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RESUMO

A atividade leiteira na agricultura familiar € fundamental para sobrevivéncia e
manutencdo do homem no campo. A mastite bovina impacta negativamente a
producao leiteira e oferece riscos a saude publica. O presente estudo avaliou a
gualidade do leite proveniente da agricultura familiar na regido de Botucatu-SP,
as dificuldades enfrentadas pelos produtores, a etiologia das mastites, e o perfil
de sensibilidade dos patégenos aos antimicrobianos. Avaliou-se também a
presenca de genes produtores de enterotoxinas em linhagens de
Staphylococcus isoladas. Objetivou também a recomendacdo de acdes para
melhoria na producédo, visando a qualidade do leite.  Aplicou-se um
guestionario socioeconémico aos produtores e foram coletadas amostras
individuais do leite do conjunto de latbes de cada propriedade e de vacas
diagnosticadas com mastite pelo California Mastitis Test (CMT). Avaliou-se os
teores de gordura, proteina, lactose, extrato seco, extrato seco
desengordurado, a contagem bacteriana total (CBT), e a contagem de células
somaticas (CCS). Foram analisadas 21 propriedades onde constatou-se que a
idade média dos produtores era de 59 anos. Apenas cinco deles (23,8%)
tinham ensino médio completo ou superior, sendo que nenhum (0%) contava
com assessoria veterinaria. Quanto as instalagbes da sala de ordenha, apenas
quatro (19,0%) possuiam estabulos com piso concretado e quatro (19,0%)
utilizavam sistema de ordenha mecéanica. Quanto ao manejo, apenas um
(4,8%) realizava pré-dipping corretamente, nenhum (0%) realizava p6s-dipping,
dois (9,5%) utilizavam papel toalha descartavel na ordenha e somente dois
produtores (9,5%) utilizavam o CMT com periodicidade. Em contrapartida, 15
produtores (71,4%) revelaram terem utilizado antimastiticos para tratamento
das vacas. Com relagcéo aos animais, foram avaliadas 239 vacas (média = 11,4
animais/propriedade). A mastite clinica foi verificada em apenas duas vacas
(<1%), enquanto que 86 animais apresentaram leite positivo ao CMT (35,9% de
mastite subclinica). Foram cultivadas 177 amostras de leite, sendo que em 55
(31,1%) foram identificados estafilococos, em 25 (14,1%) estreptococos, em 45
(25,4%) corinebacterias e em 4 (2,3%) coliformes. A CBT de todas as
propriedades apresentou média de 505 x 10° unidades formadoras de coldnias
(UFC)/mL de leite. A CCS média das propriedades foi de 364 x 10° CS/mL. A



IX

média da CCS das amostras procedentes de todos os tetos infectados
avaliados foi de 1.598 CS/mL, enquanto que nos casos onde foram isolados
Staphylococcus spp. foi de 1.362 CS/mL, Streptococcus spp. 2.857 CS/mL,
Corynebacterium spp de 976 CS/mL e nos casos de coliformes 1.161 CS/mL.
As analises fisico-quimicas revelaram médias de 3,4% de gordura, 3,5 % de
proteinas, 4,5% de lactose, 12,3% de sdlidos totais e 8,9% de extrato seco
desengordurado. Os estafilococos revelaram maior sensibilidade (>95%) a
cefalotina, cotrimoxazol, enrofloxacina e gentamicina, com resisténcia a
penicilina (41,2%) e oxacilina (11,8%). Tanto estafilococos coagulase positivos
(ECP) e negativos (ECN) revelaram genes codificadores de enterotoxinas em
21,6% e 41,9%, respectivamente. O gene sea foi 0 mais detectado 45,8%
(n=24), seguido pelo seb com 29,2% e sec com 25,0%. O gene codificador da
SED né&o foi identificado nas amostras de Staphylococcus pesquisadas.
Observou-se falta de conhecimento basico e técnico dos produtores leiteiros da
agricultura familiar. A estrutura precaria, a falta de investimentos materiais e
tecnoldgicos e de assessoria veterinaria prejudica a produtividade do homem
no campo. Destaca-se ainda o risco potencial a saude publica pela veiculagcéo
de genes produtores de enterotoxinas, que podem ocasionar toxi-infecgdes
alimentares. Atividades de educacédo sanitaria sdo necessarias para a obtencéo
higiénica do leite, controle de mastites, e producdo de leite de melhor

qualidade.



ABSTRACT

Dairy farming on family farms is critical for survival and maintenance of the rural
worker. Bovine mastitis negatively impacts milk production and presents risks to
public health. This study evaluated the quality of the milk from the family farm in
the region of Botucatu-SP, the difficulties faced by producers, the mastitis
etiology, and sensitivity profile of pathogens against antimicrobials. Also
evaluated the presence of enterotoxin producing genes in isolated
staphylococcal strains. Also aimed the recommendation of actions to improve
the production, seeking the quality of the milk. A Socioeconomic questionnaire
was applied to producers and individual milk samples were collected from the
set of brasses of each property and from cows diagnosed with mastitis by
California Mastitis Test (CMT). It was evaluated the levels of fat, protein,
lactose, dried extract and nonfat dry extract, the total bacterial count (TBC) and
the somatic cell count (SCC). Twenty one (21) properties were analyzed where
it was found that the average of the farmers was 59 years. Only five of them
(23.8%) had completed high school or higher, and none (0%) counted on
veterinary advice. As for their facilities of milking parlor, only four (19.0%) had
stables with concreted floor and four (19.0%) used mechanical milking system.
As to the handling, only one (4.8%) performed pre-dipping correctly, none (0%)
performed post-dipping, two (9.5%) used disposable paper for milking and only
two producers (9.5%) used the CMT with periodicity. On the other hand, 15
producers (71.4%) stated that they used anti mastitis for treating the cows.
Regarding the animals, 239 cows (average = 11.4 animals / property) were
evaluated. The clinical mastitis was detected in only two cows (<1%), whereas
86 animals showed milk positive to CMT (35.9% of subclinical mastitis). One
hundred seventy-seven (177) milk samples were cultured, on 55 (31.1%) of
them it was identified staphylococci, on 25 (14.1%) streptococci, on 45 (25.4%)
corynebacteria and on 4 (2.3%), coliforms. The CBT of all properties presented
an average of 505 x 10° colony forming units (CFU) / mL of milk. The CCS
average of all properties was 364 x 10° CS / mL. The CCS average of the
samples from all infected ceilings evaluated was 1,598 CS / ml, while in cases
where Staphylococcus spp. were isolated was 1,362 / ml, Streptococcus spp.

2857 CS / mL, Corynebacterium spp 976 CS / ml and in the cases of coliforms
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1,161 CS / mL. The physicochemical analysis revealed averages of 3.4% of fat,
3.5% of protein, 4.5% of lactose, 12.3% of total solids and 8.9% of nonfat dry
extract. The Staphylococci showed high sensitivity (> 95%) to cephalothin,
cotrimoxazole, enrofloxacin and gentamicin with penicillin resistance (41.2%)
and oxacillin (11.8%). Both coagulase-positive (SCP) and negative (SCN)
staphylococci revealed genes coders of enterotoxins in 21.6% and 41.9%,
respectively. The sea gene was the most detected — 45.8% (n = 24), followed
by seb with 29.2% and sec with 25.0%. The gene coder of SED was not
detected in the studied samples of Staphylococcus. It was noticed that there
was a lack of basic and technical knowledge of the dairy family farmers. The
precarious structure, the lack of material and technological investments and
veterinary advice impair productivity of man in the field. It also stands out the
potential risk to public health by the spread of genes producers of enterotoxin
that can cause food toxi-infection. Health education activities are required to
obtain hygienic milk, mastitis control and milk production of better quality.



Introducao e justificativa



1. Introducéo e justificativa

Pinturas rupestres datadas com mais de dez mil anos evidenciam o uso do
leite como alimento desde os primoérdios da civilizacdo. Sua composigéo rica
em proteinas, carboidratos, gorduras, vitaminas e sais minerais sdo essenciais
para o desenvolvimento organico dos humanos e das demais espécies de
mamiferos.

O leite € o primeiro alimento consumido apds 0 nascimento, processo no
qual ocorre aquisicdo, pelo colostro, de imunidade passiva. Importante
também em todas as fases da vida para os humanos, em especial para
criancas e idosos, e o notério valor nutricional da-se tanto “in natura” quanto na
forma de derivados (COSTA, 1991).

Nos ultimos anos, a producdo de leite no Brasil, cresceu de forma
exponencial. O pais assumiu a posicado de exportador do produto e passou a
ocupar a terceira posicao no ranking mundial (IBGE, 2012). O setor movimenta
anualmente cerca de R$ 64 bilhdes e contribui com 15% do produto interno
bruto (PIB) agropecuario, ou seja, 1,3% do PIB nacional (Fundacdo Banco do
Brasil, 2010).

A atividade também é responsavel pela geracdo de quase quatro milhdes
de empregos diretos e é importante fonte de renda para diferentes segmentos
produtivos. Além da importancia econdmica, a cadeia do leite tem destacada
funcdo social, pois gera renda para grande numero de produtores rurais,
contribui para a absorcdo de mao-de-obra e proporciona a fixacdo do homem
no campo (GOMES et al., 2001).

Apesar de inumeras propriedades atuarem profissionalmente na atividade,
chegando a produzir 50 mil litros de leite diarios, dos 1,3 milhdo de produtores
contabilizados no pais, cerca de 85% podem ser classificados como pequenos
criadores ou de agricultura familiar. Com producédo diaria variando entre 50 a
100 litros, este grupo caracteriza-se pela baixa tecnificacédo, deficiéncia no
manejo, falta de controle sanitario, inadequadas condi¢cdes higiénicas de
ordenha, precario sistema de armazenamento e transporte do leite (ZOCCAL et
al., 2004; Milkpoint, 2012a).

Este cenario contribui para a baixa produtividade do rebanho leiteiro,

acarreta perdas de competitividade e prejudica a consolidacdo do setor



nacional na economia mundial. Enquanto no Brasil a producdo anual média de
uma vaca € de aproximadamente 1,3 mil quilos de leite, nos principais paises
produtores e exportadores do produto, como Israel e Nova Zelandia, esta
média chega a nove mil kg/vaca/ano (MAGALHAES et al., 2004; PONCHIO et
al., 2005; Embrapa Gado de Leite, 2007).

A mastite, que compromete a fisiologia da glandula mamaria, € um dos
principais fatores responsaveis pela diminuicdo do volume de produgdo do
rebanho leiteiro. Acarreta também perdas econdmicas diretas pelo gasto com
medicamentos, mao-de-obra, honorarios de profissionais, descarte precoce de
animais e pelo baixo valor comercial do produto (LANGONI et al., 1998).

Outro aspecto importante sdo os danos relativos a qualidade do produto, ja
gue esta diretamente associado a carga microbiana e a saude da glandula
mamaria. A baixa qualidade do leite cru produzido no territério nacional é
notéria e o beneficiamento resulta em produtos de qualidade insatisfatéria e
com menores tempos de prateleira (BELOTI et al., 1999; ROCHA et al., 2006).

Ainda que os dados epidemioldgicos de enfermidades sejam subestimados,
sdo frequentes os casos de doencas associadas ao consumo de leite e de
derivados contaminados. Soma-se a isto, estimativa do alto percentual de leite
comercializado no mercado informal, que é estimada em patamares proximos a
30% resultando em perspectiva preocupante em relagdo a saude publica
(SCOT CONSULTORIA, 2011). Seja pelo risco de transmissdo de agentes
etioldgicos de zoonoses ou das possiveis toxi-infecgdes provocadas pelo leite,
sdo necessarios cuidados para se assegurar a integridade e qualidade dos
produtos lacteos destinados ao consumo humano (GUIMARAES & LANGONI,
2009).

A etiologia das mastites é bastante variada, embora as causas bacterianas
sejam responsaveis por aproximadamente 90% dos casos. O género
Staphylococcus é o principal envolvido na prevaléncia e na persisténcia da
mastite no rebanho leiteiro, sendo Staphylococcus aureus (S. aureus) uma das
espécies de maior importancia.

S. aureus destaca-se pelo dificil tratamento devido a alta resisténcia aos
antimicrobianos utilizados e pela presenca de varios fatores de viruléncia,
causando infec¢cdes de longa duracdo e com baixa taxa de cura. Outra
caracteristica importante € a capacidade de producéo de exotoxinas, podendo



levar a quadros de intoxicacdo pela ingestdo de toxinas termoestaveis
produzidas e liberadas durante sua multiplicacdo no alimento.

Apesar da importancia do género e de suas enterotoxinas, em saude
publica ha pouca informacao sobre a prevaléncia da incidéncia dos genes que
as codificam, em Staphylococcus isolados de leite de animais em propriedades
da agricultura familiar.

O presente estudo investigou a caracterizagdo socioecondmica de
pequenos produtores rurais do municipio de Botucatu - SP, abordou aspectos
relativos a qualidade microbiolégica e fisico-quimica do leite produzido, bem
como 0s riscos potenciais na disseminacao de estafilococos toxigénicos e de
toxinas. Informacdes e orientacBes técnicas foram transmitidas para esses
produtores, com o0 objetivo de incrementar a producdo e a qualidade do leite
obtido.
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2. Revisao da literatura

2.1. Leite: alimento e negécio

O leite secretado pelas fémeas dos animais mamiferos com finalidade de
nutrir a cria é utilizado na alimentacdo humana ha pelo menos oito mil anos,
guando se intensificou o processo de domesticacdo dos animais. A facil
adaptacdo do organismo, pela producdo de enzimas, para digerir o leite de
diferentes espécies tornou-o um alimento universal, consumido pelos humanos
durante toda a vida (RUSSI et al., 2011).

O leite € composto por sistema coloidal, mistura complexa e heterogénea,
baseado na dispersdo das particulas no meio que o compde. Apresenta
percentual de agua da ordem de 87%, no qual os minerais dissolvidos
caracterizam a solucdo. As proteinas se encontram em suspensao e as
gorduras formam a emulsdo (LEITE et al., 2006).

As proteinas do leite tém alta propriedade nutricional e fornecem
aminoacidos essenciais para o desenvolvimento fisioldgico do organismo.
Podem ser divididas em duas subclasses denominadas caseina e o0 soro do
leite. As caseinas sdo abundantes no leite bovino (representa 80% das
proteinas), e por esse motivo relativamente indigestas. O soro do leite (20%) &
rico em B-lactoglobulina que, por ser uma proteina ausente no leite humano, é
grande causa de reagdes alergénicas. Outras proteinas como a a-lactalbumina,
albumina, imunoglobulina e lactoferrina contribuem na protecdo e manutencéo
da satde (GONZALEZ, 2001).

As gorduras, ou lipideos, sdo importantes no processamento e conservacao
do leite. Predominam os triacilglicerdis, composto por um glicerol e trés
residuos de acido graxo, além de fosfolipideos, esterdis e acidos graxos
saturados como oléico, palmitico, estearico e miristico. A fracdo desses
componentes no leite é diretamente influenciada pelo ambiente, estagio de
lactacéo e dieta do animal (PERES, 2001).

A lactose é o carboidrato de maior proporcdo no leite. Pode atingir 5% da
composicdo e € a maior fonte de energia deste alimento. No processo de
digestdo, a enzima lactase fragmenta este carboidrato em glicose e galactose
para que ocorra a absorcdo pelo organismo. Pessoas que nao produzem a

lactase podem desenvolver intoleréncia ao leite, com variados sinais no trato



gastrintestinal devido ao acumulo de lactose no trato gastrintestinal
(GONZALEZ, 2001).

Em relagdo aos minerais, o leite é conhecida fonte de célcio e fésforo, além
de conter cloretos, citratos, potassio e magnésio. Ja entre as vitaminas, possui
guantidade significativa de vitaminas A, E, K e do complexo B. O leite € pobre
em zinco, cobre e ferro, bem como em vitaminas do tipo C e D, que se perdem
pela sensibilidade ao calor e a luz (LEITE et al., 2006).

Embora seja um alimento altamente nutritivo, ainda é muito baixa no Brasil
a média de consumo per capita do leite. Enquanto a Organizacdo Mundial de
Saude (OMS) recomenda para adultos a ingestdo de 216 litros/habitante/ano,
no pais essa média atinge somente 140 litros (COSTA, 2005; LEITE &
CARVALHO et al., 2010).

Além de importante no aspecto nutricional e de preservacdo da saude, o
leite tem importancia econdmica mundial. Segundo a Food and Agriculture
Organization (FAO), a estimativa de producao mundial de leite bovino, para o
ano de 2013, foi de aproximadamente 780 milhdes de toneladas. Os Estados
Unidos despontam como o principal produtor de leite no ranking mundial, com
quase 15% do volume global. A india, segundo colocado, produz metade desse
percentual, enquanto Brasil, Russia, China, Alemanha e Franca seguem a lista
de lideres mundiais na producéo leiteira (FAO, 2013).

No entanto, este cenario esta em constante dindmica. Paises membros da
Unido Européia (UE), Ucrania e até mesmo a Russia perderam participacdo no
mercado mundial, permitindo o estabelecimento de novos paises produtores.
No periodo entre 1995 e 2005 a producdo mundial cresceu 14%, enquanto
China, Nova Zelandia, india e Brasil cresceram, respectivamente, 303%, 58%,
44% e 37% (CARVALHO, 2006).

No ambito comercial, o principal exportador mundial de lacteos é a Nova
Zelandia. No continente europeu, destaca-se a Alemanha, que é também o
maior produtor. Pais tradicional nas exportacdes de leite e creme de leite em
pd, a Argentina lidera o comércio da América do Sul, exigindo pelo Brasil a
imposicdo de barreiras a importacdo de produtos lacteos destes paises.
Importante ressaltar que o leite fluido e derivados frescos, pela alta
perecibilidade, ainda tém baixa participagdo no comércio internacional
(SIQUEIRA & PINHA, 2012).



Em contrapartida, no Brasil o principal produto do mercado interno (35% da
producdo anual de 30 bilhdes de litros) é comercializado sob a forma fluida. O
leite Longa Vida, ou UHT (Ultra High Temperature) representa mais de 80% do
mercado formal deste segmento. Ha, ainda, expectativas de maior crescimento,
principalmente nos grandes centros urbanos, onde as familias dedicam tempo
cada vez menor a preparacdo de refeicdes e idas ao supermercado (GOMES
et al., 2001).

O setor lacteo brasileiro, historicamente, sempre esteve voltado para
atender a demanda interna, sendo recente sua insercdo no mercado
internacional. No inicio da década de 90, com o fim da regulamentacédo e
tabelamento de precos, abertura de mercados e estabilizacao inflacionaria,
deu-se inicio a constante processo de transformacfes na atividade
(BREITENBACH & SOUZA, 2011).

O aumento de competitividade exigiu ganhos em escala de producéo, pois a
margem de lucro unitario é baixa, levando a crescente concentragdo do
mercado por processos de aquisicOes e fusdes. Essa reorganizacdo de
mercados, aceleradas pelas exigéncias de qualidade criam barreiras
intransponiveis para a pequena producédo tradicional e tendem a deslocar a
producdo para médios e grandes produtores. A concorréncia acirrada tambéem
contribui para manter uma pressdo para baixo nas rendas obtidas pela
producao agro-industrial (WILKINSON, 2003).

Dados revelaram que, no ano 2000, os dez maiores laticinios processavam
34% do leite inspecionado, enquanto que em 2009, esse percentual cresceu
para 42% da producdo. Ainda assim, as micro e pequenas empresas do setor
de alimentos respondem por mais de 94% das industrias no pais (PONCHIO et
al., 2005).

