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EPIGRAFE

“Nao é o que vocé faz, mas quanto amor vocé dedica no que faz que realmente
importa.” (Madre Tereza de Calcuta)



RESUMO

FRANCA, M. F. Influéncia da educacdo sanitaria de produtores sobre
parametros de qualidade do leite e isolamento de patotipos de Escherichia coli
em fazendas do estado de Sdo Paulo. 2016. 107 f. Dissertacdo (Mestrado) —
Faculdade de Zootecnia e Engenharia de Alimentos, Universidade de Séao Paulo,

Pirassununga, 2016.

O leite pode sofrer alteragBes nas caracteristicas fisico-quimicas e biologicas devido
a acado de microrganismos. Aspectos como deficiéncias de manejo e higiene de
ordenha, altos indices de mastite, manutencdo e desinfeccdo inadequadas dos
equipamentos, refrigeracao ineficiente ou inexistente e mao de obra desqualificada
estdo relacionadas com os prejuizos na qualidade do leite cru e seus derivados.
Dessa forma, o presente trabalho objetivou avaliar a qualidade do leite cru produzido
em propriedades da regido nordeste do Estado de Sao Paulo e introduzir boas
praticas na linha de ordenha e refrigeracdo do leite, monitorando os indices de
qualidade: contagem de células sométicas (CCS), contagem de mesdfilos e
psicrotréficos, presenca de coliformes e isolamento e identificacdo molecular de
Escherichia coli. Nao foram detectados genes de viruléncia nos isolados de E. coli,
porém, isto ndo elimina a possibilidade de as cepas encontradas nas fazendas
carregarem outros genes de viruléncia e serem potencialmente patogénicas.
Somente uma propriedade demonstrou reducdo nos indices de contaminacdes de
modo geral. As demais propriedades ndo apresentaram modificacbes e
investimentos em infraestrutura e manejo de ordenha, fato que refletiu na
manutencdo da situacdo inicial constatada nas propriedades antes do inicio do

estudo.

Palavras-chave: Boas praticas de ordenha, Instrucdo Normativa 62, PNMQL.



ABSTRACT

FRANCA, M. F. Influence of sanitary education of farmers on milk quality
parameters and isolation of Escherichia coli pathotypes in farms from Sao
Paulo State. 2016. 107 p. Dissertation (Master's Degree) — Faculty of Animal
Science and Food Engineering, University of Sdo Paulo, Pirassununga, 2016.

Milk may have changes in the physicochemical and biological characteristics due to
the action of microorganisms. Aspects such as deficiencies on management and on
milking hygiene, high rates of mastitis, inadequate maintenance and disinfection of
equipment, inefficient or nonexistent refrigeration and non-especialized workers are
related to the losses in the quality of raw milk and dairy products. Therefore, this
study aimed to evaluate the quality of raw milk produced in properties in northeastern
region of Sao Paulo State, introducing good practices on milking and cooling, and
monitoring the quality levels: somatic cell counts (SCC), mesophile and
psychrotrophic bacteria counts, presence of coliforms, isolation and molecular
identification of Escherichia coli. Virulence genes in E. coli isolates were not
detected, however, this does not eliminate the possibility that strains found on farms
carry other virulence genes and are potentially pathogenic. Only one farm showed a
reduction in the rates of general contamination. The other properties showed no
change and investments in infrastructure and milking management, what can reflect
in the maintenance of the inicial situation observed in the properties before the
begining of the study.

Key-words: Good milking practices, Instru¢do Normativa 62, PNMQL.
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1. INTRODUCAO

Segundo o Departamento de Agricultura dos Estados Unidos (USDA - United
States Department of Agriculture), baseado em dados do Instituto Brasileiro de
Geografia e Estatistica (IBGE), estima-se que no ano de 2014 a producéo nacional
de leite sob inspecédo governamental foi de 24,747 bilhdes de litros (25.489 milhdes
de toneladas), com previsao de 26.101 t em 2015 e 26.623 t no ano de 2016. Em
2014 o Brasil foi o quinto maior produtor de leite no ranking mundial, precedido pela
Unido Europeia, india, Estados Unidos e China. O consumo interno de leite fluido
teve estimativa de 10.982 t em 2015 e previsdo de 11.198 t para o ano de 2016, e
este crescimento foi relacionado ao aumento previsto no uso industrial. O USDA
(2015) afirma que o comeércio brasileiro de leite apresenta-se otimista, apesar da
crise econdmica enfrentada no momento.

O leite esta presente em uma parcela significativa dos alimentos utilizados na
nutricdo humana, seja na forma fluida ou de derivados, principalmente para criangas
e gestantes. Além disso, a producdo de leite gera empregos no ambito do
agronegocio e contribui para a manutencdo da agricultura familiar, reduzindo o
éxodo rural (DURR, 2004). Este alimento que contribui para a nutricdo humana,
geracdo de renda e movimentacéo do agronegdcio, € também um produto que exige
atencdo devido a sua alta perecibilidade. O leite pode sofrer alteracdes nas
caracteristicas fisico-quimicas e biologicas devido a ac¢do de microrganismos.
Aspectos como deficiéncias de manejo e higiene de ordenha, altos indices de
mastite, manutencédo e desinfec¢cdo inadequadas dos equipamentos, refrigeracao
ineficiente ou inexistente e méo de obra desqualificada estdo relacionados com os
prejuizos na qualidade do leite cru e seus derivados (SANTANA et al., 2004).

Além destes fatores, as falhas de manejo e a auséncia de ac¢des preventivas,
como processamentos de pasteurizacdo e esterilizacdo, podem tornar o leite um
veiculador de doengas (DURR, 2004). Desta forma, o Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento (MAPA) publicou a Instrucdo Normativa n® 51 de
20/09/2002 (IN 51), a qual aprova os regulamentos técnicos de producao,
identidade, qualidade, coleta e transporte de leite (BRASIL, 2002). Em 2011 esta IN
foi reformulada pela publicacdo da Instrugdo Normativa n® 62 de dezembro de 2011

(IN 62), com o intuito de alterar os prazos dos limites estabelecidos pela IN 51 para
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os indices de qualidade e promover alternativas para facilitar a implantacdo destas
normas (BRASIL, 2011).

Dentro os microrganismos envolvidos na contaminacdo do leite, destaca-se a
Escherichia coli. Este microrganismo € mais comum no trato intestinal humano e nos
demais animais endotérmicos. Esta bactéria pertence a classe dos coliformes e a
familia Enterobacteriaceae (TORTORA, G.J.; FUNKE, B.R.; CHRISTINE, L. C.,
2012). Apesar de algumas estirpes ndo serem consideradas patogénicas, diversas
cepas carregam em seu genoma genes de viruléncia e apresentam patogenicidade,
como o sorotipo 0157, que pode causar Sindrome Hemolitica Urémica (SHU), colite
hemorragica e trombocitopenia em seres humanos. Estas cepas podem ser isoladas
do trato digestorio de animais saudaveis. O monitoramento dos genes de viruléncia
€ uma ferramenta para deteccao de novos patégenos (KARCH et al, 2002; CABAL
et al, 2015).

Devido a importancia do leite na nutricio humana, a possibilidade de
transmissdo de diversos microrganismos e falhas nos processos de ordenha e
higienizacdo do leite cru, justifica-se a introducdo de programas de educacéo
sanitaria em fazendas produtoras de leite. Dessa forma, o presente trabalho foi
realizado com o intuito de diagnosticar a qualidade do leite cru produzido em
propriedades da regido nordeste do Estado de Sdo Paulo, introduzir boas préticas
na linha de ordenha e refrigeracdo do leite, bem como monitorar os indices de
qualidade: contagem de células somaticas (CCS), contagem de mesodfilos e
psicrotréficos e presenca de coliformes fecais. Adicionalmente, isolar Escherichia coli

e rastrear possiveis cepas patogénicas a partir da deteccéo de genes de viruléncia.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Panorama da producéo de leite no Brasil

A producdo de leite no Brasil sempre esteve relacionada com a baixa
produtividade da terra, mdo de obra sem qualificacdo, e caracterizada pela
sazonalidade da oferta do produto, devido a influéncia significativa dos fatores
climéticos. Estes empecilhos afetaram o desenvolvimento tecnolégico e aumento da
produtividade até o inicio da década de 90 (NETTO e GOMES, 2005).

No periodo compreendido entre o0 ano de 1945 e o inicio da década de 90 os
precos do mercado do leite foram controlados pelo governo a partir de uma pratica
denominada tabelamento, a qual teve o intuito de reduzir a sazonalidade, incentivar
o consumo na forma fluida e estimular a producdo no pais. Em 1974, iniciou-se a
pratica da diferenciacdo do valor pago conforme o destino do leite e época do ano,
sendo que no periodo da safra, os volumes excedentes a cota recebiam pregcos mais
baixos (NETTO e NOGUEIRA, 2005).

O crescimento observado na producéo leiteira entre 1975 e 2001 foi de
aproximadamente 3,62% ao ano. Deste valor, 2,3% foram obtidos através do
aumento na produtividade, concentrada principalmente entre os anos de 1996 e
2001. Ou seja, apesar da irregularidade do processo, ocorreu modernizagao no setor
e aumento dos indices de producédo (VILELA et al., 2002).

Em 1991 ocorreu a desregulamentacdo, ou seja, fim do controle
governamental no mercado de leite no Brasil, a estabilizagdo da economia e a
abertura econdmica. Além destes acontecimentos, a criagdo do plano real, e
reducdo na inflagdo culminaram em um aumento no consumo de leite, fatores que
geraram aumento do investimento, fortalecimento da concorréncia e, dessa forma,
incentivaram mudancas neste setor do agronegocio brasileiro (CARVALHO, 2010).

Os precos decresceram 99% em valores reais, entre 1975 a 1991, indicativo
de que o tabelamento ndo atingiu o objetivo de reduzir os prejuizos econémicos do
produtor. Ja no periodo sem tabelamento, compreendido entre os anos de 1991 a
2000, o decréscimo atingido foi apenas 51,15% (VILELA et al., 2002).

Segundo Jank e Galan (1998), no inicio da década de noventa ndo havia
padronizacdo do manejo de ordenha e o transporte era realizado em latdes até os
locais de beneficiamento, em caminhdes desprovidos de refrigeragdo. Com o
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objetivo de padronizar esse processo e preservar as caracteristicas do produto in
natura, até o seu recebimento para beneficiamento, a partir da metade da década de
1990, iniciou-se a coleta a granel no pais, com o0 uso de caminhdes providos de
tanque isotérmicos, mangueira flexivel e bomba autoaspirante.

No que se refere ao consumo dos produtos, a partir de 1994 ocorreu um
aumento significativo do consumo do leite “Longa Vida” ou UHT (Ultra High
Temperature), fato que promoveu gradativa substituicdo de parte do consumo dos
leites tipo A, B e C. Devido a menor perecibilidade deste produto, mediante o
processamento UHT, as empresas beneficiadoras puderam realizar a oferta de leite
na forma fluida em ambito nacional, e a comercializagcado concentrou-se neste elo da
cadeia (CARVALHO, 2010). De acordo com o USDA (2015) o Brasil importa
principalmente leites com processamento UHT da Argentina e do Uruguai.

O aumento do consumo do leite “Longa Vida” acarretou também a redugéo
expressiva do mercado informal (leiteiros) e da participacdo de padarias e pequenos
supermercados, pois com a reducdo da perecibilidade do produto, a aquisicédo
deixou de ser diaria. Em 2010, o volume de leite fluido comercializado no pais na
forma UHT representou aproximadamente 75% do total (CARVALHO, 2010). Fatores
como 0 aumento do consumo e crescimento da exportacao trouxeram exigéncias em
torno da qualidade da matéria—prima produzida (VILELA et al., 2002).

De acordo com o IBGE (2015), em 2014 a producao de leite gerou um total de
R$ 33,78 bilhdes, com preco médio de R$ 0,96/litro pago ao produtor. Sendo o maior
preco médio R$ 1,11 oriundo da Regido Nordeste, e o menor R$ 0,82, na regido
Norte. No quesito produtividade, a média obtida para o ano de 2014 foi de 1.525
litros/vaca/ano, a qual foi 2,2% maior em relacdo a de 2013, com 1.492
litros/vaca/ano. As trés maiores médias de produtividade foram obtidas nos
municipios de Araras (SP), Castro (PR) e Carlos Barbosa (RS). A maior média por
regidao foi de 2.789 litros/vaca/ano obtida no Sul, a qual apresentou aumento de
4,3%. Ja a menor produtividade foi de 345 litros/vaca/ano encontrada na regido
norte, em Roraima. Estima-se que a aquisicdo de leite sob inspecdo sanitaria
governamental em empresas beneficiadoras foi de 24,75 bilhdes de litros em 2014,
sendo a producéo informal de 29,6% do total.
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2.2 Historico da legislacéo brasileira para producéo de leite

As normas que regeram a producao de leite brasileira até a década de 90
estavam contidas nos Regulamentos da Inspec¢éo Industrial e Sanitaria de Produtos
de Origem Animal (RIISPOA), aprovado pelo Decreto n°® 30.691 do ano de 1952.
Dessa forma, devido a necessidade da criagdo de uma padronizacdo da producéo
de derivados lacteos, em 1997 o Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento
(MAPA), em parceria com a Embrapa, elaborou a proposta inicial do Plano Nacional
de Melhoria da Qualidade do Leite (PNMQL). Este plano teve como objetivos
regulamentar a producao e transporte do leite da fazenda a industria, introduzir boas
praticas de fabricacdo, Analise de Perigos e Pontos Criticos de Controle (APPCC) e
inspecdo do leite e derivados. Além disso, estabelecer normas técnicas higiénico-
sanitarias para a producdo dos tipos de leite produzidos na época (A, B e C), e
sugerir normas de resfriamento e coleta de leite a granel. Em 1998 ocorreu a criacéo
do Conselho Brasileiro da Qualidade do Leite (CBQL) para mediar as discussdes
acerca da producdo de derivados de leite no pais.

Em dezembro de 1999, o MAPA publicou a Portaria 56/99 para consulta
publica, com a finalidade de elevar o padrdo de qualidade do leite cru produzido no
Brasil. O objetivo foi a padronizacdo dos processos de producao, refrigeracdo e
transporte do leite a granel até a empresa beneficiadora. Além disso, preconizou-se
a regulamentacao da identidade e qualidade dos tipos existentes neste periodo: A, B
e C, e o leite denominado cru refrigerado, caracterizado pela matéria prima entregue
ao beneficiamento, o qual seria substituto gradual dos tipos B e C (DURR, 2004).

Apesar da demanda de elaboracdo de uma nova legislacdo para producéo de
leite no pais, as propostas da portaria 56/1999 geraram receio por parte da parcela
de pequenos produtores, os quais previam exclusao devido a dificuldade de aderir a
nova legislagéo. Diante disso e mediante consultadas publicas com representantes
dos pequenos agricultores, industria e governo, prorrogou-se por dois anos a
publicacdo do novo regulamento (DURR, 2004). Apenas em abril de 2000 ocorreu a
implementagdo da Portaria 56/99 pelo MAPA. Apos este ato, realizou-se a
publicacdo da Instrucdo Normativa n® 51 de 20/09/2002 (IN 51), que aprova 0S
regulamentos técnicos de producéo, identidade, qualidade, coleta e transporte de
leite (Brasil, 2002). Foram contemplados a padroniza¢cdo dos processos de ordenha,

implantacdo de infraestrutura (transporte, fornecimento de agua e energia),
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participacdo efetiva das empresas beneficiadoras, treinamento técnico de produtores
e incentivo a producdo de qualidade com base em bonificacdes e penalizagbes
(MACHADO, 2008).

Com o intuito de controlar a qualidade do produto, a IN 51 estabeleceu um
padrdo de amostragem do leite na propriedade, ao contrario do que era realizado até
entdo: apenas na plataforma de recebimento das empresas beneficiadoras. Os
indicadores estabelecidos foram a contagem bacteriana total expressa na forma de
unidades formadoras de colbénia por mililitro (CBT — UFC/mL) e a contagem de
células somaticas expressa em celulas somaticas por mililitro (CCS — células/mL),
para avaliagdo dos niveis de contaminacdo externa e saude da glandula mamaria,
respectivamente. Também foram incluidos teste de residuo de antibitticos e
definicdo de teores minimos para as fracdes de solidos (gordura e proteina e
lactose). O MAPA instituiu no més de abril de 2002, através da Instrugdo Normativa
37, a chamada Rede Brasileira de Laboratdrios de Controle da Qualidade do Leite
(RBQL), com objetivo de realizar analises laboratoriais para fiscalizacdo de amostras
de leite cru, recolhidas em propriedades rurais e estabelecimentos de laticinios, nos
niveis estabelecidos pela IN 51(BRASIL, 2002).

Para a implementacao da IN 51, foi estipulado um calendario gradativo para
0s prazos de vigéncia dos limites maximos para os indices de qualidade. Em julho
de 2005 nos Estados do Sul, Sudeste e Centro-Oeste, ficou estabelecido o limite
maximo aceito para o leite cru refrigerado (nas regides Sul, Sudeste e Centro-Oeste)
de 1.000.000 de unidades formadoras de col6nias/mL (UFC/mL de leite) e para
1.000.000 de células somaticas/mL, para CCS. Em julho de 2008 os limites foram
reduzidos para 750.000 UFC/mL e 750.000 células somaticas/mL (BRASIL, 2002).

No ano de 2011, préximo ao prazo final para a entrada em vigor definitiva da
IN 51, o setor leiteiro e a Camara Setorial do Leite e Derivados solicitaram a criagao
de novos prazos. Os resultados obtidos pelas analises na Rede Brasileira de
Laboratérios de Controle da Qualidade do Leite (RBQL) foram analisados e concluiu-
se que o0 setor ndo estava apto para adequacdo as normas exigidas. Dessa forma,
foi publicada a Instrucdo Normativa n® 62 de dezembro de 2011, com o intuito de
alterar os prazos para os limites estabelecidos pela IN 51 para os indices de
gualidade (CBT e CCS). Em maio de 2016, a IN 62 teve os prazos de CCS e CBT
novamente prorrogados por 2 anos. As alteracbes realizadas nos prazos para

indices de qualidade na regido Sudeste do pais estdo contidos na Tabela 1. A
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classificacdo do leite produzido no Brasil também foi alterada de tipo A, B e C, para
leite tipo A, B, leite cru refrigerado e leite pasteurizado. A continuidade da producgao
do leite B ainda € um assunto em discussao. A IN 62 sugere a padronizacdo dos
resultados periodicos obtidos pela Rede Brasileira de Qualidade do Leite (RBQL), a
criacdo de um programa de controle nacional de prevencdo de mastite e
investimento em infraestrutura (energia elétrica e estradas — transporte do leite).
Além disso, 0 acesso ao crédito de financiamento e pagamento de bonificacdo por
parte dos laticinios para quantidades de CBT, CCS e solidos totais, ou seja, por

qualidade, também estéo envolvidos (Brasil, 2011).

Tabela 1. Niveis para contagem bacteriana total e contagem de células somaticas
padronizados pela Instrugdo Normativa 62 (MAPA) conforme os periodos de

vigéncia para a regido sudeste do Brasil.

indice medido por A partir de A partir de A partir de A partir de

propriedade rural ou 01.07.2011 até 01.01.12 até 01.07.14 até Ori 07.18
tanque comunitéario 31.12.14 30.06.14 30.06.18 T

ﬁ::Cn;?g(?;r&E)ag;a?ei?a Méaximo de Méaximo de Méaximo de Méaximo de

P P 750.000 600.000 300.000 100.000
em UFC/mL)

Cosrcl)tr?]%(tairglagiéglgl)as Maximo de Maximo de Maximo de Maximo de

750.000 600.000 500.000 400.000

expressa em CCS/mL

Fonte: Adaptado de Instrucdo Normativa 62/ MAPA — (BRASIL, 2011), ap@s prorrogacédo de
maio de 2016.

