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RESUMO

No Maranhio, ha um expressivo aumento na producdo de leite, com niveis de produtividade
ainda longe do seu potencial produtivo. No municipio de Bacabal hd uma expressiva quantidade
de propriedades, mas poucos sdo os dados e estudos sobre o perfil de produgdo destas. Diante
disso, este trabalho objetivou estudar o perfil do leite cru de propriedades produtoras no
municipio de Bacabal/MA, utilizando como parametros as andlises microbioldgicas, fisico-
quimicas, resisténcia de bactérias patogénicas a antimicrobianos e presenga de residuos de
antibidticos. Foram analisadas 5 propriedades denominadas de F1, F2, F3, F4 e F5. As andlises
de qualidade fisico-quimica foram acidez, densidade relativa, matéria gorda, extrato seco total
(EST), extrato seco desengordurado (ESD), lactose e proteina. As andlises microbioldgicas
realizadas foram a contagem do ndmero mais provavel de coliformes totais, coliformes
termotolerantes e a contagem padrdo em placa para Staphylococcus coagulase positiva e
coagulase negativa e Salmonella, segundo metodologia descrita pela APHA (2017). O perfil de
resisténcia e sensibilidade dos Staphylococcus seguiu o método difusdo de discos. Os
antimicrobianos utilizados foram: gentamicina (10ug), ampicilina (10pg), cefalotina (30ug),
penicilina G (10ug), oxacilina (Ipug), cloranfenicol (30ug), eritromicina (15ug). Para medida
dos halos de inibi¢do utilizou-se uma régua milimetrada. As espécies foram classificadas de
acordo com o tamanho halo em sensivel (S), intermediario (I) e resistente (R). Detectou-se a
presenca de residuo através do Kit Eclipse 50. Os resultados fisico-quimicos e microbioldgicos
apresentam-se nos padrdes exigidos pela legislacao vigente, com exce¢do de duas fazendas que
apresentaram média de acidez acima dos exigidos pela IN 76: fazendas F4 (18,4°D) e F5
(20,3°D). Foram encontradas bactérias do grupo coliforme, E. coli (F3 e F4), Enterobacter
aerogenes (F1) e Klebisiella pneumoniae (F1), Staphylococcus e auséncia de Salmonella. As
espécies de Staphylococcus isoladas foram majoritariamente coagulase negativa, sendo
identificadas as seguintes espécies: S. capitis, S. caseolytiocus, S. cloosii, S. lentus, S. xylosus.
Detectou-se a presenca de S. aureus somente na fazenda F5. A presenca de residuo foi
observada em 80% das propriedades. Na avaliacdo da resisténcia, observou-se 100% de
resisténcia das cepas para a ampicilina, penicilina e a oxacilina., em sequéncia, tem-se a
cefalotina e a gentamicina, ambas com 50% e a eritromicina com 25%. Observou-se
sensibilidade de 100% das cepas para cloranfenicol, 50% para a gentamicina e 40% para a
eritromicina. Observou-se multirresisténcia nas espécies S. aureus e S. xylosus. Em geral, as
fazendas estudadas apresentam um leite dentro dos padrdes exigidos pela legislacdo, entretanto,
as elevadas contagens de microrganismos, de presenca de residuos e de multirresisténcia
configuram um perigo em potencial para a saide puiblica devendo ser adotadas agdes de
conscientizacdo e profilaxia para melhoria da qualidade do leite produzido no municipio de
Bacabal/MA.

Palavras - chave: leite cru; qualidade; resisténcia antimicrobiana; contaminacao



ABSTRACT

In Maranhdo, there is a significant increase in milk production, with levels of productivity still
far from its productive potential. In the municipality of Bacabal, there is a significant number
of properties, but there are few data and studies on their production profile. Therefore, this study
aimed to study the profile of raw milk from producing properties in the municipality of Bacabal
/ MA, using as parameters the microbiological, physical-chemical analyzes, resistance of
pathogenic bacteria to antimicrobials and the presence of antibiotic residues. Five properties
called F1, F2, F3, F4 and F5 were analyzed. The analyzes of physical-chemical quality were
acidity, relative density, fat, total dry extract (TDE), defatted dry extract (DDE), lactose and
protein. The microbiological analyzes performed were the count of the most likely number of
total coliforms, thermotolerant coliforms and the standard plate count for positive coagulase
and negative coagulase and Salmonella, according to the methodology described by APHA
(2017). The resistance and sensitivity profile of Staphylococcus followed the disc diffusion
method. The antimicrobials used were: gentamicin (10ug), ampicillin (10ug), cephalothin
(30ug), penicillin G (10pg), oxacillin (lug), chloramphenicol (30ug), erythromycin (15ug). To
measure the inhibition halos, a millimeter ruler was used. The species were classified according
to the halo size as sensitive (S), intermediate (I) and resistant (R). The presence of residue was
detected using the Eclipse 50 Kit. The physical-chemical and microbiological results are in the
standards required by current legislation, with the exception of two farms that had an average
acidity above those required by IN 76: farms F4 (18.4 ° D) and F5 (20.3 ° D). Bacteria of the
coliform group, E. coli (F3 and F4), Enterobacter aerogenes (F1) and Klebisiella pneumoniae
(F1), Staphylococcus and absence of Salmonella were found. The isolated Staphylococcus
species were mostly coagulase negative, with the following species being identified: S. capitis,
S. caseolytiocus, S. cloosii, S. lentus, S. xylosus. The presence of S. aureus was detected only
on the F5 farm. The presence of residue was observed in 80% of the properties. In the resistance
evaluation, 100% resistance of the strains was observed for ampicillin, penicillin and oxacillin.
In sequence, there are cephalothin and gentamicin, both with 50% and erythromycin with 25%.
Sensitivity of 100% of the strains to chloramphenicol, 50% to gentamicin and 40% to
erythromycin was observed. Multidrug resistance was observed in the species S. aureus and S.
xylosus. In general, the farms studied present a milk within the standards required by the
legislation, however, the high counts of microorganisms, presence of residues and multidrug
resistance constitute a potential danger to public health and awareness and prophylaxis actions
should be adopted for improvement of the quality of the milk produced in the municipality of
Bacabal / MA.

Keywords: raw milk; quality; antimicrobial resistance; contamination
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1 INTRODUCAO

O leite constitui o primeiro alimento dos filhotes de cada espécie de mamifero, sendo
responsavel pela manutencao e pelo desenvolvimento da vida e contribuindo para a perpetuagao
das espécies. O leite de vaca € considerado o mais completo alimento, possuindo elevado valor
nutricional na alimenta¢do humana, particularmente nos primeiros estagios de vida (CRUZ et
al., 2016) por conter proteina, diversas vitaminas e minerais necessarios para uma boa nutricao
e por ser uma excelente fonte de célcio (PICCOLO et al., 2014).

Por sua composi¢do completa e balanceada, o leite pode abrigar praticamente todos os
geéneros e espécies de microrganismos conhecidos. Cada género microbiano presente no leite,
tem um comportamento metabolico que resulta em indmeras alteracdes na composicao do leite,
cuja intensidade estd diretamente relacionada a densidade da populacdo microbiana presente
(BELOTI, 2015). Bactérias, fungos, virus e outros podem provocar significativas altera¢des no
leite € mesmo sua contaminacdo (TRONCO, 2013), por isso, o leite deve ser obtido com a
maxima higiene e mantido em baixa temperatura, desde a ordenha até ocasido do
beneficiamento, visando garantir as caracteristicas fisicas, quimicas e nutricionais.

A baixa qualidade do produto pode ser atribuida a deficiéncias no manejo, higiene de
ordenha, sanidade da glandula mamadria, manuten¢do e desinfeccio inadequada dos
equipamentos e refrigeracdo ineficiente ou até mesmo inexistente Fagan et al. (2005); Nero et
al. (2005); Catao; Ceballos, (2001) e Santana et al. (2001) apud Matsubara et al. (2011). Assim,
cuidados higiénicos para evitar a contaminacao do leite devem ter inicio na ordenha e seguir
até o seu beneficiamento, por meio das boas praticas de produgio e fabricagao.

As exigéncias de qualidade e higiene para o leite cru e derivados lacteos sdo definidas
com base em postulados estabelecidos para a protecdo da satide humana e preservacio das
propriedades nutritivas desses alimentos (LINS NETO et al., 2016).

A qualidade do leite € definida por parametros de composi¢ao quimica, caracteristicas
fisico-quimicas e higiene. A presenca e os teores de proteina, gordura, lactose, sais minerais e
vitaminas determinam a qualidade da composi¢do, esta, por sua vez, varia de acordo com
fatores como heranca genética, espécie, raga e individuo; aspectos fisioldgicos como: gestagdo,
a fase e o nimero de lactagcdes e a idade do animal; fatores ambientais, como clima; e cuidados
no manejo: alimentagdo, tipo de ordenha, cuidados de satide do animal (ARA(JJ Oetal., 2015;
LINS NETO et al., 2016).

O conhecimento das caracteristicas fisico-quimicas do leite é essencial para a

compreensdo dos parametros de normalidade e provas de controle de qualidade que detectam
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alteracoes e fraudes e avaliam se o leite pode ser considerado fisico-quimicamente, normal e
consumivel, uma vez que as provas microbioldgicas sdo demoradas, com prazos para resultados
incompativeis com a vida qtil do leite (BELOTI, 2015).

No entanto, as provas microbioldgicas devem ser encaradas como balizadores de longo

prazo que permitem obter detalhes sobre os problemas higi€nico-sanitdrios da produ¢do porque
envolvem a forma de produzir, procedimentos do proprietério, dos ordenadores e as condi¢des
técnico-estruturais da produgao (BELOTI, 2015).
Ao discutirmos a importancia da saide do animal para a qualidade do leite, os cuidados com a
sanidade da glandula mamadria sdo extremamente importantes para a producao de um leite de
qualidade. A presenca de mastite, por exemplo, pode determinar a presenca de bactérias
patogénicas que causam danos nos tecidos da glandula que, por sua vez, levam a reducao da
producdo do leite e a alteracdes da sua composi¢cao. Dentre os microrganismos patogénicos
mais importantes decorrentes destas inflamagdes, estdo os Staphylococcus coagulase positiva
(SCP) e Staphylococcus coagulase negativa (SCN). Para reduzir ou eliminar estes
microrganismos € comum a utilizacdo de antibidticos indicados para infeccdes causadas por
mastites (TRONCO, 2013; BELOTI, 2015).

A presenca de microrganismos resistentes a antimicrobianos determina perdas
econOmicas relevantes devido aos gastos com medicagdes ineficazes e, ademais, causa grandes
prejuizos a Satdde Publica. Essa situacdo pode ser considerada ainda mais preocupante quando
se considera o tempo necessdrio para se desenvolver um novo antimicrobiano versus o
desenvolvimento da resisténcia, que acontece de forma bem mais rdpida (BOTELHO, 2017).

No caso do leite, pode ocorrer o acimulo de residuos de substincias antimicrobianas
que serdo eliminados no periodo de caréncia da vaca, e que dependem principalmente da dose
e da via de administracdo, sendo a intramamdria a maior forma de exposicdo do leite a
contaminag¢do, no entanto outras vias também podem contamina-lo (BELOTI, 2015).

Todas estas drogas sdo metabolizadas e excretadas, entretanto quando nao obedecido
o periodo de caréncia, seus residuos podem chegar até o consumidor, provocando problemas
para a saude publica (BELOTI, 2015), cujos efeitos, podem ser de toxicos, ao desenvolvimento
de processos alérgicos, entre outros.

Vale destacar que a ocorréncia de Staphylococcus enterotoxigé€nicos no leite, tanto
coagulase positiva quanto negativa, em alimentos, representa um risco potencial para a saide
publica, uma vez que essas espécies, quando presentes, podem produzir uma ou mais
enterotoxinas, que, depois de ingeridas, causam intoxicagdo alimentar aos consumidores

(BORGES et al, 2008).
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Diante do exposto, o estado do Maranhdo, apesar do expressivo aumento da producdo
de leite, ainda apresenta niveis de produtividade animal muito aquém do seu potencial
produtivo. Esses resultados refletem o baixo nivel tecnolégico predominante nas propriedades
e a prevaléncia de sistemas de producao ineficientes (DANTAS et al., 2018).

Em rela¢do ao municipio de Bacabal, os dados sobre a produgdo de leite sdo pouco
descritos na literatura. Fato este que torna crucial descrever o perfil das propriedades produtoras
de leite deste municipio a fim de gerar dados importantes para caracterizar a produgdo leiteira
no estado. Uma vez que a qualidade do leite € um dos temas mais discutidos atualmente dentro
do cendrio nacional de producdo leiteira. Este desde a obtengdo até o consumo, fica exposto a
uma série de influéncias de natureza fisico-quimica e de grande nimero de contaminacdes
microbioldgicas (TRONCO, 2013).

Considerando a importancia do leite bovino na alimenta¢do humana, além dos riscos
a saiude da populagdo que a presenca de microrganismos e residuos de antimicrobianos
representa, o objetivo deste trabalho foi estudar o perfil do leite cru de propriedades produtoras
no municipio de Bacabal/MA, com foco nas andlises microbioldgicas, fisico-quimicas,
resisténcia antimicrobiana de bactérias patogénicas isoladas do leite e presenca de residuos de

antibioticos
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Ambiente e producio de leite

O leite é composto por diferentes substincias, como gordura, proteinas, lactose, sais
minerais, vitaminas e dgua. Vdrios fatores podem alterar sua composi¢cdo como; fatores
genéticos (espécie, raga), fisioldgicos (idade, periodo de lactagdo) e ambientais e de manejo
(como clima, estacdo do ano, temperatura, chuvas, alimentacdo, quantidade e intervalo de
ordenhas (KOBLITZ, 2014). Tais fatores agem de maneira direta sobe a sintese e secre¢ao do
leite, ou agindo sobre o componente ja secretado, no interior da glandula.

Dentre os fatores mais importantes, destacamos o ambiente. De acordo com Feitosa e
Trovao (2006) o ambiente € constituido por todos os elementos do espago, seus atributos, suas
relacdes e os fluxos que promovem sua configuracdo e sua dinamica. Os elementos e os fluxos
sdo de origem natural e humana, enquanto os atributos sdo as propriedades inerentes cada
elemento. Dependendo da natureza, frequéncia e magnitude que os atributos manifestam,
evidencia-se o dominio dos aspectos fisicos ou humanos no sistema ambiental.

Considerando a producdo de leite, o ambiente € capaz de alterar a sua composicao. Isto
decorre principalmente em situagdes de estresse ambiental, no qual o animal tem seu
metabolismo e consumo de alimentos, disponibilidade e qualidade de forragens adulterados
(CRUZ et al., 2016).

Dentro do estudo da qualidade do leite estas alteragdes ocorrem em decorréncia do
clima. Este € caracterizado por um conjunto de dados (temperatura, pressdao, umidade) a respeito
das condicdes atmosféricas de um determinado local, durante um periodo cronolégico
especifico. O tipo de clima depende de uma série de fatores, como latitude, altitude, relevo e
radiacdo solar, e até mesmo a presenca do ser humano (CRUZ et al., 2005).

O Brasil, por apresentar a maior parte do seu territério situada nas regides tropicais,
possui grande vulnerabilidade as mudangas climéticas, podendo afetar significativamente o
agronegdcio. A pecudria leiteira € um dos setores mais sensiveis as variagdes do clima,
desempenhando grande importancia no contexto. Por exemplo, o periodo de chuva ndo € o
mesmo em todo pais, no Sul e Sudeste costuma chover mais no verao, entre dezembro e margo,
no Nordeste do pais chove mais no inverno (SILVA et al., 2010; BELOTI, 2015).

Neste aspecto, em altas temperaturas, ocorre diminui¢do do consumo de forragens,
levando a diminui¢do da relagdo acetato/propionato do rimen. Esta relagdo esta diretamente
ligada ao teor de gordura do leite. Além disso, altas temperaturas levam a decréscimo no teor

de proteina, lactose e sélidos ndo gordurosos do leite. Nos meses quentes, os teores destes
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componentes sdo normalmente mais baixos. Temperaturas mais baixas, no entanto, reduzem a
producdo de leite € aumentam os teores de gordura, proteinas e lactose (CRUZ et al., 2016).

Diante de tais aspectos de influéncia do ambiente na producdo de leite, o Maranhao
localizado no litoral norte do Brasil, tem como clima predominante o clima tropical o que, de
acordo com Bezerra et al. (2017), lhe confere grande potencial para o desenvolvimento de uma
pecudria leiteira mais moderna, por estar localizado na regido caracterizada como Meio-Norte,
regido menos exposta as instabilidades climadticas periddicas existentes no Nordeste.

No Maranhdo a pecudria leiteira é de extrema importancia, tanto no ponto de vista
social quanto econdmico. A producdo de leite esta presente em todas as regides do estado.
Gerando empregos e garantindo renda para boa parte da populacdo (DOREA et al., 2003, apud
SANTOS, 2016).

Entretanto, apesar do grande potencial de produgdo do estado do Maranhdo devido sua
condic¢do geografica e do crescimento da producdo, a pecudria leiteira no Estado ainda apresenta
baixa produtividade, pois o nivel de ado¢do de tecnologias € incipiente o que gera instabilidade
na oferta e na renda dos produtores. Por outro lado, os produtores estdo inseridos em um
mercado cada vez mais competitivo e exigente em termos de qualidade da matéria-prima,
principalmente com a ampliacdo do nimero de laticinios, o que exige maior conhecimento
sobre o comportamento e condi¢des do mercado (BEZERRA et al., 2017).

Bezerra e colaboradores (2017) descrevem que a producdo de leite bovino no estado
do Maranhdo cresceu a uma taxa de 5,62% ao ano entre 1974 e 2015 e exibiu comportamentos
diferenciados ao longo das décadas sob influéncia da conjuntura econdmica e do mercado
consumidor. A maior influéncia sobre o crescimento da produgdo foi devida a expansao do
rebanho, com o aumento do plantel de vacas ordenhadas, e em menor propor¢do aos ganhos em
termos de produtividade animal o que configura crescimento extensivo.

