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RESUMO: O Leite € um alimento consumido no mundo todo devido seu valor nutricional e por ser essencial
para a alimentacdo. Sua qualidade esta diretamente ligada a sua carga microbiolégica e as condicdes de
higiene ao qual foi obtido. A ocorréncia da presenca de determinados micro-organismos pode indicar falha
na higienizacdo no mecanismo de ordenha, além de servir como diagndstico de algumas doengas, como a
mastite. Assim, considerando a importancia da salde dos animais para manter a qualidade do leite obtido,
este trabalho teve como finalidade identificar os possiveis agentes causadores da mastite no rebanho
leiteiro em lactacdo na fazenda do Centro Universitario Cesumar — Unicesumar. ApdOs coletadas por
ordenha mecénica e manual, as amostras de leite cru foram submetidas a analises laboratoriais do tipo
microbiolégica convencional. Estas andlises foram conduzidas nos laboratérios de Microbiologia e Biologia
Molecular do Centro universitario Cesumar e comparadas em relacdo a sensibilidade, especificidade e
tempo. De acordo com os resultados, 0 nimero de coldnias de micro-organismos mesofilos foi significativo
para as amostras coletadas principalmente pela ordenha mecénica, indicando assim a falta de higienizacéo
dos equipamentos de ordenha. Quanto ao nimero de colénias de micro-organismos causadores de mastite
presentes nas amostras, nao foi significativo, concluindo que, o manejo e a limpeza do rebanho leiteiro e a
antissepsia do ordenhador estdo sendo feitas de forma adequada, sem apresentar riscos a qualidade do
leite produzido.

PALAVRAS-CHAVE: Leite, micro-organismos, mastite.

ABSTRACT: Milk is a food consumed around the world because of its nutritional value and because it's
essential for feeding. Its quality is directly associated with its microbiological burden and hygiene conditions
which it was obtained. The occurrence of the presence of certain micro-organisms may indicate a failure in
the sanitation of milking mechanism also serving as diagnostic of certain diseases like mastitis. Thus,
considering the importance of animal health to keep the quality of milk gotten, this study had as purpose to
identify the possible cause agents of mastitis in lactating dairy herd on farm of the Centro Universitario
Cesumar - Unicesumar. After collected by manual and milking machine, it was subjected the raw milk
samples to laboratorial analysis the kind of conventional microbiological. These analyzes were managed in
the laboratories of Microbiology and Molecular Biology at the Centro Universitario Cesumar and it were
compared in relation to sensibility, specificity and time. In accordance with the results, the number of
mesophilic micro-organisms colonies was significant mainly for samples collected by mechanical milking,
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thus indicating the lack of sanitation of the milking equipment. Regarding the number of micro-organisms
colonies causer of mastitis in the samples was not significant, concluding that the handling and cleaning of
dairy herd and antisepsis of the milker are being done rightly without present risks to the quality of the milk
produced.

KEYWORDS: Milk, micro-organisms, mastitis.

1. INTRODUCAO

O leite estd entre os alimentos mais consumidos pelo brasileiro devido,
principalmente, ao seu alto valor nutritvo. E considerado um dos alimentos mais
completos para o ser humano (REIS et al., 2007), motivo pelo qual acredita-se que deve
fazer parte integrante da dieta de individuos de todas as faixas etarias (FAGUNDES &
OLIVEIRA, 2004).

E fundamental destacar a importancia de manter a qualidade do leite, por este
motivo, o leite e seus derivados estdo entre os alimentos mais testados e avaliados
(BRITO & BRITO, 1998). De modo geral, sdo avaliadas caracteristicas fisico-quimicas e
sensoriais como sabor e odor, além de ser definido alguns parametros microbioldgicos,
contagem de células somatica e presenca de produtos quimicos, entre outros. (REIS et
al., 2007).

A coleta do leite pode ser realizada de duas maneiras: ordenha mecénica, a qual,
de acordo com Ribeiro e Carvalho (s.d.), é realizada por uma ordenhadeira, que constitui
a principal maqguina existente em um sistema de producéo de leite; e ordenha manual, a
gual um ordenhador a realiza manualmente adotando medidas de prevencédo e formas de
manejo adequadas (CARVALHO, 2010). Ambas podem apresentar riscos de
contaminacgao por organismos patogénicos e prejudicar a qualidade do leite.