Para avaliar a qualidade do leite na microrregido de Pirassununga-SP, Olival
et al., (2002) desenvolveram um estudo com 85 propriedades, no qual se indicou
gue 21% destas ndo estavam adequados a IN 51 para CBT e 11,1% para CCS, caso
os limites maximos de 1.000.000 unidades formadoras de colénias (UFC/mL) para
CBT e de 1.000.000 (células/mL) para CCS do leite. Dessa forma, para o limite de
100.000 ufc/mL e 400.000 células/mL, inicialmente previsto para 2011, a nao
conformidade seria de 71,6% dos produtores para CBT e 39,5% em CCS (BRASIL,
2002). Os estudos focados na avaliacao da evolugcéao da qualidade do leite no Brasil
apresentam-se concentrados na regido Sul do pais. Paula et al. (2004) avaliaram
257.540 amostras de leite de tanques, provenientes de 32.590 rebanhos de 18

industrias de laticinios, localizadas nos Estados de Santa Catarina, Parana e Sao
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Paulo, no periodo de janeiro de 1999 a novembro de 2001. A média para a CCS foi
de 486.812 células/mL. Detectou-se grande variagdo da CCS entre as microrregioes,
sendo a maior e menor meédias ajustadas para CCS de 602.000 e 242.000
células/mL, respectivamente. Os autores observaram a maior média de CCS no més
de janeiro (497.000 células/mL) e a menor no més de setembro (442.000
células/mL), sendo que, 64,6% das amostras analisadas apresentaram escore cinco
ou maior.

Em 2009 produtores de Santa Catarina foram avaliados por Winck e Thaler
Neto (2009) a partir da aplicacdo de questionarios e coletas de leite dos tanques. Os
perfis tracados a partir da pesquisa qualitativa foram correlacionados a adequacao
das propriedades aos limites maximos estabelecidos pela Instru¢cdo Normativa 51 (IN
51), considerando contagem bacteriana total (CBT) e contagem de células
somaticas (CCS). Os autores constataram que para 0s 166 produtores
entrevistados, o percentual de ndo conformidade para CCS do leite (acima de
1.000.000 UFC/ml) foi de 11,3%, e para CBT (acima de 1.000.000 UFC/mI de leite)
foi de 73,1%. Foi reportado neste estudo que a maioria das propriedades leiteiras se
adequa aos limites de CCS, mas néo aos de CBT, independente da dimensao, da
pecuaria leiteira ser a principal atividade econémica, do nivel de conhecimento
destes sobre as normas brasileiras de qualidade do leite e da satisfacdo dos
produtores com esta atividade. Tais autores consideraram rigidos 0s niveis
estabelecidos pela IN 51, inferindo maior dificuldade de adequacdo destas
propriedades.

Em 2012, um estudo realizado por Miller e Nessi (2012) avaliou amostras de
leite coletadas em 23 propriedades, das quais se contatou que no quesito
composicao do leite e CCS, 82,6% destas propriedades n&do atendiam aos padrdes
exigidos pela IN 51. Considerando o limite maximo de 400 mil células soméaticas/mL,
73,91% das amostras apresentaram-se irregulares. Os autores atribuiram esses
indices de reprovacdo a deficiéncia no manejo sanitario e de ordenha,
principalmente em médias propriedades, ou seja, falhas de manejo no momento da
ordenha, higienizacdo incorreta do ambiente e equipamentos utilizados na ordenha,
além da falta de conhecimento das medidas de controle e prevengdo da mastite.
Neste mesmo ano, Rosa e Queiroz (2012) avaliaram a composi¢cdo, CCS e teor de
nitrogénio ureico (NU) do leite em 69 amostras de leite de tanques de expanséao e

3.517 de vacas individualmente em trés sistemas distintos de producdo
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(especializado, semiespecializado e ndo especializado). Estes autores concluiram
que 42% das amostras de leite dos tanques de expansédo e 11% das individuais
atenderam aos limites recomendados pela IN51 para a regido Sul do Brasil, entre
2009 e 2010. Concluiram também que a CCS do tanque é eficiente para inferir sobre
a qualidade do leite do rebanho, pois a CCS das vacas doentes é mascarada pela
CCS ideal apresentada pelas vacas sadias.

Em Minas Gerais, a evolucdo anual da qualidade de leite cru refrigerado
fornecido a uma empresa beneficiadora, foi avaliada a partir do levantamento do
banco de dados das analises individuais de leite dos tanques refrigeradores, entre
abril de 2002 a dezembro de 2008. Com base nos limites propostos pela IN 51 para
2008, no quesito CBT (UFC/mL) no ano de 2002, 74,3% das amostras de leite
analisadas apresentaram-se dentro dos limites, indice que subiu para 85,8% em
2008. Para CCS, o indice de conformidade com a IN 51 em 2002 foi de 93,5%, com
reducdo para 90,1% em 2008. Para composicao do leite, os indices foram de 95,2%
para teores de gordura, 98,2% de proteina e 89,6% de extrato seco desengordurado
(ESD). De acordo com os autores, a melhoria dos indices de qualidade do leite cru
seria mais eficiente apos a introducdo de um sistema de pagamento por qualidade
do leite (PAIVA et al. 2012).

2.3 Aspectos da producéao de leite com qualidade e rentabilidade

Segundo Durr (2004), a qualidade do leite pode ser dividida em integridade e
composicdo. Entende-se por leite de boa qualidade, o produto que seja integro, ou
seja, livre de patdégenos, sem adicdo de substancias toxicas ou remocdo de
componentes, sem deterioragcdo fisica, quimica ou microbiologica. Pois, além do
valor nutricional, a composicao do leite esta relacionada composi¢éo do leite define
o valor nutricional e o rendimento industrial nos derivados. A melhoria da qualidade
do leite pode ser realizada, ainda na glandula mamaria, a partir da manipulacdo da
composicao (nutricdo animal) e atraves praticas de controle e prevencdo de mastite.
Porém apos a ejecdo do leite, ndo ha possibilidade da melhoria da qualidade, mas
apenas formas de reduzir as contaminacdes e deterioragdo das caracteristicas
fisico-quimicas até a industria.

A IN 62, de 29 de dezembro de 2011, define leite como “produto oriundo da

ordenha completa e ininterrupta, em condi¢des de higiene, de vacas sadias, bem
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alimentadas e descansadas”. Sendo o aspecto fisico definido por “liquido branco
opalescente homogéneo, com sabor e odor caracteristicos”. Preconiza-se auséncia
de sabores e odores adversos para o leite cru refrigerado, o qual se deve apresentar
isento de sabores e odores estranhos, ausente de neutralizantes da acidez e
reconstituintes de densidade. Para a composicdo, deve-se ter o teor original de
gordura/ 100g de no minimo de 3,0; densidade relativa entre 1,028 a 1,034 (15/15 C
g/mL); acidez titulavel entre 0,14 a 0,18 (g acido latico/100 mL); extrato seco
desengordurado de no minimo 8,4 (g9/100g); indice crioscopico entre -0,530°H a -
0,550°H (equivalentes a -0,512°C e a -0,531°C) e teor de proteinas de no minimo 2,9
(g /100g) (BRASIL, 2011).

Os microrganismos mesofilos aerdbios sédo considerados indicadores de
gualidade da matéria prima ou alimento processado, e englobam a maior parte das
bactérias acidificantes do leite, produtoras de &cido latico. Tais bactérias estédo
envolvidas no processo de degradacédo do leite cru produzido (NASCIMENTO e
SOUZA, 2002). Outro grupo de microrganismos também esta relacionado com a
degradacdo dos componentes do leite, principalmente proteinas e carboidratos,
apos a refrigeracdo. Estes sado classificados como psicrotroficos, apresentando
temperatura 6tima de crescimento ao redor de 20°C, porém, com capacidade de
crescer entre 0 a 7°C, ou seja, em alimentos refrigerados. Dentre os géneros de
microrganismos nesta classificacdo estdo: Pseudomonas, Flavobacterium,
Klebsiella, Lactobacillus, Listeria, Serratia (SILVA et al, 2010). A proporcao aceita
para psicrotroficos € de no maximo 10% dos microrganismos totais (BRASIL, 1976).
A E. coli foi classificada como indicador de contaminacao fecal apenas em alimentos
crus (SILVA et al, 2010). Nao ha legislacdo vigente definida para contagens de
coliformes em leite cru, dessa forma, a recomendacédo de Philpot e Nickerson (2002)
€ de valores abaixo de 10 NMP/mL, sendo a faixa entre 10 e 100 NMP/mL
considerada aceitavel por estes autores.

Outro indicador que tem sido utilizado em larga escala no controle da
qualidade do leite € a CCS, a qual é composta por células (epiteliais ou de defesa)
presentes no leite. Dessa forma, a CCS é considerada como indicativo de ocorréncia
de mastite no rebanho (RIBAS, 1999). A CCS obtida a partir de uma glandula
mamaria considerada saudavel, ou seja, livre de inflamacdo, € de até 200.000
células/mL de leite (SANTOS e LARANJA, 2007). A higiene precéaria no manejo de
ordenha, os altos indices de mastite, deficiéncias na manutencao e desinfeccao dos
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equipamentos, refrigeracao ineficiente ou inexistente e auséncia de treinamento da
mao de obra s&o fatores que estdo estritamente relacionados com 0s prejuizos na
qualidade, tanto do leite cru, quanto de seus derivados (SANTANA et al., 2001).

Segundo Santos e Fonseca (2007), a inflamacdo da glandula mamaria,
denominada mastite, ocorre em resposta a invasdo por bactérias, algas, fungos ou
leveduras, através do canal do teto, para neutralizar as toxinas e regenerar o tecido
do epitélio secretor. A mastite é classificada, conforme a forma de apresentacao,
em contagiosa e ambiental. As caracteristicas predominantes da mastite contagiosa
sdo a manifestacdo primordial na forma subclinica, durante um longo periodo, o
aumento significativo na CCS do tanque e a necessidade de testes especificos para
deteccdo, como por exemplo, o CMT (Califérnia Mastitis Test) e WMT (Wisconsin
Mastitis Test) (SANTOS e FONSECA, 2007).

A caracteristica contagiosa é devida ao tipo de microrganismos causadores,
0s quais sdo colonizadores do canal e superficie da pele e dos tetos. Dessa forma, a
transmissao ocorre via teteiras, maos dos ordenhadores, panos e demais utensilios
utilizados durante o processo de ordenha. Os principais agentes causadores sao
Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactie, Mycoplasma bovis e
Corynebacterium bovis. A mastite ambiental tem como caracteristicas principais a
manifestacdo clinica dos casos, pela apresentacdo de grumos no leite,
endurecimento e coloracdo avermelhada da glandula mamaria, febre, perda de
apetite e morte do animal. Os agentes causadores estao presentes no ambiente, em
locais onde ha acumulo de fezes, urina, barro e camas organicas, ou seja, a
contaminagcdo ocorre quando h& condicdes irregulares de higiene e manejo dos
animais. Os patdégenos envolvidos primordialmente sdo os coliformes (E. coli,
Enterobacter aerogenes, Klebisiela pneumoniae e Serratia sp.) e estreptococcus
ambientais (S. uberis e S. dysgalactie) (SANTOS e FONSECA, 2007).

A reducdo na quantidade do volume produzido e a perda da qualidade do
produto final sdo os fatores que tornam a mastite a principal doenca mundial em
rebanhos leiteiros no que se refere a perdas econbmicas para o produtor
(HOGEVEEN et al.,, 2011). De acordo com Santos e Fonseca (2007), 15% da
producao brasileira (3,3 bilhdes de litros de leite ao ano) é reduzida em decorréncia
da alta prevaléncia de mastite. A mastite clinica apresenta custo médio por caso de
US$ 100,00, sendo a reducéo da producéo responsavel por US$ 55,00, descarte do
leite por US$ 35,00, medicamentos por US$ 12, servicos veterinarios por US$ 2,00 e
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servicos extras por US$ 3,00. Pode-se notar, portanto, que a perda por reducéo na
producdo € o prejuizo mais significativo economicamente (MILLER et al., 1993;
SANTOS e FONSECA, 2007).

O controle da mastite é baseado na eliminacdo das infec¢cdes detectadas no
rebanho, prevencdo de novos casos e O rigoroso monitoramento da glandula
mamaria. Em 1996, na Inglaterra, foi desenvolvido pelo National Institute of
Research in Dairying (NIRD) o programa de cinco pontos, o qual tem como foco a
utilizacdo adequada do equipamento de ordenha, utilizacdo de desinfeccéo dos tetos
pré e pos ordenha, identificacdo e tratamento de todos os casos clinicos, terapia em
vacas secas, descarte e segregacdo de animais com mastite crbnica. O
fornecimento de ambiente limpo e confortavel, nutricdo balanceada, adequado uso
da antibioticoterapia, coleta de dados para monitoramento da saude da glandula
mamaria e amostragem perioddica do leite sdo topicos incluidos nos programas de
controle de mastite mais recentes (SANTOS e FONSECA, 2007).

2.4 Seguranca dos alimentos

2.4.1 Escherichia coli

A Escherichia coli € o microrganismo mais comum do trato intestinal humano
e dos demais animais endotérmicos. Pertencente a classe dos coliformes e a familia
Enterobacteriaceae, € um bacilo gram negativo, aerébio facultativo, ndo esporulado,
flagelado e movel, fermentador de lactose com formacao de gas a 35°C (TORTORA,
G.J.; FUNKE, B.R.; CHRISTINE, L. C., 2012).

Esta bactéria foi descrita pela primeira vez pelo médico pediatra Theodor Von
Escherich em 1885, a partir de isolados em amostras de fezes de criancas, sendo
denominada “Bacterim coli commune”. Foram entdo avaliadas as caracteristicas de
fermentacdo de carboidrato e producédo de gas em meio anaerébio. Em 1909,
Escherich descobriu associacdo de coliformes com infec¢gbes intestinais agudas
contagiosas, e isolamento frequente da B. commune em amostras de urina de
criancas com sintomas de infeccdo (SHULMAN et al., 2007). A E. coli foi
considerada indicador de contaminacdo fecal quando encontrada na agua e
alimentos crus em 1892 na Australia e em 1895 nos EUA. A denominacao foi revista

em 1915, devido aos coliformes ndo serem habitantes obrigatérios do trato
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digestério e estarem presentes no ambiente, sendo comuns em locais de
processamento de alimentos e com potencial de crescimento em alimentos
refrigerados. Devido a estes fatos, a E. coli foi classificada como indicador de
contaminacdo fecal apenas em alimentos crus, indicando nos alimentos
manufaturados contaminacdo pds processamento ou deficiéncia nos processos
térmicos (SILVA et al, 2010).

A patogenicidade deste agente sé foi reconhecida em 1982, quando o
sorotipo O157 foi associado a surtos de colite hemorragica (RYLEY et al, 1983;
RANGEL et al, 2005). Em 1994, a E. coli 0157 tornou-se uma infeccdo nacional de
notificacao obrigatdria nos Estados Unidos (MEAD et al, 1999; RANGEL et al, 2005).
Segundo Gyles (1994) e Kuhnert et al. (2000), pode-se isolar diversas estirpes de E.
coli comensais e pertencentes a diversos sorotipos em amostras de fezes de seres
humanos e animais saudaveis. Dessa forma, a eliminacdo destes microrganismos no
ambiente pode ocasionar a contaminagao dos alimentos de origem animal e vegetal,
além dos reservatorios de dgua. No caso da E. coli, 0 mecanismo responsavel pela
patogenicidade é considerado complexo, devido a presenca de muitos fatores, os
quais variam de acordo com a classificacdo dos sorogrupos. Dessa forma, a
presenca de um fator de viruléncia Unico ndo é capaz de definir uma estirpe como
patogénica (CASADEVALL, 1999; KUHNERT; BOERLIN; FREY, 2000). Muitos dos
genes de viruléncia desta bactéria estdo localizados nos plasmideos e fagos, dessa
forma h& possibilidade de troca de genes entre as estirpes (MUHLDORFER;
HACKER, 1994; KUHNERT; BOERLIN; FREY, 2000).

De acordo com a presenca dos fatores de viruléncia, as estipes patogénicas
de E. coli tém sido divididas em Enterotoxigénica (ETEC), Enteropatogénica (EPEC),
E coli produtora de Shiga Toxina (STEC), Enterohemorragica (EHEC),
Enteroinvasiva (EIEC), Enteroagregativa (EAEC) e Difusamente aderente (DAEC)
(LIOR, 1994; HUNTER, 1997). Alguns fatores de viruléncia séo caracterizados por
estruturas antigénicas presentes na morfologia externa da bactéria. Tais estruturas
s8o compostas pelos antigenos somaticos (Ohne - “O”), capsulares (Kapsel - “K”),
flagelares (Hauch - “H”) e fimbriais ou “pilis” (Fimbria - “F”), os quais seguem a
classificacdo de Kauffmann de 1947 (CAMPOS e TRABULSI, 2002).

Outro fator de viruléncia comum as E. coli patogénicas é a presenca de genes
capazes de produzir diversas toxinas. As toxinas Shiga (toxinas “Shiga-like” ou

“verotoxinas”) Stx1 e Stx2, codificadas pelos genes stxl e stx 2, respectivamente,
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sao produzidas pelo patotipo denominado STEC (E. coli produtora de toxina Shiga).
Apoés a entrada do patégeno no organismo, Stxl e Stx2 produzem residuos nos
ribossomos da célula hospedeira, os quais bloqueiam a ligacdo aminoacil-tRNA e
inibem a sintese de proteinas (SAXENA; O'BRIEN; ACKERMAN,1989; KUHNERT;
BOERLIN; FREY, 2000). Segundo Beutin et al. (1995) e Cortés et al. (2001), além
da presenca de um dos genes stxl e stx 2, a alta patogenicidade da EHEC
(subgrupo do patotipo STEC), é definida pelo gene denominado eae, que codifica a
proteina de membrana adesina intimina. Tal proteina confere capacidade de
aderéncia as células hospedeiras. Este patotipo causa lesdo nas vilosidades do
intestino conhecida como “Attaching and effacing” ou em forma de calice. Schmidt et
al. (1995) e Cortés et al. (2001) afirmam que a EHEC também possui 0 gene ehxA,
que codifica a hemolisina-enteroemolisina. A intimina adesina fimbrial (eae),
responsavel pela adesao intima em células epiteliais € comum para as estirpes de
EPEC e EHEC, dessa forma, a lesdo “Attaching and effacing” é tipica para ambas.
As EPEC nédo produzem nenhuma enterotoxina ou citotoxina (CROXEN e FINLAY,
2010).