De acordo com o IBGE (2019), em 2018 o Maranhdo ocupou a 17° posi¢cdo em
producdo de leite no Brasil com aproximadamente 346 milhdes de litros de leite produzidos, na
regiao Nordeste ocupou o 5° lugar com produc¢do de mais de 345 milhdes de litros produzidos.
Dados preliminares da Pesquisa Agropecuaria 2019, revelam que no 4° trimestre, os laticinios
adquiriram e processaram cerca de 17 milhdes de litros de leite no estado e sendo a producdo
anual de aproximadamente 67 milhdes de litros (IBGE, 2020).

Contudo, segundo o Servico Nacional de Aprendizagem Rural — SENAR/MA a
pecudria leiteira maranhense vem enfrentando vdrias dificuldades, principalmente as atribuidas
a falta de pesquisa e assisténcia técnica que tem contribuido significativamente para o baixo

nivel tecnoldgico apresentado, em particular, pelos pequenos produtores que sdo a grande
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maioria e para os altos custos de producdo. H4 ainda que se registrar a baixa produtividade do
rebanho, principalmente, no cendrio das pequenas e médias propriedades rurais (SENAR/MA,

2018).

2.2 Aspectos de qualidade do leite

O termo qualidade quando aplicado ao leite, compreende os aspectos relacionados as
suas caracteristicas intrinsecas e integrais, isto é, alto valor nutricional, baixa contaminacio
microbiana, auséncia de bactérias nocivas para a sadde humana, de adulterantes, de sedimentos,
de substincias toxicas ou de outros contaminantes quimicos, sabor e odor agraddveis e
adequacdo para o processamento, transformacao, armazenagem e distribuicdo (PICCOLLO et
al., 2014).

A qualidade do leite cru refrigerado no Brasil era regulamentada pela Instrucio
Normativa n® 62 de dezembro de 2011, que determina padrdes de qualidade por regido do pafs,
mais exigentes com o decorrer dos anos. Em novembro de 2018, o Ministério da Agricultura,
Pecudria e Abastecimento — MAPA, fixou novas regras para a produgdo de leite no pais,
especificando os padrdes de identidade e qualidade do leite cru refrigerado, do leite
pasteurizado e do leite pasteurizado tipo A através da Instru¢ao Normativa (IN) n° 76 que trata
das caracteristicas e da qualidade do produto na industria E da Instru¢do Normativa n° 77, na
qual estdo definidos critérios para obten¢do de leite de qualidade e seguro ao consumidor e que
englobam desde a organizacao da propriedade, suas instalacdes e equipamentos, até a formacgao
e capacitacdo dos responsaveis pelas tarefas cotidianas, o controle sistemético de mastites, da
brucelose e da tuberculose (BRASIL, 2018).

Dentre os critérios de qualidade, descritos na legislacdo, a ordenha € um ponto de
extrema importancia para a qualidade do leite, pois grande parte da contaminagdo do leite pode
originar-se nesta etapa, uma vez que as condi¢des de higiene do ambiente de producdo e do
manipulador (ordenhador) ndo estejam dentro dos padrdes exigidos. Esta etapa acaba por
definir a qualidade do leite produzido com implicagdes direta para toda a cadeia produtiva.

Quando se fala em qualidade fisico-quimica do leite a maior preocupacio € o seu
estado intrinseco e extrinseco, pois estd diretamente relacionado ao seu estado de conservagao,
a eficdcia do tratamento utilizado e principalmente aquele relacionado com a adulteracdo onde
ocorre a remogao de seus constituintes afetando a qualidade nutricional, ocorre também a adi¢ao
de agentes estranhos que pode oferecer riscos de toxidade (MARTINS; OLIVEIRA; SANTOS,
2012).
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Do ponto de vista fisico-quimico, o leite € uma mistura homogénea de diferentes
substancias como dgua, proteina, lactose, gordura, sais minerais e vitaminas. E um liquido de
cor branco opaco, com pequenas variacdes que vdo do creme ao levemente azulado. E de
fundamental importancia avaliar as caracteristicas fisico-quimicas do leite, pois através destes
parametrosé possivel verificar as fraudes e o estado de conservacdo do leite (AGNESE et al.,
2002; KOBLITZ, 2014).

Neste aspecto, sdo avaliados os teores de acidez, densidade relativa, matéria gorda,
extrato seco total (EST), extrato seco desengordurado (ESD), lactose e proteina.

Dentre os parametros de qualidade fisico-quimica, a determinacdo da acidez do leite é
uma das medidas mais usadas no controle da matéria-prima pela industria leiteira, é expressa
em graus Dornic (°D) ou em porcentagem (%) de dcido lactico (KOBLITZ, 2014; BELOTI,
2015).

O método Dornic quantifica a acidez do leite provocada principalmente pelo dcido
latico, acidez de origem microbiana, e por isso conhecida como acidez adquirida. E determinada
por meio de titulagdo direta de 10 mL de leite com solugdo-padrao Dornic (NaOH N/9), na
presenca de indicador fenolftaleina, sendo o mais usado para determinacao rdpida e precisa do
teor de acido latico presente no leite (KOBLITZ, 2014; BELOTI, 2015). A densidade absoluta
¢ a relacdo entre a massa e o volume de uma substancia. No caso do leite, determina-se a
densidade relativa, ou seja, a razao entre a massa de um determinado volume de leite e 0 mesmo
volume de dgua, em uma dada temperatura. Esta razdo estd diretamente relacionada a
composi¢ao quimica que, no leite, € de cerca de 12% a 13% de matéria solida (sélidos totais) e
87% a 88% de agua (DIAS, 2014; KOBLITZ, 2014).

Embora os sélidos totais sejam formados por uma grande quantidade de moléculas
diferentes, majoritariamente, esta fracao do leite € formada por gordura, proteina, lactose e sais
minerais. Desta forma, a densidade do leite € influenciada pela concentracdo destas substincias
(DIAS, 2014; KOBLITZ, 2014).

De acordo com o Manual de Métodos Oficiais para Andlise de Alimentos de Origem
Animal do Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento (BRASIL, 2017), a
determinac¢do da densidade € feita com o uso de um densimetro digital de acordo com a norma
ISO 15212-1.

A gordura do leite, consiste em uma mistura de compostos com propriedades em
comum, de cardter apolar. E constituido por dcidos graxos e glicerol que provem em parte da
corrente sanguinea. Nos ruminantes, o acetato e o beta-hidroxibutirato sdo os precursores mais

importantes desta sintese (TRONCO, 2013; CRUZ et al., 2016).
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Segundo Koblitz (2014), estes componentes encontram-se dispersos no leite na forma
de glébulos esféricos e sdo visiveis ao microscopio. Seu diametro varia de 0,1 a 15 pum,
dependendo da espécie, da raga e do estidgio de lactacdo do animal. A deteccdo do teor de
gordura do leite fluido tem como métodos oficiais o gravimétrico (ISO 1211/IDF 1) ou o
butirométrico, também chamado de Gerber (descrito na norma NMKL 40).

O método de Gerber baseia-se no ataque seletivo da matéria organica por meio de
dcido sulftrico, com exce¢do da gordura que serd separada por centrifugacdo, auxiliada pelo
dlcool amilico, que modifica a tensdo superficial. A porcentagem de gordura € lida diretamente
na escala do aparelho e na base do menisco formado pela camada de gordura, imediatamente
apo6s retirar o aparelho do banho-maria. Se a coluna ndo estiver bem delineada, misturar
novamente o conteido do aparelho e repetir os procedimentos de centrifugacdo e aquecimento
(BRASIL, 2006).

A gordura é um componente quimico que confere ndo s6 aroma como textura e
rendimento, principalmente aos queijos (BARBOSA et al., 2014). E um dos componentes
majoritarios do leite e o teor médio no leite cru é em torno de 3,9%, entretanto a IN 77 estabelece
teor minimo de 3% (EMBRAPA, 2014; BRASIL, 2018). Assim, a determinacdo desse
componente avalia a integridade do leite, bem como detecta possiveis fraudes.

O extrato seco total (EST) ou sélidos totais € o somatdrio da concentragdo de todos os
componentes do leite exceto a dgua. O extrato seco desengordurado (ESD) € a diferenca entre
0 EST e o teor de gordura. Estes parametros sao muito importantes para a industria, pois a partir
deles € possivel prever o rendimento na fabricacao de derivados ldcteos como queijos e outros.
Em média, o EST no leite encontra-se entre 12% e 13% (DIAS, 2014), contudo a IN 76
determina um valor de 8,4% (BRASIL, 2018).

A determinacdo do EST e ESD € descrito na IN n° 68 de 12 de dezembro de 2006 e
descrito na ISSO 6731 /IDF 21, consiste na perda da umidade e volateis por dessecagdo e
pesagem do residuo assim obtido (BRASIL, 2006).

As proteinas do leite bovino sdo de alta qualidade, contendo um bom equilibrio de
todos os aminodcidos essenciais, incluindo a lisina. S3o os compostos nitrogenados mais
importantes do leite, tanto do ponto de vista qualitativo e quantitativo. Sua composicio €
formada por 19 aminodcidos diferentes, representam cerca de 3,5% dos sélidos do leite e
apresentam alto valor nutricional (KOBLITZ, 2014; PICCOLLO et al., 2014; BELOTI, 2015).

A caseina € a principal proteina do leite, representa cerca de 80% das proteinas totais.
E sintetizada na glandula maméria com o propésito de prover célcio, aminodcidos e energia aos

neonatos. Em altas temperaturas, as proteinas, podem ter sua integridade comprometida e
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precipitar, principalmente quando este contém elevada quantidade de microrganismos
psicrotroficos, pois tais microrganismos produzem enzimas proteoliticas que quebram as
proteinas e podem precipitar e danificar equipamentos e prejudicar a elaborag¢do de derivados
(BELOTI, 2015; CRUZ et al., 2016).

A detec¢do do teor de proteinas do leite baseia-se na transformacao do nitrogénio da
amostra em sulfato de amonio através da digestdo com dacido sulftrico P.A. e posterior
destilacdo com liberacao da amonia, que é fixada em solucdo 4cida e titulada, método conhecido
como Kjeldahl (BRASIL, 2006).

A lactose € o actcar caracteristico € o s6lido mais predominante no leite e fonte de
material energético para diversos processos biotecnoldgicos e matéria-prima da industria
farmacéutica e alimenticia. E um dissacarideo formado pela ligagio glicosidica B (1,4) entre as
moléculas de galactose e glicose, sendo sintetizada a partir da glicose absorvida do sangue e
pela UDP galactose, por meio da enzima lactose sintetase, com modificador enzimatico o-
lactoalbumina. A lactose pode apresentar duas formas isoméricas, a- e - lactoses, que podem
ser identificadas por difracdo de raio-X e tem diferentes propriedades fisicas. E um acticar muito
estdvel e sua hidrolise quimica pode ocorrer mediante a acdo de &cidos diluidos e altas
temperaturas, quando a lactose € hidrolisada a glicose e galactose (KOBLITZ, 2014; ANJOS et
al. 2015; CRUZ et al., 2016).

A lactose estd relacionada a regulacdo da pressdao osmoética na glandula mamaria, de
forma que maior producdo de lactose determina maior producdo de leite (Peres, 2001, apud
Brasil et al., 2012).

Para a avaliacdo da qualidade microbiolégica do leite, utilizam-se os microrganismos
indicadores de qualidade, sendo os mais importantes os aerébios mesofilos, estafilococos
coagulase positivos, coliformes totais e termotolerantes e Escherichia coli e, para o leite
refrigerado, os psicrotréficos (PS). A detec¢do e enumeragdo destes microrganismos sdo de
importancia para a avaliagao tanto da qualidade final do leite, como da eficiéncia de praticas de
sanitizacdo de equipamentos e utensilios, qualidade na manipulacdo do produto e fontes de
contaminagdo durante a obtencao, transporte e beneficiamento do leite (MATSUBARA et al.,
2011).

A contagem total de bactérias mesdfilas elevada pode indicar matérias-primas muito
contaminadas, falta de higiene na producgdo, limpeza e desinfec¢do insuficientes e ainda
condig¢des de tempo e temperatura inadequadas durante a produgdo e conservacao do alimento.

A prova para determinar coliformes, no caso de leite cru, permite avaliar o grau de
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contaminagdo do préprio leite. Com frequéncia, os coliformes do leite t€ém origem em utensilios
mal desinfetados, tais como baldes, tarros, tanques e maquinas de ordenha (TRONCO, 2013).

As bactérias coliformes pertencem a familia Enterobacteriaceae, incluindo os géneros
Escherichia, Enterobacter, Klebsiella e Citrobacter. Akeju (2015) descreve, ao citar Ashbolt et
al. 2001 e Stevens et al. 2000, que enquanto os géneros coliformes como Escherichia e
Klebsiella sdao habitantes principalmente do trato intestinal, outros como Enterobacter e
Citrobacter podem se originar de fezes, plantas e materiais do solo.

Em um esfor¢o para aumentar a diferenciacdo funcional dentro do grupo coliforme
diverso, Leclerc et al. (2001) propuseram trés categorias de coliformes baseadas em
caracteristicas taxonOmicas e fisioldgicas: “termofilicas”, que incluem Escherichia coli (E.
coli.) de origem fecal; "Termofilico e onipresente" e; "Psicrotroficos", que sdo puramente
ambientais. Dos coliformes "termofilicos", que sdo caracterizados por sua capacidade de
crescer e fermentar lactose entre 44 e 45 ° C, o Unico indicador confidvel de contaminagdo fecal
€ a E. coli. Esse organismo nio sobrevive bem em ambientes fora do trato intestinal de animais
de sangue quente; portanto, ndo é um contaminante ambiental (MARTIN et al., 2016).

As E. coli sdo bactérias anaerdbias facultativas gram-negativas, oxidase-negativas,
catalase-positivas, ndo esporas e facultativas encontradas naturalmente no trato gastrointestinal
de animais e no meio ambiente por contaminacdo cruzada (AARESTRUP et al., 2008;
ADZITEY et al., 2014, apud ADZITEY et al., 2016). Desta maneira, se as condi¢des de
manipulacdo e equipamentos de ordenha utilizados durante a extracdo do leite ndo forem

adequadas, hd uma maior probabilidade de ocorréncia desta bactéria.

2.3 Staphylococcus spp

Os estafilococos sdo bactérias da familia Staphylococcaceae, sendo classificados como
Gram positivos e podendo se apresentar isolados ou aos pares, em cadeias curtas ou
aglomerados irregulares semelhante a um cacho de uva, imdveis, anaerdbicos facultativos,
catalase positiva e fermentam glicose com producdo de 4cido. Apresentam col6nias com
coloragdo variando de branca a amarelo alaranjado pela presenga de pigmentos carotenoides
(SANTOS et al, 2007; GOMES, 2013, apud SOVINSKI, 2019).

S@o micro-organismos mesodfilos com temperatura de crescimento entre 7 € 47,8° C e
podem produzir enterotoxinas termorresistentes a temperaturas entre 10 e 46° C, com
temperatura 6tima entre 40 e 45° C. S@o tolerantes a concentragdo de cloreto de sodio de até
20% e o que faz dos alimentos curados potenciais veiculos de intoxicacdo. Sao os unicos

capazes de se multiplicarem em alimentos com valores de atividade de dgua inferiores ao
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normalmente considerados minimos para outras bactérias hal6filas (FRANCO; LANDGRAF,
2005).

Marques et al. (2013) cita Coelho et al. (2011) e Silva et al. (2007) para reportar que os
Staphylococcus spp. podem produzir uma série de fatores de viruléncia que contribuem para
que a bactéria invada as defesas fagociticas do hospedeiro, facilite a sua aderéncia as células
epiteliais e a colonizagdo no tecido, favorecendo a sua persisténcia extracelular e garantindo
assim €xito em sua instalacdo e manutengao nos tecidos do hospedeiro. Entre estes fatores esta
a produ¢ao de um mucopolissacarideo extracelular (“slime”), que parece ajudar na aderéncia e
coloniza¢do do microrganismo ao epitélio glandular mamario.

De forma geral, pode-se esperar a presenca destes microrganismos em quase todos os
alimentos de origem animal ou naqueles diretamente manipulados, a ndo ser que tenham sido
aplicados tratamentos térmicos para a destruicao desses microrganismos (JAY, 2005).

Por se tratar de um organismo oportunista, estd intimamente relacionado a inimeras
afeccoes e mdltiplas resisténcias a antibidticos. Mas quando o objeto de estudo € leite e seus
derivados, os Staphylococcus spp. estdo entre os patégenos mais hegemoOnicos e visados. Isso
se deve ao risco para a saude da populacio, especialmente criancas e 1dosos, que sao os
principais consumidores dos produtos lacteos, quando expostos ao leite provenientes do animal
com mastite (AMARAL et al., 2003; DE VISSCHER et al., 2017, apud POOL, 2020).

A legislagdo brasileira determina que, pds-ordenha, o leite deve ser refrigerado antes da
pasteurizacdo visando a inibi¢do das bactérias mesofilas dentre as quais podemos destacar o
género Staphylococcus como um potencial produtor de enterotoxinas. A preocupacdo com
género ressalta-se por este ser um dos agentes mais comuns responsaveis por surtos de
intoxicacdo alimentar, uma vez que sdo normalmente transmitidos aos alimentos por meio de
manipuladores, portadores assintomaticos, € por meio dos animais como o gado leiteiro
(PRADO et al., 2015).

Destacando o gado leiteiro, umas das grandes causas desta contaminac¢do por
estafilococos sdo as mastites, processos inflamatérios da glandula mamaria da vaca que sdo
consideradas como o principal problema para os rebanhos leiteiros. Segundo Jay (2005), a
mastite estafilocécica é bem conhecida pelos rebanhos leiteiros, e as chances de contrair
intoxicacdo alimentar sdo grandes se o leite infectado dessas vacas for consumido ou utilizado
na fabricacao de queijos, por exemplo.

Os Staphylococcus coagulase positivos (SCP) sdo os agentes causadores de mastites
subclinicas mais comuns em vacas leiteiras no mundo contemporaneo devido a numerosos

fatores de viruléncia, como pigmentos, hemolisinas e elementos genéticos moveis que
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codificam a resisténcia antimicrobiana. S@o incluidos no leite através da manipulacdo (maos do
ordenhador), equipamentos de ordenha e por decorréncia da mastite bovina (RAJIC-SAVIC, et
al., 2015). Deste grupo, com exce¢do de S.aureus e S.hyicus | S.agnetis, os estafilococos
coagulase positivos raramente sdo isolados nos casos de mastite por ruminantes
(VANDERHAEGHEN et al., 2015).

