia enterocolitica (8.6%),
Hafnia alvei (5.7%), Serratia liquefaciens (5.7%), Serratia odoriferous (5.7%), Citrobacter
freundi (2.85%), Klebsiella ornithinolytica (2.85 %), Klebsiella pneumoniae (2.85%), Proteus
mirabilis (2.85%), Providencia rustigiani (2.85%), Providencia Stuart Il (2.85%), Salmonella
sp (2.85%), Serratia rubidaea (2.85%) and Shiguella flexneri serogroup B (2.85%). The results
showed a high incidence of pathogens in dairy production systems, regardless of the hygienic
conditions. The orientation and adaptation in the hygienic-sanitary management of the
properties may, significantly, improve the microbiological status of the milk produced, both in
quality and quantity.

Keywords: bacteria, TBC, SCC, lipase, protease.
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3.1 Introducao

Sao indmeras bactérias que possuem grande importancia na contaminacao do leite, estas
podem prejudicar a qualidade fisico-quimica e principalmente microbioldgica, sendo um risco
elevado a saude publica, pois na sua grande maioria sdo patogénicas. Dentre esta vasta gama
de bactérias mesofilicas, a sua grande maioria apresentam alto envolvimento na degradacdo do
leite cru refrigerado e seus derivados lacteos.

A contagem de meso6filos aerébios € um dos indicadores mais utilizados, sendo possivel
obter informagdes gerais sobre a qualidade de produtos, priticas de manufatura, matérias-
primas utilizadas, condicoes de processamento, manipulacdo e vida de prateleira
(RODRIGUES E MARQUES, 2012).

Os mesofilos tem alta incidéncia onde ha falta de condi¢des de higiene bésicas e
refrigeracdo do leite. Essas bactérias atuam fermentando a lactose, produzindo acido lactico e
acidificando o leite (SANTOS E FONSECA, 2002)

As enzimas produzidas apresentam capacidade termoresistente, com ac¢do proteolitica e
lipolitica, sendo que estas mantém a atividade enzimadtica apds a pasteurizagdo, ou até mesmo
ao tratamento ultra high temperature (UHT) (SANTOS E FONSECA, 2001). Além disso,
problemas na qualidade do leite estdo relacionados a influéncia das mesmas, resultando em
alteracdo de sabor do leite, perda de consisténcia na formacdo de codgulo para fabricacdo de
queijos e gelatinizacdo do leite longa vida.

O aumento do uso da tecnologia do resfriamento, como estratégia para manutencdo das
caracterfsticas microbiolégicas e organolépticas, ndo associada aos cuidados bdsicos de higiene
na obtencdo do produto, fez com que esse grupo de microrganismos surgisse como O mais
impactante na industria de laticinios (IZIDORO et al., 2013).

Os parametros de avaliacdo da qualidade intrinseca do leite sdo: contagem bacteriana
total (CBT) e a contagem de células somaticas (CCS). Segundo a legislacdo vigente no pais, a
Instrucdo Normativa 62 (BRASIL, 2011), o limite méximo € de 600.000 UFC/mL e 600.000
células/mL para o leite cru refrigerado. As altas contaminagdes existentes devem-se a
deficiéncia que pode ocorrer nos sistemas de producdo leiteiros (SPL’s), decorrentes da ma
eficiéncia no manejo higi€nico-sanitdrio dos utensilios e equipamentos de ordenha, dos animais,

agua residual e dos sistemas de refrigeracao.
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Além da importancia da contamina¢do da matéria-prima, o isolamento e identificacao
das principais bactérias existentes é de suma importancia para que possam ser tracados
objetivos e metas para otimizacdo do manejo e metodologias higi€nico-sanitdrias especificas
de controle.

Observando a problemdtica existente na atividade leiteira, este trabalho teve por
objetivo a quantificacdo de bactérias lipoliticas e proteoliticas; e o isolamento e identificacdo
de bactérias Gram negativas proteoliticas em diferentes sistema de producgao leiteiros na regiao

Oeste do Parana.

3.2 Material e Métodos

A pesquisa e coleta de dados foi realizada no municipio de Marechal Candido Rondon,
localizado na regido Oeste do Estado do Parand. A coleta de dados e amostras foi realizada
durante o periodo de Setembro a Outubro de 2012. O municipio pertence ao Terceiro Planalto
Paranaense (Planalto de Guarapuava), possui clima predominante do tipo subtropical imido
(Cfa), segundo Koppen, com verdao quente, geadas menos frequentes e concentracdo de chuvas
nos meses de verdo (IAPAR, 1994). O solo é composto por latossolo vermelho férrico, nitossolo
vermelho e neossolo litdlico (CUNHA E MORESCO, 2003). A precipitagao média € de 1700
mm, sendo outubro o més mais chuvoso e julho o mais seco, com temperatura média anual de
21 °C (PARANA, 1998).

Inicialmente foi realizada uma coleta primdria, onde ocorreram entrevistas com o
auxilio de questiondrios guia semi-estruturados aos produtores, onde objetivou-se mensurar
informacdes bdsicas a respeito dos tipos de sistema de producdo leiteiros existentes na
microrregido, manejos produtivos inseridos e particularidades de producdo envolvidos nos
referidos SPL’s, com um total de 735 SPL’s entrevistadas.

ApOs a entrevista primdria de dados e com o auxilio da estatistica multivariada, andlise
e correspondéncia multipla (ACM) e andlise de clusters hierarquicos (CHA), os SPL’s foram
dividos em cinco grupos homogéneos. Apos a formacdo dos grupos escolheu-se aleatoriamente
10% dos SPL’s de cada grupo, para representacao de cada grupo, totalizando 73 casos.

Em seguida foi realizada uma coleta secundédria de dados (questiondrio guia semi-
estruturado) e amostras do leite das 73 propriedades. O questionario foi voltado ao sistema de

producdo, caracteristicas higi€nico-sanitdrias e armazenamento; e andlises do leite quanto a
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CBT e CCS. Este leite coletado do tanque de resfriamento foi acondicionado em frascos
padronizados de aproximadamente 70 mL, transportados sob refrigeracdo (maximo 5°C) até a
realizagdo das andlises. Um dos frascos continha o conservante Bronopol® (2-bromo-2-
nitropropano-1,3-diol) para andlise de contagem de células sométicas (CCS) e o outro frasco
continha o conservante Azidiol®, o qual era destinado para contagem bacteriana total (CBT).
As andlises foram realizadas na Associacdo Paranaense de Criadores de Bovinos da Raca
Holandesa — APCBRH, utilizando-se do equipamento Somacount S00® para CCS e Bactocount
IBC® para a quantificacdo do CBT.

A partir desta segunda coleta de dados foram selecionadas apenas os SPL’s que
apresentaram CCS e/ou CBT, acima dos limites da IN 62 de 6,0 x 10° céls/ml e 6,0 x 10°
UFC/ml respectivamente. Sendo assim, foram selecionadas um total de 35 propriedades que
ndo atingiram as exigéncias minimas da legislacdo, conforme tabela a seguir (Anexo 1), para
posteriores coletas de amostras.

Ap6s a triagem das propriedades foi realizada uma terceira coleta de dados e uma
secunddria de amostras para realiza¢do desta pesquisa. Esta etapa consistiu da realizacdo de um
novo questiondrio guia semi-estruturado (Anexo 2) aplicado diretamente aos produtores no
momento da coleta das amostras, no periodo referente aos meses de Setembro e Outubro de
2012.

Os questionarios utilizados e formulados, também chamados de “questionarios semi-
estruturados”, foram formulados e baseados em pesquisas sobre colheita de dados de SPL’s por
docentes e discentes participantes do projeto PLESXUS, havendo suas devidas adaptagdes a
realidade cultural e espacial produtiva da regido. As questdes, op¢des de respostas e sequéncia
de indagacdes foram idénticas para todos entrevistados, assegurando variacdes apenas as
diferencas individuais e ndo aos entrevistados (LANGE, 2013; SILVA et al, 2013;
DAMASCENO et al. 2008).

O questionario baseava-se no conhecimento das caracteristicas bdsicas de producdo e
principalmente do manejo higi€nico-sanitdrio utilizado, com o objetivo de qualificar as
propriedades frente as suas diversidades produtivas. As varidveis abordadas compreenderam
caracteristicas do produtor e propriedade, caracterizagdo e composi¢ao do rebanho, produgdo,
manejo de ordenha, praticas de higienizacdo dos equipamentos e utensilios, e bonificagdes na

qualidade da matéria-prima (NERO et al., 2009).
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Dentro da colheita de amostras foi coletado leite dos tanques de resfriamento,
acondicionados em frascos com cerca de 200 mL em caixa térmica refrigerada (até 5°C),
estando estes identificados com as suas respectivas propriedades.

As anélises microbiolégicas ocorreram no laboratério de Microbiologia da Unioeste, no
campus de Marechal Candido Rondon. Apds a coleta preparou-se dilui¢des decimais seriadas
contendo 4gua peptonada estéril em tubos de ensaio, até 10* para as referidas amostras dos
tanques. Apés as devidas dilui¢cdes e homogeneizacgoes, aliquotas de 100 ul de cada diluicao
foram inoculadas em placas de petri contendo meio de cultura Tributirina e outro inoculacao
conjunta contendo o meio Caseinato, ambas incubadas a 35-37 °C durante 24-48 horas em
estufa B.O.D. (demanda bioquimica de oxigé€nio), para posteriores leituras e contagem das
unidade formadoras de colonias (UFC) (FRANK et al. 1992).

Ap6s a realizacdo da enumeracdo das colonias presentes nas placas, apenas as que
apresentaram entre 25 a 250 UFC foram selecionadas e o resultado multiplicado pelo fator de
dilui¢do das placas correspondentes e por 10 (VIDAL MARTINS et al., 2005; MARTINS et
al., 2013), sendo posteriormente os resultados encontrados expressos em UFC ou UFC/ml.

Em seguida a quantificacdo das amostras foi realizada, onde apenas as UFC do meio de
cultura Caseinato foram selecionados para posteriores andlises de isolamento e identificagao
dos agentes pertinentes das contaminagdes. As UFC capturadas foram inoculadas no meio de
cultura E.C. durante 24-48 horas a 35-37 °C em estufa B.O.D.

Seguidamente as unidades que obtiveram crescimento foram inoculadas em outro meio
de cultura, o Agar Eosina Azul de Metileno (E.M.B.) a 35-37 °C durante 24-48 horas em estufa
B.O.D. Apds a inoculacdo as colonias que alcangaram seu crescimento adequado foram
novamente capturadas e inoculadas no Kit Bactray I e II, com o intuito de identificacao das
bactérias Gram negativas oxidase negativas. A inoculagdo perdurou de 18-24 horas a 35-37 °C,
e ap0s sucedeu-se a leitura e identificacdo das bactérias isoladas. Todos os procedimentos foram
efetuados conforme a recomendacdo do fabricante e os horarios respeitados rigorosamente para
que nao ocorre-se oscilacdes e diferengas nos resultados posteriormente.

Os testes bioquimicos efetuados, no kit de identificagdo, foram: hidrélise da beta-
galactosidase, do tiossulfato de sd6dio e uréia; reducdo da arginina, lisina e ornitina;
metabolizacdo do triptofano (Reativo de Kovac’s), citrato de sédio, malonato e carbohidratos;

degradacdo da glicose (Alfa Naftol e KOH); e desaminacdo da fenilalanina (Cloreto férrico).
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As andlises estatisticas foram realizadas no software IBM SPSS Statistics 20.0;
utilizando-se da andlise de varidncia, teste de comparacdo multipla (médias) e estatistica
descritiva, de ambas as varidveis quantitativas e qualitativas (ANDRADE et al., 2009;

MACHADO et al., 2000; OLIVEIRA et al., 2007).

3.3 Resultados e Discussao

A partir das amostragens foi possivel identificar 4 grupos (tratamentos) distintos a partir
das contaminacdes encontradas, grupo 1 (> 600 mil céls/mL), grupo 2 (>600 mil UFC/mL),
grupo 3 (>600 mil céls/mL e UFC/mL) e grupo 4 (< 600 mil céls/mL e UFC/mL). Os valores

encontrados estio evidenciados na Tabela 2.

Tabela 1. Médias e desvio padrao das amostras de CCS e CBT dos SPL’s

Tratamentos
Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4
CCS (céls/mL) 937° + 285,5 312° + 176,7 2.078* + 1838,6 449"+ 141,1
CBT (UFC/mL)  228°+151,5 3.049% +3080,9 3.992% +3791,3 202° + 95,2
N° de SPL’s 10 10 7 8

Meédias seguidas por letras diferentes na mesma linha indicam diferenca estatistica (p<0,05), pelo teste de Tukey.