Segundo Gyles e Barnum (1969) e Kuhnert et al. (2000), as toxinas termo-
labil LTI (gene eltlA) e LTIl (gene eltllA) sdo encontradas em ETEC. A toxina LTI
atua no bloqueio da enzima adenilato ciclase nos enterdcitos ativos e aumenta a
concentracdo de AMPc (Monofosfato ciclico de adenosina) nas células,
desregulando o controle de absor¢cdo de agua e eletrdlitos. A toxina ST se liga a
superficie dos enterécitos e causa desativacdo da guanilato ciclase e acumulo de
GMPc (monofosfato ciclico de guanosina). O acimulo de GMPc ocasiona a perda de
eletrélitos como os ions de cloreto e a agua (NATARO; KAPER,1998; KUHNERT;
BOERLIN; FREY, 2000). Ambas as toxinas causam alteracdo da homeostase e
ocasionam secrecdo intestinal e diarreia. ST mantém a atividade toxica apos
incubacédo a 100°C durante 30 minutos, enquanto a LT perde atividade sob estas
condi¢gbes (DUBREUIL, 1997; GULHAN et al., 2009).

O patotipo EAEC é caracterizado pela adesdo as células hospedeiras, que
envolve a formacdo de um empilhamento de células mediadas pelos genes que se
encontram no plasmideo pAA. Estes plasmideos codificam genes responsaveis pela
formacdo de fimbrias de adesdo agregativa (AAFS), as quais auxiliam a fixacdo a
intestinal mucosa (HARRINGTON et al.,, 2005; CROXEN e FINLAY, 2010). A

colonizacdo por EAEC ocorre nos intestinos delgado e grosso e pode levar a
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inflamacéo do célon. De modo geral, a diarreia causada é aquosa, porém pode ser
acompanhada por muco ou sangue (NATARO e KAPER, 1998; CROXEN AND
FINLAY, 2010).

Rangel et al. (2005), a partir da avaliacdo de dados de notificacbes nos
Estados Unidos entre os anos de 1982 e 2002, constataram 350 surtos relatados
em 49 estados, representando 8.598 casos de infec¢ao por E. coli O157. Com total
de 1.493 (17,4%) internacfes, 354 (4,1%) casos de sindrome hemolitica urémica
(SHU) e 40 (0,5%) 6bitos. Este estudo concluiu que dos 350 surtos, 183 (52%) foram
transmitidos por via alimentar, 74 (21%) por via desconhecida, 50 (14%) de pessoa a
pessoa, 21 (6%) por contato com agua contaminada, 11 (3%) por contato com
animais, 10 (3%) por agua potavel, e 1 (0,3%) de transmissdes relacionadas com
manipulacdo em laboratério. Dos 40 surtos relacionados com a preparacao da carne
moida, 27 (68%) estavam ligados a hamburgueres e 5 (13%) a molho de carne. O
altimo relato associado aos hamburgueres de restaurantes fast-foods foi em 1995.
Sete surtos foram associados com produtos lacteos, dentre eles, 4 foram causados
pelo consumo de leite cru e os demais devido a coalhada de queijo e manteiga
manufaturados a partir de leite cru.

Em 2011, surgiu na Alemanha e paises vizinhos o sorotipo 0104: H4, hibrido
dos patotipos EHEC e EAEC, causando surto com aproximadamente 2.987 casos de
gastroenterite, 855 de SHU e a morte de 54 pacientes. Esta estirpe foi considerada
como hibrida, pois possuia 0 gene de viruléncia aggR da E. coli EAEC e o stx2 da
EHEC, uma combinacé@o raramente detectada anteriormente. O reservatério natural
desta estirpe ndo foi definido, porém a suspeita de contaminacao foi por brotos de
feijdo (BUCHHOLZ et al, 2001; CABAL et al, 2015).

A recombinacdo dos genes entre E. coli encontradas em um determinado
ambiente pode conduzir ao surgimento de novas estirpes do patotipo EHEC com
caracteristicas de viruléncia similares ao sorotipo 0O104:H4. Dessa forma, o
monitoramento dos genes de viruléncia é uma ferramenta para deteccdo de novos
patdogenos (KARCH et al, 2012; CABAL et al, 2015). Souza et al. (2002) realizaram
estudo do perfil de diarreias agudas no Brasil, no Estado de Sao Paulo e reportaram
gue das 105 bactérias isoladas, 90 eram Escherichia coli (EPEC 27, DAEC 24,
ETEC 21, EAEC 18), sendo considerada como o agente mais frequente. Dos seis
patotipos existentes, a EPEC foi isolada com maior mais frequéncia (27 cepas) que
as outras. Detectou-se a presenca dos fatores de viruléncia eaf, bfp e eae em 60%
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destas cepas (EPEC tipicas). Neste estudo, mesmo entre as criangcas que
apresentavam fezes sanguinolentas, ndo foram encontradas cepas de EHEC. Aly et
al. (2014) realizaram estudo em 110 amostras coletadas em um hospital infantil no

Cairo, Egito, com isolamento de E. coli em 100 (91%) amostras.

2.4.2 Escherichia coli na producéo de leite e derivados

Os ruminantes sd@o considerados por Gyles (2007) como principal reservatério
da STEC. De acordo com Tortora et al. (2012), aproximadamente 2 a 3% dos
bovinos apresentam E. coli STEC no intestino. Este fato é relacionado ao tipo de
alimentacdo fornecida aos animais tanto na producéo de carne, quanto na producéo
de leite. As dietas de alto teor de grdos afetam o equilibrio do pH ruminal, o que
causa coloniza¢cdo do trato digestério com STEC, ja que sado resistentes a acidez.
Em estudo na Bélgica, foi realizada amostragem da sola de galochas em 180
propriedades, entre produtoras de leite e carne. Obteve-se prevaléncia de 37,8% (68
de 180 fazendas) de E coli 0157, sendo os maiores valores detectados em fazendas
leiteiras (61,2%, 30 de 49 fazendas) (COBBAUT et al., 2009; FARROKH et al, 2013).

Heuvelink et al. (1998) afirmam que a excrecdo de STEC pelos ruminantes
pode ser esporadica. No entanto, Gyles (2007) afirma que a excrecdo também pode
ocorrer durante alguns meses. Para Wood et al. (2007), as condicbes das
instalacdes que abrigam os animais influencia na excrecdo de E coli. Além disso,
condig®es fisiolégicas do animal, como a idade (ELLIS-IVERSEN et al., 2008) e a
saude do animal (BYRNE et al., 2003) também podem ter efeitos na eliminacéo da
bactéria (FARROKH, 2013).

Duas vias de contaminacgédo por E. coli no leite cru, principalmente do patotipo
STEC, podem ser consideradas primordiais. A primeira delas € a rara mastite
subclinica causando excrecdo pelo Ubere. A segunda é a contaminacgdo fecal, que
ocorre pela excrecdo das fezes possivelmente contaminadas, com as quais as
teteiras podem ter contato e promover consequente contaminacao do leite durante o
processo de ordenha (HUSSEIN e SAKUMA, 2005; FARROKH et al, 2013).

Os genes stx2, aggR, wzx0104, fliCH4, presentes na estirpe hibrida O104:H4
relacionada ao surto alemé&o de 2011, foram encontrados por Cabal et al. (2015) em

amostras fecais oriundas de animais de abatedouros proximos aos locais do surto.
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Um Estudo realizado em 859 fazendas, em 21 estados dos EUA, detectou em 199
das amostras (23%) o gene que codifica eaeA intimina, fator de viruléncia
associados as formas enteropatogénicas e EHEC. Obteve-se baixa incidéncia de
0157:H7 no leite dos tanques, mas apesar disso, ha chances de outras formas
enteropatogénicas estarem presentes. Dessa forma, constatou-se que a deteccéo
por PCR (Polymerase Chain Reaction) para fatores de viruléncia associados a
patogenicidade de E.coli constitui uma forma de detectar potenciais perigos no leite
cru (KARNS et al., 2007).

Kaipainen et al. (2002) realizaram andlises de identificacdo molecular de
genes de viruléncia em E. coli isoladas de amostras de leite de animais com mastite
clinica originarias da Finlandia e da india. Pelo menos um gene de viruléncia foi
encontrado em 79 (49%) e 48 (42%) respectivamente. Em estudo realizado no Ir§,
por Ghanbarpour e Oswald (2010), foi observado que dos 127 isolados de E. coli,
47 (37%) possuiam pelo menos um gene de viruléncia. Nenhum dos isolados
continha os genes para F17a-A, intimina e fimbrias P ou S. A presenca de um total
de 78 genes de viruléncia de E. coli foi avaliada em amostras de leite mastitico por
Blum e Leitner (2013), porém nédo foram detectados padrdes de viruléncia.

2.5 Educacao sanitaria na producéo de leite

Santos et al. (2003) elaboraram um programa de educac¢do sanitaria para
produtores familiares na regido de Pirassununga/SP, a partir do diagndstico inicial
das propriedades, participacdo ativa dos produtores envolvidos, avaliacdo de dados
gualitativos e quantitativos coletados ao final do processo educativo. Dessa forma,
foi possivel perceber transformacfes na visdo dos produtores acerca da qualidade
do leite. A producdo de leite com qualidade passou a ser considerada como
possibilidade de desenvolvimento da producao local. Com relagdo aos indicadores
de qualidade, apos a implantacdo do programa foram diagnosticadas significativas
redugbes médias, de 11,6% na CBT e 9,3% para CCS.

Devido a importancia da producao de alimentos seguros, foi determinado um
sistema de controle dos processos de produgdo, com o objetivo de garantir a
idoneidade e qualidade dos produtos finais, caracterizado como Analise de Perigos e
Pontos Criticos de Controle (APPCC) (SOARES et al., 2002). Este sistema foi criado
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pela companhia Pillsbury, a partir da solicitacdo da NASA, com o intuito de garantir a
inocuidade dos alimentos que seriam consumidos pelos astronautas em missdes no
espaco. Foi adotado pela Food and Drug Administration (FDA) em 1971, com o
intuito de regulamentar a industria produtora de alimentos de baixa acidez (GARCIA,
2000). No Brasil, a Portaria 1498 do Ministério da Saude estabeleceu, a partir de
1994, a implantagdo de APPCC nas industrias alimenticias (BRASIL, 1993). Para o
estabelecimento de um sistema de APPCC devem ser considerados o0s seguintes
critérios: identificacdo dos perigos potenciais; determinacdo dos pontos criticos de
controle (PCC); estabelecimento dos limites criticos para cada item avaliado;
implantac&o de rotina de monitoramento; determinacdo de acdes corretivas; adocao
de sistema de registro das acfes adotadas; e estabelecer um sistema de avaliacao
do APPCC (CEZARI e NASCIMENTO, 1995; SPEXOTO; OLIVEIRA; OLIVAL 2005).

A implantacdo de um sistema APPCC foi realizada em fazenda produtora de
leite A no interior de S&o Paulo, mediante avaliagbes dos indices de mastite no
rebanho e contagens de células somaticas, além de contagens de mesofilos,
psicrotréficos e coliformes fecais em amostras do tanque de refrigeracédo. Para CCS
e casos de mastite ndo foram detectadas reducdes efetivas, somente foi obtida
reducdo significativa no numero de quartos infectados e no escore de mastite
subclinica pelo CMT. As contagens de mesofilos e psicrotréficos também nédo
apresentaram alteracdes significativas, apenas para coliformes fecais os valores
apresentaram reducdo significativa. Os autores concluiram que a aplicacdo do
APPCC possibilitou melhoria nas condi¢cdes sanitarias nesta unidade producéo de
leite A (SPEXOTO; OLIVEIRA; OLIVAL, 2005).

Em 19 municipios da regido central do Parana, Vallin et al. (2009) realizaram
implantacdo de praticas higiénicas e sanitarias. Foram analisadas 46 amostras de
leite cru, sendo 32 de propriedades com ordenha manual e 14 com ordenha
mecanica. Os indices de CBT apresentaram valores 87,90% menores nas
propriedades com ordenha manual, e 86,99% nas propriedades com ordenha
mecanica, quando comparados com o periodo anterior ao inicio das préticas. Os
autores concluiram que o nivel tecnolégico da ordenha ndo implica,
necessariamente, em leite de melhor qualidade, pois os valores médios de CBT
oriundos de ordenha mecanica foram cerca de trés vezes maiores do que o0s
encontrados em ordenhas manuais, antes e ap0s as praticas. No parametro CCS,

13,04% das propriedades estavam fora dos limites permitidos pela IN 51. As
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reducBes na CBT foram mais representativas do que as observadas na CCS, ap0s a
aplicacéo do treinamento. De acordo com o0s autores, Isto pode ser atribuido ao fato
de que as praticas reduziram a contaminacdo microbiana dos tetos, utensilios e
equipamentos de ordenha.

A eficiéncia da utilizacdo de préaticas higiénicas no manejo de ordenha foi
avaliada por Yamazi et al. (2010), com base no monitoramento das contagens de
aerdébios mesdfilos, psicrotréficos, coliformes totais e Escherichia coli. Os autores
demonstraram que mesofilos e psicrotroficos foram o0s principais agentes
contaminantes encontrados nos tetos e amostras de leite. Quanto a higiene,
observaram que a aplicacdo de cloro na desinfeccdo dos tetos das vacas e
utensilios de ordenha apés o processo foram eficientes na reducdo da contagem de

microrganismaos.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivos Gerais

Avaliar o impacto da educacéo sanitaria e treinamento em manejo de ordenha
para produtores e funcionarios, de acordo com a Instrucdo Normativa 62, sobre a
ocorréncia de patdgenos causadores de mastite e parametros de qualidade do leite
produzido em fazendas da regidao nordeste do Estado de S&o Paulo.

3.20bjetivos especificos

a) Avaliar a adequacéo das propriedades aos parametros de qualidade exigidos pela
IN 62;

b) Avaliar os parametros de qualidade exigidos pela IN 62 (CBT, CCS e residuo de
antibiéticos) em amostras de leite dos tanques de refrigeracdo, antes, durante e

apos a educacdao sanitaria dos funcionarios;

c) Avaliar a condigao higiénica da ordenha das propriedades pelo monitoramento de
mesdfilos, psicrotroficos, coliformes a 35°C, coliformes a 45°C e Escherichia coli
nas amostras de leite cru nos tanques de refrigeracdo, amostras compostas de
vacas, teteiras e equipamentos, e amostras de agua das propriedades, antes,

durante e apés a educacao sanitaria dos funcionarios;

d) Isolar e identificar genotipicamente patotipos de Escherichia coli em amostras de
leite do tanque e amostras compostas de vacas, suabes de teteiras e

equipamentos, e amostras de agua das propriedades.

e) Inferir sobre a eficiéncia da educacdo sanitaria dos funcionarios nas fazendas

avaliadas.
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4. HIPOTESE

A hipotese do presente estudo é de que a educacdo sanitaria nas pequenas
propriedades da regido de Pirassununga/SP reduzira os niveis de contaminacao por
coliformes totais, coliformes fecais, Escherichia coli, meséfilos e psicrotroficos

durante o processo de obtencéo e armazenamento do leite.
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5. MATERIAL E METODOS

As etapas de selecdo das fazendas, caracterizacdo das propriedades e da
qualidade do leite, coleta de amostras, educagcdo sanitaria, monitoramento dos
indices de qualidade, andlises de composicdo e contagens de mesofilos e
psicrotroficos foram efetuadas em conjunto pelas alunas Marisa Matias de Franca e
Rocio Elizabeth Contero Callay, em projetos com objetivos finais diferentes, mas

com analises comums.

5.1Selecgéo das fazendas

A selecéo das fazendas foi realizada com base no levantamento de dados
acerca da producao de leite média mensal, nUmero de vacas em lactacéo e sistema
de ordenha. Priorizou-se a producdo de leite como atividade principal na renda da
propriedade, rebanhos de até 80 vacas em lactacdo e média de producdo de leite
média por animal entre 10 e 25 litros, sistema de pastejo semi-intensivo, ordenha
mecanica “balde ao pé€” ou mecanica “canalizada”. Também foram considerados o
interesse e a disponibilidade do proprietario e funcionarios em participar das
atividades realizadas durante o processo de educagcdo sanitaria e a distancia
maxima de 80 km entre as propriedades e o campus da Universidade de S&o Paulo
em Pirassununga/SP.

ApoOs levantamento de dados das propriedades, foi promovida uma reunido a
fim de esclarecer os objetivos do estudo e os beneficios da pesquisa, avaliar o
comprometimento do proprietario e da equipe de funcionarios, além de determinar o
tempo estimado de realizacdo das atividades e etapas a serem desenvolvidas. O
acordo foi firmado mediante assinatura de um termo de compromisso (Anexo A), no

qual foi concedida a utilizacdo dos dados coletados para a pesquisa.

5.2Caracterizagdo da propriedade e da qualidade do leite

A fase de caracterizacdo das propriedades foi realizada entre os meses de
fevereiro e marco de 2015, mediante visitas técnicas para apresentacao do projeto e
coleta de dados a cerca do sistema de producao, infraestrutura da propriedade e

manejo de ordenha.
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Foram selecionadas quatro propriedades para participarcdao do projeto de
educacdo sanitaria, e todas elas permaneceram durante todo o periodo do estudo.
Com o intuito de preservar a as unidades produtoras de leite e 0s respectivos
envolvidos, as fazendas foram codificadas como A, B, C e D.

Ap6s o acordo, foi realizada a caracterizagdo do rebanho, do manejo
nutricional, reprodutivo, higiénico sanitario de ordenha e instalacdes. Esta
caracterizacdo foi feita a partir da aplicacdo de questionario proprio, elaborado
especificamente para esta finalidade (anexo B). Antes do inicio do treinamento
técnico, no més de marco/2015, avaliou-se a qualidade do leite armazenado nos
tanques de refrigeracao, eficiéncia dos processos de sanitizagdo dos equipamentos
e utensilios de ordenha, higiene das maos dos ordenhadores durante a ordenha e
qualidade microbiologica da agua utilizada na propriedade.

Com base na IN 62, os niveis de contagem de células somaticas (CCS/mL),
contagem bacteriana total (CBT/mL) e residuo de antibiéticos foram utilizados como
parametros para diagnosticar a qualidade do leite produzido nas propriedades.
Também se considerou a presenca de coliformes totais, coliformes termotolerantes e
Escherichia coli (BRASIL, 2011).

A eficiéncia dos processos de sanitizacdo dos equipamentos e utensilios de
ordenha e higiene das méos dos ordenhadores foi avaliada a partir dos niveis de
mesofilos, psicrotroficos, coliformes a 35°C, coliformes termotolerantes e Escherichia
coli presentes nas superficies no periodo antes e depois da ordenha. Para

diagndstico da qualidade da agua foram considerados estes mesmos parametros.

5.3Coleta de amostras e monitoramento dos indices de qualidade

Os indices considerados para avaliagdo da qualidade do leite armazenado no
tanque de expansao, eficiéncia dos processos de sanitizacdo dos equipamentos de
ordenha e higiene das méaos dos ordenhadores e qualidade da agua foram
monitorados mediante coletas realizadas nos meses de maio, junho, agosto, outubro
e novembro de 2015. Os periodos de coleta realizaram-se sempre apds cada uma
das seis fases de treinamento técnico.

No decorrer do estudo, ao inicio de cada fase de treinamentos, os resultados

e recomendacdes da coleta anterior foram entregues aos produtores e funcionarios
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durante reunido técnica. Esta pratica teve o intuito de promover a troca de
experiéncias e discutir os pontos fortes e fracos da propriedade. A cada visita
técnica foi realizado no rebanho o California Mastits Test (CMT) com intuito de
treinar os funcionarios para insercédo deste teste na rotina de ordenha. Os dados
referentes ao manejo e indices zootécnicos da propriedade foram atualizados a cada
maodulo do treinamento para registrar as alteragfes realizadas pelos produtores.