Dentre as espécies de SCP, os S. aureus sdo importantes agentes contagiosos de mastite,
e sdo componentes da microbiota autéctone da pele do ubere, e capazes de colonizar e
multiplicar rapidamente no canal do teto (BELOTI, 2015). Sao mesoéfilos, capazes de crescer
em temperaturas de 6,7°C, mas geralmente o seu crescimento ocorre na faixa entre 7°C a
47,8°C, temperatura 6tima de crescimento entre 20°C e 37°C. J4 as enterotoxinas sao
produzidas entre 10°C e 46°C, contudo a temperatura 6tima de crescimento estéd entre 40°C e
45°C. Tais valores minimos € miximos de temperatura de crescimento e producdo de toxinas
tem suas condi¢des 6timas diferentes que estd condicionada a fatores como concentracao dos
sais, pH e atividade de dgua (JAY, 2005).

Este microrganismo € dividido em diversos biotipos, tendo como base testes
bioquimicos e padrdoes de resisténcia. Os biotipos sdo subdivididos de acordo com a
fagotipificacdo, sorotificacdo, andlise de plasmideo e ribotipificacdo. O S. aureus produz uma
grande variedade de fatores de viruléncia: estafiloquinases, hialuronidades, fosfateses,
coagulases e hemolisinas. (FORSYTHE, 2013).

Os S. aureus sao a causa mais comum de intoxicagdo alimentar em todo o mundo.
Segundo Silva et al. (2010), considerando os riscos para a saide humana, o S. aureus € uma
bactéria patogénica, cuja doenca transmitida por alimento (DTA) € classificada pela
Internacional Commission on Microbilogical Specifications for Foods (ICMSF) no grupo de
risco III, que inclui as doengas “de perigo moderado”, usualmente de curta duragcdo e sem
ameaca de morte ou sequelas, com sintomas auto limitados mas que causam severo
desconforto”, sendo necessaria a ingestio de valores acima de 10°® UFC por grama do alimento
para causar a intoxicagao.

De acordo com Forsythe (2013), as intoxicacdes alimentares sdo causadas pelas
enterotoxinas. Estas sdo proteinas de baixo peso molecular, as quais podem ser diferenciadas
por meio de sorologia de varios tipos antigénicos: SEA a SEE, e SEG a SEQ, com trés variantes
de SEC. A SEA € a mais comumente associada as intoxicagdes causadas por Staphylococcus.
Sdo toxinas gastrointestinais, assim como superantigénicas que estimulam os mondcitos € 0s

macrofagos a produzir citosinas.
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Cabe destacar que a toxina estafilocdcica € termoéstavel, e muitas vezes ndo € inativada
por coagdo usual (ANDRADE, 2008), dai a importancia do controle deste microrganismo no
leite cru, principalmente pelo fato de muitas cidades ainda comercializarem o leite nestas
condi¢des, sem refrigeracio ou tratamento térmico adequado.

O Staphylococcus coagulase negativa (SCN) constitui a maioria do género
Staphylococcus. Considerados responsdveis por infec¢des oportunistas em seres humanos e
animais, caracterizam-se como um patégeno emergente que sdo normalmente encontrados na
pele do teto sendo importante na etiologia da mastite, pois podem ter acesso ao interior da
glandula mamadria resultando na infec¢do intramamdria (VANDERHAEGHEN et al., 2015;
SILVA e RIZZO, 2019).

O SCN ¢ a principal causa de mastite em vacas em sua primeira lactagdo, portanto é
provavel que seja responsdvel por possiveis perdas de producdo de leite nos rebanhos levando
o produtor a indmeros prejuizos, como gastos com medicamentos, descarte de leite com
antibidticos, descarte precoce de vacas e alteracdo na composicdo do leite. Entretanto, para o
animal a mastite causada por SCN resulta em sinais leves locais, como leve rugor e pouca
alteracdo da aparéncia do leite (KRISHNAMOORTHY et al., 2016; SILVA e RIZZO, 2019).
Por isso, tradicionalmente, sdo considerados agentes patogénicos de menor relevancia.

Ressalta-se que este grupo de microrganismos tem aumentado a sua importancia, pois
se tornaram um dos grupos de espécies mais frequentemente isolados no leite em muitas dreas
em todo o mundo (RASPANTT et al., 2016). Dentre as espécies de SCN, destacam-se o S.
epidermidis, S. saprophyticus, S. simulans, S. conhii, S. chromogenes, S. xylosus, S. equorum,
S. capitis, e S. lentus como as principais isoladas de alimentos com nenhuma capacidade de
produzir enterrotoxinas estafilococica (ESs). (KRISHNAMOORTHY et al., 2016).

Krishnamoorthy et al. (2016) descrevem que o grupo SCN normalmente ndo sio
identificados em nivel de espécie, mas sdo tratados como um grupo uniforme e algumas
espécies podem ser mais virulentas ou ter caracteristicas clinicas diferentes, entretanto ainda
faltam estudos comprobatérios.

KIM et al. (2018) destaca que o SCN € encontrado na pele humana e animal normal
assim, uma vez em contato com a superficie do alimento pode servir como um veiculo para a
transmissao de bactérias patogé€nicas capazes de causar doencas em seres humanos. As
infeccdes do SCN sao de dificil controle devido a producdo de biofilmes que aumenta sua
resisténcia a antibioticos em cerca de 1000 vezes a resisténcia das bactérias planctonicas. As
espécies do SCN, ainda produzem outros fatores e enzimas de viruléncia diversos, como

hemolisina, lipase, lecitinase, DNase e protease.
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Diante do exposto e considerando a producdo de leite, em fazendas de pequeno e médio
porte, a grande preocupacdo com estes microrganismos deve-se aos aspectos higiénicos dos
equipamentos de ordenha e pela manipulacdo (maos do ordenhador). Uma vez que estes nao
passem pelos procedimentos de boas praticas de producdo podem gerar grandes desconfortos
tanto para o rebanho como para a saide humana, se este leite ndo passar por processos de

tratamento térmico adequados.

2.4 Antimicrobianos

Antimicrobianos sdo substancias usadas para inibir ou inativar o crescimento de
microrganismos. No leite sdo largamente utilizados no tratamento de infec¢des que acometem
as vacas principalmente no periodo de lactacdo. Como exemplo destas infe¢des, podemos citar
a mastite. O uso destas substancias na terapia animal, teve inicio na década de 50 e até hoje sao
fundamentais no auxilio preventivo e curativo a sanidade do rebanho (BELOTI, 2015).

Ungemach Miiller-Bahrdt; Abraham, 2006, apud Arias e Carrilho (2012), justificam o
uso de antimicrobianos em veterindria como importantes agentes a protecdo do bem-estar
animal, prevencdo da propagacdo epidémica de doencas infecciosas, melhora da eficicia da
producdo animal, prevencdo da transferéncia de zoonoses de animais aos seres humanos,
seguranca dos produtos de origem animal e prevencdo de doengas de origem alimentar; assim,
os antimicrobianos sdo farmacos vitais em medicina veterindria e dificilmente podem ser
substituidos se ndo existirem alternativas vidveis.

Os antibidticos podem ser naturais ou sintéticos. Sao capazes de impedir a multiplica¢io
ou gerar a morte de fungos ou bactérias, assim classificados como microbicidas, os quais
causam a morte dos microrganismos, ou “estaticos”, os quais favorecem o bloqueio do
desenvolvimento microbiano (GUIMARAES, MOMESSO e PUPPO, 2010, apud TEIXEIRA
et al., 2019).

A maioria dos antibidticos naturais é originada de fungos pertencentes aos géneros
Penicillium, Cephalosporium e Micromonospora, e de bactérias dos géneros Bacillus e
Syrectomyces. Sua producdo natural exige a instalacdo de um parque industrial com grandes
fermentadores para o cultivo do agente produtor da droga (TAVARES, 2007).

Os antibidticos sintéticos, sdo os antimicrobianos mais comumente utilizados no
tratamento de bovinos com mastite e podem ser divididos em oito principais classes: beta-
lactamicos, aminoglicosideos, lincosamidas, macrolideos, polimixinas, quinolonas, sulfas e

tetraciclinas (PEREIRA e SCUSSEL (2017) e podem ser melhor entendidos na Tabela 1.



Tabela 1- Caracteristicas dos grupos de antimicrobianos
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Grupo Antimicrobiano Estrutura Espectro de Acao Modo de Ac¢ao
Beta-Lactamicos Penicilinas: derivam do GRAM (+) Impedimento da
(Penicilinas e acido 6- formacao da parede
Cefalosporinas) aminopenicilindmico. celular das bactérias
Cefalosporinas: provém do
acido 7-
aminocefalosporindmico
Aminoglicosideos Nicleo de hexose ligado a GRAM (-) e Ligacdo a por¢do 30S do
aminoagtuicares por Staphylococcus spp. ribossomo, interferindo
ligagdes glicosidicas na sintese protéica
bacteriana, formando
proteinas defeituosas
Lincosamidas Monoglicosideos ligados a GRAM (+) Ligacdo a subunidade
um aminodacido 50S dos ribossomos,
inibindo a sintese
protéica
Macrolideos Anel Lactonico GRAM (+) Translocag@o do RNAt
na subunidade 50S do
ribossomo impedindo a
sintese protéica
bacteriana
Polimixinas Polipeptidico GRAM (-) Alteram a
permeabilidade da
membrana da célula
bacteriana, levando a sua
morte
Quinolonas Anel 4-quinolona GRAM (+) e (-) Inibe a DNA girase
bacteriana, impedindo o
enrolamento da hélice de
DNA
Sulfas Andlogas e antagonistas GRAM (+) e algumas Impede a utilizacio do
competitivas do dcido GRAM (-) PABA na sintese do
paraaminobenzdico acido félico pelas
(PABA) bactérias
Tetraciclinas Quatro anéis GRAM (+) e () Ligacdo a subunidade

30S dos ribossomos, ndo
permitindo que o RNA
transportador se ligue a
ele, inibindo assim a
sintese protéica

Fonte: PEREIRA E SCUSSEL (2017) adaptado de ARAUJO (2010), SPINOSA et al. (2014)

Os PB-lactamicos sdo assim conhecidos por ser uma classe de medicamentos com a

estrutura basica do anel B-lactamico. Este anel, € o responsavel pela atividade antimicrobiana

dessa familia de antibidticos, e seu rompimento em qualquer ponto resulta na perda completa

da acdo antimicrobiana da droga. A droga tem muitas vantagens, como forte atividade

bactericida, baixa toxicidade e uma gama de indicagdes e valor de aplicacdo no campo da

medicina clinica e veterinaria (TAVARES, 2007; BELOTI, 2015; WU, et al., 2019).

As questdes de seguranga alimentar, causadas pela presenca de seus residuos em

alimentos, levou a uma forte atencao do gerenciamento de seguranca em varios paises, pois
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estes antibidticos podem causar alergias em humanos e danificar o equilibrio da flora
gastrointestinal. Os principais representantes deste grupo sdo as penicilinas (amoxicilina,
ampicilina, penicilina G) e cefalosporina (ceftiofur, cefapirina e cefaxina) (TAVARES, 2007,
BELOTI, 2015; WU, et al., 2019).

A penicilina é o beta-lactimico mais conhecido, seu primeiro representante a
penicilina G foi descoberta por Fleming, em 1928, ao observar a atividade antimicrobiana
exercida por um fungo (Penicillium Chrysogenum) contaminante de uma cultura de S. aureus.
As penicilinas sdo classificadas em naturais (obtidas por fermentacdo do Penicillium
Chrysogenum) e semissintéticas que sdo obtidas por processo laboratorial em que modificagoes
quimicas sdo introduzidas no dcido 6-aminopenicilanico (TAVARES, 2007).

Os aminoglicosideos, sdo um grupo de antibidticos que atuam na sintese protéica de
bactérias Gram-negativas e de algumas Gram positivas. S3o hidrossoliveis com ag¢do
potencializada em pH alcalino devido a baixa absor¢do intestinal, menos de 1% da dose €
absorvida apdés a administrac@o oral ou retal, portanto a principal via de administracdo € a via
parenteral. Dentre os aminoglicosideos, os que mais se destacam no tratamento de doengas de
animais, sa0 a neomicina, a estreptomicina e a gentamicina (ANVISA, 2007; SILVA, 2015;).
A gentamicina é um dos compostos mais usados no tratamento da mastite, ocupando
aproximadamente 30% do mercado de medicamentos disponiveis para infusdes mamadrias
(BELOTI, 2015).

As lincosamidas ou lincomicinas sdo antibiéticos heterociclicos originais, mas com
espectro e mecanismo de acao que as aproximam dos macrolideos, com quem, inclusive, podem
ter resisténcia cruzada. A lincomicina, seu representante natural, é apresentada na forma de
cloridrato monohidratado para uso oral e parenteral. (TAVARES, 2007). Seu mecanismo de
acdo € bloquear a sintese proteica através da ligacio a subunidade 50S ribossomal bacteriana,
impedindo a transloca¢do durante a fase de traducdo. Podem apresentar atividade bacteriostética
ou bactericida, dependendo da concentracao da substancia, do tipo de bactéria e da inoculacao
da bactéria (GUIGERE, 2013, apud SOUSA, 2017). Agem sobre bactérias aerébias gram-
positivas incluindo os S. aureus (TAVARES, 2007).

Os macrolideos sdo caracterizados pela alta lipossolubilidade, com ag@o na sintese de
proteinas de bactérias Gram-positivas, por atravessar a barreira sanguinea da glandula mamaéria
com facilidade, estdo representados pela azitromicina, a claritromicina, a eritromicina e a
espiramicina. O mais utilizado € a eritromicina, cujo mecanismo de a¢do consiste na inibi¢ao
da sintese protéica pela ligacdo a por¢ao S0S dos ribossomos bacterianos (PACHECO-SILVA
et al., 2014; BELOTI, 2015).
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As polimixinas sdo antibidticos que interagem com a molécula de polissacarideo da
membrana externa das bactérias gram-negativas, retirando cdlcio e magnésio, necessirios para
a estabilidade da molécula de polissacarideo. Esse processo € independente da entrada do
antimicrobiano na célula bacteriana e resulta em aumento de permeabilidade da membrana com
rapida perda de contetido celular e morte da bactéria. Além de potente atividade bactericida, as
polimixinas também apresentam atividade antiendotoxina. O lipideo A da molécula de
lipossacarideo, que representa a endotoxina da bactéria gram-negativa, ¢ neutralizado pelas
polimixinas (ANVISA, 2007).

As quinolonas atuam na inibicdo da atividade da DNA girase ou topoisomerase II,
enzima essencial a sobrevivéncia bacteriana. A DNA girase torna a molécula de DNA compacta
e biologicamente ativa. Ao inibir essa enzima, a molécula de DNA passa a ocupar grande
espaco no interior da bactéria e suas extremidades livres determinam sintese descontrolada de
RNA mensageiro e de proteinas, determinando a morte das bactérias. Também inibem, in vitro,
a topoisomerase [V, porém ndo € conhecido se este fato contribui para a acdo antibacteriana.
Seu fator de resisténcia estd relacionado, principalmente, a alteragdo na enzima DNA girase,
que passa a ndo sofrer acao do antimicrobiano (ANVISA, 2007).

Sulfonamidas sdo drogas essencialmente bacteriostiticas e seu mecanismo de acdo
estd na inibicdo do metabolismo do 4cido félico. Assim sendo, estes antimicrobianos atuam
como antimetabolitos, ao competirem com o dcido p-aminobenzdico, um fator indispensavel
para a sintese de dcido félico pela ligagdo com a enzima dihidropteroato sintetase, a enzima
responsavel pela catalisacdo da reacdo que origina o dcido dihidropterdico, essencial para a
formacdo de 4cido félico (PRESCOTT, 2013, apud SOUSA, 2017). Sua aplicacdo pode ser
sistémica, agindo de maneira generalizada no organismo; oral, quando administradas por essa
via e agem na luz do intestino, ou tépicas, de administracdo local (TAVARES, 2007; ANVISA,
2007, BELOTI, 2015).

Tetraciclinas compdem um grupo de antibidticos que apresentam em comum uma
estrutura hidronaftalénica, sendo utilizadas no tratamento antibacteriano, agindo em muitas
bactérias gram-positivas e gram-negativas. Com base nestas caracteristicas, tornou-se uma
pratica rotineira sua administracdo em vacas leiteiras sauddveis para prevenir infec¢des. Estes
antibiéticos podem ocasionar reacoes alérgicas em humanos e comprometer o desenvolvimento
Osseo de criangas, interferindo na reabsor¢ao de célcio pelos ossos além de provocar alteragdes
na denticdo. A este grupo pertencem a oxitetraciclina, a tetraciclina e a clortetraciclina

(ANVISA, 2007).
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2.5 Residuos de antibioticos no leite

A auséncia de residuos de medicamentos veterinarios € contaminantes, em niveis
prejudiciais a saude, nos alimentos, como garantia de seguranca alimentar, € um assunto
relativamente novo no Brasil, porém muito tem sido discutido e exigido pelo comércio
internacional. Os principais paises importadores de alimentos possuem e exigem um programa
de controle, com limites regulatérios bem definidos, quanto a presenga destas substincias,
(PORTZ et al., 2014).

Estes limites sdo denominados de Limites Méaximos de Residuos (LRM), e consistem
na concentracdo maxima permitida de um residuo quimico no alimento, que resulta da sua
utilizacdo profilatica na agricultura ou nos animais quando as Boas Praticas Agricolas sdo
seguidas. Este € estabelecido de acordo com o Ingestio Didria Aceitdvel (IDA) de determinada
substancia dividida por um fator de seguranca que reduz até 100 vezes essa quantidade
(BELOTI, 2015).

No Brasil, a competéncia para estabelecer a IDA e o LMR de medicamentos
veterindrios em alimentos é da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), enquanto
ao Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento (MAPA) compete o registro dos
produtos veterindrios e a sua fiscalizacao (ANVISA, 2018).

Os antimicrobianos deixam residuos no leite através da circulacdo sanguinea no
animal. O leite € sintetizado no dbere da vaca, que é composto por quatro glandulas mamarias.
Essas glandulas possuem alvéolos secretores, sendo cada alvéolo circundado por vasos
sanguineos, estes medicamentos sdo absorvidos pela corrente sanguinea, sendo excretados
principalmente pelos rins. No entanto, muitos desses medicamentos também sdo excretados no
leite (BRITO E BRITO, 2001, apud LAGE 2010).