Além das mudancas econdmicas, € importante pontuar outras
transformacdes relevantes, como a forma de captacdo, com a granelizagao da
coleta e fim do recebimento de leite ndo resfriado; inicio de politicas de
pagamento por qualidade; incorporacdo de tecnologias no campo e
desenvolvimento de novos produtos e processos industriais (CARVALHO,
2010).

A busca por ganhos em eficiéncia, diminuicdo de custos e aumento da

lucratividade — tendéncia natural do mercado de commodities —, levou ao



incremento da producdo de leite, apesar da diminuicdo do numero de
fornecedores. Mesmo assim, ndo houve melhoria relevante nos dados relativos
a produtividade da pecuéria leiteira. Dados de 2010 demonstraram que uma
vaca nos Estados Unidos da América (EUA) produz diariamente quase 26 kg
de leite, enquanto no Brasil essa média ndo atinge cinco quilos de leite diarios
por animal (JUNIOR & SANTOS, 2013).

No entanto, faz-se necessario considerar que os dados oficiais de
produtividade devem ser analisados com cautela jA que a metodologia
censitaria, do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), incluem
todos os domicilios pesquisados no heterogéneo universo das propriedades
rurais brasileiras. Assim, fazendas com aptidao para corte que comercializam
algum excedente de leite produzido para bezerros também sdo consideradas
pelo censo, 0 que prejudica a precisdo dos dados (RESENDE, 2010).

O atendimento de padrdes sanitarios e de qualidade e o estabelecimento de
estratégias de promocdo comercial, que despertem a confianca dos
importadores, sdo também fundamentais na consolidacdo brasileira no
mercado internacional de leite (BARROS, 2010).

2.2. Perfil do produtor brasileiro

A cadeia brasileira do leite € muito segmentada, com a participacdo
distribuida entre pequenos, médios e grandes produtores e industrias,
resultando em uma heterogeneidade significativa de sistemas de producédo. As
recentes transformacgfes vém contrapondo, de maneira ainda mais evidente, 0s
dois perfis basicos de produtores de leite: os produtores especializados e o0s
nao especializados (JANK et al. 1999).

O primeiro grupo caracteriza-se por producdo de leite como a principal
atividade. Sao especializados porque utilizam todo o know how disponivel e,
devido ao aprimoramento genético dos animais, melhoria na qualidade
nutricional, adequacfes estruturais, tecnolégicas e de manejo, controle
sanitario e de higiene, conseguem importante diferenciacdo no volume e
gualidade de leite produzido (VIANA et al., 2010).

No aspecto de gestdo operacional, esses produtores especializados
também buscam uniformizar os processos, controlar os custos de producéo e

otimizar a alocagéo dos recursos, promovem a qualificacdo dos colaboradores
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e ampliam a participacdo em entidades que defendam seus interesses (SOUZA
et al., 2011).

Em contraste, os produtores nao especializados se caracterizam por um
perfil extrativista, ou seja, com uso de técnicas ultrapassadas ou até mesmo
rudimentares em uma atividade tipicamente de subsisténcia. Esse grupo,
calculado em 90% das propriedades de leite no Brasil, se utiliza principalmente
da mao-de-obra familiar e tém dificuldade na obtencé&o de recursos, financeiros
e técnicos, para investirem na producao e gestao da producéo leiteira (SILVA E
TSUKAMOTO, 2001).

Apesar da dificuldade de insercdo nesse recente ambiente competitivo, foi
estimado no ano de 2006 que, do valor aproximado de R$ 6,7 bilhdes
movimentados pela atividade leiteira no pais, 59% foi oriundo da participacao
da agricultura familiar no segmento, enquanto os 41% restantes vieram dos
grupos empresariais (CAMARGOS, 2003).

A existéncia de alternativas organizacionais, como associacdes e
cooperativas, contribuiram no sinergismo operacional e econémico, permitindo
a incorporacdo de novas tecnologias por pequenos produtores rurais. Os
investimentos nas aquisicdes de tanques de resfriamento em atendimento aos
novos parametros normativos, bem como a construcdo de sistemas agro-
alimentares locais (SIALs), sdo exemplos concretos desses beneficios,
possibilitando o acesso a novas oportunidades e a manutengao da agricultura
familiar na atividade leiteira (WILKINSON, 2003; BREITENBACH & SOUZA,
2011).

Levantamentos realizados por Oliveira et al. (2000; 2002) no sul do pais
identificaram mais de mil pequenas agroindustrias rurais no estado de Santa
Catarina e 1.528 cadastradas no Rio Grande do Sul, evidenciando a
importancia das experiéncias locais de producdo agricola para explorar o
potencial competitivo do pequeno produtor.

Estudo realizado por Magalhdes (2007), em cooperativas de agricultores
familiares na regido Sul, demonstrou que a habilidade na mobilizacdo social e
de capital, formando uma nova identidade social em torno da producé&o familiar
de leite, foi capaz de confrontar estudos que apontaram como inexoravel o

processo de concentracéo de mercado e exclusédo dos produtores mais pobres.
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Alternativas apontam também para desenvolvimento de valores associados
a pequena producdo agricola com combinacdo de contelddos ambientais —
sistemas agroecoldgicos e organicos — e sociais que proporcionam maior forca
mercadoldgica aos produtos ofertados ao consumidor. Entretanto, os custos de
certificacdo tornam-se barreiras significativas na execucdo dessas politicas de
valorizagdo (WILKINSON, 2003; JANK JUNIOR, 2009).

O incremento de politicas publicas, como destacado por Paula et al. (2014),
inserem a agricultura familiar no mercado institucional de produtos alimenticios.
O Programa de Aquisicdo de Alimentos (PAA) e o Programa Nacional de
Alimentacéo Escolar (PNAE) séo exemplos dessa aproximacgao entre producao
e consumo, que aliam o incentivo a producédo de base familiar com melhoria
nos aspectos nutricionais dos consumidores (BRASIL, 2009).

Por outro lado, se observa numero elevado de produtores de leite que, pela
impossibilidade de atender as pressdes impostas pelo mercado ou
desmotivacdo decorrente da pouca consolidacao das politicas publicas no setor
leiteiro, acabam aderindo ao mercado informal. Valendo-se do risco da
ilegalidade, este produtor consegue agregar a sua producdo parte da renda
gue seria apropriada pelos intermediarios (SILVA E TSUKAMOTO, 2001).

No Brasil, a proibicdo da comercializacdo de leite cru esta em vigor ha mais
de 60 anos. Entretanto, segundo dados obtidos entre 1998 e 2001 pelo IBGE
(2004), de 35,6 a 42% do leite produzido no pais nao foi inspecionado por
nenhum orgéao oficial de fiscalizagéo.

Como consequéncia, este leite comercializado de maneira informal exp6e
0s consumidores a maiores riscos potenciais, com sérias implicagdes na saude
publica. O leite, pela sua composi¢ao rica em nutrientes, € um excelente meio
para a multiplicacdo de diversos grupos de micro-organismos, fazendo-se
necessario a implantacdo de acdes para reduzir o niumero de produtores na
informalidade e melhorar a qualidade do leite produzido no pais (BELOTI et al.,
1999; NERO et al., 2003).

2.3. Qualidade do leite
A qualidade do leite é fundamental para preservar a saude de quem o
consome e tem como principal parametro, o perfil microbiol6gico do produto.

Este parametro esta diretamente associado a carga microbiana inicial e a taxa
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de multiplicacdo microbiana (COSTA, 2005). A qualidade depende
fundamentalmente das fontes de contaminacéo do leite, que incluem a saude
da glandula mamaéaria, condicbes de higiene na ordenha, limpeza dos
equipamentos de ordenha e armazenamento do leite. O perfil microbiolégico é
dependente das variacfes nos parametros de tempo e temperatura durante o
armazenamento do produto (GUIMARAES, 2002).

Para obtencdo de leite de boa qualidade é fundamental a realizacao de
ordenha, adequada de animais saudaveis e limpos, obtidos com auxilio de
equipamentos e utensilios higienizados. E necessario, ainda, que o produto
sofra rapido resfriamento e seja corretamente armazenado. Nesse sentido, a
grande diversidade de produtores e sistemas de produgcdo acarreta em
gualidade duvidosa do leite produzido no pais (SANTOS & FONSECA, 2007).

A busca pela melhoria na competitividade e qualidade levou o Ministério da
Agricultura Pecuéria e Abastecimento (MAPA) do Brasil a implementar, em
1998, o Programa Nacional de Melhoria da Qualidade do Leite (PNMQL),
atribuindo indices e procedimentos minimos para a producdo de leite no
territorio nacional.

Um marco desse programa foi a publicacdo, em 2002, da Instrucéo
Normativa (IN) n° 51, na qual foram estabelecidos novos padrdes
microbioldgicos e fisico-quimicos com indice rigorosos quanto a contagem de
células sométicas (CCS), contagem bacteriana e deteccdo de residuos de
antimicrobianos. Também foi estabelecido que todo leite deveria ser
imediatamente resfriado apdés a ordenha e entregue aos laticinios no prazo
maximo de 48 horas (BRASIL, 2002).

No entanto, sua implementagdo, per si, ndao garante a melhoria na
qualidade. E fundamental também a ampliacdo nos cuidados relacionados a
higiene da ordenha, saude e manejo do rebanho bovino (instrucéo, treinamento
e qualificacdo de méao-de-obra) pelo desenvolvimento de programas regionais
de assisténcia a cadeia leiteira, em especial para aqueles de baixa producao
(OLIVEIRA & SILVA, 2012).

As principais ferramentas utilizadas na avaliacdo da qualidade
microbioldgica do leite sdo a contagem bacteriana total (CBT) e a contagem de
células somaticas (CCS). A primeira € um indicativo da higiene do produto, isto

€, sinaliza de forma indireta se a ordenha, armazenamento e transporte do
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produto foram corretamente realizados e se os utensilios utilizados estavam
adequadamente higienizados. Enquanto a CCS indica a saude da glandula
mamaria, avaliando a quantidade de células inflamatérias presentes no leite.
Na presenca de agente infeccioso no interior do Ubere ocorre resposta
inflamatoria, com influxo de leucécitos do sangue para o leite. Este processo
inflamatorio provoca alteragdes na composi¢ado do leite, reduzindo a qualidade
(VARGAS et al., 2013).

Atualmente estd em vigéncia, para a regido Sudeste, a CBT com valor
maximo de 300.000 unidades formadoras de col6nia por mililitro (UFC/mL) e
para a CCS a contagem maxima aceitavel é de 500.000 células somaticas por
mililitro de leite (CS/mL). A baixa contagem em ambos parametros resulta em
produtos com maior rendimento industrial, com maior tempo de prateleira e,
sobretudo, maior seguranca para o consumidor final (BRASIL, 2011).

A obtencéo higiénica do leite, além de impactar diretamente na qualidade
do produto, aumenta a produtividade do rebanho como um todo pela
diminuicdo da prevaléncia das infec¢cbes intramamarias — mastites -,
resultando em ganhos econdmicos diretos e indiretos para o produtor rural
(LANGONI et al., 2011).

2.4. Mastites

A mastite, enfermidade mais prevalente em bovinos leiteiros, acomete a
glandula mamaria, 6rgédo singular sob o ponto de vista da complexidade
fisiologica, biofisica e anatdmica (CUNNINGHAN, 1999). Trata-se de um
processo inflamatoério que pode ser de origem fisioldgica, metabdlica, alérgica,
traumatica ou infecciosa, levando a alterac¢des fisico-quimicas e bacteriologicas
do leite, sendo as causas infecciosas a mais significativa, tanto no aspecto
econdmico quanto no interesse para a saude publica.

A etiologia das mastites € complexa devido a diversidade de micro-
organismos envolvidos. Foram descritos aproximadamente 140 micro-
organismos na génese da mastite bovina, entre espécies, subespécies e
sorovares. As bactérias sdo responsaveis por 90% dos casos, implicando em
riscos devido a transmissao de agentes etioldgicos de zoonoses tradicionais e
emergentes (TOZZETI et al., 2008; GUIMARAES & LANGONI, 2009).
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Os patogenos envolvidos na mastite bovina sao classificados em
ambientais e contagiosos, dependendo da origem e modo que ocorre a
transmissdo. O primeiro grupo caracteriza-se por ser veiculado a glandula
mamaria no periodo entre ordenhas, a partir do solo, fezes, agua e cama dos
animais, como reflexo do manejo inadequado e falta de higiene do ambiente,
dos animais e dos equipamentos de ordenha. Este grupo é composto
principalmente por enterobactérias (Escherichia coli, Klebsiella spp.,
Enterobacter spp., Proteus spp.), Pseudomonas spp., fungos, leveduras algas
e certas espécies do género Streptococcus, considerados ndo agalactiae.

J& o grupo dos patdgenos classificados como contagiosos, caracterizam-se
pela prépria vaca ser a fonte de infeccdo, recebendo denominagdo de “vaca
dependentes”. A infeccao ocorre principalmente durante a ordenha, de uma
vaca contaminada a outra, pelas maos dos ordenhadores, equipamentos de
ordenha, panos de secagem dos tetos e outros fomites. Destacam-se neste
grupo Staphylococcus spp., tanto os coagulase positiva como S. aureus, e 0S
coagulase negativa, além de Streptococcus agalactiae, Corynebacterium bovis
e Mycoplasma spp.

A diferenciacdo desta classificacdo dos patdogenos € de extrema
importancia porque a adocdo de medidas de prevencdo e controle da
enfermidade é distinta para cada grupo de micro-organismos (LANGONI et al.,
1998; RYSER, 1998; RADOSTITS et al., 2007).

Outra diferenca importante da enfermidade é a forma de apresentacédo, que
pode ser clinica ou subclinica. A forma clinica € caracterizada por altera¢des na
glandula mamaria, na macroscopia do leite e, eventualmente, por sinais
sistémicos. Pode ser aguda, com sinais evidentes de inflamac¢ao — edema, dor,
calor e rubor — ou cronica, na qual ocorre presenca de grumos e coagulos,
além de fibrose do tecido mamario (COSTA, 1998).

Também podem ocorrer alteragdes na composicao do leite como o aumento
de células somaticas e na concentracao de teores de cloro e sédio, diminuigdo
nos teores de caseina, lactose e gordura, sem que sejam observados sinais de
processo inflamatério. Neste caso, tem-se a forma subclinica da mastite, que &
diagnosticada com base em testes indiretos como o California Mastits Test
(CMT), Whiteside, condutividade elétrica, CCS ou em lamina pelo método de
Prescott Breed (CUNHA et al., 2008).



15

O método mais utilizado para o diagnoéstico da mastite subclinica € o CMT.
Desenvolvido em 1957 por Schalm e Noorlander, indica o contetdo celular do
leite de maneira eficiente, com baixo custo e de facil execucao. A interpretacédo
baseia-se na observacdo da mistura entre o leite e o reagente, que forma um
gel de consisténcia proporcional ao numero de células somaticas no leite. O
grau de positividade varia entre os escores de uma cruz (1+) a trés cruzes (3+),
devido a massa viscosa formada. O resultado negativo mostra mistura

homogénea e normal apds homogeneizacdo da mistura entre leite e reagente.

2.5. Estafilococos

O género Staphylococcus foi descrito pela primeira vez por Rosenbach, no
ano de 1884, e foi classificado na familia Micrococcaceae. Entretanto, com 0s
avancos nas areas de genética, biologia molecular e, principalmente, estudos
relacionados ao RNA riboss6mico 16S, ocorreu a inclusdo deste género em
uma nova familia: Staphylococcaceae (GARRITY & HOLT, 2001).

Os micro-organismos desse género sao classificados como cocos Gram-
positivos, mesobfilos, anaerdbios facultativos, iméveis, ndo formadores de
esporos, nao fotossintéticos, possuem diametro entre 0,5 e 1,5 um e se
dividem em diferentes planos, que os conferem formato de “cachos de uva” na
visualizagdo microscopica. Sdo, ainda, catalase-positiva, oxidase-negativa e
apresentam metabolismo fermentativo com producdo de acido e ndo gas
(KLOOS & BANNERMAN, 1999; GERMANO & GERMANO, 2001).

Os estafilococos crescem rapidamente na maioria dos meios
bacteriologicos. Em meio sélido, as colbnias sdo redondas, lisas, elevadas,
brilhantes, com 2 a 3 mm de didmetro. A capacidade de se desenvolverem em
meios com alta concentracdo de NaCl, a relativa tolerancia ao terulito de
potassio e ao cloreto de litio, possibilitam seu isolamento em meios seletivos
como o agar Baird Parker (CUNHA et al. 2007a).

Atualmente o género esta subdividido em 46 espécies e 24 subespécies,
classificadas em primeiro plano de acordo com a capacidade de sintese ou néo
da enzima coagulase, sendo a grande maioria estafilococos coagulase
negativa (ECN). S. aureus, S. schleiferi subsps. coagulans, S. intermedius, S.
hyicus e S. delphini sdo espécies classificadas como estafilococo coagulase

positiva (ECP), caracteristica que € considerada um fator de viruléncia ja que o
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codagulo fibrinoso dificulta 0 acesso das células do sistema imune ao local da
infeccdo (BANNERMAN et al. 2003; KWOK & CHOW, 2003; MADIGAN et al.,
2004; EUZEBY, 2012).

A importancia dos estafilococos na epidemiologia das doencas transmitidas
por alimentos decorre de que, sob condi¢cdes favoraveis, essas bactérias se
multiplicam e sdo capazes de produzir enterotoxinas, levando a intoxicacéo
alimentar estafilococica, considerada a doenca de origem alimentar mais
comum em todo o mundo (BALABAN & RASOOLY, 2000). Este cenario
agrava-se pelo fato de Staphylococcus serem agentes etioldégicos de alta
prevaléncia nas mastites, podendo contaminar o leite e seus derivados
(LANGONI et al., 1998; RABELLO, 2003; QUINN et al. 2005; ZAFALON et al.,
2007).

E estimado que nos EUA o nimero anual de casos de intoxicacdo alimentar
ocasionada por este género bacteriano seja de 185 mil, sendo responsavel por
1.750 hospitalizacdes que acarretam em custos médicos e perdas de
produtividade na ordem de 1,5 bilhdo de délares (CENCI-CONGA et al., 2003).
No entanto, € relatado que a real incidéncia dessas intoxicacbes €
subestimada, pois como o0s sintomas geralmente sdo brandos e de curta
duracdo, apenas 10% dos individuos acometidos procuram atendimento
médico (SMYTH et al., 2004).

2.6. S. aureus, enterotoxinas e a saude publica

Dentre o grupo de ECP, a espécie S. aureus é considerada a mais
importante pela alta patogenicidade e riscos potenciais a salude humana. Tem
capacidade de multiplicar-se em condi¢cdes ambientais adversas: temperaturas
gue variam de 7 a 48°C, faixa de pH entre 4 a 10, atividade de agua (ay) entre
0,83 e 0,99, além de serem halo-tolerantes em concentracdes de cloreto de
sédio compreendidas entre 7 e 10% (JAY, 1993; GERMANO & GERMANO,
2001).

A versatilidade nutricional e capacidade de crescerem em diferentes
condicbes ambientais contribuem para que este micro-organismo se
desenvolva com facilidade em vérios alimentos, conferindo ao S. aureus a

terceira posicdo em importancia nas doencas transmitidas por alimentos (DTA),
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depois de Salmonella e Clostridium perfringens (BEAN, et al., 1996; LOIR et al.,
2003; NORMANNO et al., 2005;).

E um dos principais causadores de mastites em rebanhos leiteiros e, devido
as caracteristicas de viruléncia (como a producédo de biofilme e capsula), a
capacidade de invasdo das células epiteliais mamarias e comprovada
resisténcia aos antimicrobianos, infeccdes maméarias provocadas por este
agente sdo de dificil tratamento (SA et al. 2004; RUEGG, 2005). O principal
reservatorio de S. aureus sdo as proprias glandulas mamaérias, a partir das
quais ocorre a transmissao para outras vacas (ZAFALON et al., 2007).

