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Incidéncia de contaminac¢ao no processo de obtencao do leite e
suscetibilidade a agentes antimicrobianos

Incidence of contamination in the process of getting milk and
susceptibility to antimicrobial

Patricia Regina Rocha Miguel'"; Magali Soares dos Santos Pozza?;
Luiz Felipe Caron’; Maximiliane Alavarse Zambom?; Paulo Cesar Pozza’

Resumo

A ordenha constitui-se em etapa fundamental para a obtengdo de produtos lacteos com qualidade,
sendo que, fatores relacionados a higiene dos tetos dos animais e dos equipamentos de ordenha podem
levar a contaminagdo do leite elevando as contagens bacterianas deste produto. Tendo como objetivos
avaliar a eficiéncia do pré-dipping na redugdo da contaminago bacteriana da pele dos tetos e do leite
de vacas submetidas a diferentes condigdes de preparo para a ordenha e o perfil de suscetibilidade a
antimicrobianos de bactérias presentes no leite, foram realizados experimentos em um rebanho leiteiro.
Ao testar a eficiéncia do pré-dipping, observou-se diferenca significativa no nimero de tetos com
Staphylococcus sp e bacilos Gram positivos entre os tratamentos sem higienizagdo ou higienizagdo
com agua e pré-dipping. Quanto a contagem bacteriana do leite, houve diferenga significativa entre os
tratamentos sem higienizagdo e pré-dipping.. Quanto a suscetibilidade bacteriana a antimicrobianos, de
oito testados, observou-se resisténcia a cinco, em pelo menos uma amostra, sdo eles: amoxicilinat+acido
clavulanico, enrofloxacina, gentamicina, penicilina G e vancomicina. Os resultados permitiram concluir
que: o pré-dipping representa importante ferramenta para reduzir a contaminagdo da pele dos tetos
das vacas leiteiras, bem como do leite. A presenca de Staphylococcus sp coagulase negativo resistente
a certos antimicrobianos como a vancomicina ndo era esperada, sendo uma observacdo relevante do
ponto de vista da qualidade do leite.
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Abstract

The milking is a fundamental step for getting quality milk products, and factors related to the hygiene
of the animal teats and of the milking equipment can take to contamination of the milk, raising this
product’s bacterian count. Experiments were carried to evaluate the efficiency of the predipping on teats
bacterian contamination reduction and on bacterian count of milk from cows that have been submitted
to different conditions of preparation for the milking, and the susceptibility to antimicrobials profile
of milk bacteria. On the experiment that tested the efficiency of the predipping there was significant
difference as to the number of teats with Staphylococcus sp and also positive Gram bacilli between
treatments with no sanitation or with water sanitation and predipping. As to the milk bacterian count of
the mammary quarters, there was significant difference between the treatments without sanitation and
pre-dipping. As to the bacterian susceptibility to antimicrobials, it showed resistance to five, from the
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eight that were tested, in at least one sample, being them: amoxilicin+clavulanic acid, enrofloxacin,
gentamicin, G penicillin and vancomycin. The results allowed to conclude that: the predipping represents
and important tool to reduce contamination on teats, as well as on milk; the presence of coagulase-
negative Staphylococcus sp resistant to certain antimicrobials, like vancomycin, wasn’t expected, being
a relevant observation from the milk quality point of view.

Key words: Milk, milking, predipping, Staphylococcus

Introducio

Segundo Corbia et al. (2000), dentre os alimentos
de origem animal, o leite e seus derivados merecem
destaque por serem produtos muito consumidos.
Desta forma, do ponto de vista da satde publica, a
qualidade do leite ¢ muito importante. Embora nao
existam, no Brasil, estatisticas que referenciem o
assunto, sdo freqiientes casos de doengas associadas
ao consumo de leite cru ou de derivados produzidos
com leite contaminado com micro-organismos
patogénicos (FAGUNDES; OLIVEIRA, 2004).

A maioria dos produtos lacteos é produzida a
partir do leite pasteurizado e, por isso ndo deveriam
representar riscos a satide dos consumidores, porém,
sabe-se que ocorre a comercializacdo de queijos
artesanais elaborados a partir do leite cru, oferecendo
perigo a satide da populagdo (GONCALVES, 1998).

Segundo Vialta, Moreno ¢ Valle (2002), o
controle de qualidade no setor de laticinios inicia-
se bem antes da producdo da matéria prima nas
fazendas ou granjas leiteiras, pois o leite de
boa qualidade s6 ¢ obtido de animais, sadios,
adequadamente manejados, bem nutridos e livres
de doengas ou infecgdes. Na sequéncia, a ordenha
deve ser realizada em condigdes higi€énicas e
ambiente apropriado. O leite precisa ser resfriado
e transportado nestas condigdes até a industria para
que possa ser beneficiado.