O tratamento com antimicrobianos é necessdrio para sanidade animal, mas também
para saude publica, pela prevencdo de zoonoses ou de doencas veiculadas por alimentos, pois
residuo desses antibidticos em leite pode causar reacdes alérgicas em individuos suscetiveis,
aumento de bactérias resistentes a medicamentos e gerar outra toxicidade em humanos, desta
forma, deve-se levar em conta as recomendacdes para seu uso, assim como todas as substancias
quimicas animal (PEREIRA e SCUSSEL, 2017; CHEN et al., 2016).

A terapia comecga com a escolha correta do medicamento, que possua o principio ativo
ao qual o agente infeccioso seja sensivel, sendo sempre prescrito por um médico veterindrio e

com correta administra¢do ao animal (PEREIRA e SCUSSEL, 2017; CHEN et al., 2016). Caso,



32

ndo atenda as exigéncias, o uso indiscriminado destes antibidticos na terapia bovina pode
acarretar ainda em resisténcia dos microrganismos a estas substancias.

Aratjo e colaboradores (2015) relatam que a principal fonte de residuos de antibi6ticos
no leite, bem como, resultado do tratamento no inicio do periodo seco para controlar a mastite,
¢ o manejo inadequado de drogas, no controle das mastites, metrite ou outra doenca infecciosa.
O uso difundido de antibidticos pelos produtores, de maneira indiscriminada, tem contribuido
para presenca desses residuos.

Segundo Silva et al. (2013), a persisténcia dos residuos de antibidticos no leite depende
de uma série de varidveis, entre elas se destacam as mais importantes, como quantidade da
producdo de leite no momento do tratamento, tipo e quantidade do antibiético usado, via de
administracao e estado de saide do animal.

E importante destacar que os antibiéticos possuem caracteristica de resisténcia térmica
varidvel e mesmo quando submetidos a tratamentos térmicos na faixa de 72 — 75 °C por 15 a
20 segundos, como pasteurizagdo, fervura ou até mesmo a esterilizagdo, que € um tratamento a
ultra alta temperatura (UHT- Ultra High Temperature) a 130 — 140 °C por 4 segundos nao
inativam os residuos de antimicrobianos supostamente presentes no leite (TRONCO, 2013).
Dai a preocupagdo quanto a presenca destes no leite.

Especificamente em relacdo ao leite Silva et al. (2013), ao citar Fagundes (1997),
descrevem que os antimicrobianos podem gerar perdas na industrializa¢do de produtos lacteos
além de interferir em analises laboratoriais utilizadas como rotina em laticinios, como nos testes
de fosfatase, peroxidase e redutase. E importante ressaltar que esses residuos sdo altamente
resistentes a tratamentos térmicos, tanto a altas como a baixas temperaturas.

Quanto a deteccao de antibidticos no leite, Pacheco-Silva et al. (2014), descrevem ser
utilizados diferentes tipos de métodos, sendo a maioria deles reconhecidos pela a Association
of Official Analytical Chemists (AOAC) e American Public Health Association. Esses métodos
abrangem desde os testes mais simples, como os de inibicdo microbioldgica, imunoldgicos,
enzimdticos até os mais complexos como os de cromatografia em camada delgada e
cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrometria de massa (HPLC-MS/MS).
Por sua vez, todo método de deteccao apresenta custo, tempo de execugdo, limites de detec¢ao,
resposta, exatidao e especificidade diferente, tornando-os como adequados ou ndo para cada
fim proposto.

Os principais testes para deteccdo de residuos de antibidticos no leite podem ser
agrupados segundo o seu principio em: inibidores bacterianos, imunoldgicos e/ou enziméticos

ou cromatograficos (BELOTI, 2015).
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Os testes de inibicdo microbiana foram os primeiros testes desenvolvidos para o
controle e presenca de substancias inibidoras no leite. Sdo qualitativos de facil execucdo e
indicam a presenca de residuos de antibiéticos de varios grupos simultaneamente (TRONCO,
2013). Apresentam-se na forma de kit com uma cultura padrao de um micro-organismo teste
(por exemplo, Bacillus Stearothermophilus), um meio de cultura (dgar) e um indicador de pH.
Ap06s a inoculag@o da amostra de leite a ser testada, o kit € incubado por um periodo, geralmente
de trés horas. Se o leite ndo contiver residuos ou apresentd-los em concentragdes abaixo do
limite de deteccao do método, o microrganismo teste se multiplicard, o pH do meio diminuir4,
e o meio mudard de cor. A presenca da substancia inibitéria € indicada por zonas de inibi¢ao
(teste de disco) ou por manutencao da cor original do kit (CULLOR, 1993, apud LAGE, 2010).

Os testes imunoldgicos e/ou enzimdticos foram a segunda geracdo de testes
desenvolvidos para controle da presenca especifica de drogas veterindrias. S3do testes que
indicam resultado positivo ou negativo para a presenga de grupos especificos de antibiéticos,
apresentam alta sensibilidade, melhor especificidade que os testes de inibi¢do e os resultados
colorimétricos podem ser interpretados com facilidade. Sdo os testes mais encontrados no
mercado (TRONCO, 2013; BELOTI, 2015).

Os testes cromatogrificos, segundo Tronco (2013), sdo aqueles que atuam na
identificacdo e quantificacdo dos residuos presentes no leite. o método mais utilizado é o HPLC
(High Performance/Pressure Liquid Chromatography — Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia). Este método separa individualmente os diversos constituintes de uma mistura de
substancias, para identificacao, quantificacao ou obten¢do da substincia pura para diversos fins.

Trazendo alguns estudos sobre a deteccao de antibidticos no leite, Nunes et al. (2013),
ao avaliarem a presencga de residuos antibidticos no leite in natura em propriedades rurais da
microrregido de Garanhuns, Pernambuco, detectou a presenca destes em mais de 50% dos
municipios e observou que estavam associados ao tipo de ordenha implantado na propriedade.

Costa e colaboradores (2017), avaliaram 71 amostras de leite cru produzidos na regidao
de Marilia, Sao Paulo e nove (12,7%) foram positivas para a deteccdo de residuos de
antibidticos da classe dos B-lactamicos, sendo a maioria do municipio de Marilia. Estes
concluem que os resultados obtidos revelam uma preocupacdo e grande importancia para a
adocao eficiente de politicas de seguranca alimentar em relac@o ao controle desses residuos no
leite e seus derivados, uma vez que, apesar de pequenos nimeros, sao responsaveis por qualquer
piora da saiide humana, necessitando, portanto, de monitoramento continuo e eficiente por parte
dos produtores, veterindrios, laticinios e industria, desde o cuidado com os animais até o

recebimento do leite.
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O monitoramento frequente de medicamentos, seus derivados metabdlicos e o controle
de residuos de agentes antimicrobianos no leite € muito importante para industria de produtos
lacteos, e, consequentemente, para o consumidor, estando este incapacitado de perceber se o

leite consumido contém antimicrobianos (BRITO, 2006 apud SILVA et al., 2013).

2.6 Staphylococcus spp e resisténcia antimicrobiana

Sabe-se que a resisténcia aos antimicrobianos é um fendmeno genético, relacionado a
existéncia de genes contidos no microrganismo, que codificam diferentes mecanismos
bioquimicos que impedem a acdo das drogas. Quando adquirida, essa resisténcia, resulta de
modificagdes na estrutura ou no funcionamento da célula bacteriana, as quais sdo decorrentes
de fatores genéticos adquiridos por mecanismos que afetam o cromossomo bacteriano ou

afetam elementos extracromossomicos (TAVARES, 2007).

Especificamente, a resisténcia aos antimicrobianos acontece quando a bactéria
expressa genes que permitem a mediagdo no mecanismo de ag¢do do antibidtico
por transmutacdo espontianea de DNA ou por modificacdo e transmissdo de
plasmideos. (SANTOS, 2004, apud Teixeira et al, 2019, p. 854).

Ou seja, uma bactéria € resistente a um determinado antibiético quando o germe é
capaz de crescer in vitro em presenga da concentracao inibitéria que esta droga atinge no sangue
(TAVARES, 2007).

A resisténcia natural, ou intrinseca, caracteriza uma determinada espécie bacteriana e
compdem a heranca genética cromossomica do microrganismo, tem cardter hereditdrio sendo
transmitido verticalmente as células filhas por genes cromossdmicos que determinam na célula
bacteriana a auséncia de receptores para a acao dos antibidticos os a existéncia de estruturas os
mecanismos que impedem a a¢do da droga (TAVARES, 2007).

A resisténcia adquirida na reacdo a um ou a varios antimicrobianos numa populacao
bacteriana originalmente sensivel a estes mesmos antimicrobianos, o que resulta de
modificagdes na estrutura ou no funcionamento da célula bacteriana que decorrem de fatores
genéticos adquiridos por mecanismos que alteram o cromossomo bacteriano ou afetam
elementos extracromossomicos formados por seguimentos de DNA denominados plasmideos.
Vale ressaltar que enquanto a resisténcia natural ndo possui grande significado pratico, por ser
previsivel e constante, a resisténcia adquirida € causa de importantes problemas clinicos por ser

variavel (TAVARES, 2007).
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Dentre os mecanismos de aquisi¢ao de resisténcia, o principal para um microrganismo
sensivel se tornar resistente ¢ a mutagdo cromossdmica. Outra maneira de resisténcia pode ser
transferida de um microrganismo resistente para um sensivel por contato. Esta forma ¢é
mencionada como transferivel, transmissivel ou infectdvel. Pode ser transferivel por
organismos da mesma espécie ou de espécies diferentes. Este tipo de transferéncia é adquirida
através de informacdes genéticas extras cromossomais chamados plasmidios. Um deles,
denominado plasmidio R (R = resisténcia) contém um conjunto de genes que geram a
resisténcia contra antibidticos (fator R) e genes FTR (fator de transferéncia de resisténcia) que
controlam a replicacdo autdonoma do plasmideo e sdo responsdveis pela transferéncia de
resisténcia a outros microrganismos (MOTA et al., 2005, apud OLIVEIRA E MEDEIROS,
2015).

Estudos realizados por Chambers (1997), descreve que as amostras de estafilococos
na sua maioria sao resistentes a vdrias drogas, sendo estas as beta-lactamicos, aminoglicosideos,
clorafenicol, quinolonas, macrolideos, mupirocina dentre outros. J4 Sahm (1994) descreve que
a resisténcia dos Staphylococcus spp. a oxalina estd ligada ao do gene mecA, responsdvel pela
resisténcia aos patégenos também para outros medicamentos (SANTOS et al., 2006).

A aquisi¢do de material genético por sua vez resulta de uma transferéncia vertical de
material genético quando ocorre da célula-mae para a célula-filha (divisdo bindria), ou de
transferéncia horizontal de material genético quando essa aquisi¢do se realiza entre células da
mesma espécie ou de espécies diferentes, mas ndo para a filha (FUZETA, 2017).

Velasquez (2019) descreve, que as espécies de Staphylococcus possuem diferentes
mecanismos de resisténcia antimicrobiana: altera¢ao/substituicdo do sitio ativo, impedimento
para acessar o alvo, inativagdo enzimdtica do antibidtico, ativacdo de bombas de efluxo
transmembrana para bloquear a a¢do do antimicrobiano. Nos Staphylococcus spp. a resisténcia
a penicilina € atribuida a presenca do gen blaZ, que codifica a sintese de B-lactamases
responséveis pela hidrélise do anel B-lactamico.

Outro mecanismo associado a resisténcia ao grupo B-lactdmico € atribuido a presenca
do gen mecA, que codifica uma proteina PBP2a de baixa afinidade a penicilina. As cepas de
Staphylococcus spp. que possuem o gen mecA se denominam Staphylococcus meticilina-
resistentes (SMR). O gen mecA € parte de um elemento genético mével denominado cassete
cromossomico estafilocécico (SCCmec - Staphylococcal cassette chromosome mec), a qual
pode ser transmitido horizontalmente entre populagdes de Staphylococcus sp (VELASQUEZ,
2019).
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Este fendtipo de resisténcia em Staphylocococcus sp ocorre devido a codificacdo de
uma nova proteina alvo, denominada PBP2a ou PBP2 que € reconhecida por apresentar baixa
afinidade para a maioria das penicilinas e cefalosporinas (HARTMAN E TOMASZ, 1984;
UBUKATA et al., 1985; GELATTI et al., 2009, apud NOBRE, 2017).

A PBP2a é uma transpeptidase que, com o auxilio do dominio transglicosilase da PBP2
de S. aureus, pode catalisar a biossintese da parede celular bacteriana na presenca do
antimicrobiano [-lactamico possibilitando o crescimento a sobrevivéncia da bactéria
(HARTMAN & TOMASZ, 1984; PINHO et al., 2001, apud MELO, 2017).

Tal mecanismo de resisténcia compromete a utilizacdo de diversos betalactdmicos na
terap€utica das infeccdes, executando-se as novas cefalosporinas de quinta geragao ceftobiprole
e ceftarolina (CHAMBERS e DELEO, 2009; GELATTI et al., 2009; PLATA et al., 2009;
HODILLE et al., 2017 apud NOBRE, 2017).

Nobre (2017) relata que, além dos S. aureus outras espécies do género Staphylococcus,
em especial as ndao produtoras da enzima coagulase, os Staphylococcus coagulase negativos
(SCN), tem despertado o interesse da saude publica, por sua participacdo em diferentes
infec¢Oes humanas e animais, sobretudo pela elevada capacidade para aquisi¢do e transmissao
de vérios determinantes de resisténcia antibidtica, incluindo o mec. Assim, os SCN que eram
considerados apenas “contaminantes” isolados de processos infecciosos, passaram a ocupar um
papel de extrema importancia na epidemiologia das infec¢des em que estdo envolvidos, ainda
mais quando também possuem o determinante mec, possibilitando o surgimento dos

Staphylococcus resistentes a meticilina nio aureus.

2.7 Leite e satide publica

Alimentos produzidos de maneira inécua cada vez mais t€m se tornado o centro das
atencdes, visto a crescente busca por uma alimentacdo sauddvel e qualidade de vida. Além
disso, € notdria a conscientiza¢do das pessoas em relagdo ao seu direito de consumir produtos
seguros a saide (PEREIRA e SCUSSEL, 2017).

Em fase da Seguranca Alimentar e Nutricional que consiste na realizacdo do direito de
todos ao acesso regular e permanente a alimentos de qualidade, e abrange, entre outros aspectos,
a garantia da qualidade bioldgica, sanitdria, nutricional e tecnoldgica dos alimentos, como
descreva a Lei n° 11.346, de 15 de setembro de 2006 (MARTIN, 2011), a qualidade do leite
tem importancia direta com a saide das populacoes.

Assim, o leite é considerado um alimento mais completo para a espécie humana, sendo

amplamente comercializado e consumido pela populacdo, no qual criancas, idosos e
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convalescentes compdem o grupo de individuos que devem utilizd-lo como parte integrante da
dieta (GERMANO E GERMANO, 2015).

Diante do exposto, sob diversas perspectivas, o leite e derivados contribuem para a
promocao da saide humana. Suas caracteristicas particulares, aliadas a versatilidade de
aplicacdes tecnoldgicas, imprimem aos lacteos grande valor para que sejam alcangados os
requisitos nutricionais dos individuos e das populacdes (CRUZ, 2016). Suas propriedades
nutricionais estdo cientificamente comprovadas, sendo descrito como um alimento completo
para o ser humano em decorréncia da sua quantidade de proteinas de elevado valor biolégico
(PICCOLO et al., 2014). Por essas propriedades € uma importante fonte nutricional., em paises
subdesenvolvidos, onde as deficiéncias alimentares sao maiores.

Avaliando sua variada composi¢do, podemos destacar alguns aspectos que fazem do
leite € fonte nutricional tdo importante.

A lactose, por exemplo, é o tnico dissacarideo que ocorre exclusivamente no leite de
mamiferos, formada por glicose e galactose, serve como precursora de derivados bioativos que
tem aplicacdo em alimentos e farmacos Cruz et al. (2016). Seu baixo poder adocante e sua baixa
solubilidade, apresenta menor tendéncia de irritacio das mucosas do estdmago. E hidrolisada
no intestino delgado por acdo da enzima lactase existente nas células epiteliais da mucosa
intestinal. Sua utilizagdo pela microflora intestinal resulta na producdo de acido ldtico e na
diminui¢do do pH, promovendo o desenvolvimento de uma microflora intestinal lactofilica
desejével, inibindo o crescimento de bactérias putrefativas e patogénicas. A lactose € importante
pois melhora a absorc¢do de célcio pelo organismo e ainda é considerada como uma fonte
persistente de energia dada sua absor¢do mais lenta em relacao a sacarose (TRONCO, 2013).

A gordura presente no leite de ruminantes como a vaca, é importante fonte de energia e
nutrientes na dieta humana. Entretanto, alimentos ricos em gordura se tornaram sindnimos de
obesidade em fun¢do do maior conteido caldrico da gordura comparado aos carboidratos e
proteinas, o que contribui para a reducdo no consumo de lacteos integrais, contudo estudos
epidemioldgicos e de intervencao dietética t€ém indicado que a ingestao regular de gordura do
leite como parte de uma dieta equilibrada ndo aumenta o risco de doengas cardiovasculares, e
estd ainda associada a um menor risco de obesidade nas populacdes estuadas (CRUZ et al.,
2016).

Quanto ao fornecimento de célcio para o organismo, o leite e os lacteos sdo
considerados as principais fontes alimentares deste mineral devido a seu alto teor e também por
nao conterem fibra, uma vez que as fibras aumentam o peristaltismo gastrointestinal diminuindo

a absor¢do do mineral (CRUZ et al, 2016).
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Como jé discutido, esta rica composi¢do nutricional imprime ao leite elevado potencial
de degradacdo, com relacdo a presenca de microrganismos para a saide da populagdo. Em
estudos realizados por Lues et al 2003, em economias emergentes, mostraram que as altas
contagens de varios contaminantes microbianos no leite podem ser atribuidas principalmente a
ignorancia em relacdo ao saneamento basico e a falta de infraestrutura béasica como eletricidade
e suprimento inadequado de dgua. Isso confirma a relag@o entre status socioecondmico e higiene

do lar (WANJALA et al., 2018).