O leite ao ser sintetizado e secretado nos alvéolos da glandula mamaria é estéril,
mas ao ser retirado, manuseado e armazenado pode se contaminar com
microrganismos originarios do interior da glandula mamaria, da superficie das
tetas e do Ubere, de utensilios, como os equipamentos de ordenha e de
armazenamento e de varias fontes do ambiente da fazenda (BRITO & BRITO,
1998).

A saude do rebanho leiteiro, bem como o manejo da mesma e do leite coletado,
pode influenciar na qualidade do leite. Além disso, a forma de manejo, dentre outros
fatores, pode fazer com que a vaca adquira algum tipo de doenca. De acordo com Miuller
(2002), “uma das causas que exerce influéncia extremamente prejudicial sobre a
composicdo e as caracteristicas fisico-quimicas do leite, € a mastite”. Esta pode ser
diagnosticada através da anéalise microbioldgica.

A mastite bovina é uma doenca infecciosa caracterizada pela inflamacdo da
glandula mamaéria de vacas leiteiras, a qual, frequentemente, tem origem bacteriana, de
acordo com Fagundes e Oliveira (2004). E apontada como a principal doenca que afeta
os rebanhos leiteiros e a que proporciona sérios prejuizos econémicos tanto ao produtor
de leite quanto a industria de laticinios. Esta doencga provoca mudanca na composicdo do
leite inferiorizando assim sua qualidade além de reduzir sua produgédo (TOZZETTI,
BATAIER & ALMEIDA, 2008). Estima-se que o prejuizo causado pela mastite no Brasil é
de cerca de 2,8 bilhdes de litros/ano, valor este que representa entre 12 e 15% da perda
de produgéo, segundo Fonseca & Santos, (2000, apud FAGUNDES E OLIVEIRA, 2004).

Dentre mais de 80 diferentes microrganismos identificados como agentes
causadores de mastite bovina, estdo: Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae,
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Streptococcus dysgalactiae, Streptococcus uberis e Escherichia coli, sendo estas as
espécies mais frequentemente isoladas. Contudo, S. aureus € 0 microrganismo causador
de mastite contagiosa de maior importancia, de maior ocorréncia nos rebanhos mundiais
e de tratamento mais dificil devido a elevada resisténcia aos antibioticos. (HERMON 1994,
apud FAGUNDES & OLIVEIRA, 2004).

Considerando a importancia de garantir a saude do rebanho leiteiro e, por
consequéncia, a qualidade do leite, objetivou-se por meio deste trabalho a analise
microbiolégica do leite cru obtido a partir dos dois tipos de ordenha, com a finalidade de
identificar a presenca da bactéria Staphylococcus aureus como indicativo de mastite nas
vacas em lactacdo da fazenda do Centro Universitario Cesumar — UniCesumar.

2. FUNDAMENTACAO TEORICA

Diversos estudos vém sendo realizados para diagnosticar a mastite bovina com o
intuito de identificar sua frequéncia, indicar as consequéncias no rebanho e na qualidade
do leite, e revelar métodos preventivos e estratégias de tratamento.

Rosa et al. (2009) relata que, conforme o tipo de microrganismo causador da
mastite, ela pode ser classificada em: contagiosa e ambiental. A mastite contagiosa é
causada por microrganismos que se encontram no Ubere da vaca e sao transmitidos
pelas maos do ordenhador ou pelos equipamentos de ordenha, sendo facilmente
transmitida de um animal para outro caso nao haja boas praticas de higiene. A mastite
ambiental € provocada por microrganismos presentes no ambiente, ocorrendo com maior
frequéncia em periodos quentes e umidos.

Quanto ao diagndstico, Ribeiro et al. (2003) classifica a mastite como clinica e
subclinica. A clinica é diagnosticada observando-se as alteragcbes macroscépicas do leite
através do teste da caneca telada. Este tipo de classificacdo faz com que o Ubere fique
inflamado e o leite apresente grumos, pus ou sangue (Rosa et al.,2009). J& a mastite
subclinica, segundo Ribeiro et al. (2003), apresenta resultados positivos aos testes de
California Mastitis Test (CMT) ou alta contagem de células somaticas (CCS), e é
confirmada pelo crescimento microbiano. Comparado com a do tipo clinica, a subclinica &
diagnosticada por meio de alteracdes microscopicas.