Pode-se evidenciar que o Grupo 3 € o que apresenta os piores indices de contaminagao,
com 346% e 665% acima dos limites praticados atualmente no pais, em CCS e CBT
respectivamente. Estes resultados podem evidenciar produtores com manejo higi€nico e manejo
de ordenha pouco eficientes. Busso et al. (2012) ressalta os cuidados redobrados que os
produtores devem ter com a higiene do ambiente e no manejo na hora da ordenha, em épocas
de elevacdo de umidade, devido a maior incidéncia de chuvas, visando manter a qualidade do
leite.

Periodos similares de chuva ocorreram durante a pesquisa, época na qual iniciavam-se
elevacao do indice pluviométrico na regido e altas temperaturas, o que pode ter facilitado ainda
mais as contaminacdes elevadas, além dos manejos deficitdrios e higiene inadequada nestes
SPL’s.

O grupo 1 e 2 apenas um dos fatores acima dos limites permitidos, em CCS e CBT (937

mil céls/mL e 3.049 mil UFC/mL) respectivamente. A CCS, que € um parametro de avaliagao
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de mastites subclinicas e clinicas presentes no rebanho, aponta a contagem de células presentes
no leite, células de descamacdo do epitélio da glandula secretora e células do sangue
(FONSECA E SANTOS, 2000). O valor de CBT ¢ indicativo de defici€éncia na limpeza e
higienizacdo dos equipamentos de ordenha, do sistema de refrigeracdo, das tetas e também da
presenca de mastite das vacas (TAFFAREL et al., 2013). Contaminagdes ocorridas na CCS e
CBT, em ambos os grupos, sdo oriundas a falhas no manejo higi€nico-sanitdrio especificas e
acarretam suas elevadas contaminagdes.

Ambos os parametros evidenciam que cada grupo possuia falhas nos manejos adotados
em seus SPL’s. Dentre eles, o grupo 1 e 3 tém a CCS elevada, pois estdo relacionados com a
saide do animal, em especial da glandula mamadria, onde condicdes ambientais e de higiene
ruins sdo fatores agravantes, com consequéncias ruins para a qualidade do leite, tais como:
caracteristicas organolépticas, tempo de prateleira e rendimento dos derivados inferior
(MACHADO, 2008).

A contaminacdo bacteriana é um fator que fornece indicativos de falhas ou erros nos
cuidados de higiene empregados na obtengao e manuseio durante a produgao (SIMIONI et al.,
2013), contaminacdes nos equipamentos, metodologia e higiene na ordenha, e condi¢des de
armazenamento do leite.

Os melhores resultados obtidos foram do grupo 4, isso demonstra SPL’s mais
tecnificados, com manejos técnicos gerais e higi€nico-sanitdrios adequados e eficientes. De
acordo com Battaglini et al. (2012), a implanta¢do das praticas de higiene de ordenha e a
informacdo da importancia da qualidade e procedimentos sao suficientes para melhoria
significativa na qualidade microbiolégica e qualidade do leite.

A eficiéncia e metodologia adotada das técnicas de manejo sdo cruciais para a atividade
leiteira. Os sistemas mais tecnificados obtém resultados e indices mais satisfatorios, devido ao
seu tipo de sistema de producio ndo permitirem tantos erros ou falhas, ao contrério dos sistemas
com pouca ou nenhuma tecnificacdo. Mesmo assim estes ultimos podem atingir resultados de
exceléncia, desde que os cuidados e metodologias sejam mais rigorosos para que nao tenham
contaminacoes elevadas.

Os manejos higi€nico-sanitdrios adotados sao de suma importancia para o sucesso da
producdo e qualidade da matéria-prima. A identificacio das caracteristicas adotadas dos SPL’s

foram adquiridas conforme os questionarios guias semi-estruturados realizados no momento da
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coleta das amostras e ressaltam os pontos que possam prejudicar ou melhorar esses resultados
(Anexo 3).

Analisando criteriosamente os resultados das varidveis qualitativas recolhidas, podemos
verificar que o grupo 4 é o que possui as melhores frequéncias de boas praticas e
consequentemente os bons indices nos resultados quantitativos de CCS e CBT (Tabela 2). As
principais varidveis de destaque deste grupo sdo: tipo de ordenha (62,5% mecanizada), pré e
p6s dipping (25% realiza pré e 12,5% pré e pos), secagem dos tetos (25%, papel toalha), local
p6s ordenha (62,5% sala de alimentagado), tratamento de mastite seca e clinica (75% e 100%),
detergente alcalino e dcido (62,5% e 37,5% a cada ordenha, respectivamente), limpeza de sala
de ordenha (87,5% a cada ordenha), tempo de limpeza (50% > 30 minutos), lavagem das maos

(25% antes de cada animal com H2O e sabdo) e bonificac¢do (87,5% quantidade e qualidade).

Tabela 2. Frequéncias dos manejos higiénicos-sanitarios (varidveis qualitativas) utilizados nos SPL’s do

Grupo 4, conforme os parametros de CCS e CBT encontrados

Variaveis qualitativas Frequéncia (%)
Tipo de ordenha (mecanizada) 62,5
Pré e Pés dipping (apenas pré) 25,0

(pré e pos) 12,5
Secagem dos tetos (papel toalha) 25,0
Local pds ordenha (sala de alimentacgdo) 62,5
Imersdo dos conjuntos (sempre) 25,0
Tratamento preventivo mastite seca (sim) 75,0
Tratamento mastite clinica (sim) 100,0
Detergente alcalino (a cada ordenha) 62,5
Detergente acido (a cada ordenha) 37,5
Limpeza sala de ordenha (a cada ordenha) 87,5
Tempo de limpeza (> 30 min.) 50,0
Lavagem das maos (antes de cada animal com 4gua e sabao) 12,5

Bonificagdo (quantidade e qualidade) 87,5
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A grande maioria € representada por varidveis de interferéncia direta e indireta em
ambos os indices de avalia¢des. Os seus percentuais foram os maiores (melhores frequéncias)
para estas varidveis evidenciando a importancia de um manejo higi€nico sanitdrio adequado.
As varidveis limpeza de sala de ordenha, tempo de limpeza e lavagem das maos interferem
diretamente na contamina¢cdo microbioldgica, pois sdo pontos que podem conter variados
microrganismos e altas cargas de agentes (BRITO et al., 2003).

Santos e Fonseca (2001) ja ressaltavam a importancia da higiene de ordenha, o ambiente
em que os animais ficam alojados, os procedimentos de limpeza do equipamento e saide da
glandula mamaria, como sendo fatores predominantes na contamina¢do microbiana do leite cru.
A limpeza e higienizagdo dos equipamentos € uma das melhores formas de controlar as
contaminag¢des microbioldgicas, reduzindo ao minimo os niveis das cargas bacterianas.

A contaminagdo bacteriana do leite cru pode ocorrer a partir do préprio animal, do
homem e do ambiente (ARCURI et al., 2006). Apds contaminado, o tempo e a temperatura no
momento da refrigeracdo, serdo fatores cruciais para que estas cargas nao tenham elevagdes e
ndo prejudiquem qualitativamente a matéria-prima nos processamentos subsequentes.

Outras varidveis como tipo de ordenha, pré e pos dipping, secagem dos tetos, local onde
0s animais permanecem apods ordenha e tratamento de mastite seca e clinica tem contribuicao
na CCS. Estes fatores tem uma relacio direta na saide da glandula mamdria dos animais e afeta
diretamente o tipo de microrganismo contaminante de uma provavel mastite. Nero et al. (2009)
observou em seu estudo que a grande maioria dos produtores estudados adotava medidas
higiénicas na obtencdo e conservacdo do leite.

A realizagdo do pré e pds dipping e o método de secagem dos tetos sdo técnicas de
grande importancia pois veiculariam certos agentes ou contaminantes causadores de mastite
subclinica e até mesmo clinica em algumas situacdes. Segundo Muller (2002), os tetos devem
ser secos com papel toalha, pois esta etapa associada a lavagem pode reduzir em 50-80% os
indices de novas infecgdes.

Mesquita e Bueno (2005) destacam que a secagem dos animais com antibiotico € o
procedimento mais eficiente no controle da mastite subclinica. O tratamento da mastite clinica
normalmente € iniciado tardiamente e erroneamente, tendo consequéncias graves para saude
mamdria, com efeitos agravantes na qualidade do leite, tipo de agente causador, gastos

financeiros extras e perdas de produgdo devido a essas enfermidades.
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Outro ponto importante de salientar é a bonificacdo que os SPL’s recebiam, em
quantidade e qualidade, do leite produzido. Este fator mostra a importancia principalmente do
pagamento por qualidade como forma de motivagdo dos produtores para melhoria da qualidade
do leite produzido (BOZO et al., 2013).

O grupo 3 foi que apresentou as frequéncias mais elevadas em ambas varidveis, para
CCS e CBT (Tabela 3), principalmente para limpeza do animal (28,57%, udbere inteiro),
primeiros jatos (57,15% ndo realizava), desmonte dos conjuntos (85,72% ndo realizava),
limpeza do tanque (100% a cada saida do leite sem sanitizante) e tempo de limpeza (57,15%,
10 minutos).

Foram os SPL’s que obtiveram as piores quantificagdes de CCS e CBT, isso se deve aos
fatores acima citados serem realizados de maneira totalmente equivocada e consequentemente,
prejudicando ainda mais a contaminagdo. A limpeza total do ibere € um veiculador de agente
para dentro da glandula mamdria, leva a alta carga microbiana existente no tbere para dentro
do sistema de ordenha e eleva o nimero de contaminantes. De acordo com Fonseca e Santos
(2000), a desinfec¢do antes e apds a ordenha, estimulacdo da ejecdo e extracdo rdpida e
eficiente, compdem estratégias competentes na prevengao dos agentes contagiosos e ambientais

(menor escala), durante a ordenha.

Tabela 3. Frequéncias dos manejos higi€nicos-sanitarios (varidveis qualitativas) utilizados nos SPL’s do

Grupo 3, conforme os parametros de CCS e CBT encontrados.

Variaveis qualitativas Frequéncia (%)
Limpeza do animal (tibere inteiro) 62,5
Primeiros jatos (ndo realizava) 57,1
Desmonte dos conjuntos (ndo realizava) 85,7
Limpeza do tanque (a cada saida sem sanitizante) 100,0
Tempo de limpeza (> 30 min.) 57,1

Os primeiros jatos tem efici€éncia na detec¢do, e a gravidade de cada caso associado ao
progndstico para a cura e ao periodo de tempo transcorrido entre o diagndstico e o tratamento

(LANGONI, 2013). A nao realizacdo faz com que qualquer animal, com altas quantificacoes
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de CCS, inclua a sua contamina¢do no leite total, elevando e muito, o nimero de células
existentes.

Outra varidvel importante de contaminagcdo sdo os equipamentos, o desmonte dos
conjuntos e limpeza do tanque sdo importantes técnicas de higienizacdo e limpeza para retirada
de sujidades e crostas que possam ficar aderidas aos equipamentos, e estd ndo retirada pode
acarretar elevacoes significativas e aumento da contagem bacteriana total.

O tempo gasto para limpeza e higienizacdo dos utensilios e equipamentos € crucial para
sucesso do manejo higiénico, associado a uma limpeza eficiente, pois na grande maioria das
limpezas realizadas em tempos curtos, além de propiciar falhas também nao possibilitam que o
sanitizante ou detergente utilizados faca o seu real efeito, devido justamente ao pouco tempo.
Com isso é possivel termos muitos problemas futuros de sujidades e contaminacdes cada vez
mais elevadas.

Ambos os grupos 1 e 2 tiveram frequéncia elevadas nas suas varidveis que determinaram

os resultados obtidos acima dos limites, em CCS e CBT respectivamente (Tabela 4 e 5).

Tabela 4. Frequéncias dos manejos higiénicos-sanitarios (varidveis qualitativas) utilizados nos SPL’s do

Grupo 1, conforme os parametros de CCS e CBT encontrados

Variaveis qualitativas Frequéncia (%)
Pré e p6s dipping (ndo realizava) 60,0
Secagem dos tetos (tecido) 70,0
Imersdo dos conjuntos (ndo realizava) 70,0
Tratamento mastite clinica (ndo realizava) 30,0
Sanitizante (ndo realizava) 90,0
Leite com grumos mastiticos (juntamente com leite bom) 10,0

O grupo 1 obteve as frequéncias mais elevadas nas seguintes varidveis: pré e pos dipping
(60% nao realizava), secagem dos tetos (70% tecido), imersdo dos conjuntos (70% nao
realizava), tratamento mastite clinica (30% nao realizava), sanitizante (90% nio realizava) e
leite mastitico (10% vendia como leite bom). Analisando as varidveis acima podemos deduzir

que em quase sua totalidade sdo de interferéncia direta principalmente no CCS,
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consequentemente ha ineficiéncia de cada uma delas, as quais colaboram para a elevacio do
percentual de células somdticas encontradas no leite.