O risco que um alimento, como o leite, contaminado com microrganismos
patogénicos pode causar € grande, em se tratando de grupos populacionais
vulnerdveis como, pacientes imunossuprimidos, idosos, criangas e gestantes.
A presenca de microrganismos patogénicos no leite cru é, portanto, uma
preocupacdo de satide publica, sendo um risco potencial para quem o
consome diretamente ou na forma de seus derivados, e até para quem o
manuseia. O leite cru contaminado pode ser, ainda, fonte de contaminacio
cruzada para os produtos lacteos processados, pela contamina¢do do
ambiente na inddstria. (PINHEIRO, 2015; ARCURI et al, 2006 apud SILVA
JUNIOR, 2018 p. 12).

Wanjala e colaboradores (2018) descrevem, que muitas destas economias emergentes
estdo nas regides tropicais que tém um clima quente e umido por grande parte do ano. Isso
oferece temperatura ideal para crescimento e multiplicacdo de bactérias apds a contaminacao
inicial. O problema € agravado pela falta de infraestrutura bédsica, como mau estado das
estradas, especialmente durante a estacdo chuvosa e falta de instalacdes de refrigeracdo para
conter o crescimento bacteriano.

Diante disso, a contaminacdo do leite por bactérias patogénicas, como oS
Staphylococcus pode desencadear problemas de intoxicacdo ou mesmo por sua capacidade de
adquirir resisténcia aos antibioticos.

Staphylococcus aureus produzem um forte impacto negativo em satde
publica. Isso se deve a suas capacidades em provocar doengas, toxinfec¢des,
evasdao do sistema imune, resisténcia a antibioticos e outros elementos
genéticos caracteristicos da espécie, reflexo de sua habilidade evolutiva. A
compreensdo do agente e determinagdo do perfil epidemioldgico e genético
dos Staphylococcus aureus fornecem subsidios para prevengio e outras
medidas que minimizem as infeccdes e toxinfec¢des a populacao (KO et al.,
2016, apud POOL, 2020, p. 04).

Como relata Martin (2011), com relagdo a presenca de residuos de antimicrobianos para
a saude publica: “Diferentes tipos de riscos estdo implicados na problematica da presenca de
destes em leite, tais como os microbiolégicos, os imunopatolégicos e o0s toxico-

farmacolégicos.”
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Quando utilizados de forma inadequada no tratamento dos animais de produc¢do, os
antibidticos contribuem para gerar cepas resistentes de microrganismos que podem ser
transmitidas ao ser humano pela ingestdo do leite, ou ainda, causar reagles de
hipersensibilidade e possivel choque anafilatico em consumidores de produtos lacteos sensiveis
aos antimicrobianos caracterizando outro relevante risco a saide publica (KAISER et al., 2014).

Anika et al. (2019) ao avaliar alguns trabalhos descreve que o antibidtico termolabil
pode ser destruido pelo cozimento, pasteurizagdo ou processos de enlatamento; no entanto,
metabdlitos e/ou conjugados de antibidticos podem ter permanecido no leite apds ferver. Dai
uma preocupacdo da presenca deste produto para a saide dos consumidores quando podem
causar intoxicacgdo ou resisténcia.

Sendo tao importante alimento e fonte de nutri¢do, principalmente para as populagdes
mais carentes, o leite, no que se refere a saude publica pode constituir grande perigo uma vez
que € comercializado cru, se ndo houver os minimos cuidados com as praticas de higiene e

conservacgao deste produto, principalmente na zona rural e nas cidades do interior do pais.



40

3 OBJETIVOS

3.1 Geral

Estudar o perfil do leite cru de propriedades produtoras no municipio de Bacabal/MA,
utilizando como pardmetros as andlises microbioldgicas, fisico-quimicas, resisténcia de

bactérias patogénicas a antimicrobianos e preseng¢a de residuos de antibidticos.

3.2 Especificos

— Investigar a qualidade fisico-quimica do leite cru produzido em propriedades
produtoras de leite no municipio de Bacabal/ MA.

— Avaliar a qualidade microbioldgica do leite cru.

— Identificar as cepas de Staphylococcus coagulase positiva e negativa.

— Avaliar a resisténcia das espécies de Staphylococcus presentes no leite frente a alguns
antibioticos.

— Investigar a presenca de residuos de antibidticos no leite.



41

4 METODOLOGIA

4.1 Caracterizacao da area de estudo

Bacabal ¢ um municipio banhado pelo Rio Mearim, localizado na area central do
estado do Maranhao tem, de acordo com o IBGE (2021) 4rea total de 1.656,736 km? e populagdo
estimada em 104.790 pessoas de acordo com o Censo 2010.

Estd situada na mesorregido Centro Maranhense, mais especificamente, na
microrregido do Médio Mearim, tem como limites os municipios de Sdo Luis Gonzaga do
Maranhao, do qual foi desmembrado em 1920, Vitéria do Mearim, Lago do Junco, Bom Lugar,
Pio XII, Lago Verde, Olho D'dgua da Cunhas, Sao Mateus do Maranhio, tendo sido esses trés
ultimos desanexados da cidade em estudo no ano de 1961 (MILEN, 2018). (Figura 1)

Figura 1: Localizacdo da area de estudo
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Fonte: Mapa elaborado a partir de informagdes do IBGE: http://ibge.gov.br.

Bacabal — MA, possui clima Tropical Equatorial com 4 a 5 meses de seca (segundo
semestre) e verdo e outono chuvosos (primeiro semestre) principalmente nos meses de marco e
abril. A pluviosidade anual gira em torno de 1600 e 2000 mm e as temperaturas médias anuais

ficam entre 24°C e 28°C. Constitui-se nessa faixa de transi¢do entre o bioma da Caatinga e da
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Floresta Tropical Amazonica, a chamada Mata dos Cocais, principal formagdo vegetal da

regido. (MILEN; CARACRISTI, 2016).

4.2 Coleta das amostras

Todas as coletas ocorreram na madrugada, hordrio da primeira ordenha em todas as
propriedades.

A identificagdo das fazendas seguiu a ordem de coleta sendo as propriedades
identificadas como Fazenda 1 (F1), Fazenda 2 (F2), Fazenda 3 (F3) e Fazenda 4 (F4) e Fazenda
5 (FS).

As coletas ocorreram nos meses de maio e outubro: as Fazendas 1 e 2 tiveram suas
amostras coletadas em maio e as Fazendas 3, 4 e 5 em outubro.

As amostras foram coletadas obedecendo o tempo de transporte de no maximo seis horas
até as andlises no laboratdrio. A campanha de amostragem realizou-se entre os meses de maio
e outubro de 2019 (duas fazendas em maio e trés em outubro). Para as fazendas F1, F2,F3 E F5
o leite foi coletado diretamente dos baldes ou caixas de armazenamento, para a F4 a coleta
ocorreu do tanque de refrigeracdo a coleta ocorreu retirando-se 500 mL de amostra, em
triplicata, utilizando concha esterilizada e frascos estéreis que foram posteriormente
identificadas e transportadas em caixa isotérmica, até os laboratérios de Bromatologia e
Microbiologia do Programa Controle de Qualidade de Alimentos e Agua da Universidade
Federal do Maranhao — Campus Bacanga para realizagdo das andlises fisico-quimicas e

microbioldgicas.

4.3 Avaliacao do perfil do leite cru em propriedades produtoras de leite no municipio
de Bacabal/MA
Analises fisico-quimicas
Foram avaliados os seguintes parametros fisico-quimicos: acidez, densidade relativa
(g/mL), matéria gorda (g/100 g), extrato seco total (EST) (g/100 g), extrato seco
desengordurado (ESD) (g/100 g), lactose (g/100 g) e proteina (g/100 g). As analises fisico-
quimicas seguiram as técnicas preconizadas e descritas pelos Métodos Fisico-quimicos para
Andlise de Alimentos do Instituto Adolf Lutz (LUTZ, 2008), sendo descritos a seguir.
A acidez seguiu 0 método Dornic (427/IV) de titulacdo com solugdo de hidréxido de
s6dio N/9 na presenca de fenolftaleina até o ponto de equivaléncia. A densidade relativa
(423/1V) consiste em colocar a amostra de leite em uma proveta e mergulhar o densimetro,

esperar estabilizar e realizar a leitura no menisco superior. A determinacdo da matéria gorda
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(433/IV) baseia-se na quebra da emulsdo do leite pela adi¢cdo de dcido sulfirico e dlcool
isoamilico, na centrifugacdo e posterior determinacdo da gordura. O EST segue o método
(429/1V), que consiste em desidratar uma amostra de leite em estufa (103+2) °C por 2 horas. O
ESD € determinado pelo método 431/IV e d4 pelo célculo da diferenca entre a percentagem de
EST e a percentagem de gordura. A quantificacdo da lactose (432/IV) baseia-se na reducdo dos
fons cupricos (Solucdo de Fehling) a fons cuprosos pelo agicar redutor (lactose) em meio
alcalino, a quente. Para determinacdo da proteina (435/IV), o método baseia-se na destruicao

da matéria organica por digestdo com 4cido sulfurico.

Andlises microbiologicas

A metodologia para efetuar as andlises microbioldgicas obedeceu ao Compendium of
Methods for Microbiological Examination of Foods (APHA, 2017). As anélises realizadas
foram: contagem de coliformes totais, coliformes termotolerantes e Staphylococcus coagulase

positiva e coagulase negativa e Salmonella.

Contagem de coliformes totais, termotolerantes e E. coli

Para contagem do nimero mais provavel de coliformes totais e termotolerantes utilizou-
se 0 exame presuntivo e apds o exame confirmativo, em sequéncia a identificacao de E. coli.

Transferiu-se 25ml da amostra para um frasco contendo 225 mL de solu¢do salina a
0,85% de NaCl (dilui¢do 10™). A partir desta dilui¢do, procedeu-se com as dilui¢des sucessivas.
Destas dilui¢cdes inoculou-se com 1 mL trés séries de trés tubos de ensaio contendo 10 mL de
Caldo Lauril Sulfato e tubos de Durhan invertidos. Cada série correspondendo a uma das
dilui¢des decimais. Os tubos foram incubados em estufa bacterioldgica a 35°C por 24/48 horas.

Para a prova confirmativa de NMP/mL de coliformes totais, culturas dos tubos de
ensaio positivos no Caldo Lactosado foram transferidas para tubos de Caldo verde brilhante,
com posterior incubagdo em estufa bacteriologica a 35°C por 24/48 horas. Os resultados foram
expressos em NMP para coliformes a 35°C por mililitro (NMP/mL).

Para a prova confirmativa de NMP/mL de coliformes a 45°C, culturas dos tubos de
ensaio positivos no Caldo Lauril Sulfato foram transferidas para tubos de Caldo EC, com
posterior incubacdo em banho-maria a 45°C por 24/48 horas. Os resultados foram expressos
em NMP para coliformes a 45°C por mililitro (NMP/mL).

Para identificacdo de E. coli, a partir de cada tubo de ensaio positivo com Caldo EC
foi realizado estrias nas placas de Petri com Agar EMB (Eosina Azul de Metileno) com auxilio
de alca de niquel cromo e incubou-se a 35°C por 24 horas. Teve-se o cuidado de, durante a

inoculacdo, ndo colocar muito material da amostra, a fim de ndo superlotar as placas,
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proporcionando as col6nias crescimento isolado, transcorrido este tempo, verificou-se o
crescimento de coldnias com caracteristicas de E. coli, ou seja, 2 a 3 cm de didmetro, com brilho
metalico esverdeado ou com centro escuro.

De cada placa correspondente a cada tubo, repicou-se de 2 a 3 coldnias
caracteristicas para tubo com Agar Triptona de Soja (TSA) inclinado e incubou-se por 24 horas
a 35-37°C. Foram realizadas em cada cultura de TSA, as provas bioquimicas com o Sistema de

Identificagdo convencional.

Contagem de Staphylococcus coagulase positiva e negativa

Para a contagem de Staphylococcus, as amostras diluidas foram inoculadas na
superficie de placas contendo agar Baird-Parker. Apds o término das operagdes, as placas foram
incubadas em posi¢do invertida, a temperatura de 37° C, por 24 horas. Foram contadas as placas
que continham entre 20 e 200 coldnias suspeitas de Staphylococcus coagualse positiva ou
coagulase negativa. Os resultados estdo expressos em unidades formadoras de colonias (UFC)
de Staphylococcus por mL da amostra.

Para a identificacdo utilizou-se a coloracdo de Gram, prova da catalase e coagulase.

Contagem de Salmonella

Em 225 mL de Agua Peptonada Tamponada foram homogeneizados 25g da amostra.
Ap6s incubacdo a 35°C por 24 horas (pré-enriquecimento), retirou-se 1 mL e 0,1mL do cultivo
e transferiu-se para 10mL de Caldo Tetrationato e para o Caldo Rappaport-Vassiliads,
respectivamente, os quais foram incubados a 35°C/24 horas. Apds o periodo de incubacdo,
realizou-se o plaqueamento seletivo em placas de Petri contendo o Agar Hektoen. As coldnias

tipicas foram submetidas a testes bioquimicos.

Andlise da presenca de residuo

A avaliacdo da presenca de residuo de antibidtico no leite aconteceu pela utilizacdo do
kit Eclipse 50 (figura 2), kit em formato de placa com microtubos contendo um meio de cultivo
especifico com esporos de Geobacillus stearothermophilus € um indicador 4cido base. O
teste foi feito, colocando-se 50 pL. do leite em cada recipiente que sdo posteriormente vedados
e levados para incubac@o em placa aquecedora a 65 °C por 2h45min para alteragdo de cor do
conteddo do microtubo, conforme descrito nas instru¢des do produto. O resultado € POSITIVO
quando a coloracao do teste mantém sua coloracdo roxa e NEGATIVO quando ocorre mudanca

de coloracdo para amarelo.
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Figura 2 — Kit Eclipse 50 para deteccdo de residuos de antibidticos e amostra de leite usadas no
teste.
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Fonte: Autoria prépria, dados da pesquisa, 2020.

O teste comprova se o leite contém antibidticos em uma concentragdo acima dos limites
maximos de residuos (LMR) para as seguintes classes de antibiéticos: B-Lactamicos (penicilina
G, ampicilina, amoxicilina, oxacilina, cloxacilina, cefalexina e cefapirina), Sulfonamidas
(sulfatiazol, sulfametacina e sulfanilamida), Tetraciclinas (oxitetraciclina e tetraciclina),
Macrolideos (eritromicina e tilosina) e Aminoglicosideos (neomicina e estreptomicina),

segundo informacdes do fabricante.

4.4 Avaliacao da resisténcia antimicrobiana de Staphylococcus isolados do leite cru
no municipio de Bacabal/MA.

Para avaliar o comportamento das cepas de Staphylococcus coagulase positiva e
negativa isoladas do leite frente a acao de antimicrobianos utilizou-se o método de Kirby-Bauer
(Bauer et al., 1966). Uma cepa de cada fazenda foi utilizada para os testes de susceptibilidade
aos antimicrobianos. Os padrdes de sensibilidade obedeceram aos padrdes descritos pelo
“Clinical and Laboratory Standarts Institute” (CLSI, 2020).

Avaliou-se a sensibilidade frente aos seguintes antimicrobianos: gentamicina
(GEN10ug), ampicilina (AMP 10ug), cefalotina (CFL 30ug), penicilina G (PEN 10ug),
oxacilina (OXA Ipg) cloranfenicol (CLO 30ug), eritromicina (ERI 15ug).

A leitura dos halos de inibi¢do ocorreu com a utilizagdo de uma régua milimetrada

(Figura 3). Considerando a realizacdo dos testes em triplicata, a média dos valores obtidos
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foram comparados com valores de sensibilidade estabelecidos pelo CSLI (2020) e Soares

(2010), sendo classificados como: Sensivel (S); Resistente (R) ¢ Intermediario (I).

Figura 3 - Representacdo de medi¢do do halo de inibi¢do com auxilio da régua milimetrada.

4

Fonte: Autoria prépria, dados da pesquisa, 2020.

Para ter uma melhor caracterizacdo da resisténcia, calculou-se o indice de resisténcia
multipla aos antimicrobianos (IRMA). Utilizou-se a metodologia descrita por Krumperman
(1983). O indice IRMA ¢ determinado pela proporcdo percentual de resisténcia aos agentes
antimicrobianos testados, ou seja, € calculado pela razio entre o niimero de antibidticos aos
quais o isolado se mostrou resistente e o nimero de antibidticos ao qual o isolado foi exposto

(SILVA, 2017). IRMA superior a 0,2 caracterizou multirresisténcia.
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5.1 Perfil das propriedades produtoras de leite cru no municipio de Bacabal/MA —

Brasil

Descrevemos aqui o perfil de qualidade do leite frente as andlises fisico-quimicas,

microbioldgicas e da presenca de residuos e destacamos os pontos a seguir:

As Fazenda 1, 3 e 4 tem sistema de ordenha mecéanica e nas Fazenda 2 e 5, a ordenha

¢ manual.

Somente a Fazenda 4 possui tanque de refrigeracao.

As Fazendas 1, 2 e 5 distribuem o leite para pequenos revendedores que recolhem o

leite todas as manhas, logo apds a ordenha. A Fazenda 3, abastece um programa do governo e

a Fazenda 4, usa sua producdo para elaboracdo de derivados lacteos dentro da propriedade e

que sao revendidos no comércio de Bacabal/MA.

5.2 Qualidade fisico-quimica

A Tabela 2 apresenta os valores estatisticos dos parametros avaliados no leite de cada

fazenda, com base no teste de Tukey.

Tabela 2 - Resultados das andlises fisico-quimicas do leite cru das propriedades do municipio

de Bacabal/MA
Analise F1 F2 F3 F4 F5 Padriao *
Acidez
16,0°+0 17,0°+0 17,0°+0 18,9°+1,0 20,3°+0 14 a18
(°Dornic)
Densidade a
15°C 1,028%+0 1,032°+0 1,029°+0 1,0319+0 1,030%+0 1,028 a 1,034
Matéria Gorda 4,50,1 3,5%40,1 4,310 3,2040,3 3,9%0,2 Min. 3,0
(g/100g)
Extrato seco
14,6°+0 12,3%+0 12.8°+0 11,99+0,3 12,4°+0 Min. 11,4
total (g/100g)
Extrato seco
desengordurado 10,12+0,1 8,8P+0,1 8,6°+0 8,7°+0,1 8,4°+0 Min. 8,4
(g/100g)
Lactose
4,6°+0,2 5,7°+0,1 5,3°+0 4,2940,1 2,3°+0 Min. 4,3
(g/100g)
Proteinas
3,0%+0 2,82+0 4,0°+0,1 3,3°40,2 3,8+0,1 Min. 2,9
(g/100g)

Fonte: Autoria prépria, 2019; *IN n° 76 de 26 de novembro de 2018.

Média+DP. Letras diferentes em uma mesma linha indica diferenca significativa pelo teste de Tukey a 5%.
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Segundo Mensen (2015) os parametros fisico-quimicos de qualidade do leite, refletem
acoes de toda a cadeia produtiva, desde a producdo e coleta na propriedade de sua obtencgao, até
seu envase e distribui¢do, e sdo realizadas com o objetivo de fornecer um alimento seguro ao
consumidor.

Comparando os valores de acidez hd uma média 17,84°D, variando de 16 a 20,3°D
entre as amostras. Estudos realizados por Mendes et al (2015) em amostras de leite cru
refrigerado coletadas de produtores do municipio de Paracatu—MG, encontraram valor médio
de acidez semelhante ao observado nesta pesquisa.

Observamos ainda uma diferenca significativa da Fazenda 5 em relacdo as outras
amostras cujo valor de acidez é de 20,3°D e da fazenda F4 (18,9°D), portanto fora do valor
maximo exigido pela legislacdo.

Como descrevem Melo; Barbosa e Pereira (2018), a acidez tem importancia
significativa na qualidade do leite, pois € utilizada como indicativo da qualidade, quando
relacionada a seu estado de conservacdo, em funcdo da relacdo entre a disponibilidade de
lactose e a producdo de acido lactico, devido a acdo de microrganismos deteriorantes que
convertem a lactose do leite em acido léctico.

Segundo Oliveira & Santos (2012) os microrganismos mes6filos sdo os principais
responsaveis pelo aumento da acidez do leite, sendo o pardmetro mais importante para a
avaliacdo de sua qualidade quanto ao aspecto tecnoldgico. Ele indica o grau de metabolizacdo
da lactose em acido lactico, em fun¢do da ma qualidade microbiolégica e da conservacao
inadequada (OLIVEIRA, 2017).

Outro indicador de qualidade do leite é a densidade, uma propriedade sensivel a
alteracdes no volume ou na quantidade de sélidos do leite, por essa sensibilidade pode ser
facilmente influenciada pela temperatura, dai a leitura padronizada desta medida ser a 15 °C,
pois temperaturas elevadas, levam a expansdao do volume diminuindo a densidade. Baixas
temperaturas, ao contrdrio, aumentam o valor da densidade. Ao avaliarmos este parametro,
vimos que a legislagdo recomenda valores entre 1,028 e 1,034 (BRASIL, 2018; BELOTI, 2015).

Neste estudo as Fazendas F1, F2, F3 e F4 apontam diferencga significativa no valor da
densidade, sendo a média deste estudo de 1,030. Mesmo apresentando valores significativos
diferentes, todas as amostras estdo dentro dos padrdes estabelecidos pela legislagdo. Valores
fora do intervalo permitido pela legislacio podem ser derivados de agdes fraudulentas.
Densidades maiores sdo indicativas de desnate prévio do leite, enquanto densidades menores

pode ser indicio de adi¢do de 4gua (TRONCO, 2013).
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Partindo para andlise dos constituintes do leite, a gordura, é o componente de maior
variabilidade no leite. No leite de vaca, a gordura pode variar de 2,5 a 6,0% e é responsavel
pelo grande niimero de 4cidos graxos essenciais e pelo valor caldrico do leite, sendo seu valor
nutricional proveniente das vitaminas lipossoliveis (A, D, E e K) e a presenca do caroteno
precursor da vitamina A. Uma vantagem deste componente para a nutricio humana € o ponto
de fusdo dos lipideos do leite que ocorre abaixo da temperatura do corpo humano (29-32 °C)
(TRONCO, 2013; KLOBTIZ, 2014).

Os valores encontrados neste estudo variam de 3,2 a 4,45 g/100 g (Tabela 3). A
Fazenda 1, apresentando maior teor de gordura (4,5 g/100 g) e uma diferenca significativa em
relacdo as Fazendas 2,4 e 5. O teor minimo de gordura exigido pela IN 76/2018 é de 3,0 g/ 100
g estando todas as fazendas com valores acima do minimo exigido.

Estes valores corroboram com os valores de Nascimento et al. (2016) que avaliaram
as caracteristicas fisico-quimica do leite em propriedades do Municipio de Santa Rita do Passa
Quatro — SP, e encontram valores superiores a0 minimo determinado pela legislagdo. A gordura
€ importante fonte de dcidos graxos essenciais e vitaminas lipossoluveis, assim, sendo o leite
das fazendas em estudo é comercializado cru (sem processos de padronizacdo), estes valores
representam uma média nutricional de boa qualidade para consumo se comparado pelos valores
determinados pela legislacdo para o leite cru refrigerado e leite pasteurizado integral.

Gongalves et al. (2020) encontraram em sua pesquisa valores médios de 3,56 g/100 g
entre as fazendas em estudo, valores acima desta média foram observados neste estudo 3,85
/100 g. E importante lembrar que a gordura do leite é o componente com maiores chances de
alteracdo pela manipulacdo da dieta, pode-se produzir leite com baixo teor de gordura quando
sao fornecidas dietas com alto teor de concentrados, baixa concentracdo de fibra efetiva, quando
sdo adicionados acidos graxos insaturados na dieta, forragens com tamanho de particulas muito
pequeno e adicdo de ion6foros (FONSECA e SANTOS, 2007, apud SOARES E BEZERRA,
2010). Neste sentido, os resultados mostram existir um cuidado com o fornecimento de
alimentos aos animais em todas as fazendas, o que favorece o bom teor de gordura apresentado.

Indispensdvel para se avaliar a integridade de um leite, a percentagem de matéria seca
ou extrato seco € dividido em dois: o termo extrato seco total (EST) engloba todos os
componentes do leite, exceto a dgua. Por extrato seco desengordurado (ESD) compreendem
todos os elementos do leite, menos a gordura e a 4gua (TRONCO, 2013). A determinagao do
extrato seco total é importante porque este resultado € necessario para a determinacao do extrato
seco desengordurado (ESD, pardmetro esse obtido a partir da diferenca da % EST e do teor de

gordura (LOVATO, 2013).



50

Importante destacar que as determinagdes do EST e do ESD sdo importantes para
avaliar a composicao do leite e sua integridade, permitindo estimativas quanto ao rendimento
de produtos derivados, além de favorecer sua classificagao e destino (PICININ, 2003, apud
LOVATO, 2013).

Para os percentuais de EST, a fazenda F1 apresenta diferenca significativa em relagcdo
as demais, apresentando o maior teor (14,6g/100g), relacionando as fazendas F2 e F5, que
possuem mesmo tipo de ordenha (manual), observa-se que nao hé diferenca nos teores de EST.
Contudo, os valores de todas as fazendas encontram-se acima do minimo exigido.

Quanto aos percentuais de ESD, Lovato (2013) descreve que estes podem variar em
funcdo da variedade nutricional de alimentos fornecidos aos animais. Outro fator que ocasiona
o baixo nivel de ESD € a ocorréncia de enfermidades, como a mastite (inflamacdo da glandula
mamadria da vaca que pode ser causada por agentes infecciosos, principalmente as bactérias).

Nesta pesquisa, os valores de ESD encontram-se acima do minimo exigido pela
legislacdo, sendo que a Fazenda 1 (10,1 g/100 g) apresentou uma diferenca significativa em
relacdo as demais. As fazendas F2 e F5, apresentaram uma pequena diferenca significativa
sendo as médias encontradas para essas amostras sdo de 8,8 e 8,4 g/100 g. Tal resultado é
importante para comprovar a qualidade do leite coletado nestas fazendas, pois, uma reducao
substancial dos sélidos totais poderia levantar suspeitas de adi¢do fraudulenta de dgua, apds a
ordenha.

Cabe destacar que o periodo do ano influencia na quantidade de s6lidos ndo gordurosos
do leite, em periodos mais quentes do ano, os teores deste componente apresentam decréscimo.
Nas fazendas em estudo, a coleta foi realizada em periodos diferentes do ano, a diferenca entre
as fazendas F2 e F5 pode ter influéncia do periodo do ano no qual as coletas ocorreram (maio
e outubro, respectivamente), sendo o més de outubro o periodo mais quente. Além disso o tipo
de alimentacdo administrada ao animal e as condi¢des de manejo adotadas pelas fazendas
também podem influenciar.

Entretanto, os valores de lactose apresentados pelas fazendas F2 e F5, demostram uma
diferenca significativa conforme os valores da tabela 2, o que determina a diferenca nos valores
do ESD. A lactose na fazenda F5 apresenta teor muito abaixo do exigido pela legislagdo, por
isso o baixo valor de ESD. Recordando os valores da acidez do leite nesta fazenda (20,3°D) e
a influéncia dos microrganismos na degradagdo de lactose e consequente formacdo de acido
latico, ou seja, redugdo da lactose, temos a resposta para o baixo teor apresentado pela fazenda

FS.
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Piccolo et al. (2014) destaca que o conteido de gordura e protefnas sdo critérios de
qualidade aplicado ao pagamento do leite aos produtores em muitos paises onde o preco do leite
¢ fixado de acordo com a composi¢do. A proteina do leite bovino € de alta qualidade, contendo
um bom equilibrio de todos os aminodcidos essenciais. Nesta pesquisa, a média dos valores das
proteinas nas fazendas € de 3,38g/100g, resultado préximo ao observado por Gongalves et al
(2020), que avaliou as “Caracteristicas microbioldgicas, celulares, fisicas e quimicas de leite
cru refrigerado em Aparecida do Taboado-MS”, assim a média dos valores esta dentro do
exigido pela legislagdo atual.

Médias semelhantes no teor de proteinas, foram observados por Mendes et al (2015)
para o leite refrigerado, em diferentes sistemas de ordenha: manual (3,23 g/100 g), balde ao pé
(3,21 g/100 g) e canalizada (3,20g/100g), pesquisa realizada com produtores do municipio de
Paracatu—MG.

Entretanto nos valores individuais, a fazenda F2 (2,8 g/100 g) apresenta diferenca
significativa no seu teor de proteinas em relacdo as fazendas F3, F4 e F5. Este valor pode estar
relacionado a dieta dos animais, contudo o valor de proteina da amostra F2 € considerado
normal, visto ndo ter havido diferenca estatistica entre o valor obtido e o estabelecido no
regulamento.

Destaca-se que as protefnas representam cerca de 3,5% dos s6lidos encontrados no leite. Essa
porcentagem varia com a raca e é proporcional a quantidade de gordura presente no leite, assim,
quanto maior a percentagem de gordura no leite, maior serd a percentagem de proteina
(WATTIAUX, 1995). Comparando os teores de gordura e proteinas encontrados nesta pesquisa
e apresentados na tabela 3, observamos que o maior teor de proteina estd na fazenda F3 (4,0),
cujo teor de gordura é de 4,3. O teor de proteina do leite € economicamente importante porque

o rendimento dos derivados, especialmente dos queijos € dependente destes componentes.

5.3 Qualidade microbioldégica

A qualidade microbioldgica pode ser um bom indicativo da saide da glandula mamaria
do rebanho, das condi¢des gerais de manejo animal e higiene da fazenda (TRONCO, 2013). Na

tabela 3 encontram-se os resultados microbioldgicos.

Tabela 3 - Quantificacdo microbioldgica das amostras de leite cru de fazendas produtoras de
leite no municipio de Bacabal/MA
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Coliformes Coliformes a
Staphylococcus spp Escherichia
AMOSTRA totais 45°C Salmonella
UFC#**/g coli

(NMP#*/g) (NMP#/g)
Fazenda 1 2400 2400 7,2 x 10? Auséncia Auséncia
Fazenda 2 2400 240 2,3x10* Auséncia Auséncia
Fazenda 3 24.000 24.000 3x10° Auséncia Presenca
Fazenda 4 24.000 24.000 5,6x10* Auséncia Presenca
Fazenda 5 24.000 24.000 3,7x107 Auséncia Presenca

Fonte: Autoria prépria, dados da pesquisa, 2019.
*NMP — Nimero mais provavel; **UFC — Unidade formadora de col6nia

A contaminacdo do leite cru deve-se também a microbiota normal presentes na teta do
animal, por isso ndo existe um padrao de contagem de coliformes totais e a 45 °C no leite cru
na legislacdo vigente. Entretanto, sabe-se que valores elevados destes microrganismos podem
ocasionar graves problemas para a saide do consumidor, e ainda, a contagem destes
microrganismos no leite cru serve para avaliar o grau de contaminacao do préprio leite. Dai a
preocupacio com os dados apresentados na Tabela 3, pois as F3, F4 e F5 apresentam elevado
valor desta contagem (24.000 NMP/g), tanto para coliformes totais, como a 45 °C, pois essa
elevada contagem pode estar associada a fatores como microbiota natural do animal, higiene
ou limpeza inadequadas dos utensilios utilizados durante a ordenha, falta de higiene pessoal
dos ordenhadores e armazenamento do leite sem refrigeracao.

Os valores de coliformes encontrados, justificam os resultados para a elevada acidez
observada paras as fazendas F4 e F5 (tabela 2), pois estes microrganismos sdo fermentadores
da lactose convertendo-a em 4cido latico, elevando a acidez do leite. Fator que também reflete
no resultado da lactose, principalmente na fazenda F5, onde o teor de lactose estd bem abaixo
do exigido pela legislacdo vigente.

Quanto a quantificagdo dos microrganismos, Pereira et al. (2019) encontraram, para o
leite in natura, valores de coliformes totais que variaram de 43 NMP/mL a 1100 NMP/mL em
sua pesquisa ‘“Avaliagdo microbioldgica no leite de vaca in natura e pasteurizado
comercializado na cidade de Tucurui, Para”, resultados inferiores a este trabalho, onde os
valores foram de 24.000 NMP/mL. Tal contaminacdo, descreve os autores, ser resultado dos
processos de manipulacdo do leite in natura, ja que a populagdo bacteriana do leite pode
aumentar significativamente quando em contato com equipamentos nos quais a limpeza e
sanitizacdo sdo precdrias, justificativa também condizente com os valores apresentados neste

estudo.
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Sandes et al (2016) avaliaram propriedades produtoras de leite no Reconcavo Baiano
e reportaram que das 18 propriedades ndo mecanizadas pesquisadas, 90% apresentaram falhas
nos procedimentos de higiene e limpeza antes da ordenha.

Durante a coleta, observou-se que as fazendas F1, F3 e F4 apresentam as melhores
estrutura de producdo do ambiente, contudo todas as fazendas apresentam pontos de
contaminac¢do principalmente nas condi¢des de manipulacdo. As fazendas F/ e F3, possuem
sistema de coleta semi-fechado sendo o leite ordenhado, canalizado por um tubo PVC até uma
caixa de polietileno sem fechamento adequado podendo qualquer pessoa ter acesso as caixas
(fazenda F1) — no momento da distribuicdo, esta caixa é aberta e ocorre a retirada do produto,
com auxilio de um balde; e em latdes (F3) que sdo transferidos para os recipientes dos
revendedores. Na fazenda 4, sistema fechado de coleta, o leite é canalizado direto para o tanque
de resfriamento, porém o ambiente de ordenha também ndo apresenta condi¢des ideais de
higiene. Assim, na maioria das fazendas, observa-se um leite exposto e sujeito a contaminagao,
devido as condi¢des de manipulacdo, o que pode justificar a grande quantidade das bactérias
do grupo coliformes.

Outra informacao importante, ¢ que do grupo coliforme fazem parte as espécies dos
géneros Escherichia, Klebisiella, Enterobacter e Citrobacter, além da E. coli (FORSYTHE,
2013). Das espécies encontradas neste estudo, observa-se que a E. coli estd presente nas
amostras de leite das fazendas F3, F4 e F5 e as espécies Enterobacter aerogenes e Klebsiella
pneumoniae na F1, estas identificadas através dos testes bioquimicos.

A E. coli, tem como habitat natural o trato intestinal de animais € homens, embora
possa ser introduzida nos alimentos a partir de fontes nao fecal. Este microrganismo € um
indicador de contaminagdo fecal em alimentos “in natura”. E uma bactéria Gram-negativa, nio
formadora de enddsporos, anaerdbia facultativa que pode causar doengas em humanos em caso
de infeccdo por linhagens patogénicas. As cepas patogénicas sdo divididas, de acordo com os
sintomas clinicos e com 0s mecanismos de patogenicidade, em varios grupos que podem variar
em seus periodos de incubag¢do e duracdo da enfermidade (FORSYTHE, 2013; BELOTE, 2015;
SILVA et al., 2010). Diante do exposto, a presenga desta bactéria no leite das fazendas F3, F4
e F5 infere em praticas de higiene ineficientes ou contaminagdo fecal da dgua usada pelas
fazendas e que podem causar problemas a satide do consumidor caso o leite ndo passe por
tratamentos adequados antes do consumo.

Sobre o género Enterobacter, Mezzatesta; Gona; Stefani, (2012, apud Duarte et al.
2019), relatam que as bactérias deste gé€nero possuem ampla disseminagdo, compondo a flora

do trato gastrintestinal humano e animal e, por vezes, tornam-se agentes patogénicos
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oportunistas. Estes autores, em seu estudo, detectaram a E. aerogenes como bactéria causadora
de infeccdo mamadria (mastite ambiental) e concluem que a ocorréncia da doencga € relacionada
ao déficit de praticas de higiene eficientes, manejos inadequados e tratamentos errdneos, uma
vez que o agente patogénico da enfermidade coexiste no mesmo ambiente dos animais, sendo
necessdria a ado¢do de boas préticas de producdo e manejo, além de medidas profiléticas.
Ressalta-se, que assim como a E. coli, suas cepas patogénicas podem causar enfermidades ao
homem e indicar condi¢gdes higi€nico-sanitdrias insatisfatorias.