Para analises de CBT e identificacdo microbiolégica foi realizada a retirada de
uma amostra de 500 mL do tanque apds agitacdo por 5 minutos, em frasco
esterilizado, com auxilio de concha metélica desinfetada com alcool 70% (DPC,
1991; CASSOLI e MACHADO, 2006).

Para avaliacdo da eficiéncia de lavagem de maos dos ordenhadores e
teteiras, foram coletadas amostras das superficies a partir de suabes estéreis e
armazenados em tubos contendo 10 mL de solu¢cdo de agua peptonada 0,1%
esterilizada (Himedia, india), segundo indicacdes de Midura e Bryant (2001) e Silva
et al. (2010). A amostragem foi realizada antes do inicio e ao término ordenha.

Para o calculo das unidades formadoras de colénia (UFC), realizou-se a
medicdo da area interior das teteiras (cm3) e das méos dos ordenhadores (cm?). A
agua utilizada para a higienizacao do local, equipamentos e utensilios de ordenha foi
avaliada mediante amostragem de 1 litro, segundo recomendagdes de Kim e Feng
(2001) e Silva et al. (2010), em frasco esterilizado, apds esterilizacao da torneira por
flambagem e descarte do fluxo inicial.

As amostras destinadas as analises microbiol6gicas foram mantidas a
temperatura de até 10°C e enviadas ao Laboratorio Multiusuario de Microbiologia da
Faculdade de Zootecnia e Engenharia de Alimentos - Universidade de Sdo Paulo,
Pirassununga/SP. As amostras destinadas as analises de CCS e composi¢do do

leite foram enviadas para a Clinica do leite — ESALQ - USP

5.4Educacao sanitéria

A segunda parte do estudo consistiu na realizagdo de reunides teorico-
praticas com os produtores e funcionarios das fazendas. Nas reunides, ocorridas
nos meses de abril, junho, julho, setembro, outubro e novembro de 2015, foram

abordados os seguintes temas:
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e Mastite: definicdo, agentes causadores, via de transmissdo dos patdgenos,
meétodos para diagndstico da mastite clinica e subclinica durante a ordenha,
direcionamento de tratamento especifico, métodos de controle e prevencéo
de novos casos dentro do rebanho;

e Boas praticas de ordenha: realizacdo de preparacdo do ubere com base na
utilizacdo de lavagem dos tetos quando necessario, imersdo dos testos em
solucéo desinfetante, secagem com material descartavel, colocagdo correta
de teteiras e imersao dos tetos com desinfetante especifico pds ordenha;

e Equipamento de ordenha: correta manipulagdo dos componentes do
equipamento de ordenha, atencdo para regulacdo do sistema de vacuo,
tempo de retirara das teteiras do Ubere dos animais e periodos de realizacéo
da manutencao do conjunto de mangueiras do sistema de leite e vacuo;

e Higienizacdo de equipamentos e instalacfes: importancia da realizacdo de
higienizacdo dos equipamentos e utensilios ap6s cada ordenha.
Direcionamento da utilizacdo dos produtos nas concentracfes, temperatura e
tempo ideais;

e Armazenagem e resfriamento do leite: Influéncia da temperatura (°C) e tempo
de armazenamento na proliferacdo de microrganismos no leite cru refrigerado;

¢ Qualidade da 4gua: importancia do controle das propriedades fisico-quimicas
da 4gua e contagem bacteriana total na melhoria da qualidade do leite e

sanidade do rebanho.

Os treinamentos foram realizados utilizando recursos audiovisuais com fotos
e imagens, a fim de facilitar o entendimento dos conceitos e dos resultados das
coletas. Foram apresentadas placas de cultivos de bactérias, preparadas em
laboratorio, com as préprias amostras de cada fazenda, para a visualizacdo da
contaminacgdo. As atividades de boas praticas de ordenha foram demonstradas nas
proprias instalacdes da propriedade com a participacdo ativa dos produtores e

funcionarios para reforcar os conceitos.

5.5 Composicao do leite
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As concentracfes de gordura, lactose e proteina bruta, foram analisadas por
absorcdo infravermelha (Foos, Hillerod, Dinamarca). A contagem de células
somaticas (CCS) foi analisada por citometria de fluxo em equipamento
optoeletrébnico (Foos, Hillerod, Dinamarca). Estas andlises foram realizadas na
Clinica do leite, pertencente a Escola de Agricultura Luiz de Queiroz da Universidade
de S&o Paulo (ESALQ - USP).

5.6 Andlises microbioldgicas

Aliguotas de 1 mL das amostras de leite, suabes de maos e teteiras e agua
foram utilizadas para se obter a diluicdo 10, a partir da qual foram preparadas em
tubos contendo 9 mL de 4gua peptonada 0,1% estéril as diluicbes subsequentes, até
10, de acordo com a metodologia descrita por Swanson et al. (2001) e Silva et al.
(2010).

5.6.1 Contagem de microrganismos mesoéfilos e psicrotroficos

Para contagem de mesdfilos, 100 puL de cada diluicdo foram semeados em
superficie, em duplicata, em meio PCA (Merck, Darmstadt, Germany), com posterior
incubacao a 37°C por 48h (MORTON, 2001; SILVA et al., 2010). Para psicrotroficos
semearam-se em superficie 100 pL de cada diluicio em duplicata, em meio PCA,
com incubacdo a 7°C por 10 dias (COUSIN et al, 2001; SILVA et al., 2010) . A
contagem foi realizada com auxilio de uma lupa de contador de colénias manual
(Phoenix, Araraquara, Brasil). Para o calculo de unidades formadoras de col6nias
(UFC/mL), foram selecionadas as placas com 20 a 200 colbénias. O resultado foi

obtido utilizando a formula:
UFC/mL=c/d.v

Sendo ¢ o numero de colbnias na placa contada, d a diluicdo da placa

contada e v o volume inoculado da diluicdo selecionada.

Para as amostras colhidas das superficies de equipamentos de ordenha

(teteiras) e maos dos ordenhadores, o resultado obtido para UFC foi convertido a
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partir da multiplicagédo por coeficientes obtidos da razdo entre a area amostrada e o
volume do diluente. Para conhecimento da area amostrada, efetuou-se medigcéo
prévia da area interna das teteiras (cm3) e maos dos ordenhadores (cm?) de cada
propriedade (SWANSON, 2001; SILVA et al. 2010).

5.6.2 Isolamento de Escherichia coli

Para identificar a presenca de coliformes a 35°C, coliformes termotolerantes e
Escherichia coli, utilizou-se metodologia descrita por Downes e Ito (2001) e Silva et
al. (2010). Aliquotas de 1 mL das diluicbes de cada amostra foram adicionadas a
uma série de trés tubos contendo caldo Lauril Sulfato Triptose (LST) (Himedia, india)
com incubacéo a 35°C por 24 horas. Os tubos foram considerados positivos quando
observado crescimento (turvacdo) e producdo de gas. Em seguida, realizou-se a
transferéncia de uma algada de cada tubo positivo para tubos com caldo Verde Bile
Brilhante (VBBL) (Acumedia, Lansing, Michigan), com incubacdo a 35° C por 24
horas para posterior observacao de crescimento e producdo de gas. De cada tubo
positivo, foi transferida uma al¢cada para tubos contendo caldo Escherichia coli (EC)
(Himedia, india), com incubac&o a 45°C em banho-maria (Logen Scientific), por 24
horas para confirmagéo da presenca de coliformes coliformes termotolerantes.

Para isolamento de Escherichia coli, de cada tubo de EC positivo com
producdo de gas, transferiu-se uma alcada para placas contendo Agar Levine
Eosina Azul de Metileno (EMB) (Acumedia, Lansing, Michigan), incubadas a 35° C
por 24 horas. Consideraram-se positivas as amostras com desenvolvimento de
colénias nucleadas com centro preto, com ou sem brilho metélico, das quais 10
foram selecionadas para cultivo em caldo BHI (Acumedia, Lansing, Michingan) a
37°C por 24 h. Apos o crescimento, cinco colonias foram congeladas em 20% de
glicerol e cinco colbnias foram destinadas a identificagdo molecular de Escherichia

coli.

5.7ldentificacdo molecular de Escherichia coli



46

Os isolados de Escherichia coli foram destinados a identificacdo genotipica
dos cinco patotipos: Enterotoxigénica (ETEC), Enteroagregativa (EAEC),
Enteropatogénica (EPEC), Enteroinvasiva (EIEC) e Enterohemorragica (EHEC).

As coldnias foram submetidas a extracdo de DNA bacteriano, através da
técnica de choque térmico, de acordo com os procedimentos descritos por Chapman
et al. (2001). As amostras foram centrifugadas a 14.000 rpm por 10 minutos, para
posterior descarte do sobrenadante e ressuspensdo do pellet em 100 yL de agua
MilliQ. O pellet ressuspendido foi incubado em banho-maria seco a 95°C durante 10
min. e centrifugado por 2 minutos a 20.500 x g. O DNA contido no sobrenadante foi
qguantificado em espectrofotdmetro (Denovix, Delaware, USA) e armazenado a -20°C
para posterior utilizacao.

O DNA foi utilizado no método de PCR (Polymerase Chain Reaction) multiplex
com primers especificos (Invitrogem, Califérnia, USA) para amplificacdo dos
fragmentos correspondentes aos genes responsaveis pela producdo de Fosfatase
Alcalina (PHO — A, Foward 18,2 nmoles e Reverse 17,2 nmoles ) presente em todos
0s patotipos de E. coli, toxina termolabil 1 (LT1, F 21,7 e R 17,6 nmoles), toxina
termolabil 2 (LT 2, F 19,6 e R 23,2nmoles) e toxina termoestavel (ST1) da ETEC,
verotoxina (VT1 e VT2, F 23,5 e R 18,5 nmoles) da EHEC, e o gene que codifica a
adesina intimina (eae, F 22,4 e R 18,3 nmoles) presente em EHEC e EPEC (Kong et
al., 1999). A sequéncia dos primers utilizados e os tamanhos dos respectivos
fragmentos aplificados estdo disponiveis na Tabela 2.

As amplificagbes foram conduzidas em um volume de 50 pL contendo 13,5 pL
de agua deptonada, 0,75 uL de cada primer, 25 yL Gotaq Color Master Mix, 2X
(Promega, Madison, WI, USA) (composto por 400uM dATP, 400uM dGTP, 400uM
dCTP, 400uM dTTP e 3mM MgCl,), 1,5uL Formamida 10%, e 1 uL de DNA (250
ng/pL). As amplificacdes foram efetuadas em termociclador (Esco Swft Maxpro,
Pennsylvania, USA), programado para um ciclo inicial de desnaturagéo a 94°C por 2
min., seguido de 40 ciclos com desnaturacdo a 94°C por 1 min; anelamento a 52°C
por 1 min; extensdo a 72°C por 1 min., e extensao final a 72°C por 5 min. Os
produtos de reacéo esperados para estes primers sédo fragmentos de 720, 523, 360,
275 e 175 pares de bases para os primers LT2, VT (VT1 e VT2), eae, LT1 e ST1,
respectivamente.

Em outra reacdo foram utilizados os primers Einv, que detectam o gene ipaH

do plasmidio de invasédo (plnv, F 23,2 nmoles e R 26,0 nmoles) e Eagg (F 17,6
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nmoles e R 17,6 nmoles), que detecta o gene aaTa do plasmidio pAA da aderéncia
agregativa (AA), presentes na EIEC e EAEC (PASS et al, 2000). As amplificacdes
foram conduzidas em um volume de 25 uL contendo 7,5 pL de agua livre de
DNAases (DEPC), 1,0 yL de cada primer, 12,5 pL de Gotaq Master mix (Promega,
Madison, WI, USA) e 1 yL de DNA (250 ng/uL). As amplificacdes foram efetuadas
em termociclador, programadas para 30 ciclos com desnaturacdo a 92°C por 30s;
anelamento a 57°C por 1 min; extensao a 72°C por 1 min., e extensao final a 72°C
por 5 min. Os produtos de reacdo esperados para estes primers sao fragmentos de
140 e 194 pares de bases para os primers Einv e Eagg, respectivamente. A
sequéncia dos primers utilizados e os tamanhos dos respectivos fragmentos
aplificados estdo disponiveis na Tabela 3.

Para confirmacéo dos produtos, foi realizada uma digestdo enzimatica a partir
da técnica de PCR RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) utilizando a
endonuclease HINC Il (Thermo Scientific, Waltham, MA USA). As amplificacdes
foram conduzidas em um volume de 20 yL contendo 13,5 pyL de agua depeptonada,;
2,0 uL de Buffer 10x tango (33mM Tris-acetato pH 7,9; 10 mM Acetato de magnésio;
66mM Acetato de potassio e 0,1 mg/mLBSA) (Thermo Scientific, Waltham, MA
USA); 0,5 uL de Hinc Il (10U/uL) e 4,0 uL de cada amostra amplificada na reacéo de
PCR multiplex. As amplificagbes foram efetuadas em termociclador, programadas
para cinco ciclos a 37°C por 4 horas; e 1 ciclo de 65°C por 20 min. Os produtos de
reacao esperados para a digestao realizada pela HINC Il sdo fragmentos de 334 e
559 para PHO, 22 e 153 para ST1, 202 e 74 para LT1 e 282 e 79 para eae.

Os produtos de PCR foram analisados por eletroforese em gel de agarose a
2% (GE Healthcare, Uppsala, Suécia), apds coloracdo com SyberGold (0,1 uL/mL)
(Invitrogen, EUA) e visualizados em transiluminador UV (BioAgency). Os tamanhos
dos produtos foram determinados pela comparacdo ao padrdao de migracéo
eletroforética de marcadores (Promega, Madinson, EUA) de tamanho molecular de
100 pb para as reagbes de PCR multiplex e de 50 pb para as reacdes de digestao

enzimaética.



Tabela 2. Sequéncia de primers e tamanho dos fragmentos de genes de viruléncia em Escherichia coli na reacdo um.

48

Tamanho do Tamanho dos Numero de
Gene Primer Sequéncia (5’ - 3) fragmento  fragmentos apdés acesso dos
(bp) digestéo (Hinc II) primers
) Pho - F GTGACAAAAGCCCGGACACCATAAATGCCT
Fosfatase alcalina (PhoA) 903 344/559 M13345
Pho-R TACACTGTCATTAGGTTGCGGATTTGGCGT
) ST1-F CTTTCCCCTCTTTTAGTCAG
Toxina Termoestavel 1 (ST1) 175 22/153 M25607
ST1-R TAACATGGAGCACAGGCAGG
) _ LT1-F TTACGGCGTTACTATCCTCTCTA
Toxina Termolabil 1 (LT1) 275 201/74 J01646
LT1-R GGTCTCGGTCAGATGTGATTC
) _ LT2-F ATATCATTTTCTGTTTCAGCAAA
Toxina Termolabil 2 (LT2) 720 - M17894
LT2-R CAATAAAATCATCTTCGCTCATG
Verotoxina 1 (VT1) VT-F GAACGAAATAATTTATATGTG - Z36901
Verotoxina 2 (VT2) VT-R CCTGATGATGGCAATTCAGTA M36727
EAE - F GGAACGGCAGGTTAATCTGCAG 282/79* M58154
Attachment and effacement (EAE) 360
EAE - R CGAAGCCATTTGCTGGGCGCTC 360** 711541

*Fragmento especifico da EPEC que sofre digestao pela endonuclease Hinc Il;
**Eragmento especifico da EHEC que nao sofre digestdo pela Hinc Il.

Fonte: Adaptado de Kong et al. (1999).
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, . Tamanho do Numero de acesso
Gene Primer Sequéncia (5’ - 3) _
fragmento (bp) dos primers
_ Einv -F TGGAAAAACTCAGTGCCTCTGCGG
ipaH _ 140 M32063
Einv -R TTCTGATGCCTGATGGACCAGGAG
o Eagg -F AGACTCTGGCGAAAGACTGTATC
aaTa do plasmidio pAA 194 X81423
Eagg -R ATGGCTGTCTGTAATAGATGAGAAC

Fonte: PASS et al. (2000).
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5.7.1 Seguenciamento genético

Para confirmacdo das espécies isoladas, as amostras positivas foram
retiradas do gel e purificadas com a utilizacdo do kit QIAquick Gel Extraction
(QIAGEN, Alemanha), segundo instru¢des do fabricante. As amostras obtidas pela
purificacdo foram enviadas para sequenciamento ao setor de sequenciamento de
DNA, no centro de pesquisas sobre o genoma humano e células-tronco do Instituto
de Biociéncias — USP. A etapa de sequenciamento foi realizada pelo método Sanger
com auxilio de sequenciador automatico ABI Prism Genetic Analyzer 3100 (Perkin-
Elmer, Applied Biosystems, EUA).

5.7.2 Analise Filogenética

Reconstrucao filogenética para sequéncias de 903 nucleotideos relativas ao
gene PHO de Escherichia coli foram realizadas através do método Kimura 2-
parameter, utilizando-se o modelo de substituicho maximum likelihood com suporte
nodal de bootstrap para 1000 pseudo-réplicas através do programa MEGA 7.0
(KUMAR et al.,, 1994), sendo as matrizes de substituicdo para nucleotideos o
programa MEGA 7.0 (KUMAR et al., 1994) e ProtTest 2 (ABASCAL; ZARDOYA,;
POSADA, 2005). Para as reconstru¢des, foram utilizadas sequéncias de Escherichia
coli e outros microrganismos representates da Familia Enterobacteriacea (Shigella,

Klebsiella e Citrobacter) depositadas no GenBank, conforme indicado na Tabela 4.
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Tabela 4. Sequéncias de Escherichia coli, Shigella, Klebsiella e Citrobacter do repositério do
GenBank.

Cédigo de acesso ao

Cepa Origem GenBank
E. coli 0104:h4 Str C227-11 Dinamarca CP011331.1
E. coli FAG1 Holanda CP009578.1
E. coli FHI65 Noruega NZ_LM996539.1
E. coli K-12 Lac + China CP011342.2
E. coliO111:H Str 11128 Japéo AP010960.1
E. coli (PHO) Str. RM45E EUA M29667.1
E. coli Sanji Str. Saniji China CP011061.1
E. coli StOLav104 Noruega NZ LK931534.1
Shigella sonesi EUA CP014099.1
Shigella flexneri China CP007037.1
Shigella flexneri PWR501 EUA AF348706.1
Shigella flexneri China CP000266.1
K. pneumoniae Coreia do Sul CP012754.1
K. pneumoniae Alemanha CP011314.1
Citrobacter freundii EUA CP007557.1
Citrobacter freundii China CP012554.1
Citrobacter freundii Polbnia AF550415.2

Fonte: GenBank - National Center for Biotechnology Information (NCBI).

6 Analise dos dados

Para avaliacdo da eficiéncia do programa de educacdo sanitaria, os dados
foram divididos em quantitativos: CCS, contagem de mesodfilos, psicrotroficos,
coliformes 35°C e coliformes 45°C, e qualitativos: descricdo do sistema de producao,
manejo de ordenha, e registros das alteracdes ocorridas nas propriedades ao longo
do programa educativo.

Tanto os dados quantitativos quanto os qualitativos foram analisados de
forma descritiva. Para os dados de contagem de células somaticas e composicao do
leite (gordura, proteina, lactose, extrato seco desengordurado e soélidos totais), foram
calculadas correlagdes desconsiderando o efeito de coleta, utilizando-se o programa
SAS, verséo 2004.
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7 RESULTADOS E DISCUSSAO

7.1Descricao das propriedades

No periodo inicial deste estudo, as propriedades selecionadas apresentaram-
se de forma heterogénea, ou seja, as caracteristicas de rebanho, méo de obra,
sistema de produgéo, sistema e manejo de ordenha eram muito distintos. Todas as
propriedades selecionadas possuiam a producao de leite como atividade principal na
renda. O numero de vacas em lactacéo foi de no maximo 50 animais, com média de
producdo de leite por dia em torno de 220 litros e sistema de producdo semi-
intensivo. A remuneracgédo pelo litro de leite manteve-se em torno de R$ 0,80 a 0,90,
sendo que todas as propriedades estavam vinculadas a laticinios que ndo possuem
programa de bonificacdo pela composicdo do leite (gordura, proteinas e solidos
totais) ou por indices de qualidade (CBT e CCS). A idade dos responsaveis pela
ordenha variou entre 21 a 43 anos. Os dados gerais das propriedades e rebanhos e
informacdes basicas dos proprietarios estdo descritos na Tabela 5.

Apenas uma das propriedades possuia sistema de ordenha mecéanica
canalizada, as demais adotam a ordenha mecéanica balde ao pé. A rotina de ordenha
era realizada de forma semelhante, duas vezes ao dia, respeitando os horarios
estabelecidos diariamente e com intervalo médio de 9 horas. Apenas uma fazenda
possuia sala de ordenha, nas demais a ordenha era realizada em currais de piso de
concreto ou chéao batido. As particularidades das instalacdes podem ser observadas

nas Figuras 1, 2 e 3.



53

Tabela 5. Descricdo dos dados gerais das propriedades e respectivos rebanhos, na fase anterior ao inicio do programa educativo.

Itens avaliados

Propriedade

Dados gerais da
propriedade e

A B C D
Area da propriedade (ha) 120 2,5 21 32,5
Total de animais no rebanho 130 20 28 19
Vacas em lactacao 50 15 10 9
Ragca dos animais Girolando Girolando Girolando Holandés

Sistema de producéo

Semi-intensivo

Semi-intensivo

Semi-intensivo

Semi-intensivo

rebanho Origem da Mao de obra Proprietario e Contratada Propne_t_arlo € Proprietario
contratada familiar
Producdo média de leite (Litros/dia) 360 230 140 150
Remuneracao pelo litro (R$/Litro) 0,90 0,85 0,95 1,15
Bonificagdo por qualidade Nao Néo Né&o Né&o
Idade (anos) 35 43 40 21

Informacdes do
proprietario

Escolaridade

Tempo de atuacdo na producéo de
leite (anos)

Reconhecimento da importancia da
gualidade do leite

Superior completo
(Agronomia)

sim

Participacdo em curso sobre manejo Sim — Qualidade do

de gado leiteiro

leite - Nestlé

Superior completo
(Eng. Civil)

<1

sim

Sim - Pastagem

Ensino médio
completo

sim

Superior incompleto
(Gestéo de
agronegocio)

sim

Sim - Producéo de
ruminantes como aluno
especial (FZEA USP)




Figura 1. Sala de ordenha com sistema de ordenha mecénica canalizada na fazenda A.

Fonte: Imagem do autor.

Figura 2. Curral com piso de concreto e sistema de ordenha mecanica balde ao pé na fazenda D.

Fonte: Imagem do autor.
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Figura 3. Curral de “chao batido” e sistema de ordenha mecénica balde ao pé na fazenda C.

Fonte: Imagem do autor.

No quesito refrigeracdo, apenas a fazenda D ainda ndo havia adotado o
tanque de expansdo, devido baixo volume obtido até o periodo, a refrigeracdo do
leite era realizada em freezer. Esta mesma propriedade distinguia-se das demais
devido a forma manual como os equipamentos era lavados, sem a utilizacdo de
detergentes especificos. O sistema automatico de lavagem esta ilustrado na Figura
4. O detergente acido, direcionado para a remocao dos residuos de minerais que
podem se depositar nos equipamentos, ndo era utllizado por nenhum dos
proprietarios. Da mesma forma, ndo era adotada a pratica de lavagem com
sanitizante, para remocao especifica de contamina¢des bacterianas.

A propriedade A era a unica a utilizar lavagem da sala de ordenha, devido a
facilidade do escoamento da agua. As que realizam a ordenham em curral utilizavam
0 método de raspagem das fezes com auxilio de pas. As propriedades A, B e C
inseriam a agua quente em suas rotinas de higienizacdo de equipamentos, a qual
era aguecida com auxilio de resisténcia elétrica portatil. A dgua que abastecia a
propriedade, destinada tanto ao consumo humano e lavagem de utensilios e
equipamentos, tinha origem em pocos artesianos (Figura 5) nas fazendas A, C e D,
e em nascente na fazenda B. Os demais dados referentes a infraestrutura e

higienizacdo dos equipamentos estdo descritos na Tabela 6.
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Em todas as fazendas, havia o hébito de identificar a mastite clinica antes da
ordenha, porém, nenhuma delas o realizava com auxilio da caneca de fundo escuro.
Da mesma forma, ndo havia utilizacdo do teste de CMT para estimativa visual da
contagem de células somaticas das vacas do rebanho. Apenas a fazenda C néao
realizava desinfeccéo pré ordenha. A secagem dos tetos com papel descartavel era
efetuada em todas as propriedades. As informacdes acerca do controle, tratamento
e prevencao da mastite e estdo detalhados na Tabela 7. O laticinio captador das
propriedades C e D recolhia o leite em um periodo maior do que 48 horas. O envio
de amostras de leite para analises microbioldgicas ou de composicéo, por parte dos

produtores, ndo era uma pratica rotineira em nenhuma das propriedades.

Figura 4. Sistema automatico de lavagem utilizado em ordenha mecanica balde ao pé na fazenda D.

Fonte: Imagem do autor.

Figura 5. Reservatério de agua utilizado para abastecimento de 4gua na propriedade A.

Fonte: Imagem do autor.



Tabela 6. Descricdo da infraestrutura e aspectos higiénicos dos locais de ordenha das propriedades na fase anterior ao inicio do programa educativo.

Iltens avaliados

Propriedade

A B C D
Numero de ordenhas 2 2 2 2
Intervalo de ordenhas (horas) 9 10 9 9
. Mecanico "fluxo Mecanico balde ao Mecanico balde ao Mecanico balde ao
Sistema de ordenha " . . .
Ordenha e fechado pé pé pé
Infraestrutura o ni i
Infraestrutura Sala de ordenha Curral - piso de Curral — chao batido Curral - piso de
concreto concreto
Refrigeracéo Tanque de expansdo Tanque de expansdo Tanque de expansao Freezer

Frequéncia de lavagem dos
equipamentos

Apés cada ordenha  Apds cada ordenha  Apds cada ordenha

Apés cada ordenha

Sistema de lavagem Automatico Automatico Automatico Manual
Uso de detergente basico Sim Sim Sim N&o
oL Uso de detergente acido N&o N&o N&o N&o
Higienizacéo dos . . R N R
equipamentos e Uso de sanitizante N&o Néao N&o N&ao
Local de ordenha Uso de 4gua quente Sim Sim Sim N&o
Frequéncia de lavagem do local . = ~ =
de ordenha Apés cada ordenha N&o lava N&o lava N&o lava
Frequéncia de lavagem do tanque Apos re.t|r,a(_ja pelo Apos re_tlr,a(Ija pelo Apos re.t|r,a(_ja pelo Nao*
laticinio laticinio laticinio
] Origem Poco artesiano Nascente Poco artesiano Poco artesiano
Agu_a u_uhzaida N3 Tratamento N&o N&o N&o N&o
higienizacdo de _ o
equipamentos  enyig de amostras para andlise Sim, analise fisico- NET N30 N30

guimica

*A propriedade D ndo possuia tanque de expansdo no inicio do estudo.
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Tabela 7. Descricdo da infraestrutura e aspectos higiénicos dos locais de ordenha das propriedades na fase anterior ao inicio do programa.

Iltens avaliados

Propriedade

A B C D
Teste da caneca N&o N&o N&o N&o
CMT N&o N&o N&o N&o
Lavagem dos tetos quando ~ ~ ~ .
Contr0~le e necessario N&o Nao Nao Sim
prevencif';t\o e Desinfec¢éo pré ordenha Sim Sim N&o Sim
masfite caop (solucdo iodada) (solucdo iodada) (solucéo iodada)
Desinfecgéo po6s ordenha Sim Sim Sim Sim
caop (solucao iodada) (solucéo iodada) (solucéo iodada) (solucéo iodada)
Sim - papel Sim - papel Sim - papel Sim - papel
Secagem dos tetos descartavel descartavel descartavel descartavel
Descarte de leite no periodo de sim sim sim Sim
caréncia
Tratame;?o de  Registro de tratamento de mastite Sim Nao Nao N&o
mastite
Identificagcdo visual de vacas em NZo N0 N0 N0
tratamento
Frequéncia de captacao do leite pelo . .
laticinio (horas) 48 48 Mais de 48 horas Mais de 48 horas
Compra de animais Sim Sim Sim Sim
Informacdes - o Baixa produgé&o Mastite/outras Mastite/outras
adicionais Critério de descarte dos animais /doencas Doencgas doencas doencas
Envio de amostras de leite para Enviava Enviou algumas

andlise de composigdo ou
microbiologia

anteriormente

Nunca enviou

vezes

Nunca enviou
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7.2Educacéao sanitéaria

Apoés o periodo de diagndstico, iniciou-se a realizacdo efetiva da educacédo
sanitaria, no periodo de abril a dezembro de 2015. O projeto educacional consistiu
em seis modulos, os quais foram realizados em visitas técnicas as propriedades, de
forma individual. Este método foi adotado com o intuito de favorecer o aprendizado
de todos, pois as informac¢des quantitativas e qualitativas coletadas na fase de
caracterizacdo demonstraram consideravel disparidade entre as caracteristicas de
rebanho, mao de obra, sistema de producdo, infraestrutura e manejo de ordenha. De
forma geral, os modulos abordaram os mesmos temas para todos os produtores em
cada periodo, porém, as sugestdes feitas consideraram a realidade do sistema e
infraestrutura de cada um. Os procedimentos de coleta realizados para
caracterizagcdo e monitoramento dos indices de contamina¢des microbiologicas
estéo ilustrados nas Figuras 6 a 10.

O mddulo inicial abordou a inclusdo das boas préaticas de ordenha e manejo
higiénico-sanitario, como responsaveis pela melhoria nas condicées de trabalho dos
funcionérios e no valor agregado ao produto, aumento no rendimento dos derivados
e producdo de alimentos seguros, livres de riscos a saude dos consumidores.
Também foram apresentados para as fazendas, os respectivos resultados de
composicdo do leite e contaminacdo microbiolégica obtidos na coleta de
caracterizacdo. Com o intuito de ilustrar de forma pratica a contaminacdo encontrada
em cada ponto de coleta, as placas de Petri com as culturas isoladas foram
mostradas aos produtores e funcionarios durante a primeira reunido. A Figura 11
apresenta uma placa de cultura bacteriolégica utilizada na atividade pratica do

primeiro moédulo.
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Figura 6. Procedimento de amostragem do leite armazenado no tanque de expansao da fazenda C,
com auxilio de concha metdlica esterilizada, para analises de composicao, microbiologia e residuo de

antibioticos no leite.

Fonte: Imagem do autor.

Figura 7. Procedimento de obtencdo de amostra composta de um dos animais do rebanho da

propriedade B, para andlise microbioldgica.

Fonte: Imagem do autor.

Figura 8. Procedimento de amostragem da superficie da mao do ordenhador da fazenda D, com uso

de suabe estéril.

Fonte: Imagem do autor.
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Figura 9. Procedimento de amostragem da superficie interna dos equipamentos de ordenha da

fazenda D, com auxilio de suabe estéril.

Fonte: Imagem do autor.

Figura 10. Procedimento de amostragem da agua utilizada na lavagem de utensilios e equipamentos

da fazenda D, com recipiente estéril.

Fonte: Imagem do autor.
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Figura 11. Cultura de mesdfilos utilizada na demonstracdo da contaminacdo dos pontos de coleta

nas propriedades envolvidas no projeto educativo.

Fonte: Imagem do autor.

Ao final de cada médulo educativo, foi reservado um periodo para discusséo
dos resultados obtidos nas coletas realizadas de forma concomitante as reunifes
técnicas, como ilustrado na Figura 12. Esta pratica foi adotada com o intuito de
expor aos produtores o comportamento dos indices de qualidade e contaminacao
microbioldgica dos pontos de coleta. Nos casos em que foram detectadas melhorias
nos indices, houve incentivo para a continuacdo das atividades, e nos casos de
manutencdo ou piora dos indices, ocorreram discussfes para buscar os pontos
criticos do sistema e solucfes para os mesmos. Os resultados foram expostos em
forma de gréficos de barras, com auxilio de midia audio visual. Para facilitar o
entendimento, adotou-se sistema de cores para representar a estratificacdo dos
resultados em: “aceitavel” = verde; “atengcéo” = amarelo; e “perigo” = vermelho. Cada
um dos trés niveis de resultados foram classificados de acordo com a legislacdo ou

recomendacdao da literatura existente para cada microrganismo e pontos de coletas.

Figura 12. Uso de midia 4udio visual para exposi¢cdo dos resultados obtidos nas coletas e discusséo

dos pontos positivos e negativos identificados ap6s observacao do manejo.

Fonte: Imagem do autor.
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O segundo mddulo enfatizou a forma correta de aplicacdo dos procedimentos
higiénicos durante a ordenha, levando em consideracdo o0 sistema de cada
propriedade. Abordou-se a importancia da deteccdo, controle e prevencdo da
mastite, desinfeccao pré e pos ordenha, procedimentos para tratamento da mastite
clinica. Devido ao sistema ordenha “mecanica balde ao pé” ser utilizado em trés das
propriedades e a unica com sistema “fluxo fechado” n&o possuir extratores
automaticos nas teteiras, ressaltou-se a importancia da retirada dos equipamentos
imediatamente apds a observacdo visual do encerramento do fluxo de leite. Esta
medida foi tomada para evitar lesées no esfincter dos tetos, causadas pelo uso do
equipamento apoés o término da ordenha. Além disso, desde este médulo até o final
do projeto educativo, foi realizado treinamento para teste de CMT aos responsaveis
pela ordenha, com o intuito de implantar o diagnéstico e controle da mastite

subclinica, como representado na Figura 13.

Figura 13. Realizacéo de teste de CMT durante os moédulos educativos.

Fonte: Imagem do autor.

O terceiro médulo englobou os métodos de higienizacdo dos equipamentos,
considerando as particularidades de cada infraestrutura e sistema de ordenha.
Ressaltou-se a importancia de detergentes e sanitizantes especificos e 0 uso correto
indicado pelo fabricante de cada marca comercial. Os demais modulos foram
utilizados para reforcar os conceitos abordados desde o inicio do projeto educativo.
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Durante todo o processo educacional, estimulou-se a participacdo ativa de
todos os envolvidos na atividade leiteira. Algumas das atividades realizadas sao

ilustradas nas Figuras 14 e 15.

Figura 14. Participacéo dos produtores no aprendizado de amostragem de leite destinado as andlises

de composicao e contagem de células somaticas.

Fonte: Imagem do autor.

Figura 15. Funcionérios apés participacdo no moédulo de boas préaticas de ordenha na fazenda B.

Fonte: Imagem do autor.

Ao término das atividades educacionais, realizou-se uma reunido coletiva
para encerramento oficial do programa de educagdo sanitaria, com o intuito de
promover a difusdo do conhecimento a partir da troca de experiéncias entre 0s
produtores e funcionarios de realidades distintas. Além disso, apresentou-se uma
média calculada com os indices de qualidade e contaminacdo dos pontos de coleta

de todas as quatro fazendas ao longo dos seus modulos educativos. A média foi



65

utilizada para preservar a identidade de cada propriedade, auxiliando na ilustragao
do efeito na qualidade do leite, por parte do programa implementado.
As alteracdes realizadas por parte dos proprietarios nas respectivas fazendas

apos o inicio da educacédo sanitaria estdo detalhadas na Tabela 8.

Tabela 8. Descricao das alteracdes ocorridas nas propriedades apés a implementacéo da educacéo

sanitaria.

Propriedade

Itens avaliados

A B C D

Refrigeraco Tanque ~ole Tanque ~de Tanquefje Tanque ~de

expanséo expanséo expanséo expansao
Sistema de lavagem Automatico Automatico Automatico Automatico
Uso de detergente alcalino Sim Sim Sim Sim
Uso de detergente acido Sim N&ao N&ao Sim
Uso de sanitizante N&o N&o N&o N&o
Tratamento da agua Adicao de cloro N&o Adicdo de cloro  Adicéo de cloro

A partir do conjunto de sugestdes feitas ao longo do programa educativo,
foram observadas poucas alteracdes na infraesturura e manejo sanitario de ordenha.
A propriedade D realizou a substituicdo do freezer pelo tanque de expanséao para a
refrigeracdo do leite. Porém, esta propriedade passou a ter problemas com o
congelamento do leite devido a producao inferior a 100 litros obtida em alguns dias.
Esta mesma fazenda adquiriu um sistema de lavagem automética para o0s
equipamentos de ordenha e inseriu 0 uso de detergentes alcalino e &acido. A
propriedade A também realizou adocdo do detergente &cido para remocao dos
residuos de sais minerais que podem se depositar nos equipamentos de ordenha.

No quesito tratamento da agua, devido a nenhuma das propriedades
possuirem rede de abastecimento de agua tratada, a estratégia encontrada por A, C
e D foi a adicdo de cloro na agua dos pogos artesianos. Apesar do reconhecimento
da necessidade das sugestOes realizadas durante o programa educativo, a baixa
adesdo deve-se, em partes, a auséncia de programas de bonificagdo por qualidade

do leite por parte dos laticinios captadores.
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7.3Monitoramento da composicao do leite

Os resultados de composicdo do leite (gordura, proteina, lactose, solidos
totais e extrato seco desengordurado,) foram correlacionados com a contagem de
células somaticas, desconsiderando o efeito de coleta. Como demonstrado na
Tabela 9, para o leite dos animais, detectou-se correlacdo negativa entre CCS e
lactose (p < 0,10). Ou seja, quanto maior a CCS menor a porcentagem de lactose no
leite. Santos e Fonseca (2007) afirmam que os microrganismos como Lactobacillus,
Streptococcus e algumas enterobactérias fermentam a lactose produzindo &cido
latico. Além disso, leite com alta CCS, oriundo de vacas com mastite apresentam
menor teor de lactose devido as possiveis les6es causadas no epitélio secretor do
animal. Dessa forma, a correlacdo negativa encontrada entre CCS e lactose pode
ser associada a presenca de leite mastitico e microrganismos mesofilos no tanque.

Nas amostras de leite cru armazenado nos tanques de refrigeracdo nédo foi
encontrada correlacéo significativa entre a CCS e os demais componentes do leite,
como ilustrado na Tabela 10. Este fenbmeno pode ser justificado pelo fato de o leite
armazenado no tanque ser uma mistura de leite sadio e leite oriundo de vacas com
mastite subclinica. Ou seja, os componentes afetados pela alta CCS do leite

mastitico podem ser compensados pela composicdo do leite de vacas sadias.

Tabela 9. Correlagéo entre as médias das contagem de células somética e os componentes do leite

das vacas das propriedades avaliadas em seis etapas de monitoramento.

Composicao do leite r P

Gordura 0,167 0,495
Proteina 0,388 0,101
Lactose -0,453 0,052
Solidos Totais 0,156 0,524
Extrato Seco Desengordurado 0,080 0,745

Tabela 10. Correlagéo entre as médias das contagem de células somatica e os componentes do leite

dos tanques de refrigeracéo das propriedades avaliadas em seis etapas de monitoramento.

Composicéo do leite r P

Gordura 0,012 0,961
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Proteina 0,239 0,324
Lactose -0,364 0,126
Solidos Totais 0,021 0,933
Extrato Seco Desengordurado 0,025 0,920

Considerando os padrdes de composicao do leite estabelecidos pela IN 62, o
leite cru refrigerado deve conter o minimo de 3% de teor de gordura, 2,9% de
proteinas e 8,4 % de extrato seco desengordurado (BRASIL, 2011). Desta forma, a
fazenda A manteve todos estes indices acima do minimo recomendado pela
legislacdo, como evidenciado na Tabela 11. Na fazenda B, os indices de gordura e
proteina mantiveram-se dentro do permitido pela legislacdo em todas as coletas,
exceto pelo teor de extrato seco desengordurado (ESD), que estava em 8,3% na
primeira coleta (Tabela 12). A fazenda C também manteve os teores de gordura,
proteina e ESD dentro do recomendado pela legislacdo. Somente a fazenda D
apresentou teor de gordura de 2,08% na primeira coleta, porém, a partir da segunda
coleta, alcancou valores adequados. Tais resultados estdo apresentados nas
Tabelas 13 e 14.

Com relacdo a CCS, a IN 62 estipula o valor de 500.000 células/mL entre os
periodos de junho de 2014 até julho de 2016, e 400.000 células/mL a partir de julho
de 2016 (BRASIL, 2011). Considerando o limite final de 400.000 células/mL para
CCS, a fazenda A apresentava na primeira coleta este indice dentro do limite aceito,
porém, experimentou aumento crescente a partir da segunda coleta, variando entre
919.000 células/mL na terceira coleta, e finalizando com 609.000 células mL. As
boas praticas de ordenha e o diagnéstico de mastite faziam parte do manejo diario
nesta propriedade. Porém, as recomendacfes feitas para 0os animais com mastite
subclinica ndo eram aplicadas por parte dos produtores. Dessa forma, acredita-se
que este fato tenha impedido a reducédo da CCS e até mesmo contribuido para o
aumento desta. As variacdes entre as coletas estdo expressas na Figura 11.

Por sua vez, como exposto na Tabela 12, a fazenda B apresentou CCS em
todos os periodos de coleta dentro dos padrdes preconizados pela IN 62. Esta
propriedade desde o inicio ndo apresentou registros de mastite consideraveis, e nao

adquiriu animais de outras propriedades ao longo do projeto de educacao sanitaria.
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Dessa forma, a possibilidade de introducdo de patdgenos causadores de mastite,
NAao ocorreu.

Os resultados para CCS da fazenda C estdo detalhados na Figura 13 e
demonstram que desde a primeira coleta estes niveis estavam 368.000 células/mL e
se manteve dentro dos limites permitidos até a Ultima coleta, na qual houve pequena
elevacao para 491.000 células/mL. Nesta propriedade, as indicacdes para controle
da mastite subclinica eram adotadas na maioria dos casos.

Durante o processo de educac¢do sanitaria, a importancia da nutricdo animal
para a qualidade composicional do leite (gordura, proteinas, solidos totais e ESD) foi

abordada, porém, ndo ocorreram interferéncias no manejo nutricional dos animais.

Tabela 11. Composi¢céo do leite armazenado em tanque de refrigeracdo durante as seis fases de

coleta na fazenda A.

Componentes do leite

Coleta GO(’(E;”& P“(’(f/‘z)'”a La(f,}o‘;se ST (%) ESD (%) CCS (cél/mL)
Caracterizagao 3,40 3,24 4,30 11,95 8,55 339.000
2 3.42 3,32 4,38 12,15 8.73 515.000
3 3,08 3,44 4,52 12,02 8,94 919.000
4 3,54 3,30 4,34 12,27 8,73 456.000
5 3,33 3,23 4,31 11,93 8,60 725.000
6 3.11 3,11 4,54 11,79 8,68 609.000

ST: sélidos totais; ESD: extrato seco desengordurado; CCS: contagem de células sométicas.

Tabela 12. Composicdo do leite armazenado em tanque de refrigeracdo durante as seis fases de
coleta na fazenda B.

Componentes do leite

Coleta Go([gl)”a Proteina (%) La(f,joo)se ST (%) ESD (%) (Cglfnf’l_)
Caracterizacéo 3,35 2,97 4,45 11,71 8,36 202.000
2 3,71 3,17 4,26 12,16 8,45 269.000

3 3,35 3,16 4,37 11,87 8,52 240.000

4 3,82 3,22 4,55 12,62 8,80 247.000

5 3,08 3,24 4,46 11,80 8,72 229.000

6 3,36 3,03 4,69 12,06 8,70 159.000

ST: sélidos totais; ESD: extrato seco desengordurado; CCS: contagem de células soméaticas.
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Tabela 13. Composicdo do leite armazenado em tanque de refrigeracdo durante as seis fases de

coleta na fazenda C.

Componentes do leite

Coleta Gordura Proteina Lactose ST (%) ESD C}CS

(%) (%) (%) (%) (cél/mL)

Caracterizagao 3,71 3,59 4,38 12,69 8,98 368.000
2 3,78 3,21 4,41 12,45 8,67 183.000

3 3,65 3,14 4,66 12,40 8,75 161.000

4 3,19 3,08 4,65 11,88 8,69 127.000

5 3,38 2,99 4,57 11,91 8,53 259.000

6 3,27 3,19 4,53 11,91 8,64 491.000

ST: solidos totais; ESD: extrato seco desengordurado; CCS: contagem de células somaticas.

Tabela 14. Composi¢cdo do leite armazenado em tanque de refrigeracdo durante as seis fases de

coleta na fazenda D.

Componentes do leite

Coletd 5 ordura (%) P“(’(f/f)'”a La(‘f,;)‘;se ST (%) ESD (%) (cgﬁrﬁu
Caracterizag&o 2,08 3,14 4,58 10,73 8,65 573.000
2 3,25 3,11 4,62 11,93 8,68 180.000
3 3,47 3,21 4,58 12,24 8,77 209.000
4 3,19 3,08 4,65 11,88 8,69 127.000
5 3,38 2,99 4,57 11,01 8,53 259.000

6 3,81 2,97 4,51 12,28 8,47 1.583.000

ST: sélidos totais; ESD: extrato seco desengordurado; CCS: contagem de células sométicas.

7.4Monitoramento da contaminag&o microbioldgica

7.4.1 Contagem de microrganismos mesofilos e psicrotroficos
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Os dados referentes as contagens de mesofilos e psicrotroficos no leite
refrigerado, superficie das teteiras e méos e agua da fazenda A estdo dispostos na
Tabela 15. Na fazenda A, as contagens de mesofilos totais no leite cru refrigerado
apresentaram-se desde a primeira coleta acima de 5 log UFC/mL e apenas nas
fases 2 e 3 estas contagens apresentaram reducdes. A contagem de psicrotréficos
iniciou em 6,7 UFC/mL e diminuiu nas coletas 4 a 6.

Quanto a contaminacdo das maos do ordenhador, na fazenda A os resultados
da contagem de mesofilos, no momento anterior ao inicio da ordenha e ao final do
processo, foram de 1,0 log UFC/cm2 no periodo de caracterizacdo, porém
apresentaram variagdes que culminaram em aumento das contagens apos a
finalizacdo do programa sanitario. Nestes locais, a contagem de microrganismos
psicrotréficos também foi de 1,0 log UFC/ cm2, chegando a 2 UFC/cm2 na fase final.

Na avaliagcdo da contaminacéo nos equipamentos de ordenha, a contagem de
mesofilos na fazenda A no periodo antes da ordenha foi de 1 log UFC/cm?3 na fase 1
do programa educativo, porém, aumentou até o final do processo. No periodo pos
ordenha, a contagem manteve-se entre 1,0 e 2,0 log UFC/cm3, apresentando
elevacao no modulo final da educacao sanitaria. A contagem de psicrotréficos obtida
para nas teteiras, antes da ordenha, foi de 1,0 log UFC/cm?3 na primeira coleta,
aumentou na segunda e reduziu novamente para 1,0 log UFC/cm3 nas fases
seguintes.

A contaminacdo por mesofilos na dgua da fazenda A também iniciou em 1,0
log UFC/mL na fase 1, com aumento durante o processo e reducdo a 1,0 log
UFC/mL na ultima coleta. Para os psicrotroficos, na fase 1 obteve-se 4,48 log
UFC/mL, reduzindo para 1,0 log UFC/mL em todas as fase seguintes do estudo.

Os dados referentes a fazenda B estdo dispostos na Tabela 16. Para a
fazenda B a contagem de mesofilos no inicio do estudo foi de 6,78 log UFC/mL,
alternando nas fases seguintes entre aumento e reducdo de 1 log UFC/mL,
mantendo-se semelhante ao inicio. A contaminagcdo por psicrotroficos manteve-se
entre 6,15 e 6,78 log UFC/mL, com reducao até o periodo final.

No quesito contaminagédo nas maos de ordenhadores na fazenda B, antes da
ordenha, tanto as contagens de mesdfilos quanto psicrotréficos estavam em 1,0 log
UFC/cm? até a segunda fase do estudo, terminando o estudo em 4,52 e 2,29 log
UFC/cmz, respectivamente. Nas maos, depois da ordenha, a contagem de mesdfilos
manteve-se entre 4,0 e 3,0 log UFC/cm?, e entre 1,0 e 2,55 log UFC/cm? para
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psicrotroficos. Para as superficies internas das teteiras, antes da ordenha, a
contagem de mesdfilos iniciou em 1,0 log UFC/cm?3 e permaneceram crescentes até
a ultima fase. Depois da ordenha, os resultados apresentaram aumento continuo
para contagem de mesofilos. Para psicrotroficos, a contagem antes da ordenha
manteve-se até a quarta 1,0 log UFC/cm3, coleta e elevou-se até a ultima fase. No
periodo depois da ordenha, as contagens iniciaram em 1 log UFC/cm? e levaram-se
até a fase final.

A agua da fazenda B, nas trés primeiras fases da educacdo sanitaria,
apresentou contaminagcdo por mesofilos entre 4,11 e 4,40 log UFC/mL, as quais
foram reduzidas até a ultima fase. A contagem de psicrotréficos no inicio do estudo
foi de 3,30 log UFC/mL, diminuindo continuamente até a fase 6.

Os dados referentes as contagens de mesofilos e psicrotroficos da fazenda C
estdo dispostos na Tabela 17. A propriedade C apresentou 5,59 log UFC/mL de
contagem de mesdfilos na fase de caracterizacdo e durante o programa obervou-se
acréscimo. Os psicrotroficos estiveram presentes no leite refrigerado em 1,0 log/mL
durante os trés primeiros periodos da educacdo sanitaria, aumentando a partir da
fase 4 até o fim do estudo.

No que se refere a superficie das méos dos ordenhadores na fazenda C,
antes da ordenha a contagem de mesdfilos foi de 3,34 log UFC/cm?, elevando-se na
fase 4 e diminuindo na fase final. Apds a ordenha, os mesdfilos mantiveram-se em
2,6 log UFC/cmz até o 5° periodo. Os psicrotréficos foram detectados em niveis de
1,0 log UFC/cm2 em todos os periodos do estudo, antes e depois da ordenha.

Nos equipamentos da fazenda C, antes da ordenha, foram encontrados
valores para mesdfilos de 1,0 log UFC/cm3 e aumento na fase final. No momento
apoOs a ordenha, as contagens apresentaram-se em 3,15 e 3,19 log UFC/mL fases
iniciais, com reducao entre a 32 e 52 coletas e aumento na fase final. A contagem de
psicrotréficos foi de 1,0 log UFC/cm3 em todos os periodos do estudo, antes e
depois da ordenha.

Na agua da fazenda C, a contaminacdo por mesdfilos foi detectada no inicio
com 6,48 log UFC/mL, havendo reducdo até o final do programa de educacéo
sanitaria.

Os resultados da fazenda D estdo dispostos na Tabela 18. A fazenda D foi a
Unica propriedade que iniciou a educagdo sanitaria com valor de contagem de

mesofilos na faixa de 6,0 log UFC/mL, havendo reducdo continua ao longo das
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proximas fases. Os psicrotroficos no tanque mantiveram-se em 1,0 log UFC/mL nas
trés primeiras fases do treinamento, apresentando aumento na Ultima etapa.

Na fase de caracterizacdo, a contaminagcao por mesofilos na superficie das
maos dos ordenhadores, antes da ordenha, estava em 4,54 log UFC/ cm?, reduziu
nas fases seguintes. Nas maos depois da ordenha, a contagem iniciou em 2,85 log
UFC/ cm?, e aumentou ao final do treinamento. J4 a contagem de psicrotréficos
manteve-se em torno de 1,0 log UFC/ cm2 paras as maos, antes e depois da
ordenha, em todas as fases do estudo.

Com relacdo a contaminacdo de equipamentos, no momento antes da
ordenha, a primeira coleta diagnosticou contagem por mesdfilos em 3,33 log
UFC/cm3, aumento no segundo periodo e reducdes conseguintes até o 6° periodo. A
contagem da superficie das teteiras, no momento apdos a ordenha foi de 3,7 e 5,84
log UFC/cm3 nas primeiras fases, reduzindo durante o periodo da educacgéo
sanitaria, elevando-se na fase final. Para psicrotréficos, a contaminacdo nor
equipamentos foi de 1,0 log UFC/cm3 em todas as 6 etapas da educacado sanitaria,
tanto antes quanto depois da ordenha. A agua da propriedade D apresentou
contaminagao constante de 1,0 log UFC/mL.

Para contagem bacteriana total (ou contagem padrdao em placa), a IN 62
estipula o valor de 300.000 UFC/mL entre os periodos de junho de 2014 até julho de
2016, e 100.000 UFC/mL (equivalente a 5,0 log UFC/mL) a partir de julho de 2016
(BRASIL, 2011). Considerando os prazos finais da IN 62, todas as propriedades
apresentaram contagens elevadas na fase de caracterizagcdo, acima do permitido.
Estes resultados condizem com os encontrapor por Winck e Thaler Neto (2009), que
obtiveram 73,1% (121) das propriedades estudadas apresentando CBT acima de 6
log UFC/mL de leite. Guerreiro et al. (2005) detectaram, na fase de caracterizacao,
propriedades com indices de contaminacdo bacteriana no leite refrigerado na base
de 6 log UFC/mL. Vallin et al. (2009) constataram que 21 (45,65%) propriedades
submetidas a um programa de praticas higiénicas de manejo apresentaram CBT
acima de 6 log UFC/mL.

A fazenda D foi a Unica propriedade que iniciou a educacdo sanitaria com
valor de contagem de mesofilos acima do permitido pela IN 62 e obteve reducéo
continua ao longo das fases, até enquadrar-se na legislacdo. As demais
propriedades apresentaram redugdes, mas nao suficientes para estarem conformes

com a IN 62.
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Santana et al. (2001) evidenciaram que, na propriedade leiteira, as principais
fontes de contaminacdo por aerdbios mesofilos, em ordem decrescente, sdo a
superficie e a agua residual de latdes, tanques de expansdo e tetos mal
higienizados. Dessa forma, infere-se que as reducdes das contagens de mesdofilos
no tanque, maos e quipamentos de ordenha da propriedade D possam ter sido mais
efetivas devido as diversas modificacbes efetuadas pelo proprietario na
infraestrutura e manejo de ordenha. Houve substituicdo do freezer por tanque de
expansao e introducao da lavagem automatica dos equipamentos, que possibilitou o
uso de detergentes especificos no processo de higienizacdo. Além disso, este
resultado € compativel com o encontrado por Guerreiro et al. (2005), os quais
afirmaram que a propriedade mais engajada ao estudo educional foi a que obteve
reducdes mais significativas nas contagens bacterianas.

O Brasil ndo possui nenhum padréo oficial para contaminacdo por mesofilos
aerdbios em superficies que tenham contato com alimentos, seja na forma crua ou
processada. Dessa forma, utiliza-se como limite os padrfes estipulados pela
Organizacdo Mundial de Saude (OMS), a qual indica o limite de 50 UFC/cmz2,
correspondente a 1,70 log UFC/cm2. A falta de limites oficiais atualizados para
avaliar superficies como méaos de manipuladores, equipamentos e utensilios que
entrem em contato com a matéria prima, tornam limitada a avaliacdo da
contaminacdo de maos de ordenhadores e quipamento de ordenha, assim como a
eficiéncia da educacéo sanitaria.

Ao longo da educacdo sanitéria, de modo geral, as propriedades A e B, que
alegavam ter incluso na rotina de ordenha a lavagem com detergentes, né&o
apresentaram alteracdes nas contagens de mesdfilos na superficie das teteiras nos
momentos antes e depois da ordenha. As propriedades C e D, ap6s o modulo de
higienizagdo (modulo 2), obtiveram reducdo nas contagens nestes locais. No
entanto, Santana et al. (2001) afirmaram que apenas a higienizacdo dos
equipamentos como rotina na propriedade ndo garante a remocéo dos componentes
do leite e microrganismos.

Deve-se destacar que a eficiéncia da higiene de equipamentos e utensilios
esta relacionada com o uso das concetracbes corretas dos detergentes e
sanitizantes, além da temperatura especifica. Dessa forma, conclui-se que a
auséncia de reducao nas contagens de mesofilos nas propriedades A e B podem ter

sido relacionadas as falhas técnicas no procedimento de higienizacdo, como
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controle do tempo e temperatura necessarios para acao eficiente dos produtos. Nas
propriedades C e D ndo se realizava regularmente a higienizagdo até o inicio do
programa de educacdo sanitaria, sendo que a propriedade D ndo possuia sistema
de lavagem automatica. Estes fatos justificam a diminuicdo mais efetiva na
contagem de mesodfilos apos o treinamento.

A 4gua apresentou contaminacdes por mesofilos em torno de 3 log UFC/mL
em todas as propriedades, e estes niveis ndo sofreram reducdes aparentes durante
a educacdo sanitaria. Este fato pode ter ocorrido devido ao uso do cloro, sem o
devido conhecimento da quantidade, concentracdo e tempo de acao corretos deste
produto para tratamento da &gua, conforme o tipo de reservatorio de cada
propriedade. Além disso, houve auséncia do conhecimento das propriedades fisico-
guimicas da agua. Segundo Santana et al. (2001), a agua pode representar uma
fonte de contaminacdo do leite cru, através do uso na lavagem dos tetos,
equipamentos, utensilios e tanques de refrigeracdo. As caracteristicas fisico-
guimicas da agua podem também influenciar na acdo das solucbes destinadas a
higienizacdo de tanques e equipamentos (SANTOS e FONSECA, 2007). Este fato
indica que os investimentos em equipamentos e solu¢gdes sanitizantes podem ser
insuficientes se ndo hé rotina de analises da agua.

Deve-se ressaltar que a proporcéo aceita para psicrotroficos € de no maximo
10% dos microrganismos totais (BRASIL, 1976), no entanto, em todas as
propriedades avaliadas a contagem de psicritroficos representava mais do que 10%
da contagem de mesdfilos, em todos os pontos de coleta. De acordo com Santos e
Fonseca (2007), os psicrotréficos sdo oriundos do ambiente, contaminam o leite
através das falhas no manejo higiénico de tetos, mados e equipamentos e
comprometem o rendimento de derivados. De modo geral, maos, equipamentos e
agua nao apresentaram valores superiores a 1 log UFC/mL de psicrotroficos.

O leite dos tanques de refrigeracdo demonstraram valores elevados desde a
fase de caracterizacdo nas fazendas A e B, reduzindo até 2 log UFC/mL ao final da
educacgdo sanitaria. Nas fazendas C e D o comportamento foi inverso. Estas altas
contagens podem indicar falhas na higienizacdo de tetos, ou variacédo no intervalo de
dias de armazenagem do leite no tanque, até o recolhimento pelo laticinio. O tempo
ideal de retirada do leite do tanque de refrigeracdo é de até 48 horas (BRASIL,
2011). Em alguns locais, a contagem de pscicrotréficos excedeu a de mesofilos.

Este resultado também foi relatado por Santana et al. (2001). Porém, estes autores
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concluiram que o método de contagem de mesdfilos pode ndo ser eficiente para

estimar a contagem total de microrganismos existentes no leite.
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Tabela 15. Contagem de mesdfilos e psicrotréficos em diversos pontos do processo de ordenha e armazenagem do leite durante das seis fases de coleta na

fazenda A.
Pontos de coleta
; ; ‘ Mao antes da Ma&o depois da Teteira antes da  Teteira depois da
Microrganismos Fase de coleta
g (lo T?Jr::qg/?m_) (lo ﬁ?:LgmL) ordenha (log ordenha (log ordenha (log ordenha (log
9 9 UFC/cm?) UFC/cm?) UFC/cm®) UFC/cm?®)
Caracterizagéo 6,48 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
2 4,34 2,70 1,48 2,63 5,10 1,83
Meséfilos 3 4,29 3,72 4,90 4,96 1,61 4,40
4 6,35 3,38 3,94 4,74 5,81 5,04
5 6,31 2,10 2,03 2,69 3,26 3,57
6 6,09 1,00 4,21 4,19 5,19 4,31
Caracterizagéo 6,78 4,48 1,00 1,00 1,00 1,00
2 5,34 2,70 1,48 2,63 5,10 1,83
: - 3 6,78 1,00 2,71 3,44 1,00 3,68
Psicrotroficos
4 4,48 1,00 1,04 1,00 1,00 1,00
5 4,48 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
6 4,48 1,00 1,96 2,23 2,60 2,40

UFC: unidades formadoras de colbnia.
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Tabela 16. Contagem de mesofilos e psicrotréficos em diversos pontos do processo de ordenha e armazenagem do leite durante das seis fases de coleta na
fazenda B.

Pontos de coleta

: ; < Mao antes da Mao depois da Teteira antes da  Teteira depois da
Microrganismos Fase de coleta
g (lo T?Jr::qg/?m_) (lo ﬁ?:uC?/mL) ordenha (log ordenha (log ordenha (log ordenha (log
9 9 UFClcm?) UFC/cm?) UFClcm?) UFClcm?)
Caracterizacéo 6,78 411 1,00 1,00
2 5,33 4,85 1,54 4,34 1,77 3,80
Mesdfilos 3 6,37 4,40 4,77 3,58 5,62 3,50
4 5,47 2,11 3,38 3,80 5,49 4,27
5 6,48 3,30 2,82 3,15 4,61 4,02
6 6,78 3,40 4,54 3,82 4,77 5,77
Caracterizagéo 6,15 3,30 1,00 1,00
2 5,40 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
. e 3 6,78 1,00 4,70 1,00 1,00 2,65
Psicrotréficos
4 4,48 1,00 1,85 1,28 2,55 2,55
5 4,48 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
6 4,48 1,90 2,39 2,14 2,55 2,55

UFC: unidades formadoras de colbnia.
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Tabela 17. Contagem de mesdfilos e psicrotroficos em diversos pontos do processo de ordenha e armazenagem do leite durante das seis fases de coleta na
fazenda C.

Pontos de coleta

Microrganismos Fase de coleta Tanaue Aqua Mao antes da Mao depois da Teteira antes da  Teteira depois da
(lo UFqC/mL) (lo U?:C/mL) ordenha (log ordenha (log ordenha (log ordenha (log
9 9 UFC/cm?) UFC/cm?) UFC/cm®) UFC/cm?®)

Caracterizacéo 5,59 6,48 3,34 2,79 1,00 3,51

2 6,01 3,18 3,05 2,34 2,90 3,19

Mesofilos 3 6,36 4,11 2,82 2,38 1,18 1,04
4 5,24 2,91 4,86 2,62 1,41 1,15

5 5,13 3,18 1,81 2,42 0,95 1,70

6 5,83 4,26 1,89 3,67 5,23 3,48

Caracterizacéo 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00

2 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00

: - 3 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00

Psicrotroficos

4 3,43 1,70 0,85 1,41 1,00 1,00

5 2,95 1,00 1,00 1,00 2,60 2,16

6 3,06 2,35 1,00 0,48 2,78 2,40

UFC: unidades formadoras de colbnia.
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Tabela 18. Contagem de mesdfilos e psicrotréficos em diversos pontos do processo de ordenha e armazenagem do leite durante das seis fases de coleta na
fazenda D.

Pontos de coleta

Microrganismos Fase de coleta Tanaue Aqua Mao antes da Mao depois da Teteira antes da  Teteira depois da
(lo UFqC/mL) (lo U?:C/mL) ordenha (log ordenha (log ordenha (log ordenha (log
9 9 UFC/cm?) UFC/cm?) UFC/cm?®) UFC/cm?®)

Caracterizacéo 6,28 1,00 454 2,89 3,33 3,71

2 6,17 3,00 3,12 3,67 5,84 5,84

Mesofilos 3 6,76 1,00 1,00 2,06 1,00 1,00

4 3,93 2,34 1,85 1,40 1,68 1,53

5 3,85 2,23 2,94 2,02 3,16 1,00

6 4,78 3,48 2,47 3,24 3,71 0,48

Caracterizacéo 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00

2 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00

. e 3 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00

Psicrotréficos

4 4,67 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00

5 3,67 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00

6 4,92 1,00 1,49 1,45 0,90 1,00

UFC: unidades formadoras de colbnia.
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7.4.2 Contagem de coliformes e deteccao de Escherichia coli

Nao ha legislacdo vigente para contagens de coliformes em leite cru, dessa
forma, a recomendacao de Philpot e Nickerson (2002) € de valores abaixo de 10
NMP/mL (1 log NMP/mL), sendo a faixa entre 10 e 100 NMP/mL (1,0 a 2,0 log
NMP/mL) considerada aceitavel por estes autores.

A fazenda A apresentou contaminacdo por coliformes a 35°C de 3,04 log
NMP/mL no leite refrigerado em praticamente todas as fases, com 1,36 log NMP/mL
na fase 2. Foram observados valores crescentes ao longo dos periodos de coleta,
desde a fase inicial, com 1,36 até 3,04 log NMP/mL para coliformes a 45°C. Na
agua da propriedade, ao longo do treinamento, a detec¢cdo de ambos 0s grupos de
coliforme, foi inferior a 1,0 log NMP/mL. A contaminagdo de coliformes para
superficies de méos dos ordenhadores e equipamentos, nos momentos antes e
depois da ordenha, em todas as fases de coleta, demonstrou variacdo, mantendo-se
em 2,0 log NMP/cm2. A Tabela 19 contém os niveis de contaminagdo do leite
refrigerado, superficie das teteiras e méos e agua da fazenda A por coliformes 35°C
e 45°C.

A propriedade B teve contaminacdo de coliformes em superficies de maos
dos ordenhadores e equipamentos, antes e depois da ordenha, em todas as fases
de coleta, com valor de 2,0 log NMP/cm2. Na agua desta propriedade, durante todas
as coletas, a deteccéo de coliformes foi inferior a 1,0 log NMP/mL. Na Tabela 20
estdo os dados de contaminacao por coliformas na fazenda B.

A propriedade C iniciou o estudo com o leite refrigerado apresentando
contaminagdo por coliformes a 35°C menor que 1,0 log NMP/mL e a partir da
terceira coleta aumentou para 3,04 log NMP/mL, mantendo-se neste patamar até o
final. Os niveis de coliformes a 45°C mantiveram-se até a 5% coleta em niveis
inferiores a 1,0 log NMP/mL e aumentaram até 3,04 log NMP/mL no periodo final.
Para esta propriedade, a contaminacéo por coliformes nas superficies de maos dos
ordenhadores e equipamentos, antes e depois da ordenha e em todas as fases de
coleta teve pouca variagcdo, mantendo-se em 2,0 log NMP/cmz2. A dgua apresentou
valores inferiores a 1,0 log NMP/mL. A Tabela 21 contém os resultados de
estimativa de coliformes para a fazenda C.

A contaminacado de coliformes para superficies de méos dos ordenhadores e
equipamentos, nos momentos antes e depois da ordenha, em todas as fases de
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coleta, manteve-se em torno de 1,0 a 2,0 log NMP/cm? e 2,0 log NMP/cms3,
respectivamente. Na agua os niveis foram inferiores a 1,0 log NMP/mL. Na Tabela
22 estao dispostos os resultados de coliformes para a fazenda D.

De modo geral, todas as propriedades apresentaram contaminacfes de até
3,0 log NMP/mL no leite de tanque e entre 1,0 a 2,0 log NMP/mL em superficies
(méos dos ordenhadores e equipamentos), antes e depois da ordenha durante o
periodo de coletas.

Em todas as propriedades detectou-se contaminagédo por coliformes a 35°C
na faixa de 3 log UFC/mL no leite cru refrigerado, ou seja, nenhuma atendeu ao
indice recomendado de (1,0 a 2,0 log NMP/mL) de Philpot e Nickerson (2002). A
presenca de coliformes nas maos e teteiras podem indicar fonte de contaminacéo

para o leire cru armazenado nos tanques de refrigeracao.
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Tabela 19. Contagem de coliformes a 35°C e 45°C em diversos pontos do processo de ordenha e armazenagem do leite durante das seis fases de coleta na
fazenda A.

Pontos de coleta

Mé&o antes da M&o depoisda  Teteira antes da  Teteira depois da

Microrganismos Fase de coleta A
g (lo Tlélrll/?;/emL) (lo QI%/ILIJDa/mL) ordenha (log ordenha (log ordenha (log NMP ordenha (log NMP
9 9 NMP /cm?) NMP /cm?) lcm®) lcm®)
Caracterizacéo 3,04 0,48 1,52 0,86 1,51 0,76
2 1,36 0,96 0,48 0,48 0,48 0,48
Coliformes 35°C 3 3,04 0,48 1,52 1,52 0,48 2,17
4 3,04 0,48 1,52 0,48 2,17 0,48
5 3,04 0,48 0,48 1,52 1,51 2,17
6 3,04 0,48 0,48 0,48 0,48 2,17
Caracterizagao 1,36 0,48 0,48 0,48 0,76 0,48
2 0,48 0,48 0,48 0,48 0,48 0,48
Coliformes 45°C 3 1,36 0,48 0,48 0,48 0,48 1,51
4 0,48 0,48 1,52 0,48 2,17 0,48
5 3,04 0,48 0,48 0,48 1,51 2,17
6 3,04 0,48 0,48 0,48 0,48 0,49

NMP: Niumero mais provavel.
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Tabela 20. Contagem de coliformes a 35C° e 45°C em diversos pontos do processo de ordenha e armazenagem do leite durante das seis fases de coleta na
fazenda B.

Pontos de coleta

: ; ‘ Mao antes da Mao depoisda  Teteira antes da  Teteira depois da
Microrganismos Fase de coleta
g (lo Tl?lrll/?;/emL) (lo QI%/ILIJDa/mL) ordenha (log ordenha (log ordenha (log NMP ordenha (log NMP
9 9 NMP /cm?) NMP /cm?) Jcm?) /cm®)
Caracterizagao 3,04 2,38 0,48 0,48
2 2,66 0,48 0,48 0,48 1,45 0,48
Coliformes 35°C 3 3,04 0,48 1,41 0,48 2,11 0,48
4 3,04 3,04 1,41 1,41 2,11 2,11
5 3,04 0,48 0,48 0,48 1,45 0,48
6 3,04 2,38 0,48 1,41 2,11 2,11
Caracterizagao 0,48 0,48 0,48 0,48
2 0,48 0,48 0,48 0,48 0,48 0,48
Coliformes 45°C 3 0,48 0,48 1,03 0,48 0,48 0,48
4 0,48 0,48 0,48 0,48 0,48 0,48
5 0,48 0,48 0,48 0,48 0,48 0,48
6 1,43 0,48 0,48 1,41 0,48 0,48

NMP: Niumero mais provavel.
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Tabela 21. Contagem de coliformes a 35°C e 45°C em diversos pontos do processo de ordenha e armazenagem do leite durante das seis fases de coleta na
fazenda C.

Pontos de coleta

; ; ‘ Mao antes da Mao depoisda  Teteira antes da  Teteira depois da
Microrganismos Fase de coleta

g (lo Tlillrll/?g/emL) (lo Ifl\lg\]/ll:Da/mL) ordenha (log ordenha (log ordenha (log NMP ordenha (log NMP

9 9 NMP /cm?) NMP /cm?) lcm®) lcm®)

Caracterizagao 0,48 0,48 0,48 0,48 0,48 0,48

2 0,48 0,48 0,48 0,48 0,48 0,48

Coliformes 35°C 3 3,04 0,48 1,50 0,48 0,48 0,48

4 3,04 0,48 0,48 1,50 0,48 0,48

5 3,04 0,96 0,48 0,48 0,48 0,48

6 3,04 1,36 0,48 1,50 2,10 2,10

Caracterizagéo 0,48 0,48 0,48 0,48 0,48 0,48

2 0,48 0,48 0,48 0,48 0,48 0,48

Coliformes 45°C 3 1,36 0,48 1,50 0,48 0,48 0,48

4 0,97 0,48 0,48 0,48 0,48 0,48

5 0,48 0,48 0,48 0,48 0,48 0,48

6 3,04 0,48 0,48 0,48 0,48 0,48

NMP: Nimero mais provavel.
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Tabela 22. Contagem de coliformes a 35°C e 45°C em diversos pontos do processo de ordenha e armazenagem do leite durante das seis fases de coleta na
fazenda D.

Pontos de coleta

Mé&o antes da M&o depoisda  Teteira antes da  Teteira depois da

Microrganismos Fase de coleta A
g (lo Tﬁlmgme) (lo Slg/l%a/mL) ordenha (log ordenha (log ordenha (log NMP ordenha (log NMP
9 9 NMP /cm?) NMP /cm?) lcm®) lcm®)
Caracterizagao 1,36 0,48 0,48 0,48 0,48 0,48
2 3,04 0,48 0,48 0,48 2,10 2,10
Coliformes 35°C 3 1,36 0,48 0,48 0,48 0,48 0,48
4 3,04 2,38 0,48 0,48 0,48 0,48
5 3,04 1,36 0,48 0,48 2,10 0,48
6 3,04 2,38 0,84 0,48 0,48 0,48
Caracterizagao 0,48 0,48 0,48 0,48 0,48 0,48
2 0,87 0,48 0,48 0,48 0,48 0,48
Coliformes 45°C 3 0,48 0,48 0,48 0,48 0,48 0,48
4 0,48 0,48 0,48 0,48 0,48 0,48
5 3,04 0,48 0,48 0,48 2,10 0,48
6 2,38 0,48 0,48 0,48 0,48 0,48

NMP: Nimero mais provavel.
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A Tabela 23 redne os pontos nos quais foi detectada a presenca de E. coli,
em cada fazenda, ao longo do programa de educacdo sanitéria. Observa-se que em
todos os periodos houve deteccdo em pelo menos um local, para todas as fazendas.
A propriedade A apresentou maior frequéncia de detecgéo de E. coli. Segundo Silva
et al. (2010), esta bactéria foi classificada como indicador de contaminacao fecal em
alimentos crus. Cepas de E. coli podem ser isoladas do trato digestério de animais
saudaveis (KARCH et al., 2002; CABAL et al., 2015). O leite pode ser contaminado
por via fecal, pela excrecdo das fezes contaminadas em contato com as teteiras,
promovendo consequente contaminagao do leite durante o processo de ordenha
(HUSSEIN e SAKUMA, 2005; FARROKH et al., 2013). Dessa forma, no caso do leite
refrigerado, a fonte destes microrganismos podem ser as fezes depositadas na sala
de ordenha, que entraram em contato com o leite no momento da ordenha, devido
as falhas no manejo higiénico de tetos e equipamentos nas fazendas estudadas.

Tondo e Bartz (2013) recomendam auséncia de coliformes fecais e E. coli nas
maos de manipuladores de alimentos e auséncia de E. coli em 100 cm2 em
superficies que entram em contato direto com alimentos. A consideracdo destas
recomendacdes no ambito de méos de ordenhadores e equipamentos de ordenha
tornam-se rigorosas devido ao local de ordenha ser propenso a presencga constante

de fezes.

Tabela 23. Presencga de E. coli em cada ponto de coleta ao longo dos seis periodos da educacao
sanitaria nas respectivas fazendas participantes.

Fazenda A Fazenda B Fazenda C Fazenda D
Ponto de
coleta Fase de coleta Fase de coleta  Fase de coleta Fase de coleta
1 23456 123456 123456 12345%6
Tanque + - + - + + N T S e L T T e
Méoantesda+__+__+_++____+_+______+
ordenha
Méodepoisda__+________+__+___+_____
ordenha
Teteira antes
da ordenha 2 A A
Tetelradep0|s+__+++___+______________

da ordenha

Agua L S R T S
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7.5ldentificagcdo molecular de Escherichia coli e pesquisa de genes de
viruléncia

7.5.1 PCR Multiplex

As andlises por PCR multiplex foram realizadas com o intuito de confirmar a
nivel genético, a presenca de E. coli nas amostras suspeitas apoés testes
microbiolégicos. Além disso, foram pesquisados genes de viruléncia nestas cepas,
com o intuito de investigar a presenca de E coli potencialmente patogénicas, nas
maos dos ordenhadores, equipamentos de ordenha, &gua e leite cru refrigerado.
Dessa forma, houve avaliacdo da circulagdo de cepas causadoras de infeccbes e
toxi—infec¢des alimentares ou morte, caso haja consumo do leite cru e derivados.
Também de cepas produtoras de toxinas, as quais podem reduzir a vida de
prateleira dos derivados lacteos, e cepas formadoras de biofilmes, que podem aderir
aos equipamentos e tubulacdes tanto nas propriedades quanto nos laticinios,
dificultando o controle higiénico destes locais.

A partir da reacdo 1 de PCR multiplex, o fragmento com tamanhos
moleculares de 903 pb, referente ao gene constitutivo (PHO), responsavel pela
producéo de fosfatase Alcalina em todos as cepas de E. coli, foi detectado em 100%
dos 37 isolados de E. coli. Também foi observada em 100% dos isolados de E. coli a
presenca do fragmento com 175 pb referente ao gene ST, responsavel pela
producdo da toxina termoestavel em cepas do patotipo Enterotoxigénico. Os
fragmentos observados apoOs eletroforese em gel de agarose 2% estdo
representados na Figura 16. Para confirmacédo da reacéo, utilizou-se como controle
positivo uma cepa de referéncia de E coli Enterohemorragica ATCC 43895, a qual
possui 0s genes PHO e eae. Também foi utilizado um controle negativo com agua
livre de DNA.

Na segunda reagdo de PCR multiplex, detectou—se em 100% das amostras o
fragmento de 190 bp referente ao gene Eagg do plasmidio pAA da aderéncia
agregativa (AA). Os fragmentos observados, apds eletroforese em gel de agarose

2% sao mostrados na Figura 17.
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Figura 16. Fragmentos de 903 pb e 175 pb observados nos isolados de E. coli, a partir da reacao 1

de PCR multiplex, ap6s eletroforese em gel de agarose 2%.

M: marcador molecular de 100 pb; [1 a 10]: amostras detectadas dos pontos de coleta; [+]: controle

positivo E. coli EHEC; [ - ]: controle negativo.

Figura 17. Fragmentos de 190 pb observados nos isolados de E. coli, a partir da reacdo 2 de PCR

multiplex, apés eletroforese em gel de agarose 2%.

M: marcador molecular de 100 pb; [1 a 10]: amostras detectadas dos pontos de coleta; [ - ]: controle

negativo.

7.5.2 PCR RFLP

Os Uunicos fragmentos nos quais pode-se afirmar que houve digestao
enzimatica realizada pela HINC Il, foram os de tamanho 903 pb referentes ao gene
PHO, os quais foram clivados em dois fragmentos de 334 pb e 559 pb, como

observado na Figura 18.
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Figura 18. Os fragmentos de 190 pb observados nos isolados de E. coli, a partir da reacao 2 de PCR
multiplex, apés eletroforese em gel de agarose 2%.

M - 1 2 3 4
4= 334pb
= 550,
M: marcador molecular de 50 pb; [1 a 4]: amostras detectadas dos pontos de coleta; [ - ]: controle

negativo.

7.5.3 Sequenciamento genético

Para confirmar a deteccédo dos genes PHO, ST e Eagg, os fragmentos com 0s
respectivos tamanhos moleculares de 903 pb, 175 pb e 190 pb foram sequenciados.
Os resultados obtidos no sequenciamento genético foram comparados as
informagdes contidas no banco de genes da National Center for Biotechnology
Information (NCBI), com auxilio da ferramenta BLAST (The Basic Local Alignment
Search Too — NCBI). Somente o gene PHO foi confirmado devido a obtencéo de
similaridade de 99% entre estes e as sequéncias da cepa de E. coli RM45E
registrada no banco de genes da NCBI como M29667.1.

Os demais fragmentos detectados com os tamanhos moleculares dos genes
ST e Eagg, que seriam pertencentes aos respectivos patotipos Enterotoxigénico e
Enteroagregativo, ndo apresentaram similaridade com as sequéncias genéticas
registradas no banco de genes da NCBI. Ou seja, a partir da reacdo de PCR
multiplex n&do foi possivel detectar os genes de viruléncia, assim como a
identificacdo de patotipos de E. coli.

Segundo Casadevall (1999) e Kuhnert et al. (2000), 0 mecanismo responsavel

pela patogenicidade desta bactéria é considerado complexo devido a presenca de


https://www.google.com.br/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwjOjYatoP_MAhVCfpAKHTn9AS0QFggcMAA&url=http%3A%2F%2Fwww.ncbi.nlm.nih.gov%2F&usg=AFQjCNEtxijk1bbk_J3zghYe8TRBijQ4rw&sig2=NRGOW54ec4mSWPYib2oKDw
https://www.google.com.br/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwjOjYatoP_MAhVCfpAKHTn9AS0QFggcMAA&url=http%3A%2F%2Fwww.ncbi.nlm.nih.gov%2F&usg=AFQjCNEtxijk1bbk_J3zghYe8TRBijQ4rw&sig2=NRGOW54ec4mSWPYib2oKDw
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/147236?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=6&RID=MNY2WY0B01R
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muitos fatores. Dessa forma, considera-se que a auséncia destes genes de
viruléncia especifica ndo elimina a possibilidade das cepas de E. coli encontradas
nos leite dos tanques de refrigeracéo e superficies de equipamentos de ordenha e
maos dos ordenhadores carregarem outros genes de viruléncia e serem

potencialmente patogénicas.

7.4.4 Estudo filogenético

Para confirmacdo do resultado obtido pelo sequenciamento genético,
realizou-se a reconstrucdo filogenética, tomando como sequéncia o gene PHO
contido no DNA das amostras isoladas ao longo do estudo. Utilizou-se para
comparacao, as sequéncias similares de E. coli contidas no GenBank da NCBI, e
demais representantes da familia Enterobacteriaceae. A Figura 19 demonstra que o
gene PHO identificado pelo PCR multiplex, nas amostras obtidas dos leites
refrigerados, e superficies de equipamentos de ordenha e méos dos ordenhadores,

sao originarios de cepas de Escherichia coli.

Figura 19. Reconstrucgéo filogenética pelo método de méxima verossimilhanca com base no gene
PHO de Escherichia coli.

19 E. coli Pho SP
a9 { E coli FAG1
E. coli FHIE5
100 420: E_coli RM45E

E. coli O111:H
9 ] { E coli k-12 Lac+
93 E.coli Sanji
E.coli 0104:H4

E.coli st0lav104

1 { Shigella sonessi

96 Shigella flexneri
—— Shigella flexneri 5
ol Shigella flexneri(2)

i 100

—— Klebsiella pneumoniae
14— Citrobacter freundii

Citrobacter freundii pCT*-M3
Citrobacter freundii CFMIH1

10 { ShlgE”E flexneri PWRS01
27 K. pneumoniae pNOM-MAR




91

O historico evolutivo foi inferido utilizando o método de verossimilhanca
maxima de risco (maximum likelihood) baseado no modelo de 2 parametros Kimura,
com auxilio do programa MEGA 7. A arvore apresentada é a que apresentou a maior
probabilidade log (-6299.0087). A porcentagem de taxa associada aos grupos esta
demonstrada ao lado dos clados. Foram obtidos algoritmos para uma matriz de
distancias entre pares, a qual foi estimada utilizando a abordagem de “‘maxima
verossimilhanga composite” (MCL), e selecionando a topologia com valor de log
probabilidade superior. A andlise envolveu 19 sequéncias de nucleotideos e todas
as posicdes contendo lacunas e dados em falta foram eliminados. Houve um total de

520 posig¢des no conjunto de dados.

8 CONCLUSAO

Considerando os limites para contagem de mesdfilos estipulados na IN 62, a
fazenda D foi a Unica propriedade que iniciou a educac¢do sanitaria com valor acima
do permitido e apresentou reduc¢éo continua, até se adequar a legislacdo. As demais
propriedades apresentaram reducfes, mas ndo suficientes para estarem em
conformidade com a IN 62. Com relacdo a CCS, a propriedade A ndo atendeu a
legislacdo em nenhuma das fases do projeto educativo, apresentando também os
maiores problemas com casos de mastite, a propriedade B esteve conforme durante
todo o periodo e as demais propriedades apresentaram variacoes.

A ndo deteccdo dos genes de viruléncia da E. coli ndo elimina a possibilidade
das cepas encontradas nas fazendas carregarem outros genes de viruléncia e
serem potencialmente patogénicas.

Com base no controle de modificacbes realizadas por parte dos produtores,
na infraestrutura e manejo de ordenha, e no monitoramento das contaminagdes por
microrganismos, observou-se que a Unica propriedade que demonstrou indices
reduzidos nas contaminacdes de modo geral foi a propriedade D. As demais

propriedades nao apresentaram modificacbes e investimentos em infraestrutura e



manejo de ordenha, fato que refletiu na manutencdo da situacéo
diagnosticada nas propriedades antes do inicio do estudo.
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ANEXO A — Termo de compromisso e livre esclarecimento

Propriedade:

Proprietario ou Responsavel:

Telefone: () ()

Local: Data: /]

Responséveis pelo projeto:

Prof. Dr. Andrezza Maria Fernandes — Departamento de Medicina Veterinaria (FZEA USP)
Contato: andrezzaf@usp.br / (19) 3565-4108

Marisa Matias de Franca — Zoot., Mestranda em Biociéncia animal (FZEA USP)
Contato: marisa.franca@usp.br / (19) 98219-5200
Rocio Contero — Bidloga, Doutoranda em Ciéncias dos alimentos (FZEA USP)
Contato: r.contero@usp.br / (19) 99671-7628

TERMO DE COMPROMISSO

A. Apresentacéo

Devido a diversidade dos sistemas de producéo leiteira brasileira e em acordo com a Instrucéo
Normativa 62 (IN 62), o projeto de pesquisa intitulado: “Estudo da influéncia da educacao sanitaria de
produtores e funcionarios sobre parametros de qualidade do leite e isolamento de microrganismos
causadores de mastite” sera realizado com o intuito de envolver produtores e funcionarios de niveis
socioecondmicos e infraestruturas distintos, em atividades que contribuam para a adequacdo as
normas sanitarias, em fazendas da regido de Pirassununga/SP.

Objetivo do projeto

e Treinar aos funcionarios e proprietarios da fazenda, ou atualizar o conhecimento técnico a
cerca do manejo na producao de leite com qualidade e produtividade, segundo a Instrucdo
normativa 62;

e Monitorar a qualidade do leite através de analises dos parametros microbiolégicos de
Contagem Total de Bactérias (CBT), Contagem de Células Somaticas (CCS) e patégenos
causadores de mastites, a partir da coleta de amostras de leite do tanque e de alguns animais
do rebanho;

B. Comprometimentos

O proprietario da Fazenda em questéo e os responsaveis do projeto concordam:
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De parte dos responsaveis do projeto:

¢ Realizar uma caracterizagao geral da fazenda, no manejo das Boas Praticas de Ordenha;

e Fazer coleta de amostras de leite por tanque para realizar as analises microbioldgicas, com
intervalo de 1 més, na data acordada com antecedéncia com o proprietario;

e Realizar capacitacfes técnicas para a implementacdo das Boas Praticas de Ordenha, com
determinacdo dos pontos criticos, a cada dois meses, nas datas e horarios adequados a
rotina do proprietario e funcionarios;

e Apoiar os funcionarios e proprietarios nos problemas ou dificuldades técnicas que se
apresentaram durante o projeto;

De parte do proprietario e funcionéarios da fazenda:

e Permitir e garantir o cumprimento das coletas de leite;
e Participar das reunifes técnicas de capacitagao;
e Preencher as fichas de registros relacionadas as atividades;

C. Custos

Serdo de responsabilidade da equipe do projeto os custos que envolvem 0s seguintes itens:

Equipe técnica especializada na capacitacdo;

Transporte dos técnicos durante a coleta das amostras e capacita¢ao;
Material didatico das capacita¢des técnicas tedricas-praticas.
Analises laboratoriais das amostras de leite;

Observacdo: Os investimentos referentes as melhorias sugeridas para o manejo da propriedade
serdo de responsabilidade dos proprietarios, quando estes decidirem realiza-las.

D. Utilizacdo das informacdes da propriedade

A fim de utilizacao restrita dos dados para pesquisa, apenas serao utilizados os resultados das
analises laboratoriais do leite e dados de producado da fazenda. As informacdes relacionadas aos
produtores, funcionarios, nome e enderec¢o das fazendas néo seréo divulgados.

E. Duracéo do projeto

O projeto tera duracéo de 10 meses a partir da data de inicio das atividades.

Estdo de acordo com as informac¢des contidas neste termo de compromisso 0s presentes,
abaixo assinados:

Responsavel pela fazenda:

Docente Responsavel:

Pds graduando (a) Responsavel:

Profd. Dr2. Andrezza Maria Fernandes
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ANEXO B - Ficha de caracterizacao da propriedade

Propriedade: Cadigo:

Proprietario ou Responsavel:

Telefone: () ()

Localizac&o propriedade

Endereco:
Cidade: Estado:
Laticinio captador: Data: [/ |

Responséveis pelo projeto:

Prof. Dr. Andrezza Maria Fernandes — Departamento de Medicina Veterinaria (FZEA USP)
Contato: andrezzaf@usp.br /(19) 3565-4108
Marisa Matias de Franca — Zoot., Mestranda em Biociéncia animal (FZEA USP)
Contato: marisa.franca@usp.br / (19) 98219-5200

Rocio Contero — Bidloga, Doutoranda em Ciéncias dos alimentos (FZEA USP)
Contato: r.contero@usp.br / (19) 99671-7628

FICHA DE CARACTERIZACAO DA PROPRIEDADE E REBANHO

1. Perfil do proprietario

1.1 Nome

1.2 Idade 1.3Sexo( )M( )F

1.4 Grau de escolaridade

( ) N&o alfabetizado

( ) Ensino Fundamental ( ) completo ( ) incompleto
( ) Ensino Médio ( ) completo ( ) incompleto
( ) Ensino Superior ( ) completo () incompleto
Curso:

1.5 Ocupacéo/atividade na propriedade

1.6 Tempo de trabalho na propriedade

2. Avaliacdo do conhecimento técnico



2.1 Vocé reconhece aimportancia de treinamentos para melhoria da qualidade do leite?
Sim( ) Nao ()
2.2 Vocé fez algum curso ou treinamento sobre manejo de gado leiteiro?
Sim( ) Nao( ) Especificar:
2.3 Que tdpicos vocé que aprender / Aprofundar?

3. Caracteristicas gerais da propriedade

3.1 Areatotal: ha
3.2 Outras atividades desenvolvidas:
( ) Bovinocultura de corte () Caprinocultura / Ovinocultura

( ) Avicultura (corte ou postura)

() Agricultura Especificar: () Outros:

3.3. Raca predominante do rebanho:
( ) Holandés ( ) Girolando () SRD
() Gir () Jersey

3.4 Compra de animais: Sim ( ) N&o ()

Frequéncia:

3.5 Remuneracéo: R$/Litro

3.6 Producéo de leite média: Litro/dia.
3.7Numero total de animais no rebanho

3.8 Bezerros lactantes machos__
3.9 Nimero de vacas em lactagao:

3.11 Numero de vacas de primeira cria:

3.12 Numero de vacas de segunda cria:

3.13 Nimero de vacas de terceira cria:

3.14 Nimero de vacas com mais de 3 crias:

3.15 Nimero de vacas secas:

4. Sistemade producéo:
() Semi-intensivo () Intensivo () Extensivo

5. Infraestrutura e méo de obra da propriedade:

5.1 Origem da méo de obra para a ordenha:
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( ) Contratada () Familiar () Contratada e familiar

NUmero de funcionarios:

5.2 Local de ordenha:

() Sala de ordenha () Curral Outro:

5.3 Sistema de ordenha:

( ) Ordenha manual () Mecanizada Balde ao pé () Mecanizada canalizada
5.4 Numero de ordenhas por dia:

() Uma () Duas () Trés

5.5 Intervalo de ordenha:

5.6 Armazenagem do leite
() Tanque de expanséao direta () Tanque de imerséo

() Tanque coletivo () Entrega em latdo na indUstria

5.7 Intervalo de coleta do leite na propriedade por parte do laticinio:

()24 horas—1dia ( )48 horas - 2 dias ( ) Mais de 48 horas

6. Controle e prevencdo de mastite

6.1 Hd acompanhamento do rebanho por um técnico?
() Zootecnista () Veterinario () Agrbnomo
() Técnico agricola () N&o ha
6.2 Realiza exame dos primeiros jatos de leite (teste da caneca de fundo escuro)?

() Nao () Sim Frequéncia:

6.3 Lava os tetos com agua antes da ordenha? () Sim () Nao
() Quando necessario
6.4 Desinfeta os tetos antes da ordenha?
() Nao () Sim Produto:
6.5 Qual material utilizado para secagem dos tetos?
() Nao seca () Papel toalha () Pano comum () Outro:
6.6. Desinfeta os tetos depois da ordenha?
() Nao () Sim Produto:
6.7. Realiza o tratamento de todos os casos clinicos de mastite?

() Sim () Néao
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6.8. Realiza o tratamento da vaca seca (tratamento a secagem)?
() Todos as vacas () Parte das vacas
() Néo realiza

6.9. Qual o critério para descarte de animais?
() Mastite crdnica () Outras doencas

() Baixa producéao () Outro

6.10. Envia amostras de leite de animais para analises laboratoriais?
() Sim () Nao
6.11 Se envia,qual é afinalidade das analises?
() Identificagdo de patégenos da mastite () Antibiograma
() Contagem de células sométicas Obs: () Animais () Rebanho
() Composicéo

6.12 Observa e respeita o periodo de caréncia quando trata as vacas em lactagcdo com
antimicrobianos?

()Sim () Nao
6.13 Qual é o destino do leite com residuos de antimicrobianos?
() Fornecido apenas os bezerros machos () Fornecido a todos os bezerros

() Outro destino:

7. Aplicac&o de antibiéticos

7.1. Quais 0s casos em que usa tratamento com antimicrobianos das vacas?
() Doencga de casco () Mastite () Pneumonia

() Diarréia () Metrite () Outros

7.2. HA um protocolo de uso de antimicrobianos para tratamento de mastite?
() Sim () Néo
7.3. Se a resposta do item 7.2 for afirmativa, anotar o protocolo

usado:

7.4. Quem recomenda os medicamentos para tratamento da mastite?

( ) Técnico ( ) Proprietario () Outro

7.5. Ha registro (anotacédo) dos tratamentos para mastite?
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() Sim () Nao
7.6. Ha registro (anotacdo) dos tratamentos para outras doencas?
() Sim () Nao
7.7. Utiliza alguma maneira visual para marcar os animais tratados com antimicrobianos?
() Sim () Nao
7.8. Utiliza algum antimicrobiano da linha ndo-veterinaria para tratamento da mastite?
() Sim () Nao

7.9. Quantos tratamentos de mastite clinica foram realizados no Gltimo més?

7.10. Anotar o nome comercial e as bases dos antimicrobianos utilizados na propriedade:

8. Limpeza e higienizagdo de equipamentos e instalagées

8.1Frequéncia de lavagem da instalacdo de ordenha:
( ) Apés cada ordenha ( ) Mensalmente
( ) Diariamente ( ) N&o é realizada
( ) Semanalmente
8.2 Frequéncia de lavagem dos equipamentos e utensilios de ordenha:
( ) Apos cada ordenha () Mensalmente
( ) Diariamente ( ) Nao é realizada
( ) Semanalmente
8.3 Lavagem do tanque apds a entrega do leite ao laticinio:
()sim () ndo
8.4 Utilizagao de detergentes especificos para a lavagem dos equipamentos:
()sim ( ) néo

Especificar:

9. Origem da agua

9.1 Origem da &gua utilizada na higienizacdo dos equipamentos de ordenha:

( ) Rede de distribuicéo () Cisterna
() Poco artesiano ( ) outro
( ) Riacho

9.2 Tratamento da agua utilizada na propriedade:

( ) sim Especificar: ( ) nédo




9.3 Analise da agua utilizada:
( ) sim Periodicidade: ( ) ndo

10. Manejo reprodutivo

10.1 Manejo adotado na fazenda: () Inseminacéo artificial ( ) Monta natural
10.2 Idade média da 12 cobertura:
10.3 Intervalo entre partos (média): ( ) 12 a 15 ( ) mais de 15 meses

10.4 Forma de deteccédo de cio:

10.5 Reposicéao do plantel:

11. Manejo nutricional

Bezerros

Novilhas

Vacas em lactacéo

Vacas secas

Formulacdo do concentrado adquirida em casa Agropecudria:
( )sim ( )néo

Oferta de volumoso: ( ) feno ( ) silagem ( ) residuos/subprodutos
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Tipo de pastagem no verao

Tipo de pastagem no inverno