No grupo 2 é possivel visualizar varidveis diretamente ligadas com a contaminagdo
microbiana. As principais foram: tipo de ordenha (90% balde ao pé), primeiros jatos (60% nao
realizava), pré e pos dipping (90% nao realizava), secagem dos tetos (30% ndo realizava e 70%
tecido), imersdo conjuntos (90% ndo realizava), tratamento mastite seca (70% nao realizava),
dgua quente (70% nao realizava), detergente alcalino e 4cido (60% ndo realizava em ambos),
limpeza tanque (30% nao realizava), limpeza sala de ordenha (30% néo realizava), lavagem das
maos (60% nao realizava), coleta do leite (30% mais que 5 ordenha para coleta) e bonificacao

(20% nao recebia).

Tabela 5. Frequéncias dos manejos higiénicos-sanitarios (varidveis qualitativas) utilizados nos SPL’s do

Grupo 2, conforme os parametros de CCS e CBT encontrados

Variaveis qualitativas Frequéncia (%)
Tipo de ordenha (balde ao pé) 90,0
Primeiros jatos (ndo realizava) 60,0
Pré e po6s dipping (ndo realizava) 90,0
Secagem dos tetos (tecido) 30,0
Imers@o dos conjuntos (ndo realizava) 90,0
Tratamento preventivo mastite seca (ndo realizava) 70,0
Agua quente (ndo realizava) 70,0
Detergente alcalino (ndo realizava) 60,0
Detergente acido (ndo realizava) 60,0
Limpeza do tanque (ndo realizava) 30,0
Limpeza da sala de ordenha (ndo realizava) 10,0
Lavagem das maos (ndo realizava) 60,0
Coleto do leite (> 5 ordenhas) 30,0
Bonificacdo (ndo recebia) 20,0

Para a maioria das varidveis avaliadas no grupo 2, foi possivel evidenciar a elevada

frequéncia de ndo realizagdo de atividades de higiene e limpeza de ordenha, o que, em sua
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maioria, estava diretamente relacionado com a contamina¢do microbiana. Acentuadamente,
estes fatores resultaram a contaminacao encontrada neste grupo, mais de cinco vezes acima do
limite vigente (3.049 mil UFC/ml).

O tempo de armazenagem € crucial na qualidade do leite. Algumas bactérias conseguem
dobrar sua populagcdo a cada 20 a 30 minutos, mesmo sob refrigeracdo, desde o momento da
ordenha até as industrias beneficiadores e consumidores finais (GUERREIRO et al., 2005). Por
isso o perfeito armazenamento, manuseio e tempo deve ser rigorosamente realizados para a
obtencdo de um produto de qualidade.

A dgua, além de ser um veiculo muito importante de transmissao, também tem atuacao
importante na limpeza, desde que em temperatura ideal. Na limpeza dos equipamentos, a sua
temperatura ideal € importantissima na eficicia da limpeza, na utilizacdo de detergentes
alcalinos (70 °C) e 4cidos (45 °C) (MURICY, 2003). A nao utilizacdo de dgua previamente
aquecida fomentard o acumulo de agentes microbianos em todo o equipamento e utensilios,
com consequentes contaminagdes elevadas e até mesmo perda do equipamento pelo mau uso e
agravo do mau funcionamento do mesmo.

Nenhuma das atividades foi realizada em sua totalidade, com excecao de tratamento da
mastite clinica (grupo 4), isto pode ser devido a dificuldades em efetud-las ou pela falta de
instrucdo técnica de como executd-las. Tavolaro et al. (2006), em trabalho na avaliacdo dos
ordenhadores verificaram que mudancas na rotina acabam sendo afetadas por uma série de
barreiras técnicas a implantacdo dos programas, além de evidenciarem as dificuldades de se
trabalhar com educagdo para a mudanca de comportamento de ordenhadores. Com isso, é
possivel indicar que sdo uma série de fatores e co-fatores que podem interferir direta e
indiretamente na produc@o de uma matéria-prima de qualidade, que € o leite. Além de manejos
adequados e cuidadosamente realizados € necessdrio um trabalho de reeducacdo técnica, para
aperfeicoamento e qualificagdo da mao-de-obra.

Sdo intimeras bactérias que podem colonizar e contaminar o leite, as mais estudas e
conhecidas sdo as proteoliticas e lipoliticas, pois sdo muito prejudiciais e causam deterioracao
com varias alteragdes na qualidade sensorial e intrinseca. Os microrganismos proteoliticos
constituem um grupo heterogéneo que produzem enzimas extracelulares com atividade
proteolitica que resultardo em alteracdes como sabor, reducdo da qualidade nutricional e

diminui¢@o do tempo de prateleira (SABEDOT et al., 2011).
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Outras enzimas que influenciam e deterioram o leite sdo as lipases, estas produzidas por
bactérias lipoliticas, que quebram as gorduras (triglicerideos) existentes no leite (COLLA et al.,
2012). Além da diminui¢do do nivel de gordura, elas podem alterar caracteristicas sensoriais de
sabor, aroma e odor, como 4cidos de cadeia curta (butitico, caprdico, caprilico e cdprico) e
rendimento de alguns derivados lacteos (SANTOS, 2010).

A tabela 6 mostra os resultados obtidos das contaminagdes das diferentes propriedades
e suas amostras de leite coletadas, evidenciando as contaminacdes existentes de ambas as

bactérias.

Tabela 6. Contagem médias de mesdfilos proteoliticos e lipoliticos dos Sistemas de Producao de Leiteiro

analisados.
Bactérias Proteoliticas Bactérias Lipoliticas N° de Amostras
(UFC.mL™") (UFC.mL™")
Grupo 1 2.7x10%a 1,0X10° a 10
Grupo 2 1,8x10%a 2.1x10°a 10
Grupo 3 1,9x10%a 2.0x10° a 7
Grupo 4 1,4x10%a 6,2x10% a 8
Total 1,3x10* 1,4x10° 35

Meédias seguidas de letras iguais na mesma coluna néo diferem estatisticamente (p>0,05), pelo teste Tukey.

Pode-se observar que ambos os grupos obtiveram 1,3x10* e 1,4x10° UFC/mL de
mesofilos proteoliticos e lipoliticos quantificados em todos as amostras coletas, nao
apresentando diferencas estatistica entre os mesmos (p>0,05). Estes resultados corroboram com
outras pesquisas realizadas nas contaminagdes de bactérias meséfilas do leite. Martins e Lima
(2013) estudando leite de dois tipos de ordenhas encontraram valores maximos muito similares
de meséfilos de 4,0x 10° UFC/mL e 6,4 x 10* UFC/mL, em ordenhas manuais e mecanizadas
respectivamente.

Resultados similares foram encontrados por Catanio et al. (2012) em Londrina-PR em
tanques individuais e coletivos (6,0 log UFC/mL e 6,1 log UFC/mL), e por Citadin et al. (2009)
na comparacdo de tanques, coletivo e individuais, onde 25,8% das amostras estavam em
desacordo com a legislacdo (9,6 x 10° UFC/mL).

Pinto et al. (2006) encontraram contaminagdes para mesofilos proteoliticos de 4,65, 4,85
e 5,66 log UFC/mL para tanque individual, tanque coletivo e silo industrial respectivamente.

ContaminagOes superiores as encontradas neste trabalho. As contagens evidenciam higiene
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adequada dos utensilios e equipamentos, sem possiveis residuos que constituem nutrientes para
o crescimento das bactérias, além de melhores ambientes, animais com boa sanidade e higiene.

Das amostras irregulares, 87,5% delas possuiam ordenha do tipo balde ao pé contra
12,5% do tipo ordenha canalizada. Em cima destes dados € possivel verificar que o sistema
balde ao pé possui amostras mais elevadas, pois o leite passa por vérios utensilios (taros, baldes
e tanques) devido ao tipo da ordenha, e m4 higienizacdo possibilita a contaminacdo elevada.
Deve-se considerar que contaminagdes adicionais € o crescimento microbiano podem ocorrer
durante o transporte e a estocagem na industria.

Contaminagdes acima de 10° UFC/mL de meséfilos aerébios sdo indicativos de sérios
problemas higiénicos na obtencdo, conservacao e transporte do leite cru (CHAMBERS, 2002).
Sao muitos os SPL’s que apresentavam falhas em seus manejos higi€nicos-sanitarios, como
estudados anteriormente, isto evidéncia que contaminagdes elevadas podem prejudicar ainda
mais a qualidade do leite, mesmo que nio sejam acima dos limites, pois existem diferentes tipos
de bactérias e principalmente, enzimas ou toxinas extracelulares com capacidades proteoliticas
e lipoliticas.

O grupo 2 foi o que apresentou mais propriedades com contagens acima dos limites
vigentes, isto mostra que o grupo 2 realmente era o que possuia maiores problemas ou
deficiéncias no manejo higi€nico-sanitdrio, apresentando a maior quantidade de contagens
bacterianas fora dos limites vigentes do pais.

As frequéncias encontradas indicam que cada SPL’s pode apresentar falhas no manejo
higiénico-sanitdrio, independente de toda a prética realizada, pois cada propriedade pode
possuir diferentes microrganismos, € estes, levarem a contaminagdes elevadas.

A importancia do tipo de agente a ser identificado auxilia nos principais pontos que
possam ocorrer contaminagdo e o programa de praticas com objetivos de melhorar os manejos
higi€nicos-sanitarios, € consequentemente baixar as contaminacdes a niveis seguros, nao
afetando a qualidade microbioldgica do leite e suas caracteristicas qualitativas. Conforme os
resultados a seguir, podemos verificar as principais bactérias mesoéfilas proteoliticas Gram
negativas encontradas em todos os sistemas de producdo leiteiros (Anexo 4).

De um total de 35 amostras coletadas, 27 apresentaram isolamento e identificacdo de
algum tipo de agente (Tabela 7), com 77, 1% de bactérias isoladas. As frequéncias das espécies
isoladas foram as seguintes: Escherichia coli (8,6%), Escherichia fergusoni (8,6%), Klebsiella

oxytoca (8,6%), Yersinia enterocolitica (8,6%), Hafnia alvei (5,7%), Serratia liquefaciens



43

(5,7%), Serratia odorifera (5,7%), Citrobacter freundi (2,85%), Klebsiella ornithinolytica
(2,85%), Klebsiella pneumoniae (2,85%), Proteus mirabillis (2,85%), Providencia rustigiani
(2,85%), Providencia Stuart Il (2,85%), Salmonela (2,85%), Serratia rubidaea (2,85%) e
Shiguella flexneri sorogrupo B (2,85%).

Das 27 bactérias identificadas os principais géneros foram: Citrobacter (3,7% - uma),
Escherichia (22,2% - seis), Hafnia (7,4% - duas), Klebsiella (18,5% - cinco), Proteus (3,7% -
uma), Providencia (7,4% - duas), Salmonela (3,7% - uma), Serratia (18,5% - cinco), Shiguella
(3,7% - uma) e Yersinia (11,1% - trés); corroborando com as bactérias isoladas por Arcuri et
al. (2008), em pesquisa de contaminantes em leite cru refrigerado.

Dos isolados identificados 42,85% deles pertenciam a familia Enterobacteriaceae
(Klebsiella, Hafnia, Serratia, Yersinia, Salmonela, Citrobacter, Proteus, Providencia). As
enterobactérias sdo indicadores de ma higiene em processos de fabricacdo e podem causar
doencas diarréicas. Alguns géneros sdo contaminantes ambientais, patdgenos para os seres
humanos e podem conferir as mudancas no sabor dos alimentos (CATANIO et al., 2012).

A atividade enzimadtica desses microrganismos € espécie especifica e depende da
temperatura de armazenamento (ALATOSSAVE E ALATOSSAVA, 2006). As enzimas
proteoliticas tem ag¢do em especial sobre as caseinas, mais especificamente sobre as por¢des
glicolisadas e hidrofilicas da k-casseina (IZIDORO et al., 2013). As proteinases produzidas por
essa microbiota sdo termoestaveis, mantém-se integras e ativas apds o tratamento térmico, € 0s
prejuizos econdmicos sdo considerdveis (ROWE et al., 2003).

Dos agentes isolados e identificados alguns tiveram frequéncias mais expressivas como
a Escherichia coli, Escherichia Fergusoni, Klebsiella oxytoca e Yersinia enterocolitica, onde
representaram 34,4% das espécies encontradas.

A Escherichia coli € um género/espécie patogénico, e foi isolado em 3 SPL’s. A
presenca do mesmo € indicador de contaminagdo fecal. As recomendacdes de literatura
ressaltam que os coliforme totais ndo podem exceder 100 UFC/mL (CHAMBERS, 2002). A
Yersinia enterocolitica é um enteropatégeno invasivo de humanos, provoca uma série de
sintomas clinicos intestinais e extra-intestinais, podendo evoluir em casos graves hd uma

septicemia (FALCAO E FALCAO, 2006).
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Tabela 7. Bactérias Gram negativas identificadas e suas frequéncias encontradas utilizando o kit Bactray

I eI, nos diferentes SPL’s.