A Klebsiella pneumoniae, ¢ um agente ambiental comum de mastite clinica e
subclinica em rebanhos bovinos leiteiros e pode ser encontrado principalmente no produto final
da ordenha, o leite. A mastite causada por esse agente patoldgico € considerada de intensa
gravidade, devido a resisténcia do patdégeno a antibidticos e uma rapida evolugdo para choque
téxico e morte do animal. A preocupagdo com a presenga desta bactéria nas fazendas em estudo
deve-se ao risco de enfermidades transmitidas ao homem. Cabe destacar que esta bactéria pode
apresentar resisténcia a presenca de antimicrobianos, € que pode justificar sua presenga na
fazenda F1, onde foi observada a presenca de residuo de antibidticos, assunto a ser discutido a
diante (LANGONI et al., 2015, apud GASPAROTTO et al., 2016).

Quanto a presenca de Staphylococcus spp no leite esta, normalmente, deve-se a fontes
diversas como as maos do ordenhador, equipamentos de ordenha e casos de mastite bovina.
Segundo a FDA, a presenca de Staphylococcus indica, ainda, risco de producdo de enterotoxinas
resistentes a pasteurizagdo caso o leite ndo seja mantido a temperatura de refrigeracio
(ANGELO; BARBOSA e ARAUJO, 2014).

Este estudo apresentou contagem média de Staphylococcus spp. de 8,02 x 10°
UFC/mL, resultados superiores ao de Lamaita et al. (2005) que obteve contagem média igual a
3,99 x 10° UFC/mL no leite cru refrigerado. Isso pode ser explicado pela diversificacdo de
sistemas de producdo e de manejos utilizados pelos produtores, o que leva a maior ou menor
contaminacdo do leite por Staphylococcus spp. devido a mastite e/ou por contaminacdo de
retireiros portadores assintomaticos dessa bactéria e ineficiente refrigeracdo do leite
imediatamente apds a ordenha.

Tratando-se do leite cru ndo-refrigerado na maioria das amostras em estudo, exceto
amostra F4, as altas contagens de Staphylococcus causam preocupagdo. Estes microrganismos
sao agentes etiologicos de intoxicacdes alimentares e também frequentes causadores da mastite
bovina, e como sdo habitantes da pele humana, podem ser transferidos aos alimentos pela
manipula¢do inadequada, ou também por aerossois e perdigotos produzidos durante a fala, tosse

e espirros dos manipuladores (BELOTI, 2015) e ainda podem ser resultado das praticas
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deficientes de manejo, condi¢des sanitdrias e ambientais insatisfatorias. Diante do exposto,
os valores apresentados neste estudo podem ser indicios da presenga de infec¢do na glandula
mamaria por estas bactérias. Aliando a este fator podemos descrever nas fazendas o nao uso de
Equipamentos de Protecdo Individual (EPI”’s) e equipamentos e utensilios antigos e que ficam
expostos e ambientes que ndo atendem as exigéncias das boas praticas agropecudrias de forma
completa.

A fazenda F4, mesmo com o leite sendo refrigerado apds a ordenha também apresentou
elevada contagem (5,6x 10* UFC/mL), principalmente sendo os Staphylococcus um grupo de
bactérias mesofilas, este resultado refor¢ca ainda mais a preocupacdo com as condigdes
higi€nicos-sanitdrias em que este leite estd sendo ordenhado nas fazendas do municipio de
Bacabal/MA.

Quanto a caracterizacdo das espécies de Staphylococcus, nesta pesquisa, foram
identificadas espécies de SCN (Tabela 3) em todas as amostras, com destaque para presenca da
espécie a Staphylococcus lentus em todas as fazendas e para a fazenda F3 que apresentou maior

numero (4 espécies). Observou-se a presencga de Staphylococcus aureus somente na Fazenda

5.

Tabela 4. Espécies de SCN e Staphylococcus aureus identificadas no leite cru de fazendas do
municipio de Bacabal/MA

AMOSTRA ESPECIES
Fazenda 1 S. lentus e S. capitis
Fazenda 2 S. lentus

S. lentus, S. xylosus, S. caseolytiocus

Fazenda 3

S. cloosii
Fazenda 4 S. cloosii e S. lentus e S. caseolytiocus
Fazenda 5 S. aureus e S. lentus

Fonte: Autoria prépria, dados da pesquisa, 2019.

De acordo com o trabalho de Shareef et al. (2019), Staphylococcus lentus ¢ um membro
da familia Staphylococcus sciuri, uma bactéria comum no ambiente, pode ser detectada a partir
de uma diversidade de animais (domésticos, agricolas e animais selvagens). E uma bactéria
comensal que colonizam a pele de muitos animais. Tem sido amplamente detectada a partir de

animais que produziram alimentos envolvendo aves domésticas e gado, e dos seus produtos. Os
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autores descrevem que, nos animais leiteiros, o S. lentus mostrou estar ligado a mastite
subclinica e pode levar a grandes perdas em caso de infec¢Oes generalizadas.

A presenca de S. lentus em todas as fazendas chama atencdo para o fato desta ser uma
bactéria do ambiente e que se demostra frequente no produgao leiteira do municipio de Bacabal,
ou seja, ja faz parte da microbiota da regido podendo ser uma das causas mais frequentes de
casos de mastite, entretanto estudos mais detalhados tornam-se preponderantes para uma
afirmacdo desta natureza.

Ressalta-se que segundo os estudos de Mazal e Sieger (2010), pouco se sabe sobre S.
lentus e existe apenas um relato de infec¢do humana, entretanto este microrganismo € um
patégeno que merece atencdo. Esta bactéria é relatada na literatura como produtora de
enterotoxina, sendo sua presenca no leite causa de preocupacdo para a saude publica.

Das outras espécies isoladas nesta pesquisa, as espécies S. capitis (F1), S. xylosus (F3),
S. cloosii (F3) correspondem a 20% das espécies isoladas e S. caseolytiocus (F3 e F4)
correspondem a 40%.

Nos estudos de Santos et al. (2011), por exemplo, foram coletadas amostras de leite de
1.645 quartos mamadrios individuais acometidos pela mastite (238 de casos clinicos e 1.407 de
casos subclinicos) para andlises microbioldgicas e 120 cepas de SCN foram isoladas, dentre as
quais 15 eram de S. lentus, representando 12,5% do total de cepas isoladas, 01 de S. capitis
(0,8%).

Em relac@o aos SCP, Santana et al. (2010) estudaram 51 propriedades em Londrina (PR)
e 50 em Pelotas (RS), com o objetivo de determinar a populacdo de estafilococos coagulase-
positivos (UFC/mL) em leite e verificaram que de 101 amostras de leite cru, 19 (18,8%)
apresentaram contagens acima de 105 UFC/mL, mas nenhuma das amostras apresentaram
enterotoxina detectavel no leite. Os autores concluem haver extensa contaminagado do leite cru
por SCP, embora a maioria das colonias isoladas ndo fossem enterotoxigénica ou nao
expressassem esta caracteristica. Ja Sandes et al. (2016), ndo detectaram a presenca de SCN em
amostras de leite provenientes de ordenha mecanizada e ndo mecanizada.

Quanto a presenca de S. aureus, Zataloni et al. (2008) descrevem a grande importancia
deste microrganismo para a qualidade do leite, uma vez que € causa de inflamagdes da glandula
mamadria (mastite). Mesmo com os cuidados de controle animal e reducdo da mastite, esta
bactéria possui outras fontes de contaminag@o oriundas do manipulador ou pele do animal, por
equipamentos e utensilios higienizados de forma incorreta, ou pelas mas condi¢des higi€nico-

sanitdrias do local de obtencao.
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Neste estudo, detectou-se a presenca de S. aureus somente na amostra F5. J4 estudos
de Singh e Prakash (2010), confirmaram a presenca de S. aureus em leite cru de vacas em 42
de um total de 64 amostras, e destas 25 foram confirmados como patogénicos.

Pesquisa realizada por Angelo; Barbosa e Aratjo, (2014) no leite cru proveniente de
tanques de expansdo comunitdria revelam que em todos os tanques avaliados (sete no total)
foram isolados SCP. Os autores explicam que contagens superiores a 10> UFC /mL foram
encontradas em cinco tanques de expansao refrigerados, e destes cinco, trés ainda apresentaram
contagens superiores a 10° UFC /mL, e relatam serem estes niveis alarmantes, visto que varios
estudos tém demonstrado a capacidade de producdo de enterotoxinas por Staphylococcus spp.
por mecanismos de detec¢dao de quérum nas quantidades populacionais encontradas no referido
estudo. Esta alta pontuacao indica problemas de contamina¢do de SCP no processo de ordenha,
e também um indicativo de animais com mastite. Neste caso, os valores apresentados de
Staphylococcus spp apresentados na tabela 3 para a fazenda F5 (3,7x107), demostram niveis
mais alarmantes e preocupantes, visto que os valores sdo superiores aos apresentados pelos
autores.

Com relacdo a grande contaminacao microbiana do leite, S4 et al. (2018) concluem,
em pesquisa sobre os principais microrganismos causadores da mastite bovina, que entre os
principais microrganismos que atuam na mastite bovina estdo os Staphylococcus aureus,
Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, € o conhecimento destes, podem ser uma importante
ferramenta para prevencdo e controle da mastite bovina; consequentemente para a qualidade do
leite.

Sabemos, entretanto, que o tratamento térmico reduz a maior parte das bactérias
patogénicas, podendo este fato reduzir o risco de contamina¢io do consumidor ao usar a fervura

antes de consumir o leite.

A prética de fervura doméstica compara-se a pasteuriza¢do, com o objetivo principal
de eliminar os possiveis microrganismos patogénicos contaminantes do leite, sendo
capaz de eliminar apenas as formas vegetativas de microrganismos, néo sendo eficaz
contra formas esporuladas altamente resistentes ao calor. E de extrema importancia
incorporar praticas de prevengdo de contaminacdo do crescimento bacteriano na
cadeia produtiva do leite, como a higienizacao das glandulas mamadrias dos animais e
das maos dos ordenhadores, o cuidado com o armazenamento € com o transporte deste
alimento, contribuindo assim para a melhoria da qualidade do leite comercializado na
cidade. (ABREU e MOESIA, 2017, p. 03).

Entretanto, mesmo com a reducdo das bactérias patogénicas pela fervura do leite, ndo
podemos esquecer a preocupagdo com a presenca enterotoxinas que estes microrganismos

podem produzir. Os Staphylococcus, por exemplo, produzem toxinas altamente termoestaveis
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e resistentes a cocgdo, sendo que uma dose de toxina menor que 1,0 pg/Kg em alimentos
contaminados poderd produzir sintomas de intoxicagdo por estafilococos (FORSYTHE, 2013).

Neste caso, seria necessario um controle do leite desde a produgdo até o consumo para
minimizar os riscos que a mé qualidade do leite pode gerar para a saide da populacdo. O melhor
seria o consumo do leite pasteurizado com controle pds-tratamento térmico que avalie a

presenca destas enterotoxinas.

5.4 Analise da presenca de residuo

Os testes da presenca de residuo, ocorreu de forma quantitativa e indicaram que
somente a fazenda F3 estd livre de antibidticos, o que implica em um correto manejo de
medicamentos administrados aos animais, obedecendo o periodo de caréncia exigido por cada

antibidtico para os animais em lactacdo. A tabela 5, apresenta os resultados deste teste.

Tabela 5 - Resultado da avaliac@o da presenca de residuos de antibidticos em amostras de leite
bovino cru de propriedades do municipio de Bacabal/MA

AMOSTRA COLORACAO RESULTADO
F1 Roxo +
F2 Roxo +
F3 Amarelo _
F4 Roxo +
F5 Roxo +

Fonte: Autoria prépria, dados da pesquisa, 2020.

Na andlise para deteccdo de residuos de antibiéticos, das cinco amostras analisadas,
quatro tiveram resultado positivo, indicando presenca de residuos de antimicrobianos acima
dos limites permitidos pela legislacdo em 80% das fazendas investigadas (tabela 5). Destaca-
se, na amostra F3, unica amostra negativa para a presenca de residuos, uma rapida mudanca de
coloragdo, iniciada assim que adicionada ao reagente e intensificou com o banho maria antes
mesmo das duas horas, as demais apresentaram uma cor de transi¢ao entre o roxo e o amarelo

(figura 4).
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Figura 4 — Resultado do Teste de detec¢do de residuos de antibidticos do leite de propriedades
do municipio de Bacabal/MA: amostras positivas (roxo) e negativa (amarelo).
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Fonte: Autoria prépria, dados da pesquisa, 2020.

Este alto percentual de amostra com residuos de antibidticos estd acima do encontrado
em outros resultados. Carvalho et al. (2012), analisaram 18 amostras de leite cru colhidas em
propriedades de pequeno e médio porte da zona rural de Araioses — MA, e detectaram que 100%
das amostras foram negativas para residuos de antibiéticos, utilizando o Devotest SP, um
método de inibi¢do de crescimento bacteriano que investiga as mesmas classes de antibidticos
deste estudo.

Souza et al. (2017), também utilizando o teste kit ECLIPSE 50®, analisaram 112
amostras de leite bovino cru em seis municipios do Rio Grande do Norte e verificaram resultado
positivo para residuo de antimicrobianos em 6,72% das amostras.

O Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento (MAPA), atendendo ao Plano
Nacional de Controle de Residuos e Contaminantes — PNCRC /Animal, realiza de forma ativa
teste em ovos, leite e mel encaminhados para processamento e animais encaminhados para abate
em estabelecimentos sob Inspecao Federal. Estes testes incluem a deteccdo do atendimento de
limites aplicdveis a drogas veterindrias autorizadas. Na figura 5 podemos verificar os resultados
deste teste para o leite dos anos de 2015 a 2019. Observa-se um aumento significativo de

amostras ndo-conforme, ou seja, com presencga de residuo, no ano de 2019.
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Figura 5 - Resultado da deteccdo de residuos de antimicrobianos no leite cru acima do limite
maximo de residuos (LMR) em estabelecimentos sob Inspecao Federal realizado pelo MAPA
entre 2015 e 2019
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Fonte: Compilagdo dos resultados dos relatérios do PNCRC/ANIMAL (MAPA, 2020).

Nota-se na figura 5 que a persisténcia de residuos de antimicrobianos no leite cru é um
problema que afeta todo o pais, assim como o resultado encontrado neste trabalho, mesmo que
existam normas reguladoras para a qualidade do leite cru.

Pesquisa de residuos de antibidticos também tem sido feita no leite processado
termicamente. Sousa et al. (2012) encontraram resultado positivo em 13,33% das 30 amostras
de leite pasteurizado tipo C provenientes de municipios da regido do Cariri, o que evidencia a
persisténcia desses contaminantes mesmo apds o processamento trazendo risco a saude do
consumidor.

Em relacdo aos efeitos na satide, a presenca de residuos de antibidticos de uso
veterindrio no leite bovino pode levar a uma resisténcia bacteriana em humanos (RODRIGUES,
2013; SALES, ROCHA e BRESSAN, 2015), pois hé a possibilidade de transferéncia dessa
resisténcia entre bactérias, mesmo que sejam de espécies diferentes; efeitos toxicolégicos
diretos destas substancias; reacdes alérgicas em consumidores sensiveis, que podem causar
desde reacdes cutaneas e gastrointestinais até mesmo um choque anafilético; efeito teratogénico
(metronidazol, rifampicina, trimetropina, estreptomicina e tetraciclina) (SALES, ROCHA e
BRESSAN, 2015); desequilibrio da microbiota intestinal, principalmente em criangas abaixo
de um ano de idade (SILVA, SILVA e RIBEIRO, 2012).

Os prejuizos a inddstria de alimentos decorrentes da persisténcia desses contaminantes

incluem inibir culturas utilizadas na produg¢ado de produtos (SALES, 2015), com isso a qualidade
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final do produto ¢ alterada, com producdo de odores e sabores desagraddveis (RODRIGUES,
2013) e impedindo a manuten¢do do padrao de identidade e qualidade dos produtos (SILVA,
SILVA e RIBEIRO, 2012). Além disso, influenciam nos testes de qualidade do leite (SALES,
2015) e, portanto, mesma em quantidades pequenas, a presenga de antibidticos no leite gera
perdas na producdo de laticinios e prejuizo a inddstria de alimentos (SILVA, SILVA e

RIBEIRO, 2012).

5.5 Resisténcia antimicrobiana das cepas de Staphylococcus isoladas do leite de
propriedades produtoras no municipio de Bacabal/Maranhao — Brasil.
Segundo a FAO (2016), os antimicrobianos desempenham um papel fundamental para
a saude animal e para seguranca alimentar. Entretanto, o uso indevido dessas drogas associado
ao surgimento e disseminagdo de microrganismos resistentes aos antimicrobianos, coloca todos
em grande risco, pois o aumento da resisténcia ameaca a saide humana e animal, e prejudica a
seguranca dos nossos alimentos e do meio ambiente.

Diante da preocupacdo com a resisténcia aos antimicrobianos, este estudo selecionou
bactérias do género estafilococos para a avaliagdo da resisténcia antimicrobiana em amostras
de leite, sendo isolada uma espécie identificada em cada propriedade: F1 — S. capitis; F2 — S.
lentus; F3 — S. xylosus; F4 - S. lentus; F5 — S. aureus. Os padrdes de sensibilidade e resisténcia

utilizados sdo descritos na tabela 6.

Tabela 6 - Valores dos halos de inibi¢do esperados para Staphylococcus spp

Halos de inibi¢do (mm)
Agente Abv Discos
R I S
Ampicilina * AMP 10ug <28 - >29
Cefalotina * CFL 30ug <14 15-17 >18
Cloranfenicol CLO 30pg <12 13-17 >18
Eritromicina ERI 15ug <13 14-22 >23
Gentamicina GEN 10ug <12 13-14 >15
Penicilina PEN 10 UI <28 - >29
Oxacilina* OXA lpg <17 - >18

Fonte: CLSI (2020); *SOARES (2010).

A resisténcia dos estafilococos aos antimicrobianos € extremamente difundida em todas

as partes do mundo, no meio comunitdrio, mostram elevada resisténcia (acima de 80%) as
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penicilinas G e V, a ampicilina e a amoxicilina (TAVARES, 2007). A classificacdo dos perfis

de sensibilidade e resisténcia, observada neste estudo encontra-se na Tabela 7.

Tabela 7 - Classificag¢ao da resisté€ncia a 7 antibidticos das espécies de SCN e S. aureus
isoladas do leite cru em propriedades de Bacabal/MA.