Em humanos, é estimado que 60% da populacao é portadora intermitente e
20% séao portadores persistentes de S. aureus, que € frequentemente isolado
na nasofaringe. Estudo realizado no Brasil revelou que 30% dos manipuladores
de alimentos possuiam o trato respiratorio inferior colonizados por S. aureus,
podendo facilmente contaminar as maos dos individuos e alcancar os
alimentos durante sua manipulacdo (MURRAY et al., 2000; ACCO et al., 2003).

As enterotoxinas estafilococicas (SE) sdo um grupo de proteinas de cadeia
simples, de baixo peso molecular, produzidas durante todas as fases de
multiplicacdo bacteriana, mas especialmente durante a metade e o fim da fase
exponencial (SORIANO et al., 2002). Apresentam resisténcia ao calor e as
enzimas proteoliticas tripsina, pepsina, renina e papaina, o que permite a
passagem pelo trato gastrintestinal sem perda de atividade (HUY, 1994). A
producdo de enterotoxinas ndo esta restrita somente a espécie S. aureus, mas
também a outras espécies de estafilococos como os ECNs (RADOSTITS et al.,
2007).

J& foram descritos 22 tipos de enterotoxinas distintas e variantes que foram
nomeadas com letras do alfabeto de acordo com a ordem cronolégica de suas
descobertas (MARTIN et al., 2001). Os tipos de SE conhecidos sdo A e B, Cy,
C,, C3, D, E, G, H, |, J, K, L, M, entre outras. No entanto, as mais comuns em
intoxicagOes alimentares séo A, B, C, D e E, conhecidos como enterotoxinas
classicas (SA et al., 2004). Em condi¢des favoraveis foi constatado que esses
micro-organismos podem produzir mais de um tipo de enterotoxina
(BERGDOLL, 1989).

A intoxicacdo alimentar estafilococica em humanos é causada pela ingestao

de alimentos contendo enterotoxinas pré-formadas por linhagens de
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Staphylococcus enterotoxigénicos. O leite e derivados sdo 6timos substratos
para a multiplicagdo destes micro-organismos e, por isso, sdo os alimentos
mais presentes em surtos de intoxicacdo alimentar estafilococica (CENCI-
GOGA et al., 2003; FUEYO et al., 2005).

As toxinas podem ser excretadas no leite e permanecerem estaveis nos
produtos oferecidos ao consumo mesmo apds sofrerem tratamentos térmicos
ou até mesmo fervura do leite por tempo superior a 15 minutos (BHATIA &
ZAHOOR, 2007). Sao fatores contribuintes para a elevada frequéncia desses
surtos a baixa qualidade do leite cru, além da sua manipulacdo indevida desde
a fazenda produtora até o comércio varejista (Sena, 2000).

Os sinais iniciam apoOs periodo curto de incubacdo (entre 2 a 6 horas),
manifestados por nduseas, vomitos, dores abdominais, diarréia, sudorese e
cefaléia, e tém duracdo aproximada de 24 a 48 horas. Casos mais graves
podem acometer recém-nascidos, idosos e pessoas portadoras de doencas
imunossupressoras. Além de gastrenterites, pode causar baixa pressdo
sanguinea e edema pulmonar. Entretanto, a mortalidade nesse quadro € rara
(BALABAN & RASOOLY, 2000; PINTO et al., 2005).

Para reduzir a presenca do S. aureus e outros micro-organismos
indesejaveis no leite cru é fundamental diminuir a prevaléncia das infeccbes
intramamarias pelo desenvolvimento de atividades de orientacdo e apoio aos
produtores. Para tal, recomenda-se o0 aprimoramento de técnicas de
diagnostico individual de mastite clinica e subclinica, identificagédo laboratorial
dos agentes infecciosos envolvidos, tratamento antimicrobiano adequado dos
guartos acometidos, limpeza e desinfecgdo dos tetos (pré e pés-dipping) e do
ambiente, bem como provisdo de agua de boa qualidade, suficiente ao
desenvolvimento das atividades inerentes da producéao.

O presente projeto teve por objetivo caracterizar o perfil socioeconémico de
pequenos produtores de leite e avaliar a qualidade do produto, no municipio de
Botucatu, SP. Foram aplicados questionarios, realizadas visitas técnicas,
analises microbiolégicas, fisico-quimicas, contagem bacteriana e contagem de
células somaticas, além da deteccédo de genes codificadores de enterotoxinas
em linhagens de Staphylococcus spp. A orientacdo aos produtores para a
obtencéao higiénica do leite, controle de mastites, com consequente melhoria de
gualidade do leite também foi considerado objetivo nesse estudo.
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OGjetivos
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3. Objetivos

3.1. Geral
Avaliar o perfil socioecondmico de produtores de leite na agricultura familiar
e a qualidade do leite no municipio de Botucatu, SP, com énfase na pesquisa

de estafilococos enterotoxigénicos.

3.2. Especificos

3.2.1. Estabelecer o perfil socioeconébmico de pequenos produtores de
leite da Baixada Serrana do municipio de Botucatu, SP.

3.2.2. Avaliar a prevaléncia de mastite subclinica e clinica e o escore de
tetos em rebanhos leiteiros bovinos de propriedades de agricultura familiar
da referida regiao.

3.2.3. Investigar a microbiota aerdbica dos casos de mastites
subclinicas e clinicas evidenciadas nas propriedades e sua relacdo com a
CCS do leite dos respectivos tetos.

3.2.4. Avaliar a qualidade microbiolégica de amostras de leite do
conjunto de latbes de cada propriedade pela CBT e a correspondéncia em
relacéo a legislacao vigente.

3.2.5. Realizar andlises fisico-quimicas no leite de amostras do conjunto
de latdes oriundo de cada pequena propriedade e a correspondéncia com a
legislacao vigente.

3.2.6. Comparar os resultados obtidos (itens 3.2.2., 3.2.3., 3.2.4., 3.2.5))
em todas as propriedades e identificar os pontos (estruturais e de manejo)
gue mais influenciam nestes resultados, além de promover a orientacao
focada em resultados aos produtores de agricultura familiar.

3.2.7.  Classificar as linhagens de ECPs e ECNs de amostras de leite
oriundas dos tetos de vacas em lactacdo em pequenas propriedades rurais.
3.2.8. Estabelecer o perfil de sensibilidade microbiana “in vitro” dos
isolados em vacas com mastite das diferentes propriedades, visando o
tratamento de casos de mastites clinicas agudas e no tratamento para

secagem (terapia da vaca seca).
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3.2.9. Detectar os genes responsaveis pela producédo das enterotoxinas
A, B, C e D em linhagens de ECPs e ECNSs isoladas das diferentes
propriedades, pesquisando o fator de risco do leite na transmissdo de toxi-

infeccdo alimentar, nas propriedades estudadas.
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Material e metodos
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4. Material e métodos

A aplicacdo do questionario socioecondmico, observacdo do manejo,
colheita de dados e amostras de leite bovino foi realizada em pequenas
propriedades rurais localizadas na regido de Botucatu-SP, no periodo entre
marco a julho do ano de 2012. As analises microbiolégicas, contagem de
células sométicas e os estudos moleculares foram realizados no Laboratério do
Nucleo de Pesquisas em Mastites (NUPEMAS) do Departamento de Higiene
Veterinaria e Saude Publica da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia,
UNESP - Campus de Botucatu, SP. As analises fisico-quimicas foram
realizadas pela Clinica do Leite da Escola Superior de Agricultura “Luiz de
Queiroz”, ESALQ — Campus de Piracicaba, SP.

4.1. Selecao das propriedades

Foram utilizados para o presente estudo dados socioecondmicos e
amostras de leite coletadas em propriedades de pequeno porte do municipio de
Botucatu, SP. Os produtores selecionados pertenciam a “Associacdo dos
Produtores Rurais da Baixada Serrana de Botucatu — Armando Carlos OIi” e
forneciam o produto para um laticinio da regido, o que possibilitou acesso, em
carater complementar ao experimento, aos registros de dados coletados pela

empresa, além de colaborar na caracterizacao do perfil dos produtores.

As propriedades possuiam caracteristicas muito semelhantes em relacdo a
raca, numero e manejo dos animais. Ao mesmo tempo estdo localizadas em
uma mesma regiao geografica, fato que atenuou diversas variantes ambientais
no processo de comparacdo entre os dados obtidos. O principal critério de
selecéao utilizado foi o volume de leite produzido, obrigatoriamente igual ou

inferior a 100 litros diarios.
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4.2. Questionario social, técnico e produtivo:

Foram realizadas coletas padrédo de dados com o objetivo de tracar o perfil

dos produtores, sendo abordados os seguintes itens:

4.2.1. ldade, escolaridade e participacdo familiar na atividade.
4.2.2. Area da propriedade e importancia econdmica da producao.

4.2.3. Infraestrutura e condicdes de higiene das instalacbes e

equipamentos de ordenha.
4.2.4. Numero de vacas em lactacdo e no periodo seco.
4.2.5. Raga predominante e producdo média de leite.
4.2.6. Variacao anual da producéo.

4.2.7. Manejo dos animais (fornecimento de racdo, tipo e numero de
ordenhas, uso de pré e pés-dipping, método de secagem, bezerro ao

pé, dados de producéo).
4.2.8. Controle de mastites (deteccao da infec¢ao, tratamentos).
4.2.9. Assisténcia veterinaria (servi¢co publico ou privado).
4.2.10. Tipo e manejo de pastagem.

4.2.11. Cuidados na aquisicao de animais.

4.3. Diagnoéstico de Mastite

O diagnéstico de mastite clinica foi realizado com base nos sinais clinicos
da inflamac¢do mamaria (dor, rubor, calor e edema), a inspecéo e palpacéo da
glandula, sinais sistémicos (febre, taquicardia, dispnéia, decubito) e/ou
alteracdes na macroscopia do leite (grumos, pus, sangue ou filamentos) pela
prova da caneca telada de fundo escuro ou Tamis (RADOSTITS et al., 2007). A
mastite subclinica foi diagnosticada com o auxilio do CMT (SCHALM e
NOORLANDER, 1957). Amostras de leite positivas para o0 Tamis e com escore
de positividade no CMT (de 1+ até 3+) foram coletadas de maneira asséptica

de acordo com procedimentos pré-estabelecidos (NMC, 1999).
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4.4. Escore dos tetos

Nas propriedades, todas as vacas lactantes, aparentemente sadias, tiveram
os tetos avaliados segundo o aspecto dos esfincteres, de acordo com o0s
escores estabelecidos na FIGURA 1 abaixo, como preconizado por Ruegg
(2005):

ESCOREN ESCORE 8 ESCORER ESCORE VR
Sem anel Macio ou suave anel anel aspero anel muito aspero

FIGURA 1. Critérios visuais utilizados na classificagdo do escore de tetos de bovinos, em

propriedades da agricultura familiar. Botucatu, 2014.

Escore N (No ring): sem alteracdo no esfincter, considerado normal = N.

Escore S (Smooth or Slight ring): leve alteragcdo e textura macia,

considerado leve = L.
Escore R: alteracfes visiveis, alteracéo de textura, considerado aspero = A.

Escore VR: alteracdes graves no esfincter, com possivel everséo = E.

45. Coletado leite dos animais

Antes da ordenha, durante a triagem realizada com todas as vacas em
lactacdo foram coletadas amostras de leite, de cada quarto mamario, com
diagnostico de mastite clinica ou subclinica. Para tanto, foi realizada a
antissepsia do Ostio do teto com alcool iodado a 2,5% e a amostra, de
aproximadamente 15 mL, foi acondicionada em tubos previamente
esterilizados. Até a realizacdo dos exames microbioldgicos, imediatamente
apos a chegada no laboratorio, as amostras foram mantidas sob refrigeracao (4

a 7°C) em caixas isotérmicas com gelo reciclavel.
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45.1. CCS dos animais

Coletou-se aproximadamente 50 mL de leite em frasco de plastico contendo
o conservante celular bronopol (BERTRAND, 1996), de quartos mamarios
positivos aos teste CMT, bem como de uma amostra composta (“pool”) de cada
animal com pelo menos um quarto mamario positivio. A CCS foi realizada em

equipamento Somacount 300® (Bentley, UK) por citometria de fluxo.

4.6. Coletado leite do conjunto dos latdes

Foram coletadas amostras de leite do conjunto dos latbes das propriedades

com o objetivo de realizar as seguintes provas descritas a seguir:
4.6.1. Andlise fisico-quimica

As técnicas e interpretacfes dos resultados seguiram o preconizado pela IN
n° 68 (BRASIL, 2006). Foram avaliados os seguintes indices: teor de gordura,

teor de proteina e sélidos totais.
4.6.2. CBT

As técnicas seguiram o preconizado pela IN n° 62 (BRASIL, 2011) com o
objetivo de realizar a CBT de micro-organismos mesoéfilos aerébios estritos e
facultativos de amostras de leite do conjunto de latbes de cada propriedade. A
partir da amostra de leite foram realizados diluicbes decimais, empregando-se
a solucdo salina (0,85%) estéril. Em seguida, 1 mL de cada diluicdo foi
transferido para placas de Petri estéreis vertendo-se cerca de 15 a 20 mL de
agar contagem padrao (Merck — Cdéd. 1.05463), previamente fundido e
aquecido a 45°C. Apés homogeneizacdo e solidificacdo, as placas foram
incubadas em estufa a 37°C por 48 horas, sendo entéo realizada a contagem
de colbnias. O numero de coldnias foi multiplicado pelo fator de diluicdo
correspondente, resultando no niumero de micro-organismos mesofilos por mL
de leite. Além desta contagem foram realizadas culturas ap6s diluicdo 10°, 107,
102 e 103, em placas de agar sangue ovino (8%) e 4gar MacConkey para a
caracterizacao da microbiota presente em cada propriedade.
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4.6.3. Contagem de células sométicas do leite dos latdes

Com técnica semelhante a descrita no item 4.5.1 foi realizada a CCS
referente ao rebanho de cada propriedade.

4.7. ldentificacdo microbioldgica

As técnicas de cultivo microbiolégico foram realizadas de acordo com
procedimentos padrédo (NMC, 1999). Inicialmente foram cultivados 10
microlitros de cada amostra, em meios de &gar sangue ovino a 8%, agar
MacConkey, incubando-se a 37° C, com observacdo do desenvolvimento
microbiano a cada 24 horas, durante 3 dias. As colbnias isoladas foram
repicadas, estudadas morfologicamente quanto as caracteristicas fenotipicas
(pigmentacao e hemodlise), bem como morfologicamente pela técnica de Gram,
e classificadas de acordo com a capacidade de sintetizar a enzima coagulase
(QUINN et al., 2005).

4.8. Classificacdo de ECNs e ECPs

As colbnias bacterianas sugestivas do género Staphylococcus foram
coradas pelo método de Gram e, no caso de cocos positivos pela analise
morfo-tintorial, foram submetidas a prova da catalase e coagulase (KONEMAN
et al., 2008). A diferenciacédo do género Staphylococcus em relagcdo ao Kocuria
ocorreu com base nas provas de oxidagcdo e fermentacdo da glicose, pela
resisténcia a bacitracina (0,04 U) — indicada pela auséncia de halo de inibicdo
ou formacao de halo de até 9 mm — e pela sensibilidade a furazolidona (100
mg) — caracterizada por halos de inibicdo de 15 a 35 mm de diametro (BAKER,
1984). Para diferenciacdo entre espécies de ECN foi utilizado o método
proposto por Cunha et al. (2004), baseado na fermentacdo dos acucares xilose,
sacarose, trealose, maltose e manitol, producdo de hemolisina e multiplicacéo,
em condicdes de anaerobiose, no caldo tioglicolato. Para complementar a
classificacdo das demais espécies e subespécies de ECN foram também
utilizadas outras provas bioquimicas, como a reducdo de nitrato, producdo de
urease e/ou ornitina descarboxilase, fermentagao de (3-D-frutose e resisténcia a

novobiocina.
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49. Perfil de sensibilidade microbiana

Todos os patdégenos isolados dos géneros Staphylococcus e Streptococcus
foram submetidos a prova de sensibilidade microbiana pelo método de difusédo
em discos preconizado por Bauer et al. (1966), em placas de Agar Mueller
Hinton dispostas com o0s seguintes antimicrobianos: neomicina (30 pg),
gentamicina (10 pg), penicilina (10 Ul), oxacilina (10 ug), cefalotina (30 pg),
enrofloxacina (5ug) e cotrimoxazol (25ug), disponiveis comercialmente e
amplamente utilizados na profilaxia e terapia de mastite bovina, além da
vancomicina (30 pg) e polimixina B (300 Ul). A interpretacdo dos halos de
inibicdo seguiu a referéncia do Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI, 2012).

4.10. Extracdo do DNA

As linhagens de Staphylococcus spp. isoladas em cada propriedade, foram
inoculadas, individualmente, em caldo Brain Hearth Infusion (BHI), incubando-
se a 37°C por 24 horas. O &cido nucléico foi extraido utilizando o Kit Illustra
Blood Genomic Prep Mini Spin® da GE Healthcare, conforme recomendagdes
do fabricante. A digestédo inicial das células de estafilococos deu-se com
lisozima (10 mg/mL) e proteinase (20mg/mL), com posterior adicdo de 400 pL
do tampao de extracdo. A seguir, a mistura foi centrifugada a 11.000 g por 1
min. e o0 sobrenadante transferido para a coluna, e novamente centrifugado
com parametros semelhantes. O sobrenadante foi descartado e novamente
500 pL de tampdo de extracdo foi adicionado a coluna. Apdés nova
centrifugacdo e descarte do liquido, 500 pL da solucdo de lavagem foi
adicionada a coluna, submetendo-se o material a nova centrifugagéo, desta vez
a 11.000 g por 3 min. A seguir, a coluna foi transferida para um microtubo de
1,5 mL e 200 pL de tampéo de eluicdo aquecido a 70°C foi adicionado. O
produto obtido foi centrifugado a 5.000 g por 1 minuto para recuperar o DNA, e
foi mantido a -20°C, e a coluna foi desprezada.
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4.11. Deteccao de genes codificadores das enterotoxinas

Foram utilizados primers especificos para os genes codificadores das
enterotoxinas sea, seb, sec e sed, de acordo com Johnson et al. (1991),

conforme descrito na TABELA 1.

TABELA 1. Sequéncia das bases e tamanhos previstos dos produtos
amplificados pelos primers utilizados na reacdo de PCR para detecgdo de

genes sea, seb, sec, sed.

Tamanho do

Gene Primer Sequéncia produto (bp) Referéncias

sea SEA-1 ttggaaacggttaaaacgaa

SEA-2  gaaccttcccatcaaaaaca 120 JOHNSON et al. (1991)
seb SEB-1  tcgcatcaaactgacaaacg
SEB-2 gcaggtactctataagtgcc 478 JOHNSON et al. (1991)

sec SEC-1  gacataaaagctaggaattt

SEC-2 aaatcggattaacattatcc 257 JOHNSON et al. (1991)

sed SED-1 ctagtttggtaatatctcct

SED-2 taatgctatatcttataggg 317 JOHNSON et al. (1991)

As reagbes em cadeia pela polimerase (PCR) foram realizadas em
microtubos de 0,5 mL, em volumes totais de 25 pL, com 10 pmol de cada
primer, 1,0 U de Taq Platinum DNA polimerase (Invitrogen), 200 uM de
desoxiribonucleotideos trifosfatados, PCR buffer 1X, 0,75 mM de MgCl, e 3 uL
da amostra. Em todas as reac¢des foram utilizados controles negativos com a
substituicdo do &cido nucléico por &gua. A incubacdo foi realizada no
termociclador Mastercycler gradient (Eppendorf), seguindo os parametros
descritos por Johnson et al. (1991) com modificacbes de padronizacdo e

adaptacao para o laboratorio.
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4.12. Visualizacdo dos produtos amplificados

Os géis de agarose foram preparados em concentracdo de 2,0% em
tampao de TBE 1X, corados com 1,0 pL/mL de SYBR Safe DNA gel stain
(Invitrogen®) com o objetivo de atestar a eficiencia das amplificacdes. O
tamanho dos produtos foi comparado com o padrdo 100 pb e posteriormente

fotografado sob transiluminagdo UV.