Dentre os autores que realizaram pesquisas baseadas na mastite bovina se
encontra Beloti et al. (1997), o qual examinou 503 vacas na regiao norte do Parana, onde
150 apresentaram caso de mastite, e em 223 amostras de leite obteve-se crescimento
bacteriano. Ribeiro et al. (2003) analisou 12.970 quartos mamarios na regiao sul do Rio
Grande do Sul e obteve 5.080 casos positivo. Destes, 4.888 foi positivo ao CMT,
caracterizando assim a presenca de mastite subclinica, e 192 positivos ao teste da
caneca telada, apontando o diagnoéstico da mastite clinica. J& a pesquisa feita por
Fagundes & Oliveira (2004), apresentou as caracteristicas das toxinas produzidas por S.
aureus. Decorrente a isto, baseou-se a importancia deste microrganismo como agente de
mastite, visto que, estas toxinas geram grandes complicacbes para a saude publica,
podendo causar ao individuo choque toxico, além de intoxicacfes alimentares, alergias e
doencas autoimunes.

Entre os cuidados que devem ser tomados para prevenir as infeccbes causadas
por microrganismos pode-se citar, principalmente, a limpeza e a desinfeccéo criteriosa do
Ubere dos animais, antes e depois da ordenha, além da manutencdo dos cuidados de
higiene geral do estabulo leiteiro, incluindo a limpeza e desinfeccdo das instalagdes de
ordenha, ordenhadeiras e utensilios (FAGUNDES & OLIVEIRA, 2004).

Anais Eletrénico
VIIl EPCC - Encontro Internacional de Produgao Cientifica Cesumar
UNICESUMAR - Centro Universitario Cesumar
Editora CESUMAR
Maringa — Parana — Brasil



ISBN 978-85-8084-603-4

3. METODOLOGIA
3.1 - COLETA DAS AMOSTRAS

A coleta foi realizada na fazenda-ensino do UniCesumar, situada na cidade de
Maringad. As vacas em lactacdo foram retiradas do pasto e conduzidas até o local de
ordenha designada, segundo Rosa et al. (2009), do tipo espinha-de-peixe, no qual os
animais ficam posicionados diagonalmente em relacdo ao fosso de ordenha. Feito isto, as
amostras de leite foram coletadas através da ordenha mecénica e manual em frascos
plasticos esterilizados.

As amostras foram coletadas no periodo de Mar¢co a Junho de 2013, no qual
haviam quatro animais em lactacdo na Fazenda do UniCesumar, das quais foram obtidos
um total de seis amostras, sendo duas amostras coletadas da ordenha mecanica e quatro
amostras coletadas individualmente de forma manual.

A ordenha foi realizada apés higienizacdo dos tetos de cada vaca através dos
processos de pré-dipping e pos-dipping, 0s quais ocorrem antes e apdés a ordenha,
respectivamente. Segundo Pedrini e Margatho (2003), estes procedimentos consistem em
“‘mergulhar os tetos, cobrindo-os por inteiro acima da base do Ubere com solucbes
antissépticas adequadas”.

As amostras obtidas através da ordenha manual foram coletadas diretamente nos
frascos previamente esterilizados. As coletas oriundas da ordenha mecéanica foram
retiradas do coletor do tanque de resfriamento e diretamente do ducto que leva o leite até
o mesmo (Figura 1).

I !
‘

Figura 1. Tanque de resfriamento do leite coletado via ordenha mecanica. (A) Coletor do
tanque de resfriamento; (B) Ducto que conduz o leite das teteiras ao tanque de resfriamento.

Os frascos com as amostras foram acondicionadas em ambiente isolante térmico
com gelo, em temperatura inferior a 4°C e encaminhadas diretamente para o Laboratério
de Microbiologia do UniCesumar para a realizacdo das analises. Ja no laboratério, todas
as analises foram realizadas com o devido cuidado e o0s materiais esterilizados
previamente.

As amostras foram primeiramente destinadas a uma diluicdo seriada na qual 25 mL
da amostra de leite foi adicionada em 225 mL de agua peptonada em um Erlenmeyer (10-
1). Em seguida, foi retirado 1,0 mL desta solucéo e adicionado em um tubo com 9,0 mL de
agua peptonada (107?), e assim sucessivamente para mais dois tubos (103 a 10).

3.2 — ANALISE DE MESOFILOS TOTAIS

A analise de mesodfilos totais serve como indicativo de deficiéncia na qualidade
higiénica da matéria-prima devido a aplicacdo de processo tecnologico inadequado,
manipulacéo higiénica incorreta ou manutengdo em condi¢des improprias (QUEVEDO et.
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al, 2006) . Para a contagem de mesdfilos foi realizada, em duplicata, semeadura em
profundidade (pour-plate) no Agar para Contagem Padrdo Em Placas (PCA), que é um
meio nutritivo destinado a contagem total de microrganismos em materiais diversos. Para
isso, foi adicionado 1,0 ml de cada diluicdo em cada placa de petri e, em seguida, foi
vertido 15 ml de meio PCA em cada uma delas. Em leves movimentos, o conteudo das
placas foi homogeneizado e incubado a 35 °C por 48 horas. Posteriormente, foi feita a
contagem das colbnias formadas com o auxilio do Contador de Col6nias (Figura 2).

Figura 2: Contagem de mésdfilos totais em meio PCA.

3.3 ANALISE DE S. AUREUS

Para o isolamento de S. aureus foi utilizado o meio Baird-Parker, o qual é
especifico para o isolamento e enumeracdo deste micro organismo, pois este meio
contém nutrientes que favorecem o crescimento de S. aureus. Primeiramente, foi
preparado um caldo nutritivo BHI (Brain Heart Infusion) para a revitalizagdo de um disco
de amostra de S. aureus (linhagem ATCC 25923) para ser utilizado como controle. Apos a
revitalizacdo, uma alcada da mistura foi transferida para placa de petri contendo o meio
Baird-Parker. Para a andlise das amostras, cada diluicdo foi semeada nas placas com
Baird-Parker em duplicata. Tanto para as amostras quanto para o controle, foi utilizada a
técnica Spread-plate (semeadura em superficie).

O procedimento se deu adicionando 0,1 ml das diluicdes por toda a superficie do
meio usando a alca Drigalsky. Posteriormente, as placas foram incubadas a 35°C e
depois de 48 horas pode-se fazer a contagem (Figura 3).

~

i . -

Figura 3: Colbnias de estafilococos em meio Baird-Parker.
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Apés andlise das placas, as col6nias foram submetidas ao teste bioquimico de
coagulase (Coagu-plasma LB®) para diferenciacdo do S. aureus dos demais
Staphylococcus. Primeiramente, foi acrescentado ao frasco contendo plasma de coelho
liofilizado, 3mL de solucéo fisiologica esteéril (NaCl 0,85%) e em seguida, homogeneizado
e conservado para uso futuro. Na sequéncia, foi coletado uma alcada das colonias de
estafilococos positivas ao teste de Baird-Parker e dissolvidas em caldo BHI (atritando a
ponta da al¢ca nas paredes do tubo). Feito isso, os tubos foram incubados a 37°C por
algumas horas (4-8 h). Ao obter uma boa turvacéo, foi retirado 0,5mL deste caldo simples
com as col6nias mais 0,5 da solucéo fisiologica, e adicionados em um tubo estéril, o qual
foi homogeneizado suavemente e incubado, também, a 37°C por 4-8 h. Para confirmar a
presenca de S. aureus, observou-se a formagdo de um coagulo no interior dos tubos,
sendo entdo caracterizado como positivo ou, na auséncia de coagulo, como negativo.

4. RESULTADOS E DISCUSSOES

As amostras foram nomeadas como mecénica 1, mecénica 2, manual 1, manual 2 ,
manual 3 e manual 4, sendo assim foram feitas duplicata de meio PCA para observar o
crescimento de Mesofilos totais, 0s quais comumente crescem em temperatura ambiente
(30 — 37 °C).

Para as analises dos micro-organismos, os resultados encontrados foram positivos
em todas as amostras quanto ao seu crescimento. Segundo Morais e Ofugi (2010), o
namero de colbnias considerado significativo para bactérias em geral seria entre 30 e 300
UFC. Por essa razdo os calculos foram realizados de acordo com este método
considerando abaixo ou acima deste valor, ndo significativo para contagem.

As amostras que tiveram crescimento significativo foram somente a terceira
diluicdo da Mecéanica 1 com 19,25.10* UFC/ml e a quarta diluicdo, com contagem de
94.10* UFC/ml. A amostra Mecanica 2 houve uma contagem de 12,2.103 UFC/ml apenas
na segunda diluicdo, sendo que as outras diluicbes ndo obtiveram um crescimento
significativo. A amostra Manual 1 obteve uma contagem de 8.102 UFC/ml da primeira
diluicdo, pois o restante apresentou crescimento insignificante. A amostra Manual 2 teve
um crescimento na primeira e na quarta diluicdo, sendo 18,15.102 UFC/ml e 55.104
UFC/ml respectivamente. As demais também néo apresentaram crescimento significativo
para a contagem. A amostras Manual 3 e Manual 4 ndo obteve contagem significativas.

Portanto verificou-se uma maior contagem nas amostras oriundas da ordenha
mecéanica em relacdo as coletadas via ordenha manual. Este resultado pode estar
relacionado ao método de higienizacdo dos equipamentos de ordenha que devem passar
periodicamente por manutencdo e sanificacdo, assim como descrito por Zafalon (2008),
gue evidenciou que a sanificacdo dos equipamentos de ordenha é fundamental para a
obtencao de leite de boa qualidade.

Dias et al., (2005), em seu trabalho de pesquisa sobre qualidade de queijo também,
relata a importancia da higienizacdo do equipamento de ordenha, pois uma ordenha
mecanica mal cuidada pode ser muito mais lesiva da qualidade do leite do que a ordenha
manual.

Saran Netto et.al (2009) diz que a higiene de ordenha é de grande importancia para
reduzir a contagem bacteriana, pois mesmo um leite produzido com baixas contagens
serd contaminado num sistema de ordenha com higieniza¢do inadequada e sem a troca
periddica, principalmente dos componentes de borracha. Ou seja, a ordenha mecénica
pode contaminar até o leite que ndo se apresenta contaminado, devido aos seus
equipamentos revestidos em borracha, e varias emendas que € propicio para 0
crescimento bacteriano.
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A partir dos resultados obtidos nas analises de S. aureus, pdde-se concluir que na
contagem de col6énias em meio Baird-Parker apresentou-se coldnias tipicas e atipicas.
Dentre as colbnias tipicas, o S. aureus se mostrou presente em todas as amostras, porém
o0 numero de colbnias foi significativo (apresentou nimeros que variaram entre 30 e 300)
em somente trés delas, sendo elas a Mecéanica 1, a Manual 1 e a Manual 2.

A amostra Mecanica 1 apresentou contagem de 3,2.10° UFC/ml somente na
primeira diluigdo, as demais diluicdes da mesma amostra ndo apresentaram crescimento
significativo. A amostra Manual 1 apresentou uma contagem de 9,8.103UFC/ml e a
Manual 2 apresentou contagem de 5,7.10% UFC/ml, ambas também na primeira dilui¢éo.
As demais diluicbes também ndo apresentaram crescimento significativo. Em vista disso,
ambos os resultados nao foram representativos como indicativo de mastite.

As placas que obtiveram numero significativo de colénias foram submetidas ao teste
de producado de coagulase livre para a possivel confirmacdo da presenca de S. aureus.
Com os resultados apurados, obteve-se efeito positivo em somente uma amostra de cepa
(Manual 2), a qual, de acordo com a Normativa N°62 (2003) revelou reagcdo de nivel 2.
Santos (2011) afirma que, h& fontes importantes que apresentam o S. aureus e por isso,
tem grande importdncia na ocorréncia de mastite, como é o caso das maos dos
ordenhadores e das teteiras dos equipamentos de ordenha contaminadas.

Tais resultados nos leva a concluir que, estd havendo os devidos cuidados com a
higienizacdo do rebanho, assim como do préprio ordenhador, na fazenda do Centro
Universitario Cesumar. As medidas preventivas descritas por Silva e Sanches (2010),
estdo sendo feitas adequadamente na fazenda: as vacas sao conduzidas no local de
ordenha com calma; é realizado o pré-dipping e pds-dipping para desinfeccao dos tetos;
além disso, o ordenhador também procura tomar os devidos cuidados com a higienizagao
pessoal durante a ordenha, como a utilizacdo de luvas no manuseio, para que nao
contamine o0s equipamentos de ordenha e muito ou os tetos das vacas.

5. CONSIDERACOES FINAIS

A partir dos resultados obtidos e discutidos, pode-se observar que aqueles obtidos
pela ordenha manual para mesoéfilos totais ndo apresentou crescimento que indicasse
perda na qualidade do leite ou problemas de higienizacdo no método de ordenha, porém
a predominancia de mesofilos totais nas amostras coletadas por ordenha mecéanica
sugere falha na higienizagéo dos equipamentos de ordenha.

Com relacdo & presenca de S. aureus como indicativo de mastite nas vacas
ordenhadas, o resultado evidencia a auséncia de mastite pela baixa contagem de colonias
presentes, caracteristica provavelmente alcancada devido os cuidados tomados na
higiene do rebanho e do ordenhador.
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