CEPAS
CLASSE ANTIBIOTICOS S. capitis S. lentus S. xylosus | S. aureus
(F1) (F2 e F4) (F3) (F5)
B-lactamicos Ampicilina (10pg) R R R R
Cefalosporinas Cefalotina (30pg) S I R R
Fenicol Cloranfenicol (30png) S S S S
Macrolideos Eritromicina (15pg) R S I I
Aminoglicosideo Gentamicina (10ug) S S R R
B-lactamicos Penicilina G (10U). R R R R
B-lactamicos Oxacilina lpg R R R R

Fonte: Autoria prépria, dados da pesquisa, 2020; Sensivel (S); Intermediario (I); Resistente (R)

Neste estudo, observou-se 100% de resisténcia das cepas para a ampicilina, penicilina e
a oxacilina., em sequéncia temos a cefalotina e a gentamicina, ambas com 50% e a eritromicina
com 25% (Figura 6) Observou-se sensibilidade de 100% das cepas para cloranfenicol, 50% para
a gentamicina e 40% para a eritromicina.

Resultados encontrados por Zuniga (2017), ao avaliar a sensibilidade e resisténcia de
Staphylococcus spp 1solados de leite de bovinos com mastite clinica, descrevem a gentamicina
e a oxacilina com elevada sensibilidade (91,2 e 93% respectivamente). Tais valores observados
para a gentamicina corroboram com este estudo quanto a presenca de sensibilidade, mas os
resultados para a oxacilina divergem completamente, visto que encontramos resisténcia de
todas as cepas. O autor, ainda relata maiores indices de resisténcia (42,1%) para a amoxicilina,
ampicilina e penicilina. J4 nos estudos de Kurosawa et al (2020), a penicilina teve uma maior
porcentagem de amostras que apresentaram resisténcia bacteriana (34,5%), seguida da

oxacilina (20,69), j4 a gentamicina foi a que apresentou maior sensibilidade (96,5%).
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Figura 6 — Porcentagem de resisténcia dos 7 antibiéticos estudados frente as das cepas de SCN
e S. aureus isolados do leite cru das propriedades do municipio de Bacabal/MA.
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Fonte: Autoria prépria, dados da pesquisa, 2020.

Zanette et al. (2010) descrevem que os estafilococos isolados de leite de vacas com
mastite quase sempre apresentam altos indices de resisténcia a penicilina. Quanto a aquisi¢ao
dessa resisténcia, Tavares (2007) descreve ter sido adquirida principalmente pela transdugao de
plasmideos e ocorre devido a producdo de B-lactamases que inativam o antibiético. Essa
resisténcia a penicilina foi detectada logo apds o inicio de seu uso na década de 40.

Diversos estudos descritos na literatura apontam a elevada suscetibilidade
antimicrobiana ao grupo betalactamicos. Os estudos de Zimermann e Araudjo (2017) reportam
resisténcia a penicilina de 47,82%, os estudos Noel et al. (2016) retratam 99,5% de resisténcia
e Costa et al (2013) descrevem valores de 80,45%.

Para Zimermann e Aradjo (2017) a resisténcia destes microrganismos aos
antimicrobianos do grupo dos betalactamicos penicilina deve-se ao fato de produzem
betalactamases, permitindo que tenha a capacidade de cindir o anel betalactamico da estrutura
do antimicrobiano, caracterizando-se no principal mecanismo de resisténcia.

Um dos marcadores de resisténcia dos estafilococos é a sua resisténcia a oxacilina (ou
meticilina), cuja identificagdo pode ser feita pelo uso de oxacilina ou cefoxitina, apesar do
método de referéncia para verificar esta resisténcia ser a deteccdo molecular do gene mecA
(MACHADO E GALES, 2008).

Segundo Soares (2010), a resisténcia estafilocécica a oxacilina estd associada a

alterac@o do sitio de acdo do antibidtico pela producdo de uma proteina adicional ligadora a
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penicilina (PBP2a), codificada pelo gene estrutural mecA, o qual estd contido no determinante
mec, portado por um elemento genético mdvel designado cassete cromossomico estafilococico
(SCCmec), altamente conservado entre as espécies de estafilococos. Além disso, os
estafilococos podem tornar-se resistentes através da producdo da beta-lactamase, uma enzima
extracelular codificada por plasmideos, decorrente da hidrélise do anel beta-lactamico apods a
exposicao do microrganismo ao antibiotico.

O Manual de Antibiograma (LABORCLIN, 2019), descreve que os estafilococos
oxacilina-resistentes sdo resistentes a todos os antibidticos beta-lactimicos. Desta forma, a
sensibilidade ou resisténcia a antibidticos beta-lactimicos de largo espectro é deduzida
partindo-se do teste com penicilina e oxacilina, ndo sendo necessdrio testar outros beta-
lactdmicos.

De acordo com o CLSI (2020) o perfil de sensibilidade ou resisténcia a oxacilina deve
ser reportada com base no teste de cefoxitina, devendo reportar a sensibilidade ou resisténcia
da oxacilina baseada no teste de cefoxitina, como, neste estudo, os testes ocorreram direto com
a oxacilina para caracterizar o perfil de resisténcia das cepas estudadas utilizou-se o padrdo
descrito por Soares (2010). Este explica que a cefoxitina apresenta maior especificidade e
sensibilidade equivalente a oxacilina, assim a melhor maneira de determinar o perfil de
suscetibilidade dos isolados a cefoxitina € através da técnica da difusdo em disco e/ou
microdiluicdo em caldo enquanto para a oxacilina € o teste da Concentracao Inibitéria Méxima
(CIM). O teste com disco de cefoxitina, quando comparado com os testes de CIM com
oxacilina, possui idéntica sensibilidade, mas maior especificidade, sendo, portanto, mais
preciso na identificacdo da resisténcia aos beta-lactamicos em Staphylococcus.

Este estudo apresentou resisténcia a oxacilina em todas as cepas de SCN avaliadas,
assim como para a cepa de S.aureus. Soares (2010) observou resultado contrario a este estudo
para os SCN, ou seja, os isolados testados apresentaram maior sensibilidade a oxacilina (71%).
Essa resisténcia observada pode indicar uso incorreto na administracdo deste antibidtico no
tratamento dos animais. Para o S. aureus os estudos de Costa et al. (2013) sobre “Resisténcia a
antimicrobianos em Staphylococcus aureus isolados de mastite em bovinos leiteiros de Minas
Gerais”, ndo observou resisténcia deste microrganismo ao antibidtico em questdo, resultado
também contrdrio a este estudo.

Para a gentamicina observamos igual porcentagem de resisténcia e sensibilidade (50%).
As espécies de S. lentus e S. capitis apresentaram sensibilidade (figura 7) e as espécies de S.
aureus e S. xylosus resisténcia. Usada no tratamento da mastite bovina, este antibidtico

apresenta um papel destacado no tratamento desta infeccdo. Estes agentes se ligam aos
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ribossomos, interferindo na sintese protéica. A resisténcia aos aminoglicosideos esta associada
a modificacOes nos grupamentos amino ou nos grupos hidroxila e com isso perdem a habilidade
de se ligar ao ribossomo, ndo inibindo a sintese protéica. Além das enzimas modificadoras de

aminoglicosideo, sistema de efluxo e mutagdes no rRNA t€m sido descritos (SOARES, 2010).

Figura 7 — Halos de inibi¢do para a Gentamicina apresentados pelas espécies de SCN e S.
aureus isoladas do leite de propriedades do municipio de Bacabal/MA.

{

Fonte: Autoria prépria, dados da pesquisa, 2020.
a - S. lentus (17mm), b - S. capitis (20mm), ¢ - S. aureus (11 mm), d - S. xylosus (12 mm).

No tocante a eritromicina, destaca-se ser um antibidtico pertencente ao grupo dos
macrolideos cujo mecanismo de agdo estd ligado a inibicdo da sintese proteica bacteriana pela
ligacdo da droga a por¢ao 50S dos ribossomos bacterianos. Possui baixo espectro de a¢do na
maioria dos bacilos Gram-negativos e algumas cepas de Staphylococcus ja apresentam elevado
grau de resisténcia. Além da resisténcia bacteriana provocada pela exposi¢ao continua, a
eritromicina estd associada a problemas gastrintestinais graves (PAMVET, 2009).

Os resultados para a eritromicina demostram 25% de resisténcia (S. capitis) e
sensibilidade (S. lentus). No trabalho de Soares (2010), foi observado 72% de sensibilidade a

eritromicina em espécies de SCN, resultados maiores ao deste trabalho, onde observou-se
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33,33% de resisténcia entre as cepas de SCN. Pesquisa realizada por Kurosama et al (2020)
observaram resisténcia a eritromicina nos Staphylococcus spp em 17,24% dos isolados.

O cloranfenicol pertence aos fenic6is, classe de antibidticos bacteriostaticos que inibem
a sintese dos polipeptideos bacterianos. E um antibidtico de amplo espectro e altamente efetivo.
Sua utilizagdo em todo mundo tem sido reavaliada devido a sua associacdo com anemia
aplastica em individuos expostos, ainda que em baixos niveis de concentragdo. O uso de
cloranfenicol em animais produtores de alimentos est4 proibido no Brasil, nos Estados Unidos,
na Unido Européia e em outros paises (PAMVET, 2009). No Brasil, esta proibicdo decorre
desde 2003, pois este antimicrobiano pode levar a alteragdes no equilibrio da microbiota
intestinal, selecdo de bactérias resistentes no sistema digestério dos consumidores,
multirresisténcia entre microrganismos através de transferéncia de plasmideos e efeitos
colaterais secundarios (PEREIRA E SCUSSEL, 2017).

De acordo com o exposto, e sendo o cloranfenicol o tnico antibidtico que apresentou
sensibilidade em 100% das cepas em estudo, sugere-se que tal grau de sensibilidade seja devido
ao cumprimento das recomendacdes de ndo uso deste antibidtico no tratamento animal pelas
propriedades deste estudo.

Os resultados para a cefalotina demonstram resisténcia em 50% das espécies isoladas.
Este antibidtico pertence a classe das cefalosporinas de primeira geragdo, assim denominadas
por seu espectro de acdo antimicrobiana mais estreito, atuando predominantemente sobre
bactérias Gram-positivas. Sdo ativas, também, contra Staphylococcos spp. produtores de
penicilinase (BITTENCOURT, 2017).

No perfil de resisténcia e sensibilidade de cepas de S. aureus em amostras de leite
estudadas por Kaiser et al (2014) a cefalotina demostrou-se eficaz, ou seja, houve maior
sensibilidade a este antimicrobiano, classificacdo de diverge deste estudo, pois o S. aureus
apresentou resisténcia. Ja das espécies isoladas (n=207) por Noel et al. (2016), verificou-se
indices de resisténcia em Staphylococcus spp. inferiores a 20% para cefalotina, e descrevem
que esse baixo percentual de resisténcia detectado indica possibilidade de tratamento das
infec¢Oes intramamarias.

A ampicilina, neste estudo, apresentou resisténcia em todas as espécies estudadas. Este
antimicrobiano € uma penicilina semi-sintética e compartilha 0 mesmo mecanismo de acao
como a outras penicilinas, ou seja, € bactericida e interfere na parede celular das bactérias
(MELO et al., 2012). Sobre o perfil de suscetibilidade deste antimicrobiano, nos estudos de
Rios et al (2020) sete (n=16) das cepas submetidas ao TSA, foram resistente a ampicilina

(43,7%), resultados semelhantes ao observado nesta pesquisa. Contudo, nos estudos de Soares
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et al. (2012), ao tratar da resisténcia dos SCN frente a esse antimicrobiano, descreve um perfil
de resisténcia de 79%. Ja, no trabalho de Martini (2015), de 266 amostras de S. aureus isoladas
de mastite bovina, 177 (66,5%) amostras foram resistentes a ampicilina, resultados que,
também, corroboram com esta pesquisa.

Com relacdo aos S. aureus, microrganismo relatado na literatura como resistente a uma
elevada gama de antibidticos, e também neste estudo. Costa et al. (2013) relata que o
monitoramento desta resisténcia ¢ de suma importincia, pois o uso incorreto e indiscriminado
de antimicrobianos ¢ um dos principais fatores que influenciam no incremento das taxas de
resisténcia. Tal conduta minimiza falhas terapéuticas e os riscos de desenvolvimento de
resisténcia aos antimicrobianos, problemas bastante atuais nos campos da saide humana e
animal.

Discutindo o perfil de multirresisténcia das espécies aqui estudadas a figura 8,

demonstra a porcentagem de resisténcia das espécies aos antibidticos.

Figura 8 — Porcentagem de resisténcia das cepas de SCN e S. aureus isolados do leite cru de
propriedades do municipio de Bacabal/MA aos antimicrobianos estudados
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Fonte: Autoria prépria, dados da pesquisa, 2020.

Silva (2017) descreve que um microrganismo € comumente caracterizado como
multirresistente quando apresenta resisténcia a duas ou mais classes de antibidticos. Os micro-
organismos elaboram mecanismos de resisténcia a partir de suas estruturas € mecanismos
regulatdrios, além dos multiplos genes de resisténcia que estdo na base de seu acervo de defesa.

Por isso, hd necessidade de se conhecerem quais sdo esses mecanismos e que tipos de resisténcia
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possuem para se pensar em produzir qualquer acdo contra esses microrganismos e estabelecer
um controle efetivo.

Os valores de IRMA observados foram de 0,71 para S. aureus e S. xylosus, 0,42 para S.
capitis e 0,14 para os S. lentus. Demostrando um percentual de multirresisténcia elevado entre
as espécies do estudo. As espécies S. aureus e S. xylosus foram as espécies que apresentaram
resisténcia a 5 dos sete antibidticos estudados (AMP, CFL, GEN, PEN e OXA), representando
um percentual de resisténcia a 71,43% dos antibidticos cada um, a espécie S. capitis apresentou
resisténcia a 4 antibidticos (57,14%), sendo eles AMP, ERI, PEN e OXA ji o S. lentus
apresentou resisténcia a 3 antibiéticos (AMP, PEN e OXA), representando apenas 42,86%.

Destaca-se que os S. aureus, tem sua resisténcia aos antimicrobianos observada em
decorréncia de mutagdes genéticas ou pela aquisicao de genes de resisténcia de outras bactérias
da mesma espécie ou até mesmo de espécies diferentes. As bactérias possuem plasticidade
genética, ou seja, tem a capacidade de evoluir em resposta ao ambiente e as pressoes seletivas
(BOTELHO, 2017). Essa versatilidade aliada a multirresisténcia agrava ainda mais a
dificuldade de tratamento de infec¢Oes por estes microrganismos (SILVA, 2017).

No tocante a resisténcia das espécies de SCN a antimicrobianos, Santos et al. (2011)
destacam que o percentual de multirresisténcia revelado pelos diferentes isolados estudados foi
bastante reduzido, verificando-se que 55,1% deles foram sensiveis a todas as bases testadas e
que somente 13,0% das mesmas apresentaram indice IRMA maiores que 0,20. Resultados
contrdrio ao nosso estudo, onde os SCN apresentaram IRMA maiores de 0,20 em 50% das
espécies.

Sobre pesquisas realizadas no estado do Maranhdo quanto a multirresisténcia aos
antimicrobianos, Silva et al (2019), avaliaram o perfil de sensibilidade a antimicrobianos de
seis cepas bacterianas patogénicas, isoladas de leite cru do estado do Maranhao (Acinetobacter
septicus, Hafnia alvei, Lactococcus garvieae, Staphylococcus epidermidis, Pantoea spp. €
Klebsiella spp.) e observaram que todas apresentaram sensibilidade a pelo menos cinco tipos
de antimicrobianos pesquisados. Os autores ressaltam que € importante controlar a presenca
desses microrganismos durante a ordenha, armazenamento, transporte e beneficiamento do
leite, através de boas praticas de higiene durante a ordenha nas propriedades rurais e de
fabricacdo nas industrias de laticinios. Além disso, 6rgdos de fiscalizacdo e vigilincia
epidemioldgica em satde devem atuar continuamente para coibir o comércio de leite e
derivados crus e conscientizar os consumidores e comerciantes sobre os riscos relacionados ao

consumo desses produtos crus.
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6 CONCLUSAO

O leite bovino cru oriundo de propriedades produtoras de leite no municipio de
Bacabal/MA, de forma geral, encontra-se nos padrdes exigidos pela legislacdo quanto as
caracteristicas fisico-quimicas e microbioldgicas.

Entretanto, o grande percentual de amostras com residuos de antibidticos (80%)
oferece risco a satide dos consumidores. Considerando que, nesta pesquisa, fez-se somente uma
avaliacdo quantitativa da presenca de residuos, estudos qualitativos sdo necessarios para que se
identifique as classes destes residuos.

Diante dos resultados observados, a presenca de residuos reflete as falhas na
administracdo de antimicrobianos utilizados pelas propriedades em estudo, fato comprovado
pela elevada resisténcia das espécies aos antibidticos estudados e do fendmeno da

multirresisténcia observado, fator que prejudica a eficcia dos tratamentos.
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7 CONSIDERA COES FINAIS

Os resultados, aqui obtidos, devem ser motivo de preocupacdo para autoridades
sanitdrias e laticinios, pelo risco que pode causar a saide do consumidor e os prejuizos na
producdo de derivados l4cteos.

Faz-se necessdrio fomentar agdes educativas aos produtores com orientagdes sobre o
uso das Boas Préticas de Fabricacdo (BPF), da adocdao de Boas Praticas Agropecudrias (BPA)
e cuidados com a manipulaciao dos equipamentos e utensilios utilizados na ordenha, além, dos
riscos do uso irracional dos antibioticos.

No tocante a satde e orientagdo do consumidor, é preponderante orienti-los sobre os
cuidados basicos com o leite adquirido como a refrigeracdo e a fervura, este segundo,
importante para reduzir a carga de microrganismos patogeénicos.

Novos estudos que caracterizem o perfil das propriedades quanto a qualidade do leite
e sistemas de ordenha utilizado, a qualidade da dgua e higiene dos equipamentos e utensilios, e
ainda a utilizacdo de antibidticos, sdo necessdrios para obter um amplo espectro que estas
propriedades apresentam a fim de que medidas de controle de qualidade sejam adotadas visando

reduzir os riscos que o leite pode acarretar.
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