4.13. Andlise estatistica

Estatisticas descritivas foram produzidas para caracterizar as propriedades
e descrever as variaveis estudadas; modelos de regresséo logisticas foram
usados para estimar a probabilidade de mastite subclinica nos rebanhos em
funcéo de préaticas de manejo adotadas; modelos mistos lineares foram usados
para comparar a média da CCS no leite entre glandulas mamarias infectadas
com diferentes patdgenos, associar entre a média dos indicadores de
gualidade do leite (CCS, CBT, caracteristicas fisico-quimicas) no conjunto de
latbes de cada propriedade e diferentes praticas de manejo e estrutura das
mesmas. Modelos de regresséo logisticas ou testes de Qui-quadrado foram
usados para testar a associacdo entre a homogeneidade dos isolados de

Staphylococcus spp. e praticas de manejo e estrutura das propriedades.
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5. Resultados e discussao

5.1. Perfil s6cio-econémico dos produtores

Foi realizado levantamento dos membros da “Associagcao dos Produtores
Rurais da Baixada Serrana de Botucatu”, pelo qual foi obtida listagem de 33
produtores de leite que abasteciam o tanque de expansdo comunitario

localizado no bairro botucatuense “Santo Antdbnio de Sorocaba”.

A producéo diaria superior a 100 litros foi fator de corte para realizacdo da
pesquisa laboratorial, excluindo quatro produtores rurais da pesquisa. Durante
a coleta de dados a campo, periodo com cinco meses de duracao, foi
constatado que seis produtores abandonaram a atividade leiteira, e outros dois
produtores optaram por ndo participar do estudo. Por fim, o questionario foi
aplicado a 25 produtores, mas a avaliacao estrutural, dos procedimentos e a
coleta de amostras, inerentes ao estudo proposto, totalizou 21 participantes,

cujos resultados estao apresentados na TABELA 2.

TABELA 2. Resultado do inquério socio-econémico dos produtores da

agricultura familiar de leite da Baixada Serrana de Botucatu, 2014.

Produtor Idade Escolaridade N° de filhos F-|II-10 na I.>reten-de
atividade? investir?
1 54 Médio completo 2 Nao Nao
2 52 Fundamental completo 3 Sim Sim
3 66 N3o frequentou a escola 5 Nao Nao
4 58 Fundamental completo 2 N3o Nao
5 67 Fundamental incompleto 1 N3o Nao
6 73 Fundamental completo 3 Nao Nao
7 51 Médio completo 2 Nao Nao
8 67 Superior completo 2 Nao Nao
9 52 Fundamental incompleto 3 Nao Nao
10 40 Médio incompleto 2 Nao Sim
11 70 Fundamental incompleto 4 Ndo Ndo
12 46 Fundamental incompleto 3 Nao Nao
13 45 Superior incompleto 3 Nao Sim
14 68 Fundamental incompleto 2 Sim Nao
15 43 Fundamental incompleto 2 Nao Nao
16 67 Fundamental completo 1 Nao Nao
17 52 Fundamental incompleto 0 Ndo Ndo
18 63 Fundamental incompleto 4 Nao Nao
19 71 Nao frequentou a escola 5 Nao Nao
20 45 Médio incompleto 0 Nao Nao
21 84 Médio completo 3 Nao Nao
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Os produtores apresentaram idades que variaram entre 40 a 84 anos de
idade e a média calculada foi de 59 anos. Quando questionados sobre o tempo
em que estavam envolvidos na atividade leiteira, 15 (71,4%) declararam
periodo superior a 15 anos, evidenciando o carater familiar da producdo. No
entanto, é visivel que a grande maioria deles, apesar de se dedicarem a
producéo leiteira a bastante tempo, parecem ndo encara-la como um negécio,

mantendo-se na atividade por subsisténcia.

Em estudo realizado por Rodrigues et al. (2011), no qual foi analisada
eficiéncia produtiva de produtores de leite no estado de Rondbénia, 83,12%
(n=112) dos produtores foram considerados economicamente ineficientes. Os
autores consideraram que a permanéncia desses produtores na atividade
ocorria em funcdo do alto custo, econdbmico e social, que inviabilizava a

mudanca de atividade.

Ao realizar a comparacdo entre variados sistemas de producédo e
estabelecer coeficientes de desempenho para indicadores técnicos e
econdmicos, Krug (2001) apontou que nao ha viabilidade em sistemas de
producdo extensivos, no qual estdo enquadrados todos os produtores do

presente estudo.

Em contrapartida, para Abramovay (2000) a producao na agricultura familiar
— baseada na relacdo entre propriedade, trabalho e familia — ndo possui fins
lucrativos e tem objetivo fundamental de atender as necessidades de consumo
do conjunto familiar. Nesse contexto, percebeu-se que mais relevante que a
viabilidade econ6mica, a diversidade dos produtores da agricultura familiar traz
beneficios sécioecondmicos e ambientais e viabilizou o papel social da terra
(ZOCCAL et al., 2004).

No presente estudo, foi evidente o baixo nivel de escolaridade dos
produtores da agricultura familiar. Apenas cinco (23,8%) produtores
completaram ou foram além do nivel médio enquanto o grupo restante,

formado por 16 (76,2%) individuos, nem sequer completaram o ensino médio.

Ao caracterizar 96 propriedades leiteiras na regido do alto Rio Grande, MG,
Paixao (2013) evidenciou que produtores com menores faixas etarias possuiam

maior nivel de escolaridade. Entretanto, essa caracteristica ndo foi constatada
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neste estudo j4 que a média de idade dos produtores com maior escolarizacao

foi igual a 61 anos, enquanto para 0s menos escolarizados foi de 58 anos.

Em termos gerais, durante as visitas técnicas realizadas no presente
estudo, os produtores de menor faixa etaria foram mais participativos e
interessados frente as orientacfes técnicas fornecidas apds o fim da ordenha.
Outra dificuldade observada, referente a baixa escolarizacdo dos produtores,
foi a elaboracdo de material informativo no qual fosse possivel o entendimento

dos resultados obtidos em cada propriedade.

Em concordancia, Pereira (2010) apontou dificuldades na inovacéo
tecnologica e na tomada de decisbes para produtores com idades mais
avancadas e limitado grau de instrucdo. Esses fatos demonstram o quéo
grande sdo as dificuldades para implementar e executar programas de

capacitacdo técnica, tdo importantes ao desenvolvimento do setor leiteiro.

Apesar de a maioria possuir dois filhos ou mais (média = 2,5 filhos), em
somente duas propriedades (9,5%) foi observada a participacdo dos
descendentes na atividade. E importante ressaltar que a totalidade dos
produtores com filhos declararam que os mesmos frequientam ou freqlientaram
a escola. Os produtores declararam ainda que os filhos mais velhos migraram,
em sua maioria, para a zona urbana na busca por aprimoramento profissional

ou melhores oportunidades de renda.

Estudo realizado por Mello & Schmidt (2002), em propriedades leiteiras da
agricultura familiar no oeste catarinense, também retrataram que o
distanciamento entre o mundo social, econémico e cultural da cidade, aliado a
falta de oportunidades que despertassem nos jovens rurais o interesse de
construir seu futuro no campo, levaram ao éxodo do jovem rural para a zona
urbana. Salientaram que a visdo de que esse seria um processo natural, e até
positivo, seria 0 primeiro obstaculo na promocédo da atividade leiteira como
propulsora de desenvolvimento regional. Também apontaram a necessidade de
elaboracdo de politicas publicas que propiciem a populacao rural a capacidade
de enxergarem o campo como ambiente propicio ao desenvolvimento de

projetos de vida.
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Quanto ao futuro a curto e médio prazo, apenas trés produtores (14,3%)
declararam a pretensdo de investir na atividade. Nota-se que estes possuem
idade abaixo da média geral, dos quais dois produtores estdo a menos de cinco
anos na atividade leiteira. Assim como relataram Parré et al. (2010; 2011), em
estudo similar realizado no sudoeste do Parand, foi possivel inferir que
produtores com mais tempo na atividade ndo acompanham e evolugéo do setor

e “perpetuam uma tecnologia e/ou sistema produtivo menos eficiente”.

O grau de otimismo e a vontade de permanecerem na atividade sdo quase
inexistentes em produtores pouco tecnificados. O abandono da atividade,
observado em seis propriedades neste estudo, concorda com as tendéncias
apontadas por Oliveira & Silva (2012) de que, em virtude da implantagcéo da IN
n° 51, haveria restricbes para a participacdo ndo especializada e de baixa

escala, levando a exclusao de muitos agricultores a médio e longo prazo.

A analise do questionario revelou que todos os pequenos produtores
visitados possuiam energia elétrica. Em relacdo a moradia, apenas dois (9,5%)
produtores declararam que né&o residiam efetivamente na propriedade rural e
realizavam visitas semanais ao local, contratando méao-de-obra local para

exercer a producao leiteira.

O abastecimento de agua das propriedades era proveniente de mina d’
agua ou poco artesiano, com excecdo de 1 (4,8%) produtor que fazia a
captacdo pela rede hidrica da SABESP. Nenhum dos proprietarios realizava
acompanhamento peridédico da qualidade da agua utilizada. Havia sistema de
coleta de lixo municipal em apenas nove deles (42,9%), enquanto o restante

declarou gue realizava a queima dos residuos sélidos.

A atividade leiteira foi declarada a principal fonte de renda por 16
produtores (76,2%). Outros trés (14,3%) declararam que a aposentadoria
constituia o rendimento mais importante e a producédo de leite um complemento
financeiro. Apenas dois produtores (9,5%) apontaram outras atividades
econbmicas — arrendamento de parte da propriedade e bovinocultura de corte —

como a principal fonte de sustento.

Nesse contexto, Testa et al. (1996) ja discutiam e propunham que o

incremento da producdo agropecuaria deveriam advir de sistemas
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diversificados de producdo, no qual o leite representaria apenas um
componente do sistema, sendo explorado, de forma combinada, com outras
atividades comerciais. Paixdo (2013) revelou que os produtores de leite mais
jovens se preocupavam um possuir outras fontes extras de renda fora da

atividade leiteira.

Neto & Lima (2006) avaliaram que a comercializacao informal é uma
alternativa para pequenos produtores obterem melhor preco pelo produto. Para
Bem & Fabrini (2005) o mercado clandestino constitui até um mecanismo de
resisténcia camponesa ao modelo imposto pelo sistema capitalista de
producdo, apesar de ndo entrarem no mérito dos riscos potenciais a saude
publica. De qualquer modo, foi constatado que pelo menos 5 (23,8%)
produtores recorrem com constancia ao comércio informal, via venda direta ao
consumidor final de leite ou queijos, na tentativa de agregar valor a producéo e

obter maior ganho financeiro.

Em relacdo a méo-de-obra utilizada durante os procedimentos de ordenha,
16 (76,2%) delas eram estritamente familiares enquanto em duas (9,5%)
propriedades foi observado mao-de-obra familiar trabalhando em conjunto com
mao-de-obra contratada. Em apenas 3 (14,3%) propriedades a ordenha era

realizada somente por funcionarios contratados.

Foi também abordada a participacdo das mulheres na atividade. E em
apenas uma (4,8%) propriedade rural o gerenciamento era de responsabilidade
feminina. Em outras 5 (23,8%) propriedades foi observada a participacdo da
mulher no auxilio aos procedimentos de ordenha. Apesar da evidente
participacéo feminina, para Magalhdes (2009) a modernizagéo da producao e
reestruturacdo do mercado lacteo reforcam o dominio masculino sobre a

producao familiar, cabendo a eles o poder de deciséo sobre a atividade.

A conjuncéo dos dados obtidos mediante aplicacdo do questionario com o0s
observados in loco durante a realizacdo das coletas realizadas permitiram a
caracterizacdo das propriedades sob aspectos técnico-econdémicos, conforme
TABELA 3, a seguir.
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TABELA 3. Principais caracteristicas técnico-econdmicas de pequenos

produtores rurais de leite. Botucatu, SP, 2014.

Produtor Area total / N2 vacas Média diaria  Litros leite / Estrutura Pré
leite (ha) lactacdo /secas  de leite (L) dia / vaca dipping*

1 12/12 11/9 69 6,2 Estabulo sem piso SD +PT
2 34 /22 17/8 77 4,5 Estadbulo sem piso N3o
3 6/6 3/4 29 9,6 Estabulo sem piso N3o
4 11/11 9/2 34 3,8 Estabulo com piso  Pano +SD
5 13/13 8/4 16 2,0 Estabulo sem piso N3o
6 7/7 6/2 30 5,0 Estabulo com piso N3o
7 11/11 12/2 58 4,8 Estabulo sem piso PT
8 145 / 80 21/6 97 4,6 Estabulo com piso SD
9 43 /43 10/3 45 4,5 Curral sem piso N3o
10 23 /23 15/5 87 5,8 Estabulo com piso N3o
11 85/ 85 20/3 73 3,7 Estdbulo sem piso SD
12 55/55 15 /11 70 1,7 Estabulo sem piso N3o
13 12 /12 14/6 19 1,3 Estabulo sem piso SD
14 35/30 18/9 70 3,9 Estadbulo sem piso N3o
15 35/35 10/6 77 7,7 Estdbulo sem piso  Pano + SD
16 12 /12 12 /13 48 4,0 Estadbulo sem piso N3o
17 23 /20 8/5 41 51 Curral sem piso Pano
18 15/8 7/4 16 2,3 Curral com piso N3o
19 30/30 14/2 18 1,3 Estdbulo sem piso N3o
20 26/ 26 5/4 19 3,7 Curral com piso N3o
21 80/35 4/3 11 2,8 Curral sem piso Pano

* SD = solugdo desinfetante, PT = papel toalha descartavel, Pano = pano nédo descartavel, ha = hectare

Para ser definida como uma pequena propriedade o imovel rural deve

ocupar de 1 a 4 modulos fiscais de area. O valor deste médulo é fixado pelo

municipio e, em Botucatu, corresponde a 20 hectares (ha). Tem-se, portanto,

no presente estudo 19 (90,5%) propriedades classificadas como pequenas,

enquanto duas (9,5%) foram consideradas como médias propriedades.

O questionario revelou que a média da &rea total das propriedades foi igual

a 34 hectares, enquanto para a atividade leiteira foi de 27,4 ha. Constatou-se,

também, que 17 (81,0%) produtores utilizam mais de 80% da éarea total da

propriedade para a producao leiteira. Durante as visitas nas propriedades nao

foi evidenciada exploracdo comercial de nenhuma outra espécie animal, sendo

constatadas apenas algumas criacdes de aves e suinos para consumo familiar.
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Quanto a produtividade, a melhor relacdo entre area destinada ao leite e
volume produzido foi 5,8 L/ha, apresentado pelo produtor nimero 1. A média
deste indicador foi de 2,5 L/ha e, neste sentido, é possivel afirmar que ha um

imenso potencial produtivo a ser desenvolvido na regiao.

Em relacdo ao numero de animais foi constatada grande variacdo, nao
sendo este valor diretamente proporcional a area disponivel para a atividade
nem com a média de producédo diaria de leite, que foi de 47,8 L/propriedade. A
média diaria de producdo por animal foi de 4,4 L/vaca, valor muito abaixo do

desejavel.

Estudo realizado por Carvalho et al. (2007) no estado de Minas Gerais
apontou que no ano de 2005 a producéo diaria de leite por vaca foi de 8,1
litros. No Rio Grande do Sul, onde a agricultura familiar tem importante
destague no agronegdcio do estado, a producdo com gado holandés a pasto

pode atingir patamares superiores a 22 L/vaca/dia (Fontaneli, 2005).

Outro aspecto preocupante foi a relacdo entre o nimero de vacas em
lactac@o e as secas. Enquanto a literatura preconiza valores proximos a 85%,
no presente estudo este indice médio foi de 68,3% (MILKPOINT, 2012b).

O rebanho leiteiro, em sua maioria, era constituido por cruzamento de
holandés-zebu, mas foi possivel observar em algumas propriedades a
presenca da vacas da raca nelore, de aptiddo para corte. Apenas a
propriedade numero seis apresentou rebanho com valor genético apurado, da
raca jersey. Entretanto, a producdo média diaria ndo se mostrou significamente
maior, fato explicado pela necessidade de alimentacédo de alto valor nutricional

para incrementar o volume de leite produzido.

Quanto a estrutura fisica e equipamentos utilizados para a realizagdo da
ordenha foi constatado grande precariedade. Em 5 (23,8%) propriedades os
procedimentos ocorriam a céu aberto, enquanto em 15 (71,4%) nao havia piso
de concreto. Nao foi observado sistema adequado de abastecimento de agua
para higienizacdo do ambiente, utensilios e dos tetos dos animais apesar de
cinco propriedades (23,8%) apresentarem ponto de agua préximo ao local da

ordenha.
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Durante a ordenha, alguns produtores forneciam uma pequena quantidade
de concentrado com o objetivo principal de facilitar o manejo dos animais. Foi
evidenciado também o fornecimento de cama de frango — proibido pela IN n°
08 do MAPA (BRASIL, 2003) — pratica perigosa devido aos riscos de
transmissao da encefalopatia espongiforme bovina (‘vaca louca”) e do
botulismo, que se comprovada por 6rgdos de defesa pode acarretar em multa e
no abate sanitario de todo rebanho.

O acompanhamento dos procedimentos revelou que o pré-dipping é um
procedimento pouco utilizado pelos produtores. Em geral, o ordenhador faz a
retirada mecéanica do excesso de sujidades dos tetos, ofertando-os em seguida
ao bezerro. Tal prética favorece a liberacdo de ocitocina e consequente

liberacdo do leite para a cisterna da glandula mamaria, facilitando a ordenha.

Apenas 1 (4,8%) produtor limpava os tetos com solugcao desinfetante (SD)
e realizava a secagem com papel toalha (PT) descartavel, enquanto 8 (38,1%)
produtores adotavam alguma medida de higiene, mesmo que de forma
equivocada. O restante (57,1%) n&o adotava nenhum procedimento antes do
inicio da ordenha. Foi observado que todos os produtores nao realizaram a
antissepsia dos tetos apos a ordenha (pos-dipping). Ao término da ordenha, o

bezerro tinha acesso aos tetos para mamar o leite residual.

Estudo realizado por Faccioli (2010) em grupo heterogéneo de produtores
de leite, também em Botucatu, revelou que 23,5% deles nado realizavam
nenhum tipo de procedimento antes da ordenha e 55,8% dos produtores
realizam alguma pratica de forma irregular. A rotina regular de pré-ordenha foi
observada em apenas 17,5% do produtores, demonstrando que este problema
nao se restringe apenas a pequenos produtores e possuem indices alarmantes

na regiao.

Foram poucos os indicios da busca por tecnificacdo dos pequenos
produtores de leite. A literatura cientifica relata que propriedades com ordenha
mecanica sdo maiores em relacdo aquelas com ordenha manual, o que indica
uma propriedade com melhores animais e mais recursos disponiveis para

investimento em melhorias.
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Conforme a TABELA 4, a mecanizacdo da ordenha foi observada, no
presente estudo, em apenas 4 (19,0%) propriedades, nas quais o sistema era o
balde ao pé. Foi evidente também a precariedade nos procedimentos de
limpeza e higienizacdo da ordenhadeira, assim como foi relatado que estes
equipamentos nunca haviam sido submetidos a manutencfes especializadas

el/ou calibracdes dos sistemas de vacuo.

TABELA 4. Resultados percentuais do escore dos tetos e tipo de ordenha.
Botucatu, SP, 2014.

Produtor N t‘etos % normal % leve % aspero % eversao Tipo de
avaliados ordenha
1 44 95,5% 4,5% - - manual
2 68 86,8% 8,8% - - manual
3 12 91,7% 8,3% - - manual
4 36 69,4% 19,4% 2,8% - balde ao pé
5 32 81,3% 6,3% 3,1% - manual
6 24 91,7% 4,2% - - manual
7 48 75,0% 16,7% 6,3% - balde ao pé
8 84 84,5% 15,5% - - manual
9 40 90,0% 7,5% - - manual
10 60 83,3% 13,3% 1,7% - manual
11 80 83,8% 12,5% - 1,3% manual
12 60 95,0% 3,3% - - manual
13 56 66,1% 26,8% 3,6% 1,8% balde ao pé
14 72 86,1% 8,3% 2,8% - manual
15 40 92,5% 7,5% - - manual
16 48 83,3% 6,3% 10,4% - balde ao pé
17 32 100,0% - - - manual
18 28 89,3% 7,1% - - manual
19 56 83,9% 16,1% - - manual
20 20 85,0% 10,0% - - manual
21 16 56,3% 12,5% 6,3% - manual
Média - 84,3% 10,2% 1,8% 0,1% -

Estudo realizado por Taffarel et al. (2012), no qual foram realizadas onze
visitas a propriedades leiteiras e entrevistados 172 produtores de leite para
avaliar questbes referentes a utilizagcdo de sistema mecéanico de ordenha,

concluiram que a maioria ndo realizava adequada manutencdo e n&o
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conheciam o correto processos de funcionamento, higienizacdo e manutencéo

das ordenhadeiras.

Guerreiro et al. (2005) avaliaram os indices de contaminacdo bacteriana no
leite em diferentes propriedades e concluiram que o nivel tecnoldgico
empregado na ordenha ndo implica, necessariamente, em leite de melhor
gualidade microbiolégica. A mecanizacdo da ordenha facilita o manejo na
propriedade, mas a precariedade na higiene e na manutencdo do equipamento
traz muito mais problemas que beneficios. Teteiras e tubulacbes sujas
acumulam bactérias e favorecem a ocorréncia de mastites, jA que a ordenha é
o principal momento de transmissédo de micro-organismos (HOGAN & SMITH,
1998).

Para a realizacdo de um adequada ordenha mecanizada sao necessarios
diversos cuidados: secagem apropriada dos tetos para evitar o deslizamento
das teteiras; ndo deixar que ocorra a entrada de ar e consequente flutuacoes
de vacuo; rotina bem estabelecida para aproveitar o efeito da ocitocina; evitar a
sobreordenha e preversar o esfincter do teto (SANTOS & FONSECA, 2007).
Posto isso, infere-se que a utilizacdo inadequada do sistema balde ao pé pelos
pequenos produtores rurais afeta negativamente a producdo, diminuindo o
volume de leite ordenhado e aumentando riscos de infeccdo na glandula

mamaria.

Nos percentuais obtidos da avaliagcdo do escore dos tetos percebeu-se
maiores valores de lesbes nas propriedades com sistema mecanizado de
ordenha. O teste Qui-quadrado revelou associacao significativa entre o tipo de
ordenha e o escore do teto, que indicou ma utilizacdo desta tecnologia pelos
pequenos produtores de leite.

Todos os produtores visitados ordenhavam 0s animais uma vez por dia, no
periodo da manha e armazenavam o leite em latdes até a entrega na sede da
associacdo dos produtores, onde € localizado o tanque de expansao
comunitario. Neste local, o produto sofria resfriamento térmico, e era
armazenado sob temperatura aproximada de 4°C, até o momento da coleta

granelizada, que ocorria a cada 48 horas.
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A distancia do trajeto das propriedades até o tanque variou de 1,5 até 29
quilémetros e era realizada por automotores ou até mesmo cavalo. Quanto ao
tempo decorrido do fim do procedimento de ordenha até o inicio da
refrigeracdo, constatou-se variacado de 15 minutos até 4,5 horas, fato que influi
diretamente na qualidade final do produto e contraria normativa federal que

determina intervalo maximo de trés horas (BRASIL, 2011).

Outra importante constatacdo no presente estudo foi o fato de nenhum
produtor possuir levantamento ou registro de dados zootécnicos dos animais e
da producao como: datas de partos, dias em lactacdo, diagnésticos de mastite,
aplicacdo de tratamentos, producao diaria por animal, entre outros. O Unico
registro disponivel é o volume diario entregue ao laticinio, que é fornecido no

momento da entrega do leite na associacgao.

A grande maioria dos produtores também declarou grande sazonalidade da
producao de leite, conforme FIGURA 2. A producado de silagem, fundamental
para que no periodo seco — do més de maio até novembro — o volume de leite
produzido pelas vacas ndao diminua de maneira drastica, ndo era realizada em

nenhuma propriedade.
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FIGURA 2. Média diaria da producao de leite de vaca, em litros, entregues por pequenos produtores

ao longo do ano de 2012. Fonte de dados: Laticinios Gege. Botucatu, 2014.

A abordagem sobre 0 manejo sanitario revelou que 14 (66,7%) produtores

faziam uso rotineiro de ivermectina para controle de endo e ectoparasitas no
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rebanho. Todos relataram também a vacinacéo para febre aftosa. Entretanto, a
imunoprofilaxia contra a brucelose, raiva e o carbunculo sintomatico foi de
57,1%, 33,3% e 9,5%, respectivamente.

Quanto a realizacdo da secagem dos animais para o periodo seco, nenhum
produtor relatou a utilizacdo da terapia da vaca seca. Do total, 16 (76,1%)
produtores declararam que realizam a secagem gradual, ordenhando em dias
alternados e cada vez mais espacados, até que a glandula mamaria nao
produza mais leite. Este procedimento afeta na qualidade de leite obtida do
rebanho, pois a terapia da vaca seca € uma importante ferramenta para o

controle e prevencéao de mastites (LANGONI, 2013).

A retirada da producdo sem nenhum tipo de tratamento, como observado
no estudo, pode levar a presenca de leite residual nos quartos mamarios que
contribui na multiplicacéo de patégenos contagiosos e/ou ambientais, levando a
mastite ja no inicio da préxima lactacdo (DOMINGUES & LANGONI, 2001).

Foi verificada grande comercializacdo de animais entre os produtores
associados e produtores de outras regides, mas nao foi relatado, por nenhum
proprietario, a aplicacdo de quarentena ou qualquer outro teste diagnostico
prévio para evitar a possivel introducdo de novos agentes de doencas

infectocontagiosas nos rebanhos.

Nenhum produtor teve acesso aos servicos de assisténcia veterinaria,
publico ou privado, nos ultimos seis meses anteriores ao inquérito. Isso revelou
que as dificuldades dos produtores da agricultura familiar vao além dos
problemas estruturais. Santos et al. (2009) comprovaram, em assentamento
coletivo localizado no estado do Parana, importancia da assisténcia técnica e
da extensdo rural como ferramenta no desenvolvimento dos pequenos
produtores. A falta de acesso a profissionais capacitados e da continuidade de
programas de educacdo sanitaria no campo dificultam a ocorréncia de

melhorias concretas no manejo sanitario e na producgéo de leite.

Todos eles adotavam o sistema de producdo a pasto, porém né&o foi
relatado ou evidenciado nenhum tipo de manejo ou adubacgdo do solo, bem
como a aplicacdo de técnicas de rotacdo de pastagem com o objetivo de

melhorar o suporte nutricional oferecido aos animais.
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Foi relatada a realizacdo de dias de campo e palestras coordenadas pela
FMVZ — Unesp / Botucatu, SP e pela Secretaria de Agricultura do Municipio de
Botucatu, mas segundo os préprios produtores associados a adesdo era
sempre baixa. Ponsano et al. (2011) também relataram dificuldades na
elaboracdo de metodologias extensionistas eficazes para estimular os
pequenos produtores de leite a abandonar praticas inadequadas e implantar

inovagdes na atividade.

Estudo realizado por Bertollo (2002) no municipio de Erval Grande, RS,
buscou avaliar fatores condicionantes para adocéo pelos agricultores familiares
de leite de métodos de producdo mais limpa. Os resultados revelaram que a
faixa etéria, grau de instrucdo e disponibilidade de recursos sdo importantes

caracteristicas na busca pela melhoria de qualidade do leite.

Assim como observado em diversos estudos, os produtores de leite da
agricultura familiar se mantém no setor por tradicdo e ndo possuem uma boa
organizacéao de classe, sendo evidentes baixo nUmero e apuracao genética dos
animais, pouco ou nenhum conhecimento de boas praticas de producédo e
higiene, bem como a falta de acesso a recursos (financeiros e técnicos) que
permitam o aumento da produtividade e rentabilidade que afetem positivamente
a cadeia produtiva do leite (ZOCCAL et al., 2004; LOPES et al., 2009).

5.2. Prevaléncia das mastites

A mastite é a principal enfermidade dos rebanhos bovinos leiteiros devido a
alta prevaléncia, patogenicidade e etiologia complexa. A inflamacdo do tecido
mamario é facilmente diagnosticada por métodos diretos e indiretos, difundidos
€ pouco onerosos, aplicados a atividade leiteira.

A deteccdo da mastite clinica, antes do inicio da ordenha, pelo uso
adequado do teste da caneca telada de fundo escuro foi observada em
somente quatro (19,4%) produtores. Outros declararam que avaliavam o0s
primeiros jatos de leite ordenhados dos tetos. No entanto, ndo utilizavam a
caneca telada, fato que prejudica a eficiéncia do diagnostico da inflamagéo da

glandula mamaria.
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Em relacdo a mastite subclinica, somente 2 (9,5%) produtores declararam a
realizacdo periodica do CMT, apesar de ter sido constatado que pelo menos 8
(38,0%) possuiam a raquete e 0 reagente para execucdo do teste. Em
contrapartida, 15 (71,4%) produtores declararam ter realizado, nos seis meses
anteriores a visita, o tratamento de tetos acometidos por mastite utilizando anti-
mastiticos disponiveis no mercado. Tal achado indicou que a atencdo dos
produtores esta voltada principalmente para a cura da mastite e ndo na

prevencao da enfermidade.

Nesse sentido o produtor € triplamente punido: o uso sem critérios de
antimicrobianos aumenta a pressdo seletiva para micro-organismos
multirresistentes; o0s custos com tratamento e possivel mao-de-obra
especializada sdo mais onerosas do que gastos com procedimentos
preventivos; diminuicdo do volume de producdo do quarto mamario acometido,
além do descarte de leite devido ao periodo de caréncia preconizado pelo

tratamento.

A TABELA 5 apresenta o percentual de mastite clinica ou subclinica,

pela aplicacdo do CMT em todas as vacas em lactacao de cada propriedade.
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TABELA 5. Prevaléncia de mastite clinica e subclinica nos quartos de vacas

leiteiras das propriedades avaliadas. Botucatu, SP, 2014.

Produtor N° ( % % % N° quartos
quartos *) negativo subclinica clinica perdidos

1 44 88,6% 9,1% 2,3%
2 65 83,1% 16,9% - 3
3 12 58,3% 41,7% - -
4 33 81,8% 18,2% - 3
5 29 62,1% 37,9% - 3
6 23 87,0% 13,0% - 1
7 47 80,9% 19,1% - 1
8 84 83,3% 16,7% - -
9 39 76,9% 23,1% - 1
10 59 81,4% 18,6% - 1
11 78 88,5% 11,5% - 2
12 59 88,1% 11,9% - 1
13 55 83,6% 16,4% - 1
14 70 84,3% 15,7% - 2
15 40 62,5% 35,0% 2,5% -
16 48 83,3% 16,7% - -
17 32 78,1% 21,9% - -
18 27 77,8% 22,2% - 1
19 56 83,9% 16,1% - -
20 19 57,9% 42,1% - 1
21 12 66,7% 33,3% - 4

Total 931 77,8%** 21,8%** 25

* foram considerados para célculo somente os tetos submetidos ao CMT; ** média dos percentuais

Considera-se que niveis aceitaveis de prevaléncia de mastite subclinica
nos rebanhos séo entre 15 a 25% (FONSECA & SANTOS, 2000). Ao adotar
esse critério foi constatado que cinco propriedades (23,8%) apresentaram

prevaléncia elevada, acima de 25%, para este tipo de inflamag¢do mamaria.

Em estudo realizado por Langoni et al. (2011) foi observado que 19,2% dos
guartos mamarios avaliados estavam acometidos pela forma subclinica da
mastite, valor muito proximo ao revelado pelo presente estudo. Enquanto
Oliveira et al. (2011), em estudo com pequenos produtores pouco

especializados, obtiveram uma prevaléncia de apenas 6,6%.

A grande variacdo na prevaléncia das mastites subclinicas relatadas pode

ser explicada pelo carater interpretativo e subjetivo do CMT. Para ser realizada
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uma comparacdo mais fidedigna faz-se necessario a utilizacdo de outras

técnicas de maior precisdo, como a CCS.

Quanto a apresentacao clinica da enfermidade, foram observados apenas
dois casos, com prevaléncia de 0,2%. Os mesmos estudos de Langoni et al.
(2011) e Oliveira (2011) apresentaram prevaléncia com valores de 0,73% e
1,3%, respectivamente, para casos de mastite clinica. Neste caso, as
alteracdes no leite e no tecido mamario sdo muito evidentes, facilitando a

interpretacao e realizacao do diagndstico.

A correlagao, pelo teste Qui-quadrado, das condi¢des estruturais (presenca
ou auséncia de cobertura; presenca ou auséncia de piso concretado) e
procedimentos (pré-dipping) observados durante a ordenha com os resultados

prevalentes de mastite nos rebanhos ndo apresentaram significancia.

A analise do percentual de “tetos perdidos” detectados em cada
propriedade rural permitiu inferir que a secagem permanente de quartos com
mastite cronica é alta, com prevaléncia igual a 2,6%. Na propriedade n° 21 foi
de 25% e apenas em seis (28,6%) rebanhos ndo foram evidenciados nenhum
teto permanentemente seco. Isso evidencia a ocorréncia de perdas diretas e
indiretas relacionadas a saude da glandula mamaria, custos terapéuticos e

descarte prematuro de animais.

Destacou-se negativamente a propriedade n° 5 que apresentou percentual
de tetos perdidos igual a 9,4% e, a0 mesmo tempo, ostentou prevaléncia de
37,9% de mastite subclinica. Apés analise laboratorial foi constado que em 6
amostras de leite oriundas de quartos com mastite dessa propriedade foi
caracterizado o género Staphylococcus spp. Fato que justifica o ocorrido uma
vez que o género, como avaliado em diversos pesquisas, ndo responde bem as
terapias antimastiticas devido a sua resisténcia a antimicrobianos (BALDASSI
et al.; LANGONI et al., 1991; MORENO et al., 1997; NADER FILHO et al.,
2007).

De maneira geral foi constatado que a maioria das pequenas propriedades
rurais que exploram a atividade leiteira ndo possui estrutura adequada para
realizar a ordenha e ndo adota medidas higiénico-sanitarias nas operacdes. No

entanto, devido a rusticidade do rebanho que as compdem, a prevaléncia das
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infeccbes mamarias ndo foram superiores as observadas em diversos outros

estudos.

5.3. Etiologia das mastites

Foi realizado o cultivo microbiolégico de 177 amostras de leite de vacas em
lactacéo, que demonstrou a ocorréncia de importantes agentes patogénicos de
mastite. Houve predominancia do género Staphylococcus (n = 55; 31,1%),
seguido pelos géneros Corynebacterium (25,4%), Streptococcus (n = 25; 14,1
%), infec¢des mistas (n = 14; 7,9%) e os coliformes (n = 4; 2,3%) como agentes
da mastite. Foi alto o percentual de cultivos microbiolégicos que nao
apresentou crescimento ou que foram considerados contaminados — trés ou
mais tipos diferentes de col6nias no cultivo —, totalizando 19,2% (n = 34). Os

resultados desses cultivos séo apresentados na TABELA 6.
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TABELA 6. Numero de isolamentos por género microbiano nas ocorréncias de
mastite diagnosticada em vacas de leite de pequenas propriedades rurais.
Botucatu, SP, 2014.

Produtor Staph Strep Cory Colif. Staph Cory Cory cres;:enn;nto/
/Strep  /Staph /Strep contam.*
1 2 1 1 - - - - 1
2 2 - 6 - - - - 3
3 1 1 2 - - - - 1
4 3 - 3 - - - - -
5 6 1 1 - 2 - - 1
6 2 - 1 - - - - -
7 2 1 5 - - - - 1
8 3 5 3 - - 1 - 2
9 2 - 1 3 - 1 - 2
10 3 2 - - - - 1 5
11 4 - 2 - - - - 3
12 3 1 3 - - - - -
13 2 1 2 1 - 1 - 2
14 3 - 4 - - 1 - 3
15 4 4 3 - 3 1 - -
16 2 - 3 - - 1 - 2
17 - 2 3 - - - - 2
18 3 3 - - - - - -
19 3 1 1 - - 1 - 3
20 2 1 1 - - 1 - 3
21 3 1 - - - - - -
N 55 25 45 4 5 8 1 34
% 31,1 14,1 25,4 2,3 2,8 4,5 0,6 19,2

Staph = Staphylococcus, Strep = Streptococcus, Cory = Coryne, Colif = grupo dos coliformes; * amostras

sem crescimento ou contaminadas

O predominio do género Staphylococcus concorda com diversos estudos
de prevaléncia realizados tanto em rebanhos brasileiros, quanto em
propriedades leiteiras de outros paises (BALDASSI et al., 1991; COSTA et al.
1996, 2000; LANGONI et al., 1998, 2001, 2004; NADER FILHO et. al, 2007;
BOLANOS et al., 2014). E também relatada participacédo deste género como
agente etiolégico da mastite em variadas espécies de exploracdo comercial,
como em rebanhos de ovinos e de bufalas (VASIL, 2004; CUNHA et al., 2006).
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Na regidao sudeste, Lamaita et al. (2005) pesquisaram Staphylococcus spp.
em tanques de expansdo de propriedades do estado de Minas Gerais e
evidenciaram linhagens do micro-organismo em todas as amostras coletadas.
Estudo realizado por Guimardes et al. (2013) relatou prevaléncia média de
36,4%, em amostras coletadas em rebanhos de dez propriedades leiteiras do

estado de S&o Paulo.

Corynebacterium spp. também apresenta participacdo importante na
etiologia das mastites. A espécie C. bovis € responsavel por reducao
significativa na producéo leite de quartos mamarios infectados. Domingues et
al. (1998) avaliaram perda de producéo de até 27,6%, enquanto Zafalon et al.
(1999) relataram reducao na faixa de 30,9%, além de observarem aumento

significativo na CCS.

Streptococcus agalactiae (S. agalactiae) é a principal espécie do género na
etiologia da mastite bovina. E um patégeno intramamario obrigatorio de alta
contagiosidade. Logo, € comum altas taxas de prevelancia em rebanhos
infectados por esta espécie (GONZALEZ et al., 1986). Em um levantamento
realizado por Tenhagen et al. (2006) em 80 rebanhos, na Alemanha, ocorreu a
presenca de S. agalactiae em 29% das amostras. Elias (2007) observou

prevaléncia de 39,7% de S. agalactiae em amostras de tanques de expansao.

No presente estudo, 31 linhagens classificadas como pertencentes ao
género Streptococcus foram submetidas ao teste de CAMP e ao teste da bile
esculina, resultando em 21 (67,7%) isolados de S. agalactiae, 8 (25,8%) de S.

dysgalactiae e 2 (6,5%) de S. bovis.

7z

O grupo dos coliformes, da familia Enterobacteriaceae, € formado
principalmente pelos géneros Escherichia, Enterobacter e Klebsiella. E dividido
em dois tipos, dependendo da capacidade de sobreviver em temperaturas
superiores a 40°C e, neste ultimo caso, sdo denominados termotolerantes. Sao
importantes indicadores da qualidade higiénico-sanitaria dos alimentos e
participam com frequéncia nas infeccdes mamarias. Estudo de Guimaraes et
al. (2013) no Estado de Sao Paulo relatou prevaléncia de 6,7% dos casos de

mastite em vacas leiteiras relacionados a familia Enterobacteriaceae.
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No presente estudo foram constatadas apenas quatro (2,3%) amostras cujo
agente responsavel pela mastite foi coliforme. Resultado que concorda com
Ribeiro et al. (2009) no qual n&o foi observado participacédo de E. coli em quatro
pequenas propriedades organicas do interior paulista, indicando baixa

participacdo deste grupo em sistemas familiares de producdo leiteira.

O alta prevaléncia de isolamento de micro-organismos dos géneros
contagiosos — Staphylococcus, Streptococcus e Corynebacterium — deve-se ao
habitat deste grupo ser constituido pele mucosa e pele dos animais. Como
evidenciado nos resultados, as infeccdes mamarias ficam geralmente restritas
a forma subclinica pela provavel adaptacdo destas bactérias a mucosa da
glandula mamaria, ao contrario dos agentes ambientais que normalmente

exteriorizam sinais de mastite clinica (RIBEIRO, 2008).

A identificacdo dos agentes bacterianos causadores de mastite sao
essenciais, pois de acordo com a caracteristica epidemiolégica e a
fisiopatologia da infeccéo, os agentes da mastite podem ser classificados em

contagiosos, oportunistas ou ambientais (RADOSTITS et al., 2007).

As principais bactérias isoladas foram causadoras de mastites contagiosas,
0 que indica problemas relacionados a higiene operacional da ordenha e
possivel cronicicidade da infeccdo mamaria. Como observado durante as
visitas as propriedades, os procedimentos adotados sdo inadequados e
propiciam a ocorréncia de transmissdo de agentes patogénicos entre as vacas

no momento da ordenha.

Entre as 68 cepas de Staphylococcus spp., 37 (54,4%) foram classificadas
como ECP e o restante (45,6%) como ECN, o que concorda com estudos
recentes nos quais foram observadas a emergéncia do ECN como agente
patogénico importante na mastite (FERGUNSON et al.; MOON et al.; PIEPERS
et al.; 2007). Ja foi evidenciado também a capacidade desse grupo de micro-
organismos provocarem relevantes prejuizos a cadeia leiteira devido as
alteracGes nos teores constituintes do leite e capacidade de elevar a CCS
(GENTILINI et al., 2002).

S. aureus foi a espécia mais isolada entre as 133 amostras de leite

analisadas, ocorrendo em 21 (14,7%) delas. Outros estudos apontaram a
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espécie como o0 principal patdogeno envolvido nas infeccbes mamarias em
ruminantes produtores de leite. Foi apontada, ainda, como a principal causa de
infecgbes nosocomiais em humanos (AARESTRUP et al., 2001; ASPERGER &
ZANGERL, 2003).

Na TABELA 7 sdo apresentadas contagens absolutas e percentuais das

espécies isoladas nas amostras de leite das 21 propriedades rurais visitadas.

TABELA 7. Resultado da identificacdo de cepas de ECP e ECN isoladas do
leite de vacas leiteiras de 21 pequenas propriedades rurais. Botucatu, SP,

2014.

Grupo Espécie N % no grupo % no género % nos isolados

S. aureus 21 56,8% 30,9% 14,7%

S. hyicus 4 10,8% 5,9% 2,8%

ECP S. intermedius 2 5,4% 2,9% 1,4%
S. schleiferi 1 2,7% 1,5% 0,7%
Staphylococcus spp. 9 24,3% 13,2% 6,3%
Subtotal 37 100,0% 54,4% 25,9%

S. xylosus 9 29,0% 13,2% 6,3%

S. epidermidis 6 19,4% 8,8% 4,2%

S. chromogenes 5 16,1% 7,4% 3,5%

ECN S. warneri 2 6,5% 2,9% 1,4%
S. simulans 1 3,2% 1,5% 0,7%
Staphylococcus spp. 8 25,8% 11,8% 5,6%
Subtotal 31 100,0% 45,6% 21,7%
Total 68 - 100,0% 47,6%

S. aureus e S. intermedius sdo espécies prevalentes na causuistica de
mastite bovina (RADOSTITS et. al, 2007) sendo, no presente estudo iguais a
14,7% e 1,4%, respectivamente. Ambas espécies sdo associadas em surtos de
intoxicacao alimentar (KHAMBATY et al., 1994).

Oliveira et al. (2009) isolaram, em propriedades localizadas no estado de
Sergipe, 21,6% de S. aureus em amostras de leite de vacas com mastite.
Siqueira (2011), em estudo realizado em propriedades leiteiras que adotavam o

sistema organico de producao, identificou que 22,4% das linhagens de
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Staphylococcus isoladas pertenciam a espécie S. aureus. Estudos realizados
em outras regibes do mundo também demonstraram a importancia deste
patbgeno na etiologia das mastites em rebanhos leiteiros: na Turquia foi
relatada preveléncia de 21,9% de amostras de leite (KIRKAN et al., 2005), na
Italia prevaléncia de 20,6% (FERGUSON et al., 2007), no Paquistdo 28,3%
(MONIRI et al. 2007). Resultados reforcam ndo haver diferenca, em relacéo a
participacdo deste micro-organismo como agente causador de mastite, em
relacdo ao tamanho, localizacdo da propriedade ou tipo de sistema de

producao adotado.

A analise do género Staphylococcus permitiu detectar que no grupo dos
ECP 30,9% foram identificados como S. aureus, com diferenca estatistica
significativa em relacdo as outras espécies identificadas: S. hyicus (5,9%), S.
intermedius (2,9%) e S. schleiferi (1,5%).

A literatura cientifica aponta S. hyicus como agente responsavel, pela
producdo de exotoxinas, da Sindrome da Pele Escaldada em porcos (TANABE
et al., 1996). Chenier & Lallier (2012) apontaram esta espécie como causadora
de infecgcbes em galinhas poedeiras. Nesse sentido, a presenca de outros
animais, como suinos e aves, nas propriedades familiares pode ter contribuido
na participagcdo deste género nas mastites observadas. Importante destacar
que S. hyicus é relatado em muitos estudos como pertencente ao grupo dos
ECN, mas sua capacidade de sintese de coagulase é variavel, sendo neste
estudo, caracterizado como ECP (COSTA et al., 2000; GUIMARAES et al.,
2013).

S. schleiferi foi descrito como nova espécie no inicio dos anos 90, sendo
isolado da orelha externa de caes acometidos com otite (IGIMI et al., 1990). Ha
participacdo desta espécie como agente etiologico em mastites, mas assim
como evidenciado no presente estudo (1,5% no género), sua prevaléncia foi
baixa. Lamaita et al. (2005) relataram a sua participagdo em 5,7% (n=80) dos
casos de mastites avaliados.

Em relacdo as espécies de ECN, o presente estudo apontou que 0s
principais agentes envolvidos na prevelancia de mastites observadas em
propriedades da agricultura familiar foram S. xylosus (29,0%), S. epidermidis
(19,4%), S. chromogenes (16,1%), S. warneri (6,5%) e S. simulans (3,2%).
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Dados que concordaram com a literatura cientifica que apontaram participacao
frequente destas espécies em adi¢cdo a S. hominis e, em menor frequencia, de
S. scuri, S. capitis, entre outros (NICKERSON et al., 1995; BRABES et al.,
1999; RADOSTITS et al., 2007).

S. epidermidis € a mais prevalente e persistente na pele e membranas
mucosas de humanos. E possivel inferir que a prevaléncia observada no
presente estudo (8,8% em relacdo ao género) tem relagdo direta com a

precariedade nos procedimentos de ordenha nas propriedades visitadas.

S. simulans sdo menos frequentes, com baixa frequéncia de isolamento na
pele do Ubere ou do teto de bovinos, apesar de encontram-se transitoriamente
na pele de humanos (CORDEIRO, 2007). Ao analisarem 127 amostras de leite,
Brabes et al. (1999) identificaram 11,8% como S. chromogenes, 9,5% como S.
scuri, 7,8% como S. simulans, 6,3% como S. hyicus, 4,7% como S. xylosus,

2,4% como S. warneri, entre outras espécies.

S. xylosus era considerado ndo patogénico até a ultima década, porém ja foi
relatado seu isolamento na microbiota da pele de bovinos (KLOOS, 1980), no
ambiente bovino (MATOS et al, 1991) e recentemente vem sendo
identificados como agentes patogénicos em casos de mastite (RADOSTITS et
al., 2007; GUIMARAES et al., 2013).

Estudo realizado por Fontana et al. (2012) avaliou as bactérias isoladas de
tetos positivos ao CMT e de suabe das maos de ordenhadores. Das 83
linhagens de Staphylococcus identificadas 31 (37,4%) foram S. aureus, 29
(35,0%) S. saprophyticus (ECN), 17 (20,5%) S. xylosus, 4 (4,8%) S.
epidermidis, 2 (2,4%) S. intermedius. Evidenciaram, também, similaridade
genética entre cepas encontradas em diferentes animais e nas maos dos
ordenhadores, que sugeriu contaminacdo cruzada entre cepas de origem

humana e animal.

A grande variagcédo na etiologia das mastites observadas nas propriedades
leiteiras da agricultura familiar reforcam a importancia da avaliacdo
microbiolégica de amostras de leite. A adogcdo de programas de
monitoramento, com o auxilio de assisténcia técnica qualificada, tem papel

fundamental na diminuicdo da prevaléncia e persisténcia das infeccdes
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mamarias na producao leiteira que tem papel fundamental na melhoria da

gualidade do leite obtido em pequenas propriedades rurais.

5.4. Qualidade do leite

O leite de boa qualidade é obtido quando provém de vacas sadias e limpas,
ordenhadas em ambiente lavado, com mé&os ou equipamentos higienizados e,
imediatamente ap0s a ordenha seja armazenado em reservatério in6cuo e
resfriado. Deve apresentar auséncia de micro-organismos patogénicos,
residuos quimicos e medicamentosos, baixa contagem bacteriana e de células

somaticas, sabor agradavel e alto valor nutritivo.

Além do controle da mastite nos rebanhos, muitos esforcos vem sendo
empregados para melhorar a qualidade do leite e garantir um alimento seguro e
de alto valor nutricional (LANGONI et al.,, 2011). O estabelecimento de
legislagbes voltadas ao desenvolvimento da cadeia leiteira a partir da
instituicdo do PNMQL foi o principal deles.

Em 2002 entrou em vigor a IN n° 51, politica publica regulatoria que
estebeleceu normas para a cadeia leiteira e propriciou mudangas profundas no
setor (BRASIL, 2002). Afora padrbes de producéao, identidade e qualidade, foi
regulamentada a coleta de leite cru refrigerado e seu transporte a granel. Entre
os beneficios decorridos destacam-se o resfriamento obrigatério do leite em até
3 horas apds a ordenha e o estabelecimento de pagamento por qualidade com

base na reducao nas contagens de CCS.

Apesar de positiva, a normatizacdo pressionou 0s produtores de leite,
principalmente de agricultura familiar, a buscarem a modernizagdo. Em muitos
casos, a baixa organizacdo do setor aliada a escassez de recursos para
investimento, inviabilizou a manutencéo dos pequenos produtores na atividade.
Em outros, como observado nesta pesquisa, foram instituidas parcerias entre
produtores e o0s laticinios, que possibilitaram a aquisicdo de tanques
comunitérios e de outras benfeitorias necesséarias ao exercicio da atividade

leiteira.

Contudo, foram grandes as preocupacdes diante das dificultadades

impostas pelo novo modelo institucional obrigando o MAPA a revisar normas e
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prorrogar os prazos para adaptacdo de produtores e industrias (MAPA, 2011).
A IN n° 62 estabelece requisitos fisicos e quimicos para garantir a qualidade do
leite cru refrigerado, dentre os quais limites minimos de: 3,0 g / 100 g de
gordura, 2,9 g / 100 g de proteina, 8,4 g / 100 g de extrato seco
desengordurado (ESD).

Em relacdo ao aspecto microbiologico, a normativa estabelece limites para
a CBT e CCS que variam de acordo com a regiao produtora, em tentativa de
respeitar as diferencas tecnoldgicas regionais, e possuem limites progressivos
para permitir adequacdo dos produtores de leite aos novos parametros
preconizados (BRASIL, 2011).

Na regido Sudeste, onde foi realizado o presente estudo, O MAPA estipulou
limites para CBT e CCS de acordo com o0 QUADRO 1.

QUADRO 1. Limites exigidos pela Instru¢cdo Normativa (IN) n° 62 quanto aos
valores de Contagem Bacteriana Total (CBT) e Contagem de Células

Somaticas (CCS) para a regido Sudeste. (Brasil, 2011).

Valores maximos permitidos

Periodo
CBT CCS
De janeiro de 2012 a junho de 2014 6 x10° UFC/mL  6x10° CS/mL
De julho de 2014 a junho de 2016 3x10° UFC/mL 5x10° CS/mL
A partir de julho de 2016 1x10°UFC/mL 4 x10°CS/mL

Os resultados obtidos da avaliacdo dos parametros fisico-quimicos e
microbiolégicos das amostras de leite oriundas das propriedades de leite da

agricultura familiar estdo apresentados na TABELA 8.
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TABELA 8. Parametros microbiolégicos e fisico-quimicos do conjunto de latdes

de leite de vacas de pequenas propriedades rurais. Botucatu, SP, 2014.

Fisico — quimico (g/100mL)

CBT x10° CCSx 10°

Produtor (UFC/mL) (CS/mL) Gordura Proteina Lactose EST ESD
1 70 479 2,13 3,21 4,51 10,73 8,6

2 85 255 2,4 3,28 4,42 10,99 8,59

3 98 144 3,94 3,33 4,39 12,63 8,69

4 172 149 3,61 3,24 4,56 12,36 8,75

5 653 470 2,91 3,36 4,59 11,84 8,93

6 19 240 2,08 3,77 4,53 11,36 9,28

7 6 226 3,03 3,41 4,52 11,9 8,92
8 79 754 4,2 3,41 4,4 13,04 8,84

9 3 238 3,92 3,59 4,52 13,02 91
10 325 263 2,44 3,27 4,32 10,95 8,51
11 64 182 4,48 3,79 4,45 13,62 9,14
12 16 374 4,08 3,49 4,65 13,13 9,05
13 323 202 3,34 4,01 4,48 12,78 9,44
14 464 81 3,39 3,69 4,57 12,67 9,28
15 6700 2413 4,00 3,61 3,81 12,44 8,44
16 122 112 5,18 3,85 4,51 14,63 9,45
17 139 93 2,87 3,34 4,76 11,97 9,1
18 61 123 2,45 3,46 4,74 11,64 9,19
19 165 101 3,21 3,23 4,67 12,13 8,92
20 149 147 3,25 3,25 4,48 11,94 8,69
21 890 601 3,87 3,02 4,55 12,46 8,59
Média 505 364 3,37 3,46 4,50 12,30 8,93
Mediana 122 226 3,34 3,41 4,52 12,36 8,92

CBT = contagem bacteriana total, UFC = unidade formadora de colénia, CCS = contagem de céls.

somaticas, EST = extrato seco total, ESD = extrato seco desengordurado.

Para avaliar as condicdes de higiene nas operacbes de ordenha e dos
equipamentos utilizados, a CBT é um importante procedimento diagnoéstico. Os
valores obtidos no presente estudo oscilaram bastante e ultrapassaram os
valores maximos preconizados pelo MAPA. A FIGURA 3 apresenta o
percentual das propriedades (n=21) que atenderiam os parametros da CBT de

acordo com os periodos estipulados pela IN n° 62.
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% de atendimento ao limite da CBT
exigido pela IN n2 62
85.7%
71.4%

47.6%

janf12 - jun/14 julld - jun/16 julf16 em diante

FIGURA 3. Percentual de produtores de leite da agricultura familiar que atenderam as exigéncias da
Instrucdo Normativa (IN) n° 62 com relacdo aos limites de Contagem Bacteriana Total (CBT). Botucatu,
2014.

A higiene do ambiente e equipamentos de ordenha, antes do inicio dos
procedimentos, € extremamente importante para obtencdo de um produto de
qualidade, pois eliminam grande quantidade de micro-organismos que podem

ser veiculados pela contaminacéo do leite.

A implementagéo das IN n° 51 foi importante nos aspectos relativos ao
resfriamento e transporte do produto, que diminuiram significativamente as
taxas de multiplicagdo microbiana. No entanto, para a melhoria efetiva na
gualidade do leite € fundamental esfor¢cos na diminuicdo da contaminacao
inicial do leite provenientes da prépria glandula mamaria, exterior do Ubere,
equipamentos e utensilios da ordenha e também da qualidade da agua e
saneantes utilizados durante o processo (PINTO & IZIDORO, 2007; FACCIOLI,
2010).

Os dados demonstraram que as falhas relacionadas a higiene inadequada
das instalagbes, dos animais, equipamentos, bem como procedimentos
operacionais observados durante as visitas as pequenas propriedades de leite
da agricultura familiar, resultaram em prejuizos para os produtores e o laticinio

devido a alta contaminacao bacteriana do leite.

Importante ressaltar que os valores encontrados seriam ainda maiores caso
a coleta ocorresse no momento da chegada do leite ao laticinio, pois haveria

periodo propicio a multiplicacdo bacteriana desde o final da ordenha, momento
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no qual foi realizada a coleta das amostras no presente estudo, até o transporte
do leite para o tanque de expansdo e dai o transporte a cada 48 horas, até a
industria. Em concordancia com o estudo, Souza et al. (2009a) sugeriram que a
boa qualidade do leite, com contagens de meséfilos entre 2,1 x 10° e 3,3 x 10°
UFC/mL, obtidos em tanque comunitario deu-se também pela proximidade
deste com as propriedades estudadas, permitindo entrega e resfriamento

rapidos.

A perspectiva desenhada a partir dos parametros estabelecidos a partir de
julho de 2016 € preocupante uma vez que nem metade dos produtores
pesquisados atenderia o valor de 100.000 UFC/mL de leite. Ao avaliarem 0s
resultados obtidos em seis diferentes laboratérios integrantes da Rede
Brasileira de Laboratérios de Controle de Qualidade do Leite (RBQL), Pinto &
Izidoro (2007) concluiram que a contaminacdo bacteriana, evidenciada pela
CBT, é o grande problema a ser enfrentado. Para Cerqueira et al. (2010) este
parametro pode ser modificado com rapidez e facilidade, pelo fato de estar
relacionado a falhas na limpeza e desinfeccéo, e nesse sentido deve haver a
adocéo de praticas de educacgédo sanitaria. O estabelecimento de programas de
educacdo sanitaria para os produtores de leite, principalmente aos da
agricultura familiar, que possuem maior limitagdo técnica e financeira e

constituem o maior numero de trabalhadores no campo, é fundamental.

A CCS do leite reflete a intensidade de resposta inflamatéria frente a
infeccdo no tecido mamario. Células de defesa, principalmente neutrofilos,
migram para o interior do Ubere visando eliminar o patégeno. Admite-se que o
leite com contagens iguais ou inferiores a 200.000 CS/mL s&o oriundos de
glandulas mamarias saudaveis. Nessa perspectiva, foi observado que o
rebanho de apenas 9 (42,9%) produtores apresentaram valores inferiores ao

admitido, caracterizando-se como adequados.

Quando avaliados sob os critérios estabelecidos pela legislagdo brasileira
foi constatado que atualmente 17 (85,7%) pequenos produtores atenderiam 0s
valores preconizados para a CCS. Conforme representado pela FIGURA 4,

esse numero cairia para 16 (76, 2%) produtores a partir de julho de 2016.
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% de atendimento ao limite da CCS
exigido pela IN n2 62

85.7% 85,7%

76,2%

janS12 - jun/14 julld - jun/16 julf16em diante

FIGURA 4. Percentual de produtores de leite da agricultura familiar que atenderam as exigéncias da
Instrugcdo Normativa (IN) n° 62 com relacdo aos limites de Contagem de Células Sométicas (CCS).
Botucatu, 2014.

Apesar de parecer contraditorio em relacdo ao observado nas atividades de
ordenha das propriedades, esses resultados podem ser justificados pela maior
rusticidade do rebanho. O gado mestico, com baixa producéo de leite, € mais

resistente a mastite, enquanto animais de maior produgdo s&o mais

susceptiveis as infecgbes mamarias (PRESTES et al., 2002).

Em estudo realizado na regido do Alto Rio Grande, MG, Paixédo (2013)
evidenciou que 38% dos produtores estavam fora do padrdo preconizado para
a CCS e 13% nao atenderam o limite da CBT. Apontou, também, que os
principais fatores de risco para elevada CTB estava relacionado a auséncia de
agua quente para limpeza do equipamento de ordenha e auséncia do bezerro
junto a vaca apos a ordenha. Para a CCS os riscos relacionaram-se a presenca
de mao de obra contratada na ordenha, limpeza dos tetos com agua antes da

ordenha e néo realizacdo das analises de agua.

Ao avaliarem a qualidade microbiolégica de produtores da agricultura
familiar no estado do Parana, BADARO et al. (2010) evidenciaram que apenas
34,9% (n=962) atenderam o limite preconizado de CBT, enquanto 60,9%
(n=1.679) se adequaram ao parametro de CCS. Quando avaliados ambos os
parametros o percentual de produtores familiares considerados satisfatérios foi
de apenas 24% (n=663).
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Além das caracteristicas genéticas e da capacidade imunolégica dos
animais, a CCS é diretamente influenciada pelo periodo de lactacdo, més e
estacdo do ano, ordem de parto, entre outros. Entretanto, o efeito especifico
dos patdgenos e o estado da infeccdo mamaria sdo os principais fatores
responsaveis por suas variacdes. Nesse contexto, na TABELA 9 séo
apresentados os resultados médios da CCS obtidas de vacas com mastite
clinica e subclinica de acordo com o patégeno responséavel pela infeccao

mamaria.

TABELA 9. Média da CCS em leite oriundo do teto de vacas com mastite, de
acordo com o género microbiano. Botucatu, SP, 2014.

Género bacteriano

CCsx 10° N
(CS/mL) Staph Strep Cory Colif.* /S;:fep /(S:(t)ar::h /CS::ZP
Média 1362 2857 976 1161 3707 1904 -
Mediana 579 1456 501 465 4501 934 608
Maximo 7357 9999 6554 3396 9999 4655 -
Minimo 124 175 42 319 375 539 -
N 55 25 45 4 5 8 1
% 38,5 17,5 31,5 2,8 3,5 5,6 0,7

Staph = Staphylococcus, Strep = Streptococcus, Cory = Coryne, Colif. = grupo dos coliformes

Os patdgenos classificados como principais (S. aureus, S. agalactiae,
coliformes) causam mastites que resultam em grandes variagbes na
composicéo do leite e na CCS, enquanto os patégenos secundarios (ECN e C.
bovis) causam processo inflamatério moderado (HARMON, 1994). Essa

variacdo na CCS também pbde ser constatada no presente estudo.

Estudo realizado por Souza et al. (2009b) evidenciou que o S. agalactiae foi
0 micro-organismo responsavel pelo maior aumento da CCS de vacas leiteiras.
O que concorda com resultados do presente estudo, ja que a maioria (67,7%)
dos isolados do género Streptococcus foi caracterizada como S. agalactiae,

havendo diferenca estatistica em relacdo aos outros géneros

Além da comparacdo entre géneros bacterianos, foi realizado confronto
entre os valores de CCS obtidos dentro do género Staphylococcus, para 0s
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grupos de ECP e ECN. Os resultados médios sdo apresentados na TABELA

10, a segquir.

TABELA 10. Média da CCS em leite oriundo do teto de vacas com mastite, de
acordo com o grupo de ECP e ECN. Botucatu, SP, 2014.

Grupo de Staphylococcus

CCS x 10° (CS/mL)

ECP ECN
Média 1632 1060
Mediana 981 460
Maximo 7139 7357
Minimo 288 124
N 29 26
% 52,7 47,3

A comparacao das médias para CCS obtidas pelos ECP e ECN revelou que
o valor do primeiro grupo foi significantemente superior & média observada nos
casos de ECN. Entretanto, a comparacdo dos valores maximos observados
para a CCS demonstrou a capacidade dos ECN suscitarem processos

inflamatorios de intensidade elevada.

De todo modo, a reducdo da CCS nas propriedades leiteiras esta
necessariamente vinculada a adoc¢ao de programas de controle e prevencao de
mastite, ferramentas que nao foram implementadas nesta pesquisa junto aos
produtores familiares (LANGONI, 2013).

Além do comprometimento microbiolégico na qualidade do leite, a CCS
elevada provoca aumento na atividade proteolitica, que compromete a
qualidade fisico-quimica de derivados lacteos, especialmente queijos
(SEEGERS et al. 2003).

O teor de solidos do leite determina o seu valor industrial, ja que quanto
maiores 0s percentuais de gordura e proteina, maior sera o rendimento durante
0 processamento industrial. Em contrapartida, leite com deficiéncias
importantes na composicdo podem ser rejeitados para beneficiamento na
indastria leiteira (DURR, 2005).
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Os parametros fisico-quimicos revelaram que 7 (33,3%) amostras nao
atingiram o percentual minimo de 3,0% de gordura, estabelecido pela
legislacdo atual (BRASIL, 2002). Fato que pode ser influenciado por diversos
fatores como o padrdo racial do animal, estacdo do ano e relacdo entre

fornecimento de volumoso:concentrado.

O teor minimo de proteina (2,9%) foi alcancado por todos os produtores. O
extrato seco total € obtido pela soma dos percentuais de gordura, proteina,
lactose e sais minerais, sendo considerado normal em valores acima de 11,4%.
Ja o extrato seco desengordurado (ESD) é obtido pela mesma soma anterior,

sem contabilizar a gordura, isto €, 8,4%.

A FIGURA 5 apresenta o percentual de atendimento dos produtores de leite

avaliados em relacdo a aspectos fisico-quimicos do produto.

%% de atendimento aos teores minimos
exigidos pela IN n2 62

100,0% 100,005

66,7%

Gorduras (min. 3,0%) Proteinas [min. 2,9%) ESD (min. 8.4%)

FIGURA 5. Percentual de produtores de leite da agricultura familiar que atenderam as exigéncias da

Instrugdo Normativa (IN) n° 62 com relagdo aos teores fisico-quimicos. Botucatu, 2014.

No contexto da agricultura familiar, infere-se que o déficit nos percentuais
de gordura ocorreu pela baixa qualidade genética dos animais explorados na
atividade leiteira e pelo baixo valor nutricional da alimentacao fornecida, ja que
os rebanhos eram criados a pasto, com pouca ou nenhuma suplementacao.
Em concordancia, Toledo et al. (2001) relataram que o teor de gordura do leite

€ primariamente determinado pela combinacéo entre raca e regime alimentar.



64

Segundo Bueno et al. (2005) quando ha elevada contaminacéo bacteriana é
possivel observar alteracBes significativas no teor de lactose do leite. O
resultado observado na propriedade 15 concorda com esta afirmativa, pois
apresentou a maior CBT (6700 x 10° UFC/mL) e menor percentual de lactose
(3,81 g/100mL), apesar de ndo haver correlacdo estatistica significante entre

esses parametros.

Os dados revelaram que os produtores da agricultura familiar estao
vulneraveis a imposicdo de penalidades pelo laticinio por ndo atenderem os
parametros microbiolégicos e fisico-quimicos. Tal fato pode tornar o preco do
litro do leite menor e dificultar, ainda mais a sobrevivéncia dos pequenos

produtores na atividade leiteira.

5.5. Resisténcia aos antimicrobianos

Entre as estratégias mais importantes para controlar as infeccdes
mamarias no rebanho leiteiro estd o tratamento precoce dos casos clinicos e a
terapia de vacas secas (SANTOS & FONSECA, 2007). Os resultados do
presente estudo mostraram que nenhum produtor realiza tratamento para
secagem, embora tenha sido relatada a utilizagdo corriqueira de
antimicrobianos sem a prescri¢cao de profissional habilitado. De qualquer modo,
€ fundamental conhecer o perfil de resisténcia dos patégenos envolvidos para

possibilitar tratamento mais rapido e adequado (RABELLO, 2003).

A resisténcia bacteriana esta relacionada a existéncia de genes capazes de
codificarem diferentes mecanismos bioquimicos que conferem ao micro-
organismo capacidade de resistirem a acéo de diversos farmacos. E resultado
da pressdo seletiva sobre agentes patogénicos que ocorre pela utilizagéo,

necessaria ou ndo, do medicamento (TAVARES, 2000).

O aumento dessa resisténcia, tratado com preocupacdo no meio cientifico,
pode ser explicado devido ao uso intenso e/ou indevido dos antimicrobianos. A
pressao seletiva induzida pela presenca do farmaco aumenta o nimero relativo
dos micro-organismos resistentes, facilitando a transferéncia dos genes de
resisténcia, por meio de transmissfes cruzadas, as bactérias da microbiota

normal ou as potencialmente patogénicas. Também merece destaque, o risco a
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salude publica da transferéncia de resisténcia, via alimentacdo, por meio de
produtos alimentares contaminados com micro-organismos resistentes
(TEUBER, 1999; WITTE, 2000; STOHR & WEGENER, 2001).

Além de consistir em sério problema de sanidade animal e a saude publica,
a resisténcia aos antimicrobianos resultam em prejuizos financeiros diretos aos
produtores de leite pelos gastos com medicamentos e descarte do leite durante
o tratamento. Perdem também os laticinios e consumidores finais, na medida
em que se ndo forem respeitados os periodos de caréncia recomendados para
0s antimastiticos, a qualidade e seguranca dos produtos lacteos sé&o

comprometidas.

Dessa forma, o monitoramento da resisténcia é importante para minimizar
falhas terapéuticas e riscos de desenvolvimento de resisténcia aos
antimicrobianos. A TABELA 11 apresenta o0s resultados percentuais da
resisténcia das linhagens dos géneros Staphylococcus frente a oito diferentes

antimicrobianos.

TABELA 11. Perfil de sensibilidade de linhagens do género Staphyloccocus

frente a diferentes antimicrobianos. Botucatu, SP, 2014.

Staphylococcus spp.
Sensivel Sens. Interm. Resistente
Antimicrobiano N % N % N %

Cefalotina (30 pg) 67 98,5% 1 1,5% 0 0,0%
Cotrimoxazol (25 pg) 66 97,1% 1 1,5% 1 1,5%
Enrofloxacina (5 pg) 65 95,6% 1 1,5% 2 2,9%
Gentamicina (10 pg) 66 97,1% 2 2,9% 0 0,0%
Neomicina (30 pg) 64 94,1% 2 2,9% 2 2,9%
Oxacilina (10 pg) 60 88,2% 5 7,4% 3 4,4%
Penicilina (10 Ul) 40 58,8% 27 39,7% 1 1,5%
Vancomicina (30 pg) 9 13,2% 54 79,4% 5 7,4%

N = nimero, % = porcentagem

O género Staphylococcus apresentou alta sensibilidade frente a maioria dos
antimicrobianos. Celatotina, cotrimoxazol, enrofloxacina e gentamicina foram os

antimicrobianos mais efetivos (>95,0%). No entanto, notaram-se indices
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preocupantes de sensibilidade intermediaria ou resisténcia completa frente a
alguns farmacos, com destaque para a penicilina (41,2%), oxacilina (11,8%) e
neomicina (5,8%) e a vancomicina (86,8%).

Em amplo estudo realizado no estado de Minas Gerais, Costa et al. (2013)
avaliaram o perfil antimicrobiano de 352 isolados de S. aureus obtidos em 35
diferentes propriedades leiteiras. Os percentuais de resisténcia obtidos frente a
cefalotina (0,28%), gentamicina (1,69%), neomicina (3,35%), enrofloxacina
(<1,0%) e penicilina (34,1%) foram muito concordantes com os resultados do

presente estudo.

Em relacdo a penicilina, as linhagens estafilococicas mostraram alto
percentual (41,2%) classificado com sensibilidade intermediaria ou resisténcia
ao farmaco. Este resultado pode ser explicado pelo fato deste antimicrobiano
ser o primeiro utilizado em escala comercial, e ser amplamente difundido no

tratamento de mastite em rebanhos leiteiros.

Da classe dos betalactamicos, a penicilina provoca danos as bactérias pela
inativacdo de enzimas essenciais a montagem da parede celular, tornando-a
fraca e susceptivel a lise osmaética (PINHO et al., 2001). Entretanto, acredita-se
gue nos dias atuais mais de 90% dos estafilococos sdo capazes de produzir
penicilinase (pB-lactamase), que degrada o anel betalactamico e confere

resisténcia do micro-organismo ao farmaco (BASSO, 2013).

S&0 numerosos, no Brasil e no mundo, os relatos de linhagens de
Staphylococcus resistentes a penicilina (LANGONI et al. 1991; DONATELE et
al. 2002; VINVOT et al., 2003; PITKALA et al.,, 2004; RABELLO et al., 2005).
Destaca-se também na literatura cientifica, estudos da modificacdo das
proteinas ligantes de penicilina, que é sintetizada pelo gene mecA, conferindo
resisténcia do género, e principalmente de S.aureus, a meticilina (AARESTRUP
et al., 1998). No entanto, a pesquisa de caracteristicas referentes a este

antimicrobiano e ao referido gene nao foi objeto de estudo.

bY

Quanto a oxacilina, o percentual de 11,8% de resisténcia observado é
similar aos obtidos por Siqueira (2011) em bactérias desse género isoladas de
amostras de leite organico na regido de Botucatu, no qual 88,0% foi sensivel ao

farmaco.
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E emergente, em estafilococos isolados a partir de infeccéo das glandulas
mamarias de vacas, a resisténcia a vancomicina. Fato merecedor de grande
preocupacdo em saude publica ja que este é o farmaco de escolha no
tratamento de infeccBes nosocomiais provocadas por micro-organismos com
resisténcia a meticilina (COSTA et al., 2004; NADER FILHO et al., 2007).

No presente estudo, o género Staphylococcus apresentou sensibilidade
igual a 13,2%, resisténcia intermediaria de 79,4% e resisténcia de 7,4% frente
a vancomicina. Entretanto, a revisdo na literatura sobre estes resultados
revelou que, assim como relatado pelo Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI), o método de difusdo em discos ndo é apropriado para
verificacdo de sensibilidade deste género porque ndo apresentam resultados
confidveis. O CLSI aconselha para Staphylococcus spp. utilizacdo de
antibiograma quantitativo pelo método de concentragao inibitéria minima (MIC),

entretanto ndo foi possivel a realizacdo desta prova no presente estudo.

Foi objeto deste estudo a caracterizacdo do perfil de sensibilidade
microbiana dos grupos de ECP e ECN, como apresentado nas TABELAS 12 e

13 a sequir.

TABELA 12. Perfil de sensibilidade de linhagens de ECP frente a diferentes

antimicrobianos. Botucatu, SP, 2014.

ECP
Sensivel Sens. Interm. Resistente
Antimicrobiano N % N % N %

Cefalotina (30 pg) 37 100,0% 0 0,0% 0 0,0%
Cotrimoxazol (25 ug) 35 94,6% 2 5,4% 0 0,0%
Enrofloxacina (5 pg) 35 94,6% 1 2,7% 1 2,7%
Gentamicina (10 pg) 37 100,0% 0 0,0% 0 0,0%
Neomicina (30 ug) 35 94,6% 2 5,4% 0 0,0%
Oxacilina (10 pg) 34 91,9% 3 8,1% 0 0,0%
Penicilina (10 UI) 18 48,6% 0 0,046 19 51,4%

Vancomicina (30 pg) 5 13,5% 29 78,4% 3 8,1%

N = ndmero, % = porcentagem
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TABELA 13. Perfil de sensibilidade de linhagens de ECN frente a diferentes

antimicrobianos. Botucatu, SP, 2014.

ECN
Sensivel Sens. Interm. Resistente
Antimicrobiano N % N % N %

Cefalotina (30 pg) 30 96,8% 1 3,2% 0 0,0%
Cotrimoxazol (25 pg) 31 100,0% 0 0,0% 0 0,0%
Enrofloxacina (5 ug) 30 96,8% 1 3,2% 0 0,0%
Gentamicina (10 pg) 29 93,5% 2 6,5% 0 0,0%
Neomicina (30 ug) 29 93,5% 1 3,2% 1 3,2%
Oxacilina (10 pg) 26 83,9% 3 9,7% 2 6,5%
Penicilina (10 UI) 22 71,0% 1 3,2% 8 25,8%
Vancomicina (30 pg) 4 12,9% 25 80,6% 2 6,5%

N = nimero, % = porcentagem

O uso indiscriminado e sem critérios definidos da penicilina, como relatado
pelos produtores avaliados, pode ter contribuido para na pressao seletiva de
cepas resistentes ao antimicrobiano. Os perfis obtidos dos grupos de ECP e
ECN apontam nessa direcdo. No primeiro grupo 48,6% dos isolados foram
considerados sensiveis e 51,4% foram resistentes ao farmaco, enquanto os
micro-organismos do grupo de ECN apresentaram 71,0% de sensibilidade e
25,8% de resisténcia. Infere-se pelo fato dos ECP induzirem maior resposta
inflamatoria, que os micro-organismos desse grupo sdo alvos de tratamentos
antimastiticos com maior freqiéncia que os ECN, levando a pressao seletiva e

consequente resisténcia frente ao farmaco.

A maior resisténcia dos isolados de S. aureus frente a penicilina e
ampicilina foi relatada por Nader Filho et al. (2007), enquanto que a maior taxas

de sensibilidade foi para a gentamicina.

Guimarées et al. (2009) e Guimaraes et al. (2013) avaliaram a resisténcia
de grupos de ECN isolados a partir de mastite bovinas e verificaram, assim
como no presente estudo, que as maiores taxas de resisténcia foram
relacionadas a penicilina e oxacilina, além da ampicilina. Por outro lado,

evidenciaram grande eficacia da cefalotina e enrofloxacina frente a este grupo.
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A multirresisténcia ocorre quando determinado isolado apresenta
resisténcia a pelo menos dois diferentes grupos farmacolégicos de
antimicrobianos ou a trés antimicrobianos diferentes do mesmo grupo (SIEGEL
et al., 2006). Nesse contexto com a exclusdo dos resultados frente a
vancomicina, sete (10,3%) isolados foram considerados multirresistentes,

sendo quatro do grupo ECP (5,9%) e trés do grupo ECN (4,4%).

7

Diante desta perspectiva € possivel inferir que as caracteristicas das
propriedades leiteiras e a regido onde se encontram tem pouca relevancia no
perfil de resisténcia aos antimicrobianos, sendo este relacionado diretamente
com a intensidade e eficiéncia do uso de antimicrobianos nos tratamentos de
mastite. Nesse sentido, é fundamental o acesso dos produtores de leite da
agricultura familiar a assisténcia técnica que garanta maior eficiéncia nos
tratamentos das mastites do rebanho por meio da implantacdo de programas

de controle e prevencdo de mastite.

5.6. Enterotoxinas

Em todo o mundo ha relatos da participacdo das enterotoxinas
estafilococicas e do risco a saude publica em virtude das intoxicacdes
alimentares que provocam (Silva et al., 2005). Da familia dos super antigenos
pirogénicos, as enterotoxinas estafilocdcicas sdo proteinas termoestaveis com
capacidade de resistirem ao processo de pasteurizagdo e outros tratamentos
térmicos (BHATIA & ZAHOOR, 2007).

Diversos estudos reportaram Staphylococcus sp. isolados a partir amostras
de leite provenientes de glandulas mamarias acometidas por mastite com
capacidade de produzir enterotoxinas, sendo que em 2/3 dos casos de surtos
alimentares séo relatados o envolvimento do leite e seus derivados (LOIR et
al., 2003).

Os sinais caracteristicos da intoxicacao estafilococica podem ocorrer pela
ingestdo de menos de 1 mg de toxina, sendo curto o periodo de incubacdo. As
enterotoxinas agem no trato gastrintestinal e provocam vOmitos intensos,

sintoma observado com maior frequéncia nas intoxicacfes. Ja a toxi-infecao,
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pode ocorrer pela ingestdo de 10° UFC de Staphylococcus por grama ou
mililitro de alimento (BERGDOLL, 1989).

Um grave surto de intoxicacdo alimentar ocorrido em Minas Gerais foi
relatado por Carmo et al. (2004), ocasido em que por volta de 8.000 pessoas
foram acometidas e 16 vieram a Obito. Entretanto, assim como em outras
DTAs, a mortalidade € rara e 0s sintomas variam de acordo com a
susceptibilidade individual, sendo mais preocupante em criangas, idosos e

portadores de doencas imunossupressoras (CLIVER, 1994).

Nesse contexto foi realizada a deteccao dos genes codificadores dos tipos
classicos da enterotoxinas estafiloccicas (SEA, SEB, SEC, SED). Das 37
amostras de ECP submetidas ao PCR, oito (21,6%) foram positivas para pelo
menos um gene codificador de enterotoxinas classicas. Enquanto que para as
31 amostras de ECN, 13 (41,9%) amostras foram positivas. Os resultados séao

apresentados na TABELA 14 a seguir.

TABELA 14. Presenca dos genes que codificam a produgcdo de enterotoxinas
em ECP e ECN, isolados em amostras de leite de vacas obtidas de

propriedades da agricultura familiar. Botucatu, SP, 2014.

Genes codificadores de enterotoxinas

Grupo Positivos Negativos Total
% N %
ECP 8 21,6% 29 78,4% 37
ECN 13 41,9% 18 58,1% 31
Total 21 30,9% 47 69,1% 68

Em estudo realizado em dez propriedades leiteiras do Estado de Séao Paulo,
Guimaraes et al. (2013) relataram que em 66,4% dos ECN e 34,8% dos ECP
iIsolados dos casos de mastite bovina foram detectados genes codificadores de
enterotoxinas estafilococicas classicas. Evidenciaram, também, a positividade
significantemente maior dos ECN em relacdo aos ECP, quanto a presenca

desses genes, assim como foi constatado no presente estudo.

No presente estudo, das 68 amostras submetidas a pesquisa de genes
codificadores de enterotoxinas, 21 (30,9%) foram positivas para pelo menos um
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tipo de gene codificador de enterotoxina classica. Este resultado é similar ao
obtido por Oliveira et al. (2011), que evidenciaram 19,0% das 574 amostras de
Staphylococcus com potencial enterotoxigénico, isoladas em rebanhos
nacionais. A TABELA 15 apresenta os tipos e prevaléncia dos genes classicos
(A, B, C, D) detectados.

TABELA 15. Distribuicdo dos genes responsaveis pela producdo de
enterotoxinas nas linhagens de ECP e ECN isolados de leite de vacas de

pequenas propriedades rurais. Botucatu, SP, 2014.

ECP ECN Total
Genes
N % N % N %

sea 5 20,8% 6 25,0% 11 45,8%

seb 1 4,2% 6 25,0% 7 29,2%

sec 3 12,5% 3 12,5% 6 25,0%

sed - 0,0% - 0,0% - 0,0%
Total 9 37,5% 15 62,5% 24 100,0%

Ao considerar somente amostras positivas a deteccdo de genes
codificadores de enterotoxinas foi verificado que o gene sea foi prevalente com
percentual de 45,8%, seguidos pelo seb com 29,2% e sec com frequéncia de
25,0%. O gene sed nao foi evidenciado em nenhuma das amostras. Esses
resultados concordam parcialmente aos encontrados na literatura cientifica,
Zoli et al. (2002) apontaram que a enterotoxina expressada pelo sed é o
segundo principal tipo envolvido em surtos alimentares, sendo mais frequente a
intoxicagdo pela SEA. Pinchuk et al. (2010) também associaram as

intoxicacdes de origem alimentar com a deteccdo da SED.

Em estudo realizado no estado de Sdo Paulo, Guimardes et al. (2013)
verificaram entre os ECN isolados que o gene sea apresentou o maior indice
de deteccdo com 35,1% enquanto o sed o menor, com 1,8%. Na Palestina,
Adwan et al. (2005) encontraram nas linhagens de S. aureus isoladas de leite
cru convencional 10,8% carreando sea, 54,1% seb, 10,8% sec e 16,2% sed.
Na Turquia, Karahan et al. (2009) detectaram em 29,3% dos isolados de S.
aureus pelo menos um gene codificador de enterotoxina, enquanto no Brasil, o
percentual obtido por Cardoso et al. (2000) foi de 47%.



72

Além da constante deteccdo dos genes codificadores de enterotoxinas em
linhagens de Staphylococcus, sdo frequentes os relatos da participacdo da
SEA como principal causa de intoxicacdes estafilococicas (DINGES et al.,
2000; ARGUDIN et al., 2010). Estudo realizado por Fagundes e Oliveira (2004)
também apontou a enterotoxina do tipo como A como a mais frequentemente
associada a gastrenterite estafilococica. Sua producdo pelo S. aureus foi
evidenciada em 37% dos isolados, seguida pelos tipos B (17,7%), SED (11,8%)
e SEC (10,6%).

Estudo realizado por Pimentel et al. (2002) em pools de amostras de leite
revelou possibilidade de sintese de algum tipo de enterotoxina, em 24,6% das
amostras de ECP e 41,3% das amostras de ECN. Nesse sentido, fica evidente
o atraso da legislacdo brasileira — RDC n° 12/2001 da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (Anvisa) — que preconiza apenas a contagem de ECP na

avaliacao do risco de producao de enterotoxinas (BRASIL, 2001).

Apesar disso, como relatado por Faccioli (2010), uma alta prevaléncia dos
genes responsaveis pela producdo de enterotoxinas ndo corresponde,
necessariamente, a expressao elevada de enterotoxinas. Carmo et al. (2009)
evidenciaram a presenca de mecanismos naturais capazes de inibir a producao
de enterotoxinas em leite contaminado com linhagens de S. aureus
entorotoxigénicas. Fatores como condicdes de crescimento bacteriano,
presenca de glicose, pH do meio e até mesmo sistemas regulatorios do préprio
micro-organismo interferem na expressdo dos genes (CALSOLARI, 2006;
CUNHA et al. 2007b).

Estudo do potencial enterotoxigénico de estafilococos em produtos lacteos
foi realizado por Martins (2011), e das 111 amostras pesquisadas, apenas uma
(0,9%) produziu enterotoxina e a tentativa de deteccdo de genes pela PCR,

logrou-se negativa.

Outra dificuldade encontrada no meio cientifico para relacionar a deteccéo
de genes codificadores com a producgédo efetiva das enterotoxinas é o fato dos
métodos imunoldgicos produzirem resultados falso-positivos por reacdes
cruzadas entre antigenos, anticorpos monoclonais e pela ocorréncia de
reacoes inespecificas, o que prejudica a analise de dados (SPERO et al., 1978;
EDWIN et al., 1986; CUNHA et al., 2007b).
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Os resultados da pesquisa de genes codificadores de enterotoxinas entre
as ECP e ECN, sao apresentados nas TABELAS 16 e 17.

TABELA 16. Frequéncia dos genes codificadores de enterotoxinas em espécies
de ECP isolados a partir de amostras de leite de vacas obtidas em pequenas

propriedades rurais. Botucatu, SP, 2014.

Enterotoxinas

Resultado da amostra Gene
ECP Negativos Positivos sea seb sec sed
S. aureus 17 4 3 - 2 -
S. hyicus 2 2 1 1 - -
S. schleiferi - 1 - - 1 _
S. intermedius 2 - - - - -
Staphylococcus spp. 8 - - -
Total 29 8 5 1 3 0

TABELA 17. Frequéncia dos genes codificadores de enterotoxinas em espécies
de ECN isolados a partir de amostras de leite de vacas obtidas em pequenas

propriedades rurais. Botucatu, SP, 2014.

Enterotoxinas

Resultado da amostra Gene
ECN Negativos Positivos sea seb sec Sed
S. chromogenes 2 3 - 2 1 -
S. xylosus 6 3 1 2 - -
S. epidermidis 4 2 2 - 1 -
S. warneri 1 1 1 - - -
S. simulans 1 - - - - -
Staphylococcus spp. 4 4 2 1 -
Total 18 13 6 6 3 0

Os resultados mostram que, tanto nas linhagens de ECP como nas de ECN,
h& cepas que apresentam genes codificadores para dois tipos diferentes de
enterotoxinas estafilocécicas. Em linhagens de S. aureus foi evidenciada a
presenca de dois genes codificadores de enterotoxinas, sea e sec. J4 na
linhagem de ECN, S. epidermidis revelou o gene sea em conjunto com 0O Sec.

Outra cepa, cuja caracterizacdo bioquimica nao foi conclusiva, apresentou os
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genes seb e sec, reforcando que é possivel determinadas linhagens de
estafilococos expressarem concomitantemente mais de um gene produtor de

enterotoxinas.

Considerando o total de linhagens de Staphylococcus pesquisadas, o gene
codificador da enterotoxina SEA foi o0 mais frequente nas espécies de ECP,
com 13,5% (5/37) de positividade. Enquanto nos ECN foram detectadas 19,4%
(6/31) de positividade para sea e seb. Nas linhagens de ECP seb apresentou
2,7% (1/37) de positividade. Em relacdo ao sec, foi detectada prevaléncia igual
a 8,1% (3/37) nos ECP e 9,7% (3/31) nas espécies de ECN.

Constatou-se a importancia do leite na circulagdo de linhagens
estafilocécicas com potencial enterotoxigénico que podem, sob condicbes
favoraveis, levar a quadros de intoxicacao alimentar. No ambito da agricultura
familiar, este risco potencial € ainda mais preocupante pelo fato de ser
frequente a ingestao leite e derivados “in natura” pelos proprios produtores e

seus familiares, além do comércio clandestino do leite informal.
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Conclusgoes
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. Conclusodes

. O perfil dos produtores de leite da agricultura familiar revelou média de
idade de 59 anos, baixa escolaridade, baixo otimismo e perspectivas de
investimentos em relacédo a atividade, apesar desta ser a principal fonte

de renda familiar;

. H& grande potencial para o incremento da producdo e melhoria na
gualidade do leite, pois o rebanho apresenta baixa aptidao leiteira (néo
especializado), € baixo o grau de tecnificacdo e as areas disponiveis nas

propriedades sédo subaproveitadas;

. HA grande precariedade na infraestrutura e deficiéncia nos
procedimentos de boas praticas de ordenha. A utilizacdo da ordenha

mecanica provocou lesdes nos o6stios dos tetos;

. Devido a baixa aptidao leiteira do rebanho, a prevaléncia de mastite e a

CCS apresentaram indices satisfatérios;

. Valores obtidos para CBT demonstraram a necessidade de implantacdo
de politicas publicas que priorizem a educacgéo sanitéria e disseminem a

implementac&o de boas praticas de ordenha;

. Os teores dos principais constituintes do leite atendem a legislacéo

vigente;

. A alta frequéncia do isolamento de Staphylococcus spp., Streptococcus
spp., € Corynebacterium spp. no leite dos animais evidenciam a maior

participagdo de micro-organismos contagiosos na etiologia da mastite;

. A presenca de sea, seb e sec nas linhagens de Staphylococcus spp.
demonstra 0s riscos potenciais para a saude publica devido a
possibilidade de intoxicacdo alimentar pelo consumo de leite oriundo

dessas propriedades.
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RESULTADOS, DISCUSSAO, CONCLUSOES (ou combinacdo destes dois
ultimos), Agradecimentos e REFERENCIAS:

a) o Titulo do artigo deve ser conciso e indicar o conteudo do trabalho;
pormenores de identificacdo cientifica devem ser colocados em MATERIAL E
METODOS.

b) O(s) Autor(es) deve(m) sistematicamente encurtar 0s nomes, tanto para
facilitar sua identificacdo cientifica, como para as citag6es bibliograficas. Em
muitos casos isto significa manter o primeiro nome e o ultimo sobrenome e
abreviar os demais sobrenomes:

Paulo Fernando de Vargas Peixoto escreve Paulo V. Peixoto ou Peixoto
P.V.; Franklin Riet-Correa Amaral escreve Franklin Riet-Correa ou Riet-Correa
F.; Silvana Maria Medeiros de Sousa Silva poderia usar Silvana M.M.S. Silva,
inverso Silva S.M.M.S., ou Silvana M.M. Sousa-Silva, inverso, Sousa-Silva
S.M.M., ou mais curto, Silvana M. Medeiros-Silva, e inverso, Medeiros-Silva
S.M.; para facilitar, inclusive, a moderna indexacdo, recomenda-se que 0s
trabalhos tenham o maximo de 8 autores;

c) o ABSTRACT devera ser apresentado com os elementos constituintes do
RESUMO em portugués, podendo ser mais explicativos para estrangeiros.
Ambos devem ser seguidos de “INDEX TERMS” ou “TERMOS DE
INDEXACAOQ?”, respectivamente;

d) o RESUMO deve apresentar, de forma direta e no passado, o que foi
feito e estudado, indicando a metodologia e dando os mais importantes
resultados e conclusdes. Nos trabalhos em inglés, o titulo em portugués deve
constar em negrito e entre colchetes, logo apds a palavra RESUMO;

e) a INTRODUCAO deve ser breve, com citacdo bibliografica especifica
sem gue a mesma assuma importancia principal, e finalizar com a indica¢gdo do
objetivo do trabalho;

f) em MATERIAL E METODOS devem ser reunidos os dados que permitam
a repeticao do trabalho por outros pesquisadores. Na experimentacdo com
animais, deve constar a aprovagéo do projeto pela Comisséo de Etica local;

g) em RESULTADOS deve ser feita a apresentacao concisa dos dados obti-
dos. Quadros devem ser preparados sem dados supérfluos, apresentando,

sempre que indicado, médias de varias repeticdes. E conveniente, as vezes,
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expressar dados complexos por graficos (Figuras), ao invés de apresenta-los
em Quadros extensos;

h) na DISCUSSAO devem ser discutidos os resultados diante da literatura.
N&o convém mencionar trabalhos em desenvolvimento ou planos futuros, de
modo a evitar uma obrigacao do autor e da revista de publica-los;

) as CONCLUSOES devem basear-se somente nos resultados
apresentados no trabalho;

j) Agradecimentos devem ser sucintos e ndo devem aparecer no texto ou
em notas de rodapé;

k) a Lista de REFERENCIAS, que sé incluird a bibliografia citada no
trabalho e a que tenha servido como fonte para consulta indireta, devera ser
ordenada alfabeticamente pelo sobrenome do primeiro autor, registrando-se os
nomes de todos o0s autores, em caixa alta e baixa (colocando as referéncias em
ordem cronolégica quando houver mais de dois autores), o titulo de cada
publicacdo e, abreviado ou por extenso (se tiver dlvida), o nome da revista ou
obra, usando as instrugdes do “Style Manual for Biological Journals” (American
Institute for Biological Sciences), o “Bibliographic Guide for Editors and Authors”
(American Chemical Society, Washington, DC) e exemplos de fasciculos ja
publicados (www. pvb.com.br).

2. Na elaboracao do texto deverao ser atendidas as seguintes normas:

a) os trabalhos devem ser submetidos seguindo o exemplo de apresentacao
de fasciculos recentes da revista e do modelo constante do site sob “Instrucdes
aos Autores” (www.pvb.com.br). A digitalizacdo deve ser na fonte Cambria,
corpo 10, entrelinha simples; a pagina deve ser no formato A4, com 2cm de
margens (superior, inferior, esquerda e direita), o texto deve ser corrido e nao
deve ser formatado em duas colunas, com as legendas das figuras e os
Quadros no final (logo ap6s as REFERENCIAS). As Figuras (inclusive gréaficos)
devem ter seus arquivos fornecidos separados do texto. Quando incluidos no
texto do trabalho, devem ser introduzidos através da ferramenta “Inserir” do
Word; pois imagens copiadas e coladas perdem as informa¢des do programa
onde foram geradas, resultando, sempre, em ma qualidade;

b) a redacdo dos trabalhos deve ser concisa, com a linguagem, tanto
guanto possivel, no passado e impessoal; no texto, os sinais de chamada para

notas de rodapé serdo numeros arabicos colocados em sobrescrito apds a
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palavra ou frase que motivou a nota. Essa numeracéo sera continua por todo o
trabalho; as notas seréo lancadas ao pé da pagina em que estiver o respectivo
sinal de chamada. Todos os Quadros e todas as Figuras serdo mencionados
no texto. Estas remissdes serdo feitas pelos respectivos niumeros e, sempre
gue possivel, na ordem crescente destes. ABSTRACT e RESUMO serdo
escritos corridamente em um sé paragrafo e ndo deverdo conter citacfes
bibliograficas.

c) no rodapé da primeira pagina devera constar endereco profissional
completo de todos os autores e o e-mail do autor para correspondéncia, bem
como e-mails dos demais autores (para eventualidades e confirmacdo de
endereco para envio do fasciculo impresso);

d) siglas e abreviacbes dos nomes de instituicdes, ao aparecerem pela
primeira vez no trabalho, serdo colocadas entre parénteses e precedidas do
nome por extenso;

e) citacfes bibliograficas serdo feitas pelo sistema “autor e ano”; trabalhos
de até trés autores serdo citados pelos nomes dos trés, e com mais de trés,
pelo nome do primeiro, seguido de “et al.”, mais o ano; se dois trabalhos néo se
distinguirem por esses elementos, a diferenciacdo serd feita através do
acréscimo de letras minusculas ao ano, em ambos. Trabalhos ndo consultados
na integra pelo(s) autor(es), devem ser diferenciados, colocando-se no final da
respectiva referéncia, “(Resumo)” ou “(Apud Fulano e o ano.)”; a referéncia do
trabalho que serