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RESUMO

Objetivou-se com este artigo avaliar a qualidade mi-
crobiolégica do leite de vacas com mastite subclinica
através do teste de Contagem de Coliformes Totais
e Fecais. Também realizar um levantamento clinico
epidemioldgico por propriedade estudada para iden-
tificar os fatores associados a ocorréncia da infecgéo
da glandula mamaria, ao manejo, ao controle e a pro-
filaxia para mastite. As amostras foram coletadas de
propriedade do municipio de Bom Jesus — PI durante
0s meses de agosto e setembro 2013 e levada para
o Laboratério de Microbiologia de Alimentos da UFPI/
CPCE para analises. Os resultados para Contagem
Padrao de Placa estdo dentro da normativa para leite
cru refrigerado, das 16 amostras 100% estava abai-
xo de 6,0 x 105UFC/ml. Para Coliformes totais e E.C
todas as amostras deram acima do que rege a IN 62
para leite pasteurizado. Com base no questionario
aplicado, constatou-se que em todas as propriedades
havia falhas nos procedimentos de higiene e limpeza
bem como a falta de conhecimento sobre o controle a
prevencgao da mastite.

Keywords: Mastite subclinica, Coliformes totais e fe-
cais, microrganismo.
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MICROBIOLOGICAL ANALYSIS OF THE MILK OF
COWS WITH SUBCLINICAL MASTITIS IN THE
MUNICIPALITY OF BOM JESUS-PI

ABSTRACT

The objective of this article to evaluate the microbi-
ological quality of cows with subclinical mastitis by
Count Total Coliform test and fecal as well as conduct
a clinical epidemiological survey by property studied
to identify factors associated with the occurrence of
mammary gland infection, the management, control
and prophylaxis of mastitis. Samples were collected
owned by the municipality of Bom Jesus - PI during
the months of August and September 2013 and taken
to the Food Microbiology Laboratory of UFPI / CPCE
for analysis. The results for Plate Count Standard are
within the rules for refrigerated raw milk, 16 samples
of 100% was below 6.0 x 1T05UFC / ml. For total coli-
forms and EC all samples gave up governing the IN
62 to pasteurized milk. Based on the questionnaire, it
was found that in all the properties had failures in hy-
giene and cleaning procedures and the lack of knowl-
edge about the prevention of mastitis control.
Keyword: Subclinical mastitis, total and fecal colifor-
ms, microorganism.
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INTRODUGAO

O leite é definido como, sem outra especificagao, o
produto oriundo de ordenha completa e ininterrupta,
em condigdes de higiene, de vacas sadias, bem ali-
mentadas e descansadas (GONZALEZ et al., 2004).
Liquido de cor branca ou ligeiramente amarelado,
opaco, de odor suave e gosto adocicado. Produto in-
tegro obtido de uma ou mais ordenhas higiénicas de
uma ou mais fémeas leiteiras em bom estado de sau-
de, ndo cansadas, bem nutridas, recolhido de forma
ideal e sem colostro (CARDOSO & ARAUJO, 2004).
Este produto é utilizado como alimento basico na die-
ta humana em todas as faixas etarias principalmente
por ser um dos produtos mais completos do ponto de
vista nutricional. Possui alta digestibilidade, indiscu-
tivel valor bioldgico e excelente fonte de proteina e
calcio, contendo teores elevados de tiamina, niacina
e magnésio (DIAS, 2007).

E considerado como um meio de cultura natural e
bastante favoravel a reproducdo ativa das bactérias
(RIBEIRO JUNIOR et al., 2011). A presenca de coli-
formes nos alimentos é de grande importancia para
a indicagao de contaminacao durante o processo de
fabricagdo ou mesmo pdés-processamento. Os micror-
ganismos indicadores sao grupos ou espécies que,
quando presentes em um alimento, podem fornecer
informagdes sobre a ocorréncia de contaminacgao fe-
cal, sobre a provavel presenga de patdégenos ou so-
bre a deterioracao potencial de um alimento, além de
poder indicar condi¢des sanitarias inadequadas du-
rante o processamento, producado ou armazenamento
(SOUZA et al., 2009). A Contagem Bacteriana Total
(CBT) é um paréametro relacionado diretamente com
a higiene de utensilios utilizados durante a ordenha
bem como a estocagem adequada do leite, apds sua
retirada, a 4°C. Portanto, a CBT é um parametro que
pode ser modificado com rapidez e facilidade, devido
ao fato de estar ligado a falhas na limpeza e desinfec-
¢éo incorretas (CERQUEIRA, 2010).

Dentre as patologias relacionadas as glandulas ma-
marias que contribuem para a contaminagao do leite,
a mastite é a inflamagéo da glandula mamaria que
se caracteriza por apresentar alteragdes patologicas
no tecido glandular e uma série de modificagdes fisi-
co-quimicas no leite. As mais comumente observadas
séo: alteracdo de coloragao, aparecimento de coagu-

los e presenga de grande numero de leucécitos (SILVA
et al., 2007). Existem ainda as formas subclinicas que
sao diagnosticadas principalmente através do exame
de contagem de células somaticas (CCS) no leite. Na
regido do nordeste brasileiro, desde janeiro de 2013,
a CCS aceitavel, de acordo com a IN 62/2011, é de
6,0 x 105 CS/mL de leite, (MAPA, 2012). A causa mais
comum e importante da mastite € aquela de natureza
infecciosa, causada por bactérias e/ou fungos. A con-
taminagdo microbiana do leite interfere na sua quali-
dade e reflete as condigbes sanitarias de producao e
a saude do rebanho (GUERREIRO et al., 2005).

Objetivou-se com esse trabalho avaliar a qualidade
microbiolégica do leite de vacas com mastite subclini-
ca através do teste de Contagem de Coliformes Totais
e Fecais. E também realizar um levantamento clinico
epidemioldgicos por propriedade estudada para iden-
tificar os fatores associados a ocorréncia da infeccéo
da glandula mamaria, manejo, controle e profilaxia
para mastite.

MATERIAL E METODOS

Levantamento de dados

Foram analisados 81 animais procedentes de sete
propriedades de exploracgao leiteira do Municipio de
Bom Jesus - Pl no periodo de agosto a setembro de
2013. Nos rebanhos estudados o sistema de criacéo
era semi-intensivo, sendo os animais alimentados a
base de concentrado e volumoso, recebendo agua
procedente de pogos e agudes, com producdo média
diaria de 5 L de leite por animal. Os animais eram
ordenhados uma ou duas vezes ao dia, pelo sistema
de ordenha manual. As ragas predominantes nos re-
banhos leiteiros estudados eram holandesa, Gir, Giro-
lando, porém em algumas propriedades observou-se
a utilizagao de animais mestigos de outras ragas.

As amostras de leite foram retiradas dos quartos ma-
marios apos o descarte dos dois primeiros jatos de
leite, seguindo-se o teste da caneca telada, e o Ca-
lifornia Mastitis Test (CMT) (SCHALM & NOORLAN-
DER, 1957), em que os animais positivos para mas-
tite subclinica resultaram em um total de 16 animais.
Coletou-se aproximadamente 5 mL de leite, em fras-
cos com tampa rosqueavel, estéreis e previamente
identificados com o nome ou nimero do animal e do
quarto mamario. Na ocasiao da visita as propriedades
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foram aplicados questionarios de Inquérito Clinico
epidemiolégicos com o objetivo de coletar dados para
a analise de possiveis fatores de risco associados a
mastite bovina, sendo enviadas sob refrigeragdo ao
Laboratdrio de Microbiologia de Alimentos da Univer-
sidade Federal Piaui, para serem devidamente anali-
sadas.

METODOLOGIA

No laboratério, as amostras de leite cru foram homo-
geneizadas e diluidas, utilizando-se solugdo salina
peptonada 0,1%. A partir das diluicbes foram realiza-
das as seguintes analises microbioldgicas: contagem
padrao em placas (CPP), determinagao do Numero
Mais Provavel (NMP) de coliformes totais (35°C) e
termotolerantes (45°C).

Contagem Padrao em Placas (CPP)

Para contagem padrdo em placas foi transferido ali-
quotas das amostras a partir das diluicdes decimais de
10" a 1073, para placas de Petri vazias e esterilizadas,
em duplicata, sobre as quais se verteu Agar Padrao
para Contagem, e incubaram-se a 35°C por 24 horas.
Selecionaram-se as placas contendo entre 25 a 250
colbnias, multiplicando-se o valor encontrado pelo fator
de diluicao correspondente, e expressando o resultado
em Unidade Formadora de Colénia (UFC) /ml.

Quantificacao de coliformes totais (CT) pela técnica
de tubos multiplos — Niumero mais provavel (NMP)
Seguiu-se a metodologia da APHA, usando-se a téc-
nica dos tubos multiplos, com 3 tubos por diluigao,
para determinacao do NMP de coliformes totais por
mL (CT/mL) de amostra, utilizando-se o meio Caldo
Lactosado Verde Brilhante e Bile 2% (VBB) com incu-
bacéo a 35°C durante 24 — 48 horas.

Foram considerados positivos os tubos com producao
de gas e a partir deles, transferiram-se, com alga de
semeadura, aliquotas dos inécuos para trés séries de
tubos contendo o meio de cultura caldo Escherichia
coli (EC), com incubagdo em banho-maria a 44,5°C
por 24 horas, considerando-se positivos os tubos com
producgéo de gas.

Questionarios tipo clinico epidemiolégico
O questionario foi elaborado com questdes de sim-
ples escolha, focadas em temas relacionados as boas

praticas de fabricagdo, com maior énfase na higiene
do local de ordenha, repouso dos animais, processo
de ordenha manual ou mecéanica, como também so-
bre o conhecimento da mastite no rebanho bovino de
Bom Jesus — PI. Os questionarios foram preenchidos
durante as visitas nas propriedades.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Algumas informacdes basicas sobre a mastite e o ma-
nejo do gado leite das fazendas de Bom Jesus — PI
estédo contidas em um Inquérito Clinico Epidemiolégi-
co mostrado no Quadro 1 e 2.

Com base no inquérito Clinico Epidemioldgico a res-
peito do manejo sanitario da mastite, apenas duas
fazendas (B e C) tinha conhecimento a respeito des-
sa doenga. Sabiam como a mastite é transmitida no
rebanho e ja fizeram uso do teste de CMT, porém, ne-
nhuma das fazendas tinha feito prevengéo da doenca
ou algum manejo correto para o controle da mesma.

Durante o estudo foram observados que das sete fa-
zendas estudadas, cinco delas apresentaram mastite
subclinica ao teste CMT em pelo menos um animal.
Foi verificado o desconhecimento por parte dos pro-
dutores acerca da utilizagdo de linhas de ordenha.
Em relagdo ao convivio dos animais, ndo havia a se-
paragao de animais com ou sem mastite.

Comprovou-se que a ndo adogao de linha de ordenha
é um fator de risco no aumento das CCS (SOUZA et
al., 2009).No que tange as praticas adotadas no ma-
nejo das vacas, constatou-se a auséncia de secagem
das vacas no final da lactacao, pratica esta que pode
contribuir para o aparecimento de mastite no rebanho,
devido a presencga de leite residual servir como meio
de cultivo para microrganismo. O tratamento a seca-
gem de todos os animais influencia, de modo favora-
vel, na frequéncia e no controle de mastite do reba-
nho (OLIVER et al., 1993). Sabe - se que o tratamento
a secagem de somente parte do rebanho favorece o
aparecimento de novas infecgbes intramamarias du-
rante o periodo seco e no momento do parto (BERRY
& HILLERTON, 2002).

O primeiro passo do programa de controle de mastite
é verificar o "status" da doenga do rebanho antes de
qualquer alteragdo do manejo e que um dos pontos
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QUADRO 1. Manejo sanitario da Mastite

MANEJO SA-

FAZENDAS

NITARIO DA “N” “g” ucr

llDII llEII “" F" MG »n

MASTITE NAO | SIM | NAO | SIM | NAO | SIM

NAO | SIM | NAO | SIM | NAO | SIM | NAO | SIM

Tem conhe-
cimento da X X X
doenga?

Sabe como
a mastite é
transmitida X X X
dentro do
rebanho?

Sabe o que

é linha de
ordenhaea
importancia?

Usa CMT

ou caneca
do Fundo
escuto?

TOTAL 4 0 1 3 1 3

QUADRO 2. Produgdo do Leite

Faz limpeza da sala de Faz a higiene dos Como é feito a secagem dos tetos Usa algum produto
tetos antes da orde- , .

FAZEN- ordenha? nha? apos a lavagem? apos a ordenha
DAS SIM ;IM | Papel

NAO /AU® 1 Nao quaty - Fape Pano Nada NAO SIM

frequéncia produto? toalha
1 X X X X
) X,semanal- X X X
mente

3 X X X X
4 X X X X
5 X X X X
6 X X X X
7 X X X X
TOTAL 6 1 7 0 0 0 7 7 0

mais importantes no controle da mastite é a cons-
cientizagdo dos produtores das perdas econdmicas
e educacado sanitaria dos tratadores e ordenadores
(RUPP et al., 2012).

Os seguintes pontos que devem ser considerados em
um bom programa de prevencéo e controle da mastite
sd0: mao de obra especializada, monitoramento dos
indices de mastite, higiene ambiental, tratamento de
mastite clinica, tratamento de vaca seca, eliminagbes
de vacas com infestagdes cronicas, manejo e controle

de ordenha, higienizagdo e manutencao do equipa-
mento de ordenha e vacinagao (MULLER, 2002).

Com base no questionario aplicado, constatou-se que
em todas as propriedades havia falhas nos proce-
dimentos de higiene e limpeza. Em todas as fazen-
das a ordenha era feita em curral com chao batido
de forma manual, ndo havia sala de ordenha. Todas
as vacas eram ordenhadas com o bezerro ao pé, as
vacas passavam a noite em um curral separado dos
bezerros muitas vezes deitadas, depois da ordenha
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eram soltas a pasto juntos com os bezerros. O or-
denhador nao utilizava nenhum material de limpeza,
nao realizava a higiene dos tetos das vacas antes e
depois das ordenhas.

Um ponto crucial na profilaxia é a higiene do ordenha-
dor. Suas méaos sao o grande agente transmissor de
bactérias para o Ubere, o leite e todo o material utiliza-
do (DIAS, 2007). A ordenha é o momento mais impor-
tante da atividade leiteira por constituir-se na medida
mais importante de controle da mastite e possibilitar
a melhoria da qualidade do leite (RUPP et al., 2012).

A rotina diaria de atividades e o correto manejo de
ordenha sdo as principais medidas preventivas de
controle de mastite. A execugao de uma sequéncia l6-
gica de tarefas durante a ordenha proporciona varios
outros beneficios.

A IN 62 determina que as tetas do animal a ser or-
denhado devam sofrer prévia lavagem com agua
corrente, seguindo-se secagem com toalhas descar-
taveis de papel nao reciclado e inicio imediato da or-
denha Apds a ordenha, desinfetar imediatamente as
tetas com produtos apropriados. Os animais devem
ser mantidos em pé pelo tempo necessario para que
o esfincter da teta volte a se fechar.

A dependéncia de ordenha deve ser mantida limpa
antes, durante e apds a permanéncia dos animais. Ao
término de seu uso deve ser realizada completa sani-
tizagao do piso e paredes para total remogao de resi-
duos. Todo o pessoal que trabalha nas dependéncias
voltadas a producao deve apresentar habitos higiéni-

TABELA 1. Contagem Padrdo em Placas em Leite Cru refri-
gerado

FAZEN- AMOSTRA (UFC/ML)

DAS 12 20 30 4°

1 3,2x103  4,8X103

2 8,5X103  2,1X104 6,9X104

3 1,5X103  1,3X103 1,7X104

4 7,6X102  1,4X104 1,9x104  1,4x105
5 1,5x103  1,3x104  1,2x104  1,7x104

O Padrao de Acordo com a Instrugao Normativa n2. 62,
de 29 de Dezembro de 2011 do Ministério da Agricultura
Pecudria e Abastecimento sdo de 6,0 x 105 UFC/ml.

cos. O ordenhador deve, no seu manuseio, conservar
as maos sempre limpas.

As contagens padrdao em placas de bactérias no leite
cru variaram de 1,3 X 103 a 1,4 x 105 UFC/ml (Tabela

1).

Das 16 amostras de leite cru, 16 (100%) apresenta-
ram-se dentro do padrao para contagem de bactérias
exigido pela legislacao para leite cru refrigerado. Tais
achados n&o eram esperados, pois além de néo so-
frer qualquer tipo de tratamento térmico, este produ-
to era mantido a temperatura ambiente, desde a sua
obtencéo até a chegada ao domicilio do consumidor.
Esse resultado é diferente do apresentado por SILVA
(2006), que encontrou uma grande variagéo entre os
valores minimo, mediano e maximo de mesdfilos, res-
pectivamente de 1,9 x 104 UFC/mL; 3,2 x 106 UFC/
mL; e 1,6 x 108 UFC/mL, em amostras de leite cru
refrigerado.

Contagens superiores a 5X106 UFC.mL" sdo su-
ficientes para promover alteragdes organolépticas
sensiveis no leite e que a partir de 106 UFC.mL" ja
permitem modificacées no sabor, odor e consisténcia
de leite e derivados. Neste estudo, os valores encon-
trados atingiram contagens maximas de 1,9x104 e
1,4x105 (SANTANA et al., 2011).

N&o existe legislacdo determinando as quantidades
de coliformes totais e termotolerantes para leite cru.
Por isso os resultados foram comparados ao limite
maximo exigido para leite pasteurizado. Imediata-
mente apdés a pasteurizagdo, o leite pasteurizado
deve apresentar enumeragao de coliformes a 30/35°
C (trinta/trinta e cinco graus Celsius) menor do que
0,3 NMP/ml (zero virgula trés Numero Mais Provavel/
mililitro) da amostra.

Todas as propriedades evidenciaram a presenca de
coliformes totais (TABELA 2), o trabalho comprovou
que as amostras continha resultado muito acima do
que prever a legislagdo. Altas contagens CT em 45
amostras de leite cru foram encontrados na regido de
Campina Grande-PB (CATAO & CEBALLOS, 2001).

Foram encontrados 100% das amostras fora dos
padrées microbioldgicos para coliformes em um tra-
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TABELA 2. Coliformes totais e termotolerantes em Leite Cru em Bom Jesus-Pl

AMOSTRAS (NMP/ML)
FAZENDA
Coliformes totais Termotolerantes

“A” “B” “c” “D” “A’ “B” “c” “D”
1 >1100 23 >1100 7,4
2 240 >1100 23 <3,0 <3,0 <3,0
3 <3,0 43 >1100 <3,0 <3,0 23
4 23 >1100 23 23 >1100 23
5 >1100 240 240 23 >1100 23 <3,0 <3,0

balho realizado na cidade de Queimadas — PB. A
presenca desses microrganismos nas amostras ana-
lisadas ressalta a auséncia de cuidados com relagao
a higienizagao aplicada nas propriedades (SILVA et
al., 2010).

Comparando com a legislagao para leite pasteurizado
todas as amostras estao fora do padrao para E.C, sua
presencga tem significado importante, por ser um indi-
cador de contaminagéao fecal e eventual presenca de
outros enteropatégenos, além disso, existem linha-
gens patogénicas para homens e animais.

Foram analisadas 24 amostras de leite cru coletadas
em um laticinio em Goias e encontraram a presenca
de E. coli em 19 (79,2%). Na maioria das amostras
analisadas foi evidenciada a presenca de coliformes
totais e coliformes termotolerantes, porém esses Ulti-
mos em menor numero (CAMPOS et al., 2006).

Esses resultados foram comparados com os paréa-
metros microbioldgicos exigidos para o leite pasteu-
rizado (BRASIL, 2011), pois devido a proibigéo de co-
mercializagao de leite ndo pasteurizado, ndo existem
parédmetros microbioldgicos para leite vendido a balde
e em fazendas.

CONSIDERAGOES FINAIS

De acordo com os resultados obtidos neste trabalho,
concluiu-se que: O leite cru vendido a balde informal-
mente no municipio de Bom Jesus-Pl podem oferecer
riscos a saude da populagéo. O leite comercializado
cru na cidade de Bom Jesus nao atende aos requi-
sitos microbiologicos determinados pela legislacao
vigente no Brasil. Falta conhecimento por parte dos
produtores a respeito do manejo e das praticas de hi-
giene e limpeza sobre a qualidade microbiolégica do

leite. E necessaria a implantacdo de politicas publicas
no municipio, com a sensibilizagdo dos profissionais
envolvidos na cadeia produtiva, para que haja melho-
ria das condi¢des de higiene na obtengéo, transporte
e acondicionamento do leite, adequando-o a Legisla-
¢ao Federal em vigéncia.
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