Género / Espécie Frequéncia (%)
Escherichia coli 8,60
Escherichia fergusoni 8,60
Klebsiella oxytoca 8,60
Yersinia enterocolitica 8,60
Hafnia alvei 5,70
Serratia liquefaciens 5,70
Serratia odorifera 5,70
Citrobacter freundi 2,85
Klebsiella ornithinolytica 2,85
Klebsiella pneumoniae 2,85
Proteus mirabillis 2,85
Providencia rustigiani 2,85
Providencia Stuart 11 2,85
Salmonela 2,85
Serratia rubidaea 2,85
Shigella flexneri sorogrupo B 2,85
Na3o identificado 22,90

A alta incidéncia de agentes patogénicos ressalta uma preocupacgdo elevada para a
identificacao e rastreamento mais especificos dos mesmos, pois pode-se acarretar riscos a saude
publica. Medidas e estudos devem ser direcionados e amplamente executados com o intuito da
eliminacdo destes géneros/espécies.

Okura et al. (2005) identificando patégenos em leite cru nas microrregidoes do Tridngulo
Mineiro, encontrou frequéncias para os géneros ou espécies de Escherichia spp (21,6%),
seguidas por Klebsiella spp (19,7%), Pseudomona ssp (15,7%), Shigella spp (10,8%),
Enterobacter spp (9,5%), Serratia spp (8,9%), Escherichia spp (4,9%), Salmonella spp (1,8%)
Proteus spp (1,8%), Arizona spp (1,8%), Providencia spp (1,2%) e Citrobacter spp (1,2%).

Resultados de Tebaldi et al. (2008) corroboraram com os encontrados neste estudo
(Escherichia coli, Yersinia enterocolitica, Klebsiella pneumoniae e Serratia liquefaciens), as
bactérias da familia Enterobacteriaceae causam deterioracao do leite e para erradicar ou inibir
o crescimento deles € necessdrio adotar medidas preventivas. O trabalho de prevencdo €
extremamente importante para possibilitar a melhora dos sistemas de producdes existentes e

aumento significativo da tecnificacdo da atividade leiteira.
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Um dos géneros encontrados sdo agentes etiologicos de doencgas em vacas leiteiras,
comumente conhecida como disenteria de inverno, a Providencia sp (BRANDAO et al., 2007).
Sao amplamente encontradas em dguas contaminadas e esgotos. Esta identificacdo pode levar
a trés possiveis contaminagdes para sua identificacdo, sendo elas: a utilizacdo de dgua
contaminada como veiculador, ou a possibilidade de que estas bactérias possam ter sido
excretadas via glandula mamdria (menos provdvel), ou a mais provdvel, que seria a
contaminacdo pelas fezes dos animais infectados onde € a principal via de eliminacdo destes
animais. Mais estudos devem ser realizados para sua rastreabilidade das possiveis
contaminacdes no leite deste tipo de agente.

Todos os grupos apresentaram diferentes contaminantes em seus sistemas de producao,
evidenciando a presenga de contaminantes extremamente patogénicos, independentemente dos
seus manejos higi€nico-sanitarios adotados. Isso se deve em especial aos varios meios de
veiculacdo existentes dos contaminantes, dificultando e muito ag¢des praticas com intuito de

eliminar estes microrganismos.

3.4 Conclusao

Evidenciou-se que qualquer um dos sistema de producgio leiteiro, independentemente
do manejo higiénico-sanitdrio adotado, pode apresentar contaminamentes no leite cru
refrigerado de bactérias patogénicas. As quantificacdes apresentaram-se menores nos SPL’s
que adotaram as melhores praticas higi€nico-sanitdrias. As bactérias da familia
Enterobacteriaceae foram isoladas e identificadas na grande maioria, produzindo proteases,
como evidenciado neste estudo, deteriorando a qualidade do leite, além de serem agentes

patégenos causadores graves problemas a satde publica.
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4. PONTOS CRITICOS DE CONTAMINACAO EM DIFERENTES SISTEMAS DE
PRODUCAO LEITEIROS

Resumo: A producio leiteira atual possui diversidade em seus sistemas existentes, gerando e
proporciona dificuldades em um padrao principalmente microbiol6gico. As praticas e manejos
higi€nico-sanitdrios adotadas sdo diversas e acarretam grande complexidade na evolucdo e
melhora dos sistemas de produgdo. Com base nestes problemas, o objetivo do trabalho foi
quantificar o agente Staphylococcus sp. em trés pontos criticos na producdo e de possiveis
contaminacdes: ordenhadeira, mado-do-ordenhador, tanque de resfriamento e leite. Foram
coletas 35 amostras de leite cru refrigerado conjuntamente com um guia semiestruturado
referente ao manejo higi€nico-sanitdrio existente, no periodo de setembro-outubro de 2012 no
municipio de Marechal Candido Rondon — PR. A partir destes dados foram formados 5 grupos,
conforme técnica de andlise de clusters (CHA). A andlise de correspondéncias multiplas
(ACM), apresentou nas duas primeiras dimensdes, CP1 (81,43%) e CP2 (36,87%), importancia
para a explicacdo das varidveis utilizadas, sendo estas de produ¢do e manejos higiénicos; e
contaminacdes e controle de mastite, na devida ordem (CP1 e CP2). Foram encontradas
contaminac¢des médias de 9,9x10, 2,2x10% 28 e 3,8x10° UFC/mL; para ordenhadeira, maos do
ordenhador, tanque de resfriamento e leite respectivamente. Os resultados encontrados revelam
a presenga do agente estafilococos nos sistemas de producdo leiteiros, independentemente dos
manejos higi€nico-sanitdrios adotados. A orientacdo, planejamento e adequacdo dos manejos
higiénico-sanitdrios podem melhorar significativamente a qualidade microbioldgica do leite
produzido, tanto qualitativamente quanto quantitativamente.

Palavras-chave: ACM, estafilococos, leite, ordenha, questiondrio, tanque.

Abstract: The current milk production has a diversity and heterogeneity in the existing systems
and provides difficulties, mostly in a microbiological standard. The hygienic and sanitary
practices and management strategies adopted are diverse and lead to great complexity in the
evolution and improvement of the production systems. Based on these problems, the objective
of the study was to quantify Staphylococcus sp agent in three critical points in the production
and possible contamination: milking machine, hand of the milker, cooling tank and milk. It was
collected 35 samples of refrigerated raw milk together with a semi structured guide related to

the hygienic-sanitary management, in the period of September to October, 2012 in Marechal
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Céandido Rondon town, state of Parand. The samples were divided into 5 groups according to
the cluster analysis (CHA).The multiple correspondence analysis (MCA) showed two
proportions CP1 (81.43%) and PC2 (36.87%), with important illustrative variables for the
hygienic production and managements; and contamination and mastitis control, in proper order
(CP1 and CP2). It was found an average contamination of 9.6 x10°, 2.2 x10°, 1.4 x10* and 3.8
x10° CFU / mL in milking machine, hand of the milker, cooling tank and milk, respectively.
The results reveal the presence of staphylococcal agent in dairy production systems, regardless
of the hygienic-sanitary managements adopted. The orientation, planning and adequacy of
hygienic-sanitary managements are able to improve, significantly, the microbiological quality
of the milk produced, both qualitatively and quantitatively.

Keywords: ACM, staphylococci, milk, milking, questionnaire, tank.
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4.1. Introducao

A qualidade do leite é um dos aspectos de grande relevancia na cadeia produtiva deste
produto, devido principalmente ao aumento crescente, no ultimos anos de exigéncias dos
setores industrial, de fiscalizacdo e do mercado consumidor. A busca pela descoberta dos
principais pontos criticos de contamina¢do e manejo higi€nico-sanitario adequado ocorre a
décadas, e sabe-se das dificuldades devido a heterogeneidade dos sistemas de producdo e a
dimensao espacial do pafs.

Dentre os principais parametros de avaliacio de qualidade da matéria-prima e
microbioldgica existentes, a contagem de células sométicas (CCS) e a contagem bacteriana total
(CBT) sdo os de maior prevaléncia. A legislacdo pertinente, no caso, a instrucdo normativa 62
(IN 62), prevé critérios de qualidade mais rigorosas, e define prazos para que resultados sejam
alcancados para todo o territério nacional. Na regido Sul do Brasil os limites tolerados de
contaminacdo numericamente sio: 6,0x10° células somaticas/ml e unidades formadoras de
colonia/ml, respectivamente para ambos no leite cru refrigerado, além de caracteristicas fisico-
quimicas especificas (BRASIL, 2011).

Nero et al. (2009), ressaltam que o principal pardmetro utilizado para comprovar a
qualidade desse produto € o seu perfil microbiolégico, determinado principalmente pela forma
de obtencdo, armazenamento e transporte do leite. Sabe-se no presente que existem inimeras
varidveis e fatores de interferéncia negativa na matéria-prima, poucas delas com estudos
aprofundados, que, neste caso, é a contaminagao.

A magnitude dos microrganismos do leite revela que o conhecimento sobre o seu indice
de contamina¢do microbiana pode ser usado no julgamento de sua qualidade intrinseca, bem
como das condi¢oes sanitarias de sua producao e saude do rebanho (GUERREIRO et al., 2005).
De acordo com Santos e Fonseca (2000), apds secretado do ubere, o leite pode contaminar-se
por microrganismos a partir de trés principais fontes; dentro da glandula mamadria, superficie
externa do ubere e tetos, superficie de equipamentos, utensilios de ordenha e tanques.

Os critérios de qualidade sdo cada vez mais utilizados para detec¢do de falha nas préticas
de manejo, servindo como referéncia na valorizagio da matéria-prima (DURR, 2004). O
conhecimento aprofundado dos pontos criticos de controle e de contaminacdo no manejo
higi€nico sanitdrio sdo de suma importancia, pois sdo passiveis de alteragdes para o

aperfeicoamento e melhora do produto final. De acordo com Eckstein (2012), determinar a
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intensidade da contaminagdo desses microrganismos em cada ponto de ordenha permite definir
os principais pontos e origem da contaminagdo, ou seja, ambiental, de origem fecal, por
manipulagdo inadequada ou oriunda do animal, além do efeito das temperaturas de refrigeragdo
na sua multiplicagao.

Sabe-se das degradacdes em proteinas, gorduras e acucares ocasionadas pelas bactérias,
em especial os grupos de mesofilas e psicrotréficas (BRITO E BRITO, 1998). Ambas
apresentam caracteristicas particulares de temperatura, locais de predilecdo, agentes e sintese
de enzimas degradadoras; podendo ter alta patogenicidade e alterarem significativamente as
caracteristicas sensoriais e fisico-quimicas do leite. Portanto, o objetivo definido para este
trabalho foi avaliar a qualidade microbioldgica do leite pela quantificacdo de estafilococos, de
diferentes sistemas de producdo leiteiros, em trés pontos criticos de contamina¢do; mao do

ordenhador, conjunto de ordenhadeira e tanque de resfriamento, na regido Oeste do Parana.

4.2. Material e Métodos

A presente pesquisa e coleta de dados foi realizada no municipio de Marechal Candido
Rondon, localizado na regido Oeste do Estado do Paranid. A coleta de dados e amostras foi
realizada durante o periodo de Setembro a Outubro de 2012. O municipio pertence ao Terceiro
Planalto Paranaense (Planalto de Guarapuava), possui clima predominante do tipo subtropical
umido (Cfa), segundo Koppen, com verdo quente, geadas menos frequentes e concentraciao de
chuvas nos meses de verao (IAPAR, 1994). O solo é composto por latossolo vermelho férrico,
nitossolo vermelho e neossolo litolico (CUNHA E MORESCO, 2003). A precipitacdo média €
de 1700 mm, sendo outubro o més mais chuvoso e julho o mais seco, com temperatura média
anual de 21 °C (PARANA, 1998).

Inicialmente foi realizada uma coleta primdria, onde ocorreram entrevistas com o
auxilio de questiondrios guia semiestruturados aos produtores. Mensurou-se as informagdes
bésicas a respeito dos tipos de sistema de produgdo leiteiros existentes na microrregido, manejos
produtivos inseridos e particularidades de producdo envolvidos nas referidas propriedades.
Foram avaliados 735 Sistemas Produtivos Leiteiros (SPL’s).

ApOs a coleta primaria de dados e com o auxilio de técnicas de estatistica multivariada,
entre as quais, a andlise e correspondéncia multipla (ACM) e analise de clusters hierarquicos

(CHA), os SPL’s foram divididos em cinco grupos homogéneos. Apds a formagdo dos grupos
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escolheu-se aleatoriamente 10 % dos produtores de cada grupo, totalizando 73 propriedades
selecionadas.

Em seguida foi realizada uma coleta secunddria de dados (questiondrio guia
semiestruturado) e a primeira de amostras do leite das 73 propriedades, o questiondrio foi
voltado ao sistema de producdo, caracteristicas higi€nico-sanitdrias e armazenamento; e
andlises do leite quanto a CBT e CCS. Este leite coletado do tanque de resfriamento foi
acondicionado em frascos padronizados de aproximadamente 70 mL, transportados sob
refrigeracdo (maximo 5°C) até a realizag@o das andlises. Um dos frascos continha o conservante
Bronopol® (2-bromo-2-nitropropano-1,3-diol) para andlise de contagem de células somaticas
(CCS) e o outro frasco continha o conservante Azidiol®, o qual era destinado para contagem
bacteriana total (CBT).

As andlises foram realizadas na Associacdo Paranaense de Criadores de Bovinos da
Raca Holandesa — APCBRH, utilizando-se do equipamento Somacount 500® para CCS e
Bactocount IBC® para a quantificacdo do CBT.

A partir desta segunda coleta de dados foram selecionadas apenas os SPL’s que
apresentaram CCS e/ou CBT, acima dos limites da IN 62 de 6,0 x 10° céls/ml e 6,0 x 10°
UFC/ml respectivamente. Sendo assim, foram selecionadas 35 propriedades que nao atingiram
as exigéncias minimas da legislacdo, conforme tabela a seguir (Anexo 1), para posteriores
coletas de amostras.

Ap6s a triagem das propriedades foi realizada uma terceira coleta de dados e uma
secunddria de amostras para realiza¢do desta pesquisa. Esta etapa consistiu da realizagao de um
novo questiondrio guia semiestruturado (Anexo 2) aplicado diretamente aos produtores no
momento da coleta das amostras, no periodo referente aos meses de Setembro e Outubro de
2012.

Os questionarios utilizado foram elaborados por docentes e discentes, baseado em
estudos ja realizados, sendo estes apenas adequados de acordo com realidades culturais e
espaciais da producgdo leiteira da regido em andlise. As questdes, opgdes de respostas e
sequéncia de indagacdes foram idé€nticas para todos entrevistados, assegurando variacoes
apenas as diferengas individuais e ndo aos entrevistados (LANGE, 2013; SILVA et al., 2013;
DAMASCENO et al. 2008).

O questionario baseava-se no conhecimento das caracteristicas bdsicas de producdo e

principalmente do manejo higi€nico-sanitdrio utilizado, com o objetivo de qualificar as
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propriedades frente as suas diversidades produtivas. As varidveis abordadas compreenderam
caracteristicas do produtor e propriedade, caracterizagdo e composi¢ao do rebanho, produgdo,
manejo de ordenha, préticas de higienizacdo dos equipamentos e utensilios, e bonificacdes na
qualidade da matéria-prima (NERO et al., 2009).

Dentro da colheita de amostras foram coletados swab’s dos pontos criticos de
contaminacdo e que possuiam alta influéncia na qualidade microbioldgica do leite. Os trés
pontos selecionados foram: conjunto de ordenha, mdo do ordenhador e tanque de armazenagem,
além também da coleta de leite para posteriores andlises laboratoriais microbioldgicas. Todos
os swab’s foram acondicionados em tubos de ensaio com 9 mL de 4gua peptonada estéril em
caixa térmica refrigerada (até 5 °C), conjuntamente com o leite em frascos padronizados de 200
mL de cada propriedade.

As andlises microbiolégicas ocorreram no laboratério de Microbiologia da Unioeste, no
campus de Marechal Candido Rondon. Apds a coleta preparou-se diluicdes decimais seriadas
contendo dgua peptonada estéril em tubos de ensaio, até 107 para os referidos pontos de
contaminacio, apenas para o leite foi realizado até a dilui¢io 102. Apés as devidas dilui¢des e
homogeneizag¢des, aliquotas de 100 L. de cada diluicdo foram inoculadas em placas de petri
contendo meio de cultura Baird Paker, e incubadas a 37 °C durante 48 horas, para posteriores
leituras e contagem das unidade formadoras de coldnias (UFC).

Ap6s a realizacdo da enumeracdo das colonias presentes na placas, apenas as que
apresentaram entre 25 a 250 UFC foram selecionadas e o resultado multiplicado pelo fator de
diluicdo das placas correspondentes e por 10 (VIDAL MARTINS et al., 2005), sendo
posteriormente os resultados encontrados expressos em UFC ou UFC/ml ou UFC/cm?.

Para uma melhor compreensio e entendimento dos pontos criticos de contaminagao,
pode-se aplicar métodos de analise para apontar estes pontos da qualidade do leite baseado na
natureza dos sistemas e que ainda mapeiem esses sistemas quanto a intensidade e efetividade
das agdes para obter-se um produto de qualidade (JUNIOR et al., 2012).

A andlise de correspondéncia multipla (ACM) € uma das técnicas de analise estatistica
multivariada para selecdo de um conjunto de variaveis. De acordo com Kubrusly (2001) as
variaveis que obtiveram os maiores escores de contribuicdo para a formacao do Componente
Principal (CP), descrita em termos de variancia explicada e ajuste fiel do dados originais (o de
Crombach > 0,75), sendo construidas 35 varidveis, cada uma com seu nivel de ocorréncia

(Tabela 8).
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Tabela 8. Relac@o de varidveis submetidas a Andlise de Correspondéncia Miuiltipla, e suas respectivas

descricdes dos niveis.

Variaveis

Niveis de cada varidvel e descri¢do

Vacas_lact (Vacas Lactacao)

Varidveis métricas

Vacas_sec (Vacas Secas)

Varidveis métricas

Litros_dia (Litros dia)

Varidveis métricas

Tipo_orde (Tipo de ordenha)

1 = Manual
2 = Balde ao pé
3 = Canalizada

Raca_leiteira (Raca leiteira)

1 =SRD
2 = Cruzado
3 = Pura

Limpeza_anim (Limpeza Animal)

1 = Nao lava
2 = Lavagem do tibere
3 = Lavagem dos tetos

Primei_jatos (Primeiros jatos)

1 = Ndo
2=Sim

Reali_pré_poés (Pré e Pos dipping)

1 = Ndo realiza

2 = Apenas pré dipping
3 = Apenas pos dipping
4 = Pré e Pos dipping

Seca_tetos (Secagem tetos)

1 = Ndo Seca
2 = Seca com tecido
3 = Seca Papel toalha

Alimento_ord durante

ordenha)

(Alimento

1 = Alimenta
2 = Ndo Alimenta

Tempo_ord (Tempo de ordenha)

Varidveis métricas

Local_pés_ord (Local pos ordenha)

1 = Pastagem
2 = Piquete de Descanso
3 = Sala de Alimentagdo

Desinf_entre_ord (Desinfetante entre
ordenhas)

1 = Ndo realiza
2 = Apenas em caso de mastite

3 = Sempre
Trat_mast_seca (Tratamento [ = Ndo trata
preventivo de mastite seca) 2 = trata
Mast_casoscli (Mastite casos clinicos) 1 = Nao trata
2 = Trata

Leite_mast
mastiticos)

(Leite com  grumos

1 = vende com leite sem grumos mastiticos
2 = outro derivados

3 = Fornece aos bezerros

4 = Descarta

Agua_quente (Agua quente)

I = Ndo
2 =Sim




Desmont_conj (Desmonte dos conjuntos [ = Ndo
de ordenhadeira) 2 =S8im
Deterg_alca (Detergente alcalino) 1 = Nado

2 = Sim, semanalmente

3 = Sim, duas vezes por semana
4 = Sim uma vez por dia

5 = Sim, a cada ordenha

Deterg_acid (Detergente acido)

1 = Nado

2 = Sim, semanalmente

3 = Sim, duas vezes por semana
4 = Sim uma vez por dia

5 = Sim, a cada ordenha

Sanit (Sanitizante) 1 = Ndo
2 = Sim
Limpeza_tan (Limpeza do Tanque de / = Ndo

resfriamento)

2 = Sim, semanalmente sem sanitizante

3 = Sim, semanalmente com sanitizante

4 = Sim a cada saida do leite sem
sanitizante

5 = Sim, a cada saida do leite com
sanitizante

Limpeza_sala_ord (Limpeza da sala
ordenha)

1 = Ndo;

2 = Sim apenas quando estd suja;
3 = Sim uma vez por semana;

4 = Sim duas vezes por semana;
5 = Sim uma vez ao dia;

6 = Sim a cada ordenha.

Tempo_limp_ord (Tempo gasto durante
limpeza de ordenha)

1 = 10 minutos
2 = 15 minutos
3 = 20 minutos
4 = 25 minutos
5 = 30 minutos
6 = mais que 30 minutos

Manut_ord (Manutencao da Varidveis métricas
ordenhadeira)
Orden (Ordenhador) 1 = Ndo

2 = Sim

Higieniz_maos (Higienizacao das maos)

1 = Ndo realiza

2 = Sim, antes com dgua

3 = Sim, antes da ordenha com dgua e
sabdo

4 = Sim, antes de cada animal com dgua
5 = Sim, antes de cada animal com dgua e
sabdo

Col_leite (Coleta leite)

1 = Mais que cinco ordenhas
2 = a cada 4 ordenhas
3 = a cada 3 ordenhas
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4 = a cada 2 ordenhas
5 = a cada ordenha

Trein_ord (Treinamento do [ = Ndo
ordenhador) 2 =S8im
Idade_equip (Tempo de uso Valor absoluto
equipamento)
Bonifca (Bonificacao) 1 = Ndo

2 = Sim
BP_ord (estafilococos totais Varidveis métricas
ordenhadeira)
BP_mao (estafilococos totais mao Varidveis métricas
ordenhador)

BP_tanque (estafilococos totais tanque Varidveis métricas
de resfriamento)
BP_leite (estafilococos totais do leite) Varidveis métricas

Legenda: Vacas_lact, vacas lactacdo; Vacas_sec, vacas secas; Litros_dia, produgao didria de leite; Tipo_orde, tipo
de ordenha; Raga_leiteira, ragas leiteiras dos animais; Limpeza_anim, limpeza do animal antes da ordenha;
Primei_jatos, primeiros jatos antes da ordenha; Reali_pré_pds, realizacdo do pré e pds dipping; Seca_tetos,
utensilio de secagem dos tetos; Alimento_ord, alimenta os animais durante ordenha; Tempo_ord, tempo de
ordenha; Local_pds_ord, local dos animais pds ordenha; Desinf_entre_ord, desinfentante entre as ordenhas dos
animais; Trt_mast_seca, tratamento preventivo para mastite seca; Mast_casoscli, tratamento para mastite;
Leite_mast, destino do leite com grumos mastiticos; Agua_quente, utilizacdo de dgua quente na limpeza dos
equipamentos; Desmont_conj, desmonte dos conjuntos de ordenhadeira; Deterg_alca, detergente alcalino;
Deterg_acid, detergente d4cido; Sanit, sanitizante; Limpeza_tan, limpeza do tanque de resfriamento;
Limpeza_sala_ord, limpeza da sala de ordenha, Manut_ord, manutenc¢do da ordenhadeira; Orden, ordenhador;
Higieniz_maos, lavagem das mados; Tempo_tan, temperatura do leite no tanque; Col_leite, coleta do leite;
Trein_ord, treinamento do ordenhador; Idade_equip, idade do equipamento; Bonifica, bonifica¢io por quantidade
e/ou qualidade; BP_ord, contagem de estafilococos totais ordenhadeira; BP_mao, contagem de estafilococos totais
mao do ordenhador; BP_tanque, contagem de estafilococos totais tanque de resfriamento; BP_leite, contagem de
estafilococos totais leite.

As analises estatisticas foram realizadas no software IBM SPSS Statistics 20.0; utilizando-se da
andlise de correspondéncia multipla (ACM), andlise de clusters hierarquicos (CHA) e estatistica
descritiva, de ambas as varidveis quantitativas e qualitativas (ANDRADE et al., 2009; MACHADO et
al., 2000; OLIVEIRA et al., 2007).

4.3. Resultados e Discussao

Na andlise de componentes multiplos (ACM) foram definidas dois componentes,
componente principal 1 (CP1) e componente 2 (CP2), atingindo as respectivas variancias
81,43% e 36,87%. As varidveis, suas relacoes dos SPL’s e as duas dimensdes formadas pelo

conjunto de suas contribuicdes em termos de autovalores, explica a caracterizagdo das
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propriedades na regido Oeste do Parand em relagdo aos manejos higi€nicos sanitdrios e suas
contaminacdes e pontos cruciais para a qualidade do leite (Figura 1).

Para formacdo do CP1 as varidveis de maior importancia e contribuicio foram as
seguintes: produc¢do didria, niimero de vacas em lactacdo, local apds ordenha, tipo de ordenha,
realizacao de pré e pds dipping, utilizacdo de detergente alcalino e utilizacdo de detergente
acido na higienizacdo dos equipamentos. Estas varidveis traduzem propriedades dependentes
de volume significativo de producao e grande tecnifica¢do, demonstrado por técnicas de manejo
mais apuradas como a realizacdo do pré e pds dipping, e também a utilizacdo de ambos
detergentes na limpeza dos utensilios e equipamentos de ordenha. Isso ressalta a importancia
de manejos adequados e corretos para o sucesso da producdo leiteira e principalmente, para a
possibilidade de matérias primas de qualidades superiores.

De acordo com Fosenca e Santos (2001), o pré dipping pode reduzir até 50 % novas
infec¢des das glandulas mamadrias, ocasionadas por patdgenos ambientais, € o pos dipping € a
pratica mais importante no controle de novas infec¢des intramamdrias. A limpeza dos
equipamentos no processo produtivo do leite constitui da remog¢ao dos residuos da superficie,
pois o atraso pode acarretar uma proliferacdo de microrganismos, com consequente dificuldade
de remo¢do (CERQUEIRA et al., 2006).

Na composi¢do do CP2 as principais varidveis determinantes foram: realiza¢do do
tratamento preventivo para mastite seca, contaminag¢do no leite, leite com grumos mastitico,
contaminacao na ordenha, limpeza do tbere/tetos antes da ordenha. Pode-se entender que as
varidveis de maior relevancia para a formagdo desta segunda dimensdo sdo relacionadas
diretamente aos cuidados nas contaminacdes e praticas higi€nicas, € que consequentemente
prejudicam a qualidade microbioldgica da matéria prima. A limpeza dos animais realizada de
maneira correta, antes da ordenha, pode evitar contaminagdes entre os animais, dos conjuntos
de ordenha, cargas microbianas elevadas no leite e prevenir mastites clinicas e subclinicas.
Cavalcanti et al. (2010) ressaltam que a adequada higiene no momento da ordenha, com
limpeza, imersdo em solucido antisséptica e secagem completa dos tetos € essencial para a

manutencdo da qualidade bacteriana do leite.
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Legenda: Vacas_lact: Vacas Lactacdo, Vacas_sec: Vacas Secas, Litros_dia: Litros dia, Tipo_orde: Tipo_ordenha,
Raga_leiteira: Raca leiteira, Limpeza_anim: Limpeza do animal, Primei_jatos: Primeiros jatos, Reali_pré_pds:
Realizacdo de Pré e Pés-dipping, Seca_tetos: Secagem dos tetos, Alimento_ord: Alimentacdo no momento da
ordenha, Tempo_ord: Tempo ordenha, Local_pds_ord: Local apds ordenha, Desinf_entre_ord: Desinfetante entre
ordenhas, Trat_mast_seca: Tratamento de mastite seca, Mast_casoscli: Tratamento de mastite casos clinicos,
Leite_mast: Leite mastite, Agua_quente: Agua quente, Desmont_conj: Desmonte de conjunto, Deterg_alca:
Detergente alcalino, Deterg_acid: Detergente 4cido, Sanit: Sanitizante, Limpeza_tan: Limpeza Tanque,
Limpeza_sala_ord: Limpeza sala ordenha, Tempo_limp_ord: Tempo limpeza de ordenha, Manut_ord:
Manutencdo da ordenhadeira, Orden: Ordenhador, Higieniz_maos: Higienizacio das maos, Temp_tan:
Temperatura do tanque, Col_leite: Coleta do leite, Trein_ord: Treinamento do ordenhador, Idade_equip: Idade
equipamento, Bonifica: Bonifica¢do, BP_ ord: estafilococos totais ordenhadeira, BP_mao: estafilococos totais mao
ordenhador, BP_tanque: estafilococos totais tanque de resfriamento, BP_leite: estafilococos totais do leite.

Figura 1. Representacdo das varidveis e suas contribui¢cOes para formacao das dimensdes da

ACM.

Ao longo do deslocamento do eixo X (CP1), para o seu lado negativo, visualiza-se
varidveis relacionadas com a manutencdo e higiene dos equipamentos: tempo de uso do
equipamento (tempo de utilizagdo), manutencdo do mesmo e desmonte dos conjuntos de

ordenhadeira para higienizagdo, além de contaminacdo da ordenhadeira e tanque de
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armazenamento do leite. De acordo com Muller (2002) o funcionamento e manuten¢do do
equipamento de ordenha tem alta influéncia em um programa de controle de mastite, para isso
€ necessdrio pessoal treinado e qualificado, principalmente dos ordenadores que terdo
participacdo direta nos resultados obtidos.

As varidveis relacionadas no manejo de ordenha, como secagem dos tetos, higiene da
mao do ordenhador e primeiros jatos estdo relacionadas com o eixo Y (CP2) no lado negativo.
Estes fatores tem interferéncia direta na qualidade do leite, em especial na CBT, pois s@o locais
que apresentam altas cargas microbianas. O leite produzido sem os devidos conceitos de higiene
torna-se um produto de qualidade inferior, mesmo que posteriormente se dispensem dos
maiores cuidados e tratamentos (PERIN et al, 2009). As propriedades estudadas que
apresentaram-se deste lado do eixo tém poucos animais em lactagdo, pequena producdo e
manejo higi€nico-sanitério deficitdrio, ndo realizando as praticas recomendadas.

Problemas durante as préticas de manejo de ordenha nas propriedades estdo ligados em
sua grande parte, pela ndo realizacdo das técnicas (desconhecimento) ou de seus beneficios na
qualidade do produto final. Segundo Valeeva (2005), nas propriedades de pequeno porte é
possivel visualizar, de forma geral, maior frequéncia de deficiéncias na producdo. Nesta
pesquisa os SPL’s abaixo de 100 L/dia foram os que realizavam menos praticas (primeiros jatos,
pré e pos dipping, imersdao dos conjuntos em solu¢@o de sanitizantes, detergentes alcalinos e
dcidos) nos seus manejos higi€nico-sanitdrios, devido ao enquadramento em sistemas de
pequeno porte.

Conforme a caracterizacdo dos SPL’s e suas tipologias geradas a partir da ACM, os
mesmos foram classificados em cinco grupos pelas andlises de Cluster (Figura 2). O grupo 1
(G1) formado por 12 SPL’s, foi 0 que apresentou o maior numero de propriedades dentre todos,
seguido pelo grupo 2 (G2) ajustado com 11 SPL’s; grupo 3 (G3) com 8 SPL’s; grupo 4 (G4)
possuia 3 SPL’s e grupo 5 (G5) apenas 1 SPL’s. O G1 € caracterizado pelas propriedades que
apresentam os melhores manejos higi€nico-sanitdrios, as menores contamina¢des € na grande
maioria delas alta produtividade leiteira (310 litros/SPL’s-dia e 14,8 litros/vaca-dia). No
gréfico, tais propriedades situaram-se do centro para direita. Este grupo representa os melhores
SPL’s estudados nesta pesquisa, a maior eficiéncia em qualidade de matéria prima e cuidados
na produgdo, além de 75% dos SPL’s receberem bonificacio por quantidade e qualidade, o que
faz com que cada proprietdrio tenha incentivo e busque melhores indices nestes dois fatores

devido ao melhor prego pago pelo leite.
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Figura 2. Representagdo das tipologias dos SPL’s sobre o plano fatorial para a ACM.

Os G2 e G3 sdo muito similares entre si, a principal diferenca era o volume de leite
produzido. O G3 foi definido por SPL’s que tinham no méximo 85 L/dia enquadrando-se em
propriedades de pequeno porte. J& o G2 obtinham produgdes de 50 até 400 L/dia. Suas
tipologias quanto as varidveis higi€nico-sanitdrias foram muito proximas e idénticas, apenas
tendo como diferenca bésica a producdo didria para separa-los.

No G4 sdo sistemas com altas produgdes (660 litros/SPL’s-dia) e média de 45 animais
lactantes. Apresentam manejos de maneira incorreta ou com realizagdes ineficientes e que
prejudicam a qualidade na matéria-prima; E representado por SPL’s altamente tecnificados mas
que encontram-se com dificuldades no desenvolvimento do manejo higi€nico-sanitario, devido

a mao-de-obra desqualificada e interferéncia de fatores culturais.
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Apenas um SPL’s formou o G5. Os manejos higi€nicos ndo eram realizados ou de
maneira inferior e com baixissima producdo didria (18 litros/dia). Entre as préticas nao
executadas, tem-se: desmonte dos conjuntos, detergentes alcalino e dcido, sanitizante,
realizacdo de pré e pds dipping e o leite com grumos mastitico (colocado no resfriador
conjuntamente com o leite de animais sadios). Os resultados evidenciados neste estudo
corroboraram com Junior et al. (2012) e Bodenmiiller Filho et al. (2010), ao avaliar as préticas
adotadas pelos produtores e as caracteristicas do leite, respectivamente, ao apresentarem grupos
homogéneos com caracteristicas produtivas, manejos adequados e sistemas de baixa
tecnificacdo com problemas no manejo em propriedades com baixa producao.

Os grupos diferenciaram-se entre si principalmente pela sua produgdo e em relacdo aos
manejos higiénico-sanitdrios adotados. E possivel visualizar que a maior porcentagem dos
SPL’s que apresentaram boas caracteristicas produtivas e higi€nico-sanitdrias foram também
aqueles com maiores produgdes. Estes representaram, com apenas 42,85% do total de SPL’s
estudados.

Conforme a legislacdo pertinente nas contagens de CCS e CBT, avaliou-se a primeira e
segunda coleta de amostras para auxiliar na discussdo sobra a caracterizacdo destes sistemas
(Tabela 9). No G1 obteve-se uma melhora momentanea de 41,6% de SPL’s que estavam de
acordo com os padrdes, porém a média do grupo praticamente ndo foi alterada e passou de
1.181 céls/mL para 1.123 céls/mL. A CBT aumentou 25%, no nimero de sistemas,
possivelmente por manejos ou contaminagdes ocorridas no momento da segunda coleta, com
reflexo no aumento da porcentagem de SPL’s acima dos padrdes. Estes SPL’s pertencentes ao
G1 apresentam as melhores praticas de manejo higi€nico-sanitéria, os resultados das contagens
evidenciam possiveis animais com mastites subclinicas e descuidos durante a higienizagdo dos
equipamentos acarretando estas elevacoes.

O G2 apresentou reducao de 27,3 e 18,1% na CCS e CBT, respectivamente. Isto
evidencia a melhora nos manejos higi€nico-sanitarios adotados pelos SPL’s, mas ainda
ineficiente em determinados momentos, pois suas médias foram maiores do que ao
recomendado. Apesar de apresentar sistemas com altas producdes didrias, ainda apresenta
falhas ou préticas higi€nicas dos utensilios/equipamentos e glandulas mamadrias com estado
sanitdrio ruim, muito similar em alguns sistemas do G1.

No G3, o qual possui similaridade nos manejos ao G2, suas contamina¢des CCS e CBT

apresentaram-se semelhantes em ambas as coletas. A alta contagem bacteriana deve-se ao
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manejo higiénico deficitdrio, e compromete a contaminagdo do leite com intimeros agentes
deteriorantes do leite e causadores de infec¢des na satide publica. Os animais pertencentes aos
sistemas deste grupo apresentam excelentes estados sanitdrios, traduzidos pela contagem de
células. A enumeracdo das células presentes no leite € uma boa forma de acompanhar o estado
sanitdrio do Ubere, além de indicar possiveis redu¢des na producio de leite e alteragdes na sua

composic¢ao fisico-quimica (ANDRADE et al., 2001).

Tabela 9. Médias de CCS e CBT, e porcentagem de propriedades acima dos limites, dados referentes as

duas amostragens nas coletas de leite dos sistemas de producio leiteiros.

Grupos Numero de CCS1° CCS 2° CBT 1° CBT 2°
Propriedades mil céls/mL.  mil céls/mL.  mil UFC/mL  mil UFC/mL

1 12 1181 1123 343 1535
(91,6 %) (50,0 %) (16,6 %) (41,6 %)

2 11 1165 912 2500 1068
(81,8 %) (54,5 %) (72,7 %) (54,5 %)

3 8 691 480 2414 2858
(50,0 %) (25,0 %) (75,0 %) (62,5 %)

4 3 738 816 1088 2984
(100,0 %) (33,3 %) (66,6 %) (33,3 %)

5 1 982 925 1314 356
(100,0 %) (100,0 %) (100,0 %) (0,0 %)

Média 35 951 851 1532 1760
(80,0 %) (45,7 %) (54,2 %) (48,5 %)

Cunha et al. (2008) ressaltam que a reducdo de producdo causada pela mastite ocorre
devido a alteragdes nas células epiteliais secretoras e na permeabilidade vascular no alvéolo
durante a infecc¢do, onde a extensdo da perda € influenciada pela gravidade da infecc¢do, tipo de
microrganismo causador, dura¢do, idade do animal, época do ano, estado nutricional e potencial
genético.

O G4 apresentou redugdes no nimero de SPL’s abaixo dos limites (CCS —66,6% e CBT
— 33,3%), mas elevacdo na contagem bacteriana total durante a segunda coleta. Nimeros
evidentes de grandes dificuldades nas préticas higiénica-sanitarias em apenas um SPL’s, com
grandes prejuizos na qualidade do leite produzido. No SPL’s do G5 ocorreu diminui¢cdo do
CBT, entre as coletas, apesar desde resultado isto ndo revela melhora no manejo higi€nico-

sanitario pois esta propriedade tem grandes dificuldades em realizar as praticas higi€nicas.
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Bodenmiiller Filho et al. (2010) ao avaliarem a tipologia dos sistemas nas caracteristicas
do leite, encontraram contagens para CCS e CBT, entre 250-1.321 céls/mL e 762-7.600
UFC/mL respectivamente, em 17 grupos distintos, resultados que corroboram com o0s
encontrados nesta pesquisa. As diminui¢des expressivas nas quantidades de porcentagens entre
a primeira e a segunda coleta, evidenciam melhoras nos manejos higi€nicos adotados e a
eficiéncia dos mesmos tanto na CCS quanto no CBT, com reducdes de 34,3% e 6,7%
respectivamente. As contagens das médias totais ilustram outro problema nos SPL’s que estdo
acima dos limites e possuem contamina¢des ainda maiores entre as coletas, sinal da piora no
manejo ou das técnicas relacionadas a limpeza, com possivel deficiéncia ou falha.

Os pontos de contaminagdes selecionados (ordenha, mao do ordenhador e tanque de
resfriamento) sdo cruciais e apresentam grande importancia nas contaminacdes do leite,
principalmente em CBT e CCS. As contaminag¢des encontradas dos respectivos grupos nos

pontos de contaminagio e leite estdo destacados na tabela 10.

Tabela 10. Médias de contaminagdes por estafilococos (UFC/cm2; UFC/mao ou UFC/ml) no pontos de
coleta das amostras; conjunto de ordenhadeira (teteira), mao-do-ordenhador, tanque de

armazenamento e leite, nas referidas propriedades dos seus respectivos grupos (cluster).

Grupos  Propriedades Teteiras' Mio? Tanque® Leite
1 12 9,34 8,7x10° 24 3,8x10°
2 11 2,12x10? 1,2x10* 40 6,8x10°
3 8 1,69x102 1,5x10* 72 4,3x10°
4 3 6,79 7,4x10* 0,2 2,9x10°
5 1 0 1,2x10° 1,06 1,2x10°

Média 35 9,9x10! 2,2x10% 28 3,8x10°

1 Area do conjunto de ordenhadeira — 117,75 cm? (OLIVEIRA et al., 2007).
2 Contaminagdo por mao-do-ordenhador (SILVA et al., 2011).
3 Area do tanque de armazenamento — 500 cm? (SILVA et al., 2011).

A menor contamina¢do no conjunto de ordenhadeira encontrada foi no G4, seguido do
G1, G3 e G2; o G5 ndo obteve crescimento nas placas incubadas. Os SPL’s do quarto grupo
sdo de grande potencial produtivo, o que deduz a menor contaminacdo da ordenha por
estafilococos, devido a grande utilizacdo e os cuidados do equipamento, onde 100% utilizavam-
se de detergentes alcalinos e dcidos, além de uma manutengdo sazonal a cada 6 meses para o

bom funcionamento do equipamento e utensilios ligados a0 mesmo.
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Nos outros SPL’s dos grupos 1, 3 e 2; ndo realizavam detergentes ou sanitizantes, o que
ocasionava este aumento nas contaminacdes de seus respectivos grupos. No G1 91,66% dos
SPL’s efetuavam detergentes, alcalino e dcido, na limpeza e higienizacdo dos equipamentos de
ordenha. J4 no grupo 3 e 2, grande parte dos SPL’s ndo se utilizavam de ambos os detergentes,
onde ndo aplicavam este produto. Consequentemente, ndo possuiam uma limpeza adequada, o
que acarretou na maior contamina¢do encontrada nos equipamentos de ordenhadeira, a
frequéncia encontrada foi de 45 e 50% para o alcalino e 72 e 50% no 4cido, para os grupos 2 e
3 respectivamente.

Os grupos 1, 2 e 3 apresentaram contaminag¢des muito proximas 8,7x10°, 1,2x10* e
1,5x10* UFC/mdo respectivamente; apesar dos manejos higiénico sanitdrios diferentes
pincipalmente entre o grupo 1 ao grupo 2 e 3. Essas contaminag¢des foram similares
numericamente nas maos dos ordenhadores de ambos os grupos. De acordo com Miguel et al.
(2012), o S. aureus tem sua transmissdo principalmente pelas maos dos ordenhadores e
equipamentos de ordenha, pontos chaves no controle deste contaminante e também no controle
de mastites clinica e subclinica nos animais. Fontana et al. (2012) encontraram apenas 33% de
propriedades com contamina¢do nas maos de ordenhadores por S. aureus, resultado bem abaixo
do encontrado nesta pesquisa onde em 97,25% dos SPL’s foram contabilizadas contaminagdes
pelo mesmo agente neste ponto de contamina¢do. A contaminagdo elevada de Staphilococcus
sp. deve-se ao grande nimero de SPL’s que ndo realizavam a prética de higienizacdo das maos
adequadamente, com 40% (nao realizava a limpeza das maos antes d ordenha) e apenas 5,71%
(lavava as maos antes da ordenha de cada animal com dgua e sabdo) do total.

No grupo 4, as mios dos ordenhadores apresentaram a maior contaminagdo 7,4x10*
UFC/maos. Somente 33% dos SPL’s higienizavam as maos com dgua, antes de lidar com cada
animal. Além de ser um veiculador muito importante para as mastites o procedimento era
realizado incorretamente ou ndo realizado (66%), consequentemente acarretava as altas
contaminacdes encontradas. Silva et al. (2011) e Matsubara et al. (2011) encontraram
contaminacoes de estafilococos coagulase positiva nas mao de ordenhadores antes e depois da
ordenha, 8,7x10% e 5,6x10°% 3,3x10' e 3,3 UFC/mio respectivamente. As contaminagdes
apresentaram-se elevadas, principalmente nos grupos 2, 3 e 4, nas quais a técnica de
higienizacdo das maos foram realizadas incorretamente.

As contaminagdes encontradas dos tanques de resfriamento foram distintas em dois

grandes grupos: o primeiro contendo os grupos 1, 2 € 3 (24, 40 e 72 UFC/cm?), e 0 4 € 5 (0,2



68

e 1,06 UFC/cm?), onde os resultados foram muito préximos dentro destes dois grandes. Os
resultados destacam os manejos higi€nico-sanitdrios adotados em cada SPL’s; no grupo 5 o
tanque era higienizado a cada saida do leite, com sanitizante e a coleta de leite era realizada
apds cinco ordenhas. Consequentemente estas praticas auxiliaram para que neste ponto de
contaminacdo o resultado fosse satisfatorio.

O grupo 4 obteve a menor contaminacdo no tanque de resfriamento, 0,2 UFC/cm? de
estafilococos, impulsionado pelas préticas de coleta de leite e limpeza do tanque, as quais eram
realizadas a cada saida do leite com sanitizante (33%) e sem sanitizante (66%), na coleta de
leite a cada quatro (66%) e duas (33%) ordenhas. Estas grandes porcentagens nas préticas de
higienizacdo realizadas de maneira mais correta possivel fizeram com que este grupo
apresentasse esta baixa contaminagdo neste ponto de grande importancia no crescimento e
multiplicacdo dos possiveis agentes contaminantes do leite. Tebaldi et al (2006) encontraram
em estudo de tanques de refrigeracdo por expansdo comunitdrios contaminagdes de
estafilococos coagulase positiva de 2.7x10* até 1,73x107 UFC/mL, além de ressaltar que
embora procedimentos de higiene sejam utilizados para baixa da contaminagdo fecal, estes
microrganismos podem representar problemas na sanidade do rebanho.

Um dos principais problemas das altas contagens de estafilococos sdo as contaminacgdes
por suas enterotoxinas produzidas. De acordo com a FDA (1992), a concentracio de
enterotoxina é capaz de causar sintomas de intoxicacdo ao exceder o nimero de 10° UFC/mL
de S. aureus e resisténcia ao processo de pasteurizagdo. Neste trabalho, em nenhum dos grupos
os limites foram superados, exceto 2 SPL’s nos tanques de resfriamento e em 1 SPL’s na mao
do ordenhador. Resultados satisfatérios frente aos manejos higi€nico-sanitario adotados na
grande maioria dos SPL’s, ilustram a importancia destas praticas no controle de contaminac¢des
€ microrganismos.

Os grupos 1, 2 e 3 obtiveram contaminag¢des muito similares independente dos manejos
adotados. Dentre as suas particularidades a limpeza do tanque era realizada: em 50% sem
sanitizante a cada saida do leite € 33% com sanitizante a cada saida no grupo 1; 45% sem
sanitizante a cada saida do leite e 18% com sanitizante a cada saida do leite no grupo 2; e 37,5%
sem sanitizante a cada saida do leite e 12,5% com sanitizante a cada saida no grupo 3. Estas
frequéncias das praticas evidenciam que as contaminagdes menores, do grupo 1, apresentaram
as melhores préticas e em maiores porcentagens na realizacdo deste ponto especifico e

importante na contaminacao do tanque, ao colaborar com fatores de grande importancia como
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o tempo e a limpeza deste utensilio. Vallin et al. (2009) ressaltam a importancia da temperatura
e tempo de armazenamento do leite, conjuntamente com a higienizacdo inadequada, fatores
esses que influenciam na qualidade do leite refrigerado.

Os tempos de coleta do leite foram muito parecidos em ambos os grupos, o grupo 3
apresentou os tempos mais elevados com 50% a cada 48 horas e 50% acima de 60 horas, ji o
grupo 1 e 2 apresentaram 33% e 36% coleta a cada 24 horas e 66% e 64% a cada 48 horas
respectivamente. Quanto maior o tempo de armazenamento maior serd a multiplicacao dos
contaminantes. Devido a este fator o grupo 3 obteve resultados maiores de contaminacdo no
tanque de resfriamento, além das piores porcentagens nas praticas de lavagem do tanque de
resfriamento.

Apesar das diferentes praticas nos grupos, os tanques de resfriamento apresentaram
contaminacdes satisfatorias, com exce¢do ha algumas praticas inadequadas realizadas em
determinados grupos ou SPL’s, mas na grande maioria realizadas com boa efici€éncia,
principalmente na higienizacdo do equipamento e o tempo de coleta. Outras varidveis
(tratamento dos casos de mastite clinica, sanitizante e leite com mastite) influenciam e contribui
diretamente na contaminac¢ao final do leite, o qual fica estocado no seu respectivo tanque. O
tanque de resfriamento € o local do destino final da matéria-prima produzida; a sua higiene e
limpeza devem ocorrer de maneira adequada e eficiente para que as contaminagdes € O
crescimento microbiano que possam ocorrer sejam minimizados.

O leite apresentou contaminag¢des semelhantes em todos os grupos, dentre eles os grupo
5 foi de menor, com 1,2x10°> UFC/mL, e o grupo 2 (6,8x10° UFC/mL) o de maior contaminacao
por estafilococos. A contaminacdo final do leite € dependente dos manejos higi€nico-sanitarios
e suas praticas gerais adotadas, que influenciam direta e indiretamente nos agentes e a
quantidade dos mesmos, diminuindo assim a qualidade final do produto e acarretando prejuizo
a industrializacao e seus derivados lacteos.

Arcuri et al. (2006) encontraram em 91,27% do total de amostras de leite cru refrigerado
isolados de S. aureus nos rebanhos leiteiros me Minas Gerais, e ressaltam os problemas de
possiveis contaminacdes na glandula mamadria, deficiéncias no controle de mastite e possiveis
falhas nos procedimentos higiénicos: durante a ordenha, mados dos ordenhadores e
equipamentos de ordenha.

Os resultados aqui encontrados corroboram com Lamaita et al. (2005), onde

conseguiram encontrar em 100% de estafilococos nas propriedades com contaminacdes que
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variaram entre 1,0x10° até >1,1x10” UFC/mL, no leite cru refrigerado. Contaminagdes que
sugeriram elevado nimero de animais com mastite, portadores assintomdticos, e ineficiente
refrigeracdo do leite imediatamente apds a ordenha.

Os resultados aqui estudados no leite apresentam contaminagdes relativamente brandas
referentes aos Staphylococcus sp., que se apresentam em grande nimero em leite cru de baixa
qualidade ou manipula¢des durante todo o processo de producdo até a industrializagdo final. As
contagens encontradas ficaram entre 1,2x10° até 6,8x10° UFC/mL, contaminacdes as quais
interferem diretamente na qualidade do leite mas que ndo acarretam graves problemas na saide

publica pela producdo baixa de enterotoxinas.

4.4. Conclusao

Ambas as contaminagdes por estafilococos da ordenhadeira, mao do ordenhador, tanque
de resfriamento e leite encontradas corroboram com os cinco grupos homogéneos encontrados
dos SPL’s estudados, e realcam a importancia de medidas preventivas na qualidade do leite,
que diminuem as contaminagdes microbianas, conjuntamente com o0s manejos higiénico-
sanitdrios, praticas e caracteristicas adotados pelos sistemas.

Todas as contaminagdes apresentaram resultados razodveis a satisfatorios,
dependentemente dos manejos empregados, a acdo de préticas higi€nica-sanitdrias que sejam
realizadas de maneira eficiente, refletem diretamente nas contaminacdes € na producdo com
qualidade. Os pontos criticos de controle sdo cruciais para que ocorra 0 monitoramento e
prevencdo de agentes especificos, como Staphylococcus sp., € contaminagdes que possam

acarretar graves perdas durante todo o processo produtivo.
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CONSIDERACOES FINAIS

O comprometimento com a atividade leiteira, alinhado as técnicas e manejos
apropriados conciliam produtividade e qualidade, tanto fisico-quimica quanto microbioldgica,
independentemente do SPL’s.

A realizacdo de orientagdes e acompanhamento técnico se faz necessdrio para
implementacdo de boas praticas principalmente no manejo higi€nico-sanitdrio para prevencao
de contaminacdes e crescimento microbiano no leite. Estudos mais aprofundados das origens
das contaminagdes e seus agentes devem ser realizados para que as orientagdes € 0s manejos

sejam mais eficientes objetivando melhores resultados.
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ANEXOS

ANEXO I - SISTEMAS DE PRODUCAO LEITEIROS E CONTAGENS DE CCSE CBT
DURANTE A PRIMEIRA COLETA

Caédigo do SPL’s CCS CBT
(mil céls/mL) (mil UFC/mL)

2 690 67
5 1576 650
10 5195 2095
13 3671 1642
15 722 707
16 347 5036
17 482 3984
18 859 52
19 764 21
22 787 3227
27 985 20
28 746 932
29 1174 18
31 819 294
33 1122 132
34 705 23
35 1355 1110
36 982 1314
37 383 734
39 806 113
40 828 121
41 870 28
43 789 132
45 310 9999
47 1117 14
52 1656 3102
53 636 398
54 1023 6922
58 677 14
62 430 4187
63 989 69
64 244 6897
65 988 6
68 173 1005
70 775 445




a)
b)
c)
d
e)

g)

10.

ANEXO II - QUESTIONARIO GUIA SEMIESTRUTURADO

PRODUTOR (NOTA):

CODIGO:

ENTREVISTADOR:

DATA:

Quanto tempo o senhor(a) trabalha na atividade leiteira?

Qual sua idade?

Quantas vacas em lactacao?

Quantas vacas secas?

Quantos litros produzem por dia?

Qual o tipo de ordenha o Sr. utiliza?
a) Ordenha manual
b) Ordenha mecanizada (balde ao pé);
¢) Ordenha mecanizada (canalizada);

Quais as racgas leiteiras que o Sr. possui no rebanho?
Holandesa

Pardo suico

Jersey

Girolando

Gir

Cruzado (2 ragas)

SRD (+ de 2 racgas)

Como ¢ feita a Limpeza do animal antes do pré-dipping?
( )Lavagem do ubere por completo

( )Lavagem apenas do teto

( )Nao realizo a lavagem

O senhor examina os primeiros jatos de leite antes de iniciar a ordenha?

()Sim ( )N@o

Realiza pré e p6s-dipping?
a) Sim, pré-dipping. Qual produto?

b) Sim, pés-dipping. Qual produto?

¢) Naio realizo.
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11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.
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O senhor(a) seca os tetos antes de iniciar a ordenha?
(' )Sim, com papel toalha

(' )Sim, com pano. Individual ou Coletivo?
( )Nao

O senhor alimenta os animais durante a ordenha?
( )Sim ( )Nao

Qual é o tempo médio de ordenha?

Logo ap6s a ordenha as vacas vao para onde?
( )Sala de alimentacdo ( )Pique de descanso ( )Pastagem

O senhor faz a imersao do conjunto de teteiras em solucdo desinfetante entre uma ordenha e
outra?

(' )Sim. Sempre.

( )Sim. Apenas em caso de mastite.

( )Nao

O senhor faz tratamento para prevenir mastite no momento da secagem?
( )Sim. Qual?

( )Nao

O senhor faz tratamento nos casos clinicos de mastite?
( )Sim ( )Nao

O Senhor faz o que com o leite das vacas que apresentam mastite?
( )Vende com o leite bom

( )Faz outros derivados

( )Fornece as bezerras

( )Descarta

O senhor lava com dgua quente a ordenhadeira?

()Sim ( )Nao

Ocorre o desmonte dos conjuntos de ordenha para limpeza?
( )Sim

( )Nao

O senhor utiliza detergente alcalino?
( )Sim. Com que frequéncia? )A cada ordenha
)1 vez por dia

) A cada 2 dias

)Semanalmente

AN AN AN N

( )Nao



22,

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

O senhor utiliza detergente acido?

( )Sim. Com que frequéncia? ( )A cada ordenha
()1 vez por dia
() A cada?2 dias
( )Semanalmente

( )Nao

O senhor utiliza algum sanitizante durante ou ap6s a ordenha?
( )Sim ( )Nao

E realizada a limpeza do tanque de armazenamento do leite?
( )Sim, com sanitizante a cada saida do leite

)Sim, sem sanitizante a cada saida do leite

)Sim, com sanitizante uma vez por semana

)Sim , sem sanitizante uma vez por semana

)N3o, realiza

A~ AN AN AN

E realizada a limpeza da sala de ordenha?
( )Sim, a cada ordenha

( )Sim, uma vez por dia

( )Sim, duas vezes por semana

( )Sim, uma vez por semana

( )Sim, apenas quando estd muito suja

( )Nao realiza

Utiliza uniforme durante a realiza¢do da ordenha?
( )Sim
( )Nao

Qual o tempo utilizado para limpeza da ordenha?
) 10 minutos

) 15 minutos

) 20 minutos

) 25 minutos

) 30 minutos

) mais que 30 minutos

e N N e e NN

Com que frequéncia ocorre a manutengdo da ordenhadeira? meses

O ordenhador € sempre a mesma pessoa?
()Sim ( )Nao

Quando ¢ realizada a Higienizacao (lavagem) das maos do ordenhador?
( )Antes da ordenha de cada animal com sabdo e dgua

( )Antes da ordenha de cada animal com 4gua

( )Antes da ordenha de todos os animais com sabdo e dgua
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31.

32.

33.

34.

3S.

a)
b)

36.

37.

a)
b)

( )Antes da ordenha de todos os animai com dgua
( )Nao realiza a higiene

Temperatura do tanque de Armazenamento?

A cada quanto tempo € realizado a coletada do leite?
)A cada ordenha

)A cada duas ordenhas

)A cada trés ordenhas

)A cada quatro ordenhas

)Mais que cinco ordenhas

e N N N W

O ordenhador recebeu algum tipo de treinamento para ordenhar?
( )Sim ( )Ndo

Qual a idade do equipamento de ordenha? _anos.

Senhor recebe algum tipo de bonificacdo no prego do leite?
Quantidade;
Qualidade. Quais componentes? ( )CCS

( )CBT

( )Gordura

( )Proteina

Para quem o senhor entrega o leite?

O Sr. Recebe alguma assisténcia técnica?
Sim. De quem?

Nao
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ANEXO III - VARIAVEIS QUALITATIVAS E SUAS FREQUENCIAS NOS

RESPECTIVOS GRUPOS
Variaveis Grupos
1 (%) 2 (%) 3 (%) 4 (%)
Tipo ordenha Manual 0 0 0 0
Balde 70 90 71 27,5
Mecanizada 30 10 28 62,5
Limpeza animal Nao realiza 0 10 0 12,5
Ubere inteiro 10 10 28 0
Tetos 90 80 71 87,5
Primeiros jatos  Nao 20 60 57 37,5
Sim 80 40 42 62,5
Pré e Po6s Nio 60 90 57 37,5
dipping Apenas Pos 20 0 42 25,0
Apenas Pré 0 0 0 25,0
Pré e Pés dipping 20 10 0 12,5
Seca tetos N3o realiza 10 30 28 37,5
Tecido 70 70 57 37,5
Papel toalha 20 0 14 25,0
Local p6s Piquete descanso 10 10 0 25,0
ordenha Pastagem 40 80 42 12,5
Sala de alimentagdo 50 10 57 62,5
Imersao Nao 70 90 85 75
conjuntos Apenas com mastite 0 0 0 0
Sempre 30 10 14 25
Tratamento Nao 50 70 28 25,0
mastite seca Sim 50 30 71 75,0
Tratamento Nao 30 20 28 0
mastite clinica Sim 70 80 71 100
Leite mastite Leite bom 10 0 0 0
Derivados 0 0 0 0
Bezerras 50 40 71 50
Descarta 40 60 28 50
Agua quente Nao 0 70 14 0
Sim 100 30 85 100
Desmonte dos Nao 50 40 85 75,00
Conjuntos Sim 50 60 14 25,00
Detergente Nao 10 60 28 12,5
alcalino Semanal 0 10 0 0
A cada 2 dias 0 0 14 12,5
1 vez por dia 40 10 0 12,5
A cada ordenha 50 20 57 62,5
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Detergente Nao 30 60 57 12,5
acido Semanal 20 20 28 25,0
A cada 2 dias 0 0 14 12,5
1 vez ao dia 30 10 0 12,5
A cada ordenha 20 10 0 37,5
Sanitizante Nio 90 90 85 87,5
Sim 10 10 14 12,5
Limpeza tanque Nao 10 30 0 0
1x sem. s/sanitiza. 10 10 0 0
1x sem. c/sanitiza. 10 0 0 0
A cada saida s/ sanit. 30 40 100 62,5
A cada saida c/sanit. 40 20 0 37,5
Limpeza sala Nio 0 10 0 0
ordenha Quando sujo 10 30 0 0
1x por semana 0 0 14 12,50
2X por semana 0 10 0 0
1x por dia 50 20 0 0
A cada ordenha 40 30 85 87,5
Tempo limpeza 10 min 20 20 57 0
15 min 30 20 28 12,5
20 min 10 40 0 37,5
25 min 0 0 0 0
> 30min 40 20 14 50
Lavagem maos Nao 50 60 14 37,5
Antes da ordenha ¢/H,O 40 30 42 25,0
Antes da ordenha ¢/H,O 0 0 14 12,5
e sabao
Antes de cada animal 0 10 28 12,5
¢/H,0O
Antes de cada animal 10 0 0 12,5
¢/H>0 e sabao
Coleta leite > 5 ordenha 20 30 0 0
A cada 4 ordenha 40 60 57 75,0
A cada 3 ordenha 0 0 0 0
A cada 2 ordenha 40 10 42 25,0
Bonificacao Nao 0 20 14 0
Quantidade 30 0 14 12,5
Quantidade e Qualidade 70 80 71 87,5
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ANEXO IV — GRUPOS, PROPRIEDADES E SEUS GENERO/ESPECIE ISOLADOS E

IDENTIFICADOS
Grupo Propriedade (cédigo) Género / Espécie
Grupo 1 19 Serratia liquefaciens
27 Nao identificado
31 Klebsiella oxytoca
36 Nao identificado
47 Escherichia fergusoni
52 Citrobacter freundi
53 Klebsiella ornithinolytica
58 Klebsiella pneumoniae
65 Hafnia alvei
68 Serratia odorifera
Grupo 2 15 Proteus mirabillis
16 Yersinia enterocolitica
28 Nao identificado
35 Nao identificado
37 Serratia odorifera
54 Klebsiella oxytoca
62 Hafnia alvei
63 Providencia rustigiani
64 Escherichia coli
70 Escherichia fergusoni
Grupo 3 5 Escherichia coli
10 Shigella flexneri sorogrupo B
13 Providencia Stuart 11
17 Yersinia enterocolitica
22 Escherichia fergusoni
43 Serratia rubidaea
45 Yersinia enterocolitica
Grupo 4 2 Escherichia coli
18 Serratia liquefaciens
29 N3o identificado
33 Salmonela
34 N3o identificado
39 N3o identificado
40 N3o identificado
41 Klebsiella oxytoca