Condi¢des de resfriamento também interferem
na qualidade microbioldgica, porém, mesmo
sob refrigeracdo, o leite pode servir como meio
para a proliferacdo microbiana e ser deteriorado,
ja que algumas bactérias conseguem dobrar sua
populacdo a cada 20 ou 30 minutos (GUERREIRO

et al., 2005). Isto refor¢a a necessidade do correto

manuseio do leite desde a ordenha até o consumidor
final, passando pela industria.

Fagundes et al. (2006), ressaltam que, embora a
refrigeracdo do leite logo apos a ordenha seja uma
medida obrigatoria, isto ndo garante a qualidade
do produto, refor¢ando que o mesmo seja obtido
em condi¢des higiénico-sanitarias adequadas para
reduzir a possibilidade de contaminacdo inicial..
tTemperaturas de refrigeracdo em torno de 4°C
selecionamumamicrobiota psicrotrofico, produzindo
enzimas termorresistentes que comprometem a
qualidade dos derivados lacteos e principalmente do
leite UHT (SANTANA et al., 2001).

A multiplicagdo de micro-organismos no
leite tem o inconveniente de provocar alteracdes
fisico-quimicas que limitam sua estabilidade.
Em consequéncia disto, problemas economicos
e sanitarios sdo gerados, tornando necessario o
tratamento térmico visando a eliminacdo de micro-
organismos antes que o produto seja oferecido ao

consumo humano (ALMEIDA, 1999).

A presenca, de bactérias mesofilas em altas
contagens em um alimento, ¢ indicativo de
procedimento higiénico inadequado na produgao,
no beneficiamento ou na conservacdo desse
alimento. Considerando-se que todas as bactérias
patogénicas de origem alimentar s3o mesofilas,
a alta contagem representa que houve condi¢des
adequadas ao crescimento de patogenos (FRANCO;
LANDGRAF, 1996).

Os patdgenos associados a mastite, como
Staphylococcus aureus e Streptococcus agalactiae,
sdo transmitidos principalmente pelas maos dos
ordenhadores e equipamentos de ordenha, sendo
que o numero de infecgdes intramamarias pode ser
reduzido significativamente através da desinfeccao
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dos equipamentos de ordenha e antissepsia dos
tetos dos animais e das maos dos ordenhadores
(PANKEY et al., 1987).

Diversos autores tém estudado as formas de
preparacdo do tbere antes da ordenha, demonstrando
os efeitos benéficos de praticas sanitizantes na
redu¢do da contaminacdo dos tetos e do leite
(GALTON et al., 1982; GALTON, PETERSON;
MERRILL, 1986; GALTON, PETERSON;
MERRILL, 1988; GLESSON et al., 2009; HOGAN,
WHITE; PANKEY, 1987; INGALLS, 2006;
SCHULTZE, 1985).

Quanto aos equipamentos de ordenha, Glesson
et al. (2009), destacaram as teteiras da ordenhadeira
mecanica como a maior causa de contaminagdo
entre as vacas, entretanto, o adequado manejo pré-
ordenha pode reduzir a contaminagdo dos tetos
ndo so por bactérias ambientais como também por
bactérias provenientes de outros animais.

Outro fator relacionado a seguranga alimentar
atualmente relevante, diz respeito a resisténcia
bacteriana a antimicrobianos. A ANVISA (2002)
destaca que este representa um sério risco a satde
humana, tornando-se um tema de muita importancia,
discutido intensamente em instituigdes como a
Organizagdo Mundial da Satde, Organizagdo
Internacional de Epizootias e Codex Alimentarius.

Houve um rapido aumento na emergéncia de
patogenos resistentes a multiplas drogas nos ultimos
10 a 15 anos (ROESCH et al., 2006). Algumas
bactérias sdo resistentes a maioria dos agentes
antimicrobianos, o que representa um problema
crescente na medicina humana e veterinaria (LEVY,
1998).

Aimportanciadaaquisi¢cdodebactériasresistentes
a partir de alimentos de origem animal esta mais
relacionada a capacidade que possuem estes micro-
organismos de causar manifestagcdes patologicas,
caso sejam capazes de superar as barreiras impostas
pelo sistema de defesa do organismo hospedeiro
(PALERMO NETO; ALMEIDA, 2006). Porém,
Poeta, Antunes ¢ Rodrigues (2005), destacam que
distintos genes de resisténcia podem ser trocados

pelos micro-organismos presentes no intestino
dos animais, ser adquiridos por micro-organismos
saprofitas do intestino humano e, posteriormente,
transferidos a possiveis patdgenos, que podem ser
disseminados a outros individuos.

O presente estudo teve objetivos
avaliar a eficiéncia do pré-dipping na reducdo da
contaminac¢do bacteriana da pele dos tetos e do
leite de vacas submetidas a diferentes condi¢des de

preparo para a ordenha, a eficiéncia de higienizacdo

como

das teteiras da ordenhadeira mecanica, além do
perfil de suscetibilidade a antibidticos de bactérias
presentes no leite do tanque de refrigeragao.

Material e Métodos

Foram realizados trés experimentos, durante
os quais, avaliou-se a eficiéncia do pré-dipping
na redu¢do do numero de tetos contaminados e
da contagem bacteriana do leite, a eficiéncia de
higienizacdo das teteiras da ordenhadeira mecanica
e o perfil de suscetibilidade a antimicrobianos, de
Staphylococcus sp coagulase negativos isolados de
amostras de leite do tanque de refrigeracao.

A pesquisa foi desenvolvida durante o periodo
de novembro de 2009 a junho de 2010, no setor
de bovinocultura de leite de uma institui¢ao
publica estadual de pesquisa e assisténcia técnica
a Agricultura Familiar, localizada no municipio
de Pinhais/Parana. O rebanho era constituido por
animais das racas Jersey, Pardo Suico ¢ Holandés,
mantidos em sistema de criacao agroecoldgico.

As andlises microbiologicas foram realizadas
no Laboratério de Patologia Béasica do Setor de
Ciéncias Biologicas da Universidade Federal do
Parana e no Laboratorio do Programa de Analise
de Rebanhos Leiteiros do Parana (PARLPR),
pertencente a Associacdo Paranaense de Criadores
de Bovinos da Raca Holandesa.

Os dados foram submetidos a analise estatistica
utilizando o Programa SISVAR 5.0 (FERREIRA,
2003).

A T ~ ,
Fﬁmpnmn do prp-n’lpplng na reducdo do numero de405
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tetos contaminados e na contagem bacteriana total
do leite

Foram escolhidos 12 animais, com idade entre
36 e 48 meses, producao média diaria de 12 litros de
leite e resultado ao CMT (California mastitis test)
nao reagente ou, no maximo, 1+.eOs mesmos foram
distribuidos aleatoriamente em 3 grupos.sendo
queCcada grupo recebeu um tratamento quanto a
higienizacdo dos tetos antes da ordenha: nenhuma
higienizacdo, higienizagdo com 4agua corrente e
secagem com papel toalha descartavel e pré-dipping
com iodo e secagem com papel toalha descartavel.

Foram amostrados dois tetos por animal, anterior
direito (AD) e posterior esquerdo (PE), utilizando-

se swabs esterilizados, os quais foram friccionados
nas extremidades dos tetos, com movimentos
rotativos apods 30 segundos da secagem dos mesmos
(RENDOS; EBERHART; KESLER, 1975) ou logo
apos a entrada e acomodacao na sala de ordenha,
quando animais do primeiro grupo. Os swabs
foram mantidos em meio de transporte Stuart,
acondicionados em caixa isotérmica contendo
gelo e, em seguida, conduzidos ao laboratorio da
Universidade Federal do Parand para pesquisa
microbiologica. Ao todo foram analisadas 144
amostras durante o periodo experimental.

Foi feita a semeadura diretamente dos swabs para
placas de Agar sangue que foram incubadas a 37°C
por 24 horas. Apos este periodo, as colonias foram
analisadas quanto as caracteristicas morfologicas e
foi realizada a colora¢ao de Gram.

Foi realizada a prova de coagulase em tubo das
colonias de Staphylococcus (HOLMBERG, 1973)..

Os dados foram analisados quanto a numero de
tetos positivos para Staphylococcus sp € nimero de
tetos positivos para bacilos Gram positivos.

de
coletadas diretamente dos tetos dos animais em
frascos esterilizados contendo conservante, apos
terem sido desprezados os trés primeiros jatos.
Ao todo foram analisadas 48 amostras durante o

Amostras individualizadas leite foram

periodo experimental.

As amostras de leite foram conduzidas ao
Laboratorio de controle leiteiro da APCBRH, onde
foi realizada a contagem bacteriana total, através
do ensaio de citometria de fluxo, em aparelho
BactoCount IBC.

O delineamento experimental utilizado foi
inteiramente casualizado, com 6 repetigdes para
a coleta de amostras da pele dos tetos e 5 para
amostras de leite dos quartos mamarios. As médias
foram comparadas pelo Teste de Student-Newman-
Keuls (SNK), ao nivel de significancia de 5%. O
modelo estatistico utilizado para avaliar os efeitos
dos tratamentos sobre o nimero de tetos positivos
para Staphylococcus sp e bacilos Gram positivos,
além da contagem bacteriana total do leite foi o
seguinte:

Yij= m+ T+ Eij
Onde:

Y, = n° de tetos positivos e contagem bacteriana

total do leite, referentes aos tratamentos.
m = média geral da caracteristica.

T, = efeitos dos tratamentos, sendo i = sem

higieniza¢ao, higienizacdo com agua e pré-dipping.

E, = erro aleatorio associado a cada observacao.

Eficiéncia de higienizagcdo das teteiras da

ordenhadeira mecanica

Foram coletadas amostras das teteiras da
ordenhadeira mecanica, sendo 6 amostras antes da
ordenha (teteiras higienizadas), 6 amostras apoés
utilizagdo em um animal, 6 amostras apos utilizacao
em dois animais e 3 amostras apos utilizacdo em
3 animais, perfazendo um total de 84 amostras
durante o periodo experimental.

Foram utilizados swabs esterilizados, passados
na superficie interna das teteiras em 20 movimentos
circulares para cima, a partir da boca da borracha
insufladora e 20 movimentos circulares para
baixo, em uma altura de 15 cm (OLIVEIRA;
BRUGNERA; PICOLLI, 2007). Apds a coleta, cada
swab foi colocado em frasco esterilizado contendo
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10 ml de solucdo salina esterilizada, identificado
com o numero da teteira, acondicionado em caixa
isotérmica com gelo e levado ao laboratorio.

Em camara de fluxo laminar, foram retiradas
aliquotas de 0,1 ml de cada tubo com micropipeta,
apos agitagdo por 30 segundos, vertido em placa
contendo Plate Count Agar (Agar Padrio para
Contagem) em duplicatas, sendo o material
espalhado na placa com alca de Drigalski. As placas
foram, em seguida, incubadas a 37°C por 24 horas.
Apo6s este periodo, as coldnias foram contadas,
sendo os valores expressos em unidades formadoras

de colonias (UFC) x 10.

Para verificar o nivel de contaminagdo das
superficies, as médias de unidades formadoras
de colonias foram divididas por 117,75 cm?
(OLIVEIRA; BRUGNERA; PICOLLI, 2007), ja
que esta corresponde a area aproximada por onde
foram passados os swabs.

O delineamento experimental utilizado foi
inteiramente casualizado, com 4 repeti¢des, sendo
as médias comparadas pelo Teste de Student-
Newman-Keuls (SNK), ao nivel de significancia de
5%. O modelo estatistico utilizado para avaliar os
efeitos do nimero de animais ordenhados sobre a
contagem bacteriana total da superficie das teteiras
foi o seguinte:

Y, =m+T+E,
Onde:

Y, = contagens bacterianas, referentes ao nimero de
animais ordenhados.

m = média geral da caracteristica.

T, = antes da

ordenha, ap6s ordenha de um, de dois e de trés

efeitos dos tratamentos, sendo 1 =

animais.
E, = erro aleatorio associado a cada observacao.

Foi feita analise de regressao dos dados, segundo
modelo linear de primeiro grau, dado pela seguinte
formula:

Y =B,+B,Y+E
Onde:

Y, = observagdes de contagem bacteriana antes da
ordenha, ap6s um, dois e trés animais.

B, = constante ou coeficiente de introdugdo da reta
com o eixo das ordenadas.

B, = coeficiente de regressdo linear da variavel vy,
em fungdo de i = antes da ordenha, apos um, dois e
trés animais.

E. = erro aleatorio associado a cada observagao.

Perfil de suscetibilidade a antimicrobianos de
Staphylococcus sp coagulase negativo isolados de
amostras de leite do tanque de refrigeragdo

Foram coletadas amostras de leite do tanque de
refrigeracdo em frascos esterilizados com auxilio
de um coletor de aco inoxidavel. As amostras
foram levadas ao laboratério da UFPR em caixa
isotérmica contendo gelo. As
realizadas semanalmente durante um periodo de
quatro semanas.

coletas foram

Foi realizada a semeadura do material em agar
sangue e levado a incubagdo a 37°C por 24 horas.
Ap0s este periodo, foram identificadas colonias de
Staphylococcus sp através de coloragao de Gram e
prova de catalase.

Utilizou-se o Método de Kirby & Bauer (BAUER
et al., 1966) para avaliar o perfil de suscetibilidade
in vitro da bactéria isolada aos seguintes agentes
antimicrobianos: amoxicilina+édcido clavulanico
(30 mcg), cefalexina (30 mcg), enrofloxacina
(5 mcg), gentamicina (10 mcg), levofloxacina
(5 mcg), penicilina G (10 Ul), tetraciclina (30
mcg) e vancomicina (30 mcg), em concentragdes
recomendadas pelo National Committee for Clinical

Laboratory Standards (NCCLYS).

Segundo este método, colonias isoladas de
Staphylococcus sp de uma cultura de 18 a 24 horas
a 37°C foram tocadas com alga bacteriologica e
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inoculadas em salina fisiologica a 0,9% até que
se obteve turvagdo semelhante a escala 0,5 de
Mac Farland. Entao, diluiu-se a suspensdo com
turvacdo 0,5 na escala Mac Farland a 1/10 em
salina fisiologica, obtendo-se uma concentragdo
bacteriana final de aproximadamente 107 micro-
organismos/ml. Foi ent3o inoculada a suspensdo
em Agar Mueller-Hinton com auxilio de swab
esterilizado embebido na suspensdo. Apos a secagem
da suspensao no agar, os discos de antimicrobianos
foram distribuidos de forma equidistante na placa,
sem ultrapassar o tempo de 15 minutos. As placas
foram incubadas a 37°C por 24 a 48 horas. Apo0s este
periodo, realizou-se a leitura através da visualizagdo
e mensuragdo dos didmetros dos halos formados e,
para a interpretacdo, foi utilizada a tabela padrao
para interpretagdo de halos de inibi¢do, de acordo
com o NCCLS.

Resultados e Discussao

Eficiéncia do pré-dipping na redugdo do numero de
tetos contaminados e na contagem bacteriana total
do leite

Houve diferenca significativa entre  os
tratamentos para o numero de tetos contaminados
com Staphylococcus sp, como pode ser observado
na Tabela 1, quando compara-se a ndo higienizagao
ou a higienizagdo com agua com o pré-dipping. Da
mesma forma, como pode ser observado na Tabela 2,
houve diferenga significativa para o numero de tetos
contaminados com bacilos Gram positivos entre os
tratamentos nos quais ndo houve higienizagdo ou
foi utilizada apenas agua e o tratamento no qual foi

utilizado o pré-dipping.

Tabela 1. Contaminagdo dos tetos com Staphylococcus sp em fungdo dos tipos de higienizacdo adotados (nimero de

tetos).
Tratamentos
Ordenhas Sem Higienizagio Higienizagdo com 4gua Pré-dipping
1 2 3 0
2 8 4 !
3 5 4 0
4 8 7 6
5 4 4 1
6 7 > 1
Média 5,6° 4,5° 20

Médias seguidas de mesma letra, ndo diferem entre si ao nivel de 5% de probabilidade pelo Teste SNK.

Fonte: Elaboracgdo dos autores.

Tabela 2. Contaminagao dos tetos com bacilos Gram positivos em fung¢do dos tipos de higienizagdo adotados (nimero

de tetos).
Tratamentos
Ordenhas Sem Higienizacdo Higienizagio com Agua Pré-dipping
1 8 5 2
2 8 8 8
3 8 8 4
4 7 5 5
5 8 7 2
6 7 7 3
Média 7,7 6,7 4,0

Médias seguidas de mesma letra, ndo diferem entre si ao nivel de 5% de probabilidade pelo Teste SNK.

Fonte: Elaboragdo dos autores.
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A higienizagdo com agua ndo alterou
significativamente a contaminagdo dos tetos, tanto
com relacdo a Staphylococcus, como bacilos Gram

positivos.

A utilizacdo apenas de agua na higienizag¢do
propiciou uma redu¢do do numero de tetos
contaminados com Staphylococcus e bacilos Gram
positivos, porém, a reducdo foi significativamente
maior quando foi utilizado o pré-dipping, indicando
a necessidade desta pratica antes da ordenha.

Brito, Brito e Verneque (2000), comprovaram a
eficiéncia do pré-dipping em comparagao ao uso de
agua corrente, porém, utilizando como parametro a
contagem bacteriana da pele dos tetos.

Também utilizando a contagem bacteriana da
pele dos tetos como parametro, Amaral et al. (2004)
testaram os efeitos do pré-dipping com hipoclorito
de soédio, concluindo ser este uma ferramenta
importante na prevencdo de mastite e na melhoria
da qualidade do leite.

Houvediferencasignificativaentre os tratamentos
sem higienizacdo e pré-dipping para contagem
bacteriana do leite retirado dos quartos mamarios,
sendo que o tratamento no qual foi utilizada apenas
agua manteve-se semelhante estatisticamente aos
demais (Tabela 3).

Tabela 3. Médias das contagens bacterianas expressas em unidades formadoras de colonias x 1000/ml de leite retirado

dos quartos mamarios em fung@o dos tipos de higienizagéo.

Repeticao — — T.ratamentos —
Sem higienizagdo Higienizag¢do com agua Pré-dipping
1 31,00 11,00 7,50
2 7,00 14,00 4,50
3 2,50 2,00 1,25
4 35,75 2,50 1,00
5 65,50 24,50 4,00
Meédias 28,35° 10,80 3,65°

Meédias seguidas por pelo menos uma mesma letra ndo diferem estatisticamente ao nivel de 5% de probabilidade pelo Teste SNK.

Fonte: Elaboragao dos autores.

As altas contagens de mesofilos aerdbios no leite
cru estdo associadas a uma provavel contaminagdo
da matéria prima durante a sua obten¢ao. Este fato
pode ser indicativo de falhas nos procedimentos
higiénico-sanitarios durante a ordenha ou manejo
pré-ordenha, como a limpeza e desinfeccdo
insuficiente dos tetos (SILVA et al., 2010).

Tem sido descrito que a antissepsia dos tetos
e secagem com papel toalha antes da ordenha
reduzem a contagem bacteriana da pele dos tetos
e do leite (GALTON et al., 1982; GALTON;
PETERSON; MERRILL, 1986; INGAWA;
ADKINSON; GOUGH, 1992), além de prevenir
infec¢des intramamarias (GALTON; PETERSON;
MERRIL, 1988; SCHULTZE, 1985).

Galton, Peterson e Merril (1988), objetivando
determinar os efeitos do pré-dipping em comparagado
a nao higienizagdo dos tetos antes da ordenha sobre
a incidéncia de novas infec¢des intramamarias,
comprovou uma reducao de 66,3% no nimero de
novas infec¢des por Streptococcus uberis inoculada
experimentalmente.

Santana et al. (2001), compararam potenciais
pontos de contaminagao do leite em propriedades
classificadas quanto ao manejo sanitario,
encontrando reducdo de 99,5% nas contagens
de aerobios mesodfilos na unica propriedade que
propriedades

utilizavam apenas agua na higienizacao dos tetos, a

utilizava pré-dipping. Nas que

redugdo situou-se entre 77 e 78%.
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Eficiéncia de higienizagcdo das teteiras da

ordenhadeira mecanica

As médias das contagens bacterianas das
teteiras encontram-se na Tabela 4. Houve diferenca
significativa entre as médias dos periodos antes
da ordenha, apds ordenha de duas e de trés vacas,
permanecendo o valor obtido no periodo apds
ordenha de uma vaca sem diferenga significativa
em relacdo ao periodo anterior a ordenha e apoés
ordenha de duas vacas.

A média de contagem bacteriana antes da
ordenha — teteiras higienizadas — foi de 12,81x10!

UFC, considerando a area por onde foram passados
os swabs como sendo de aproximadamente 117,75
cm?, tem-se um valor de 1,09 UFC/cm?. Segundo
a American Public Health Association — APHA,
valores superiores a 2,0 UFC/cm? em superficies
que entram em contato com alimentos, indicam
higiene inadequada (EVANCHO et al., 2001). O
processo de higieniza¢do praticado foi, portanto,
eficiente na redugdo dos niveis de contaminagao,
que passaram de 12,00 UFC/cm? apés a ordenha de
trés vacas, para 1,09 UFC/cm?.

Tabela 4. Médias das contagens bacterianas da superficie das teteiras expressas em unidades formadoras de colonias

x 10/cm? em fun¢do do nimero de animais ordenhados.

Repeticio Numero de animais ordenhados
Antes da ordenha Apds ordenha de uma  Apds ordenha de duas ~ Apos ordenha de trés

vaca vacas vacas

1 12,25 67,67 132,91 163,00

2 4,50 17,83 117,08 193,67

3 26,16 30,33 55,58 85,83

4 8,10 20,00 37,91 124,00
Médias 12,812 33,96® 85,87° 141,62¢

Meédias seguidas de mesma letra, ndo diferem entre si ao nivel de 5% de probabilidade pelo Teste SNK.

Fonte: Elaboragdo dos autores.

A higienizagdo adequada reduz a contagem
bacteriana das superficies dos equipamentos de
ordenha. Corroboram com esta afirmagao resultados
encontrados por Cavalcanti (2005), que, ao avaliar
a eficiéncia dos procedimentos de higienizagao dos
equipamentos de ordenha, obteve como média de
contagem bacteriana das teteiras higienizadas o
valor de 1,8 UFC/cm?.

Em experimento que testou a eficiéncia de
higieniza¢do de equipamentos de ordenha manual
Costa (20006)
observou uma redugdo de 90% da contaminagio sob

quanto a contagem bacteriana,

efeito da higienizagao.

Oliveira, Brugnera e Picolli (2007), destacaram
a importancia da correta higieniza¢do das teteiras
ao estudar cinco propriedades leiteiras em Minas

Gerais, encontrando altos valores de contagem

bacteriana mesmo quando as mesmas eram

consideradas higienizadas.

Houve efeito linear positivo do numero de
animais ordenhados sobre a contagem bacteriana
das superficies das teteiras. Os dados estdo
representados na Figural.

Os dados mostram uma evolugao importante no
aumento do niumero de bactérias a medida que os
animais sao ordenhados.

Silva et al. (2010), em experimento que avaliou,
entre outros, a contaminacao das teteiras durante
a ordenha, descreveram aumentos das contagens
médias de mesofilos aerdbios e coliformes totais e
termotolerantes do inicio ao fim da ordenha.

Semina: Ciéncias Agrdrias, Londrina, v. 33, n. 1, p. 403-416, jan./mar. 2012



Incidéncia de contaminac@o no processo de obtencéo do leite e suscetibilidade a agentes antimicrobianos

Este fato ¢ importante por indicar que, apesar
da higienizagdo ap6s o término da ordenha ocorrer
de forma adequada, reduzindo significativamente
a contamina¢do das superficies das teteiras para
a proxima ordenha, o risco encontra-se durante a
ordenha.

Isto pode ser um indicativo da necessidade de
medida de manejo, como a desinfecgao das teteiras,
entre ordenhas. Porém, a respeito disso, Amaral et
al. (2004), ao testarem os efeitos da desinfecgdo
das teteiras entre animais durante a ordenha, ndo
encontraram efeitos significativos desta medida
sobre a reducdo de bactérias, obtendo, inclusive,
aumento do nimero de micro-organismos isolados.
Estes autores destacam que o ato de imersdo das
teteiras em solugdo desinfetante pode promover o
desprendimento de materiais aderidos a superficie
interna das mesmas.

O desprendimento de materiais da superficie
interna das teteiras, mesmo sem a agdo de

desinfeccdo entre um animal e outro, pode ser
uma razdo para a crescente contagem bacteriana
verificada no presente trabalho, como resultado da
umidade proporcionada pelo leite e a agdo mecanica
de contato com a pele do teto.

Deve-se considerar, portanto, que a contagem
bacteriana das teteiras durante a ordenha € resultado
da interagdo das mesmas com a pele dos tetos dos
animais (SANTANA, et al., 2001), além do préprio
leite.

Perfil  de de

sp. isolados de amostras de leite do tanque de

suscetibilidade Staphylococcus

refrigera¢do

Na Tabela 5 podem ser observados
dados obtidos nas provas de suscetibilidade de
Staphylococcus sp isolados de 9 amostras de leite

do tanque de refrigeracao.

oS

Figura 1. Regressao dos valores de contagem bacteriana (y) em fun¢do do nimero de animais ordenhados (x).

UFC
160

140
120
100

y=4383x+ 23814

RZ=095

Animais ordenhados

L5

25 3 35

—+—médias UFC —li—Estimado

Fonte: Elaboragio dos autores.
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Tabela 5. Perfil de suscetibilidade a antimicrobianos de Staphylococcus sp coagulase negativo isolados de amostras

de leite do tanque de refrigeragéo.

Antimicrobi Amostras

ntimicrobiano I 2 3 1 5 ; 7 2 9
Amoxicilina/ Ac. Clavulanico S S S S S S S S R
Cefalexinafalexina S S S S S S S S I
Enrofloxacina R S S S S S S S S
Gentamicina S S S R S R S S S
Levofloxacina S S S S S S S S S
Penicilina G S S S S S S S S R
Tetraciclina S S S S S S S S S
Vancomicina *S *S S S S S S S R

S = sensivel; I = sensibilidade intermediaria; R = resistente.
*Houve crescimento de colOnias satélite.
Fonte: Elaboragdo dos autores.

Dos oito antimicrobianos testados, observou-se
resisténcia a cinco, em pelo menos uma amostra, sao
eles: amoxicilinatacido clavulanico, enrofloxacina,
gentamicina, penicilina G e vancomicina, sendo que
a gentamicina apresentou a maior frequéncia, duas
amostras.

Em trés amostras, uma para penicilina G e duas
para vancomicina, houve crescimento de colonias
satélite, ou seja, em uma populagdo sensivel, havia
individuos resistentes.

Ribeiro
suscetibilidade

et al. (2009),

bacteriana com

em pesquisa de
de
micro-organismos isolados do leite de vacas com

linhagens

e sem mastite, realizada com quatro rebanhos de
producdo organica de leite, relatou resisténcia a
diversos antimicrobianos, entre eles, a gentamicina,
enrofloxacina e penicilina.

Ao comparar os perfis de suscetibilidade de
cepas de Staphylococcus sp e Streptococcus sp
isolados do leite de propriedades com produgdo em
sistemas organicos e convencionais, Roesch et al.
(2006), nao encontraram diferenca siginificativa na
resisténcia entre os dois sistemas de criagao.

resisténcia
de
antimicrobianos como a gentamicina, enrofloxacina
e penicilina (ZAFALON et al., 2008; MEDEIROS
et al., 2009; RIBEIRO et al., 2009).

Pesquisadores  tém  relatado

de Staphylococcus spp isolados leite a

Alto percentual de espécimes de Staphylococcus
sp. resistentes a penicilina foram descritos por
Brito et al. (2001) e por Fontana (2002) em
amostras de leite de vacas com mastite. Embora
este antimicrobiano tenha sido muito utilizado no
tratamento de infeccdes estafilococicas em animais,
na atualidade seu uso ¢ restritodevido ao alto grau
de resisténcia que tem sido observado. (LOWY,
1998).

Dentre os antimicrobianos estudados, destaca-se
a vancomicina, que possui uso restrito em medicina
veterindria e grande importancia em medicina
humana, tendo sido observada resisténcia em
uma amostra ¢ sensibilidade com crescimento de
colonias satélite em duas amostras.

A vancomicina pertence a classe dos
glicopeptideos triciclicos e tem como indicagdes,
entre outras, as infecgdes graves por Staphylococcus
e as septicemias bacterianas. Os glicopeptideos,
principalmente a vancomicina, tornaram-se uma
das poucas alternativas terapéuticas eficazes no
tratamento de infec¢des causadas por cepas de
Staphylococcus aureus resistentes a oxacilina
(ORSA), porém, tem sido descrita a emergéncia
de cepas desta bactéria resistentes a vancomicina

(FREITAS et al., 1991; OLIVEIRA et al., 2000).

Oliveiraetal. (2001), ao estudarem a resisténcia a
vancomicina de 395 cepas ORSA de Staphylococcus
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aureus 1isoladas de pacientes hospitalizados,
encontraram frequéncia elevada de resisténcia,
indicando a necessidade de maior vigilancia quanto

aos niveis de sensibilidade a vancomicina.

Na atualidade, o uso deste antibidtico vem
sendo questionado devido ao elevado percentual
de falhas terapéuticas constatadas na pratica clinica
da Medicina humana (DERESINSKI, 2007 apud
LOPES, 2007).

Resisténcia a vancomicina em Enterococcus
isolados de fezes de suinos e aves foi comprovada
por Aarestrup et al. (1996). Este fato foi associado
ao uso da avoparcina como aditivo em ragdes,
comprovando resisténcia cruzada entre os dois
antimicrobianos. A partir de 1997, a avoparcina
passou a ser proibida como aditivo em ragdes
na Unido FEuropéia (POETA; ANTUNES;
RODRIGUES, 2005).

Os Enterococcus resistentes a vancomicina
apresentam grande importancia na area médica,
pois podem provocar surtos de infeccao hospitalar
de dificil controle, causando infec¢des graves e de
limitadas opg¢des terapéuticas (PALERMO NETO;
ALMEIDA, 2006).

O conhecimento dos padrdoes de resisténcia
antimicrobiana que apresentam os micro-organismos
¢ de fundamental importancia no desenvolvimento
de métodos preventivos que sejam efetivos, assim
como para a elaboracao de estratégias de tratamento
quando as mesmas se fizerem necessarias (SABOUR
et al., 2004 apud ZAFALON et al., 2008).

Os resultados permitem concluir que:

O pré-dipping ¢ uma importante ferramenta para
reduzir a contaminacao da pele dos tetos, ficando
evidente o potencial risco a contaminacdo do leite
quando nao praticado.

A resisténcia a antimicrobianos observada entre
isolados de Staphylococcus sp foi relevante, nao
estando de acordo com o esperado, principalmente
podendo
representar um ponto critico a obtencao de leite com

quando relacionada a vancomicina,

qualidade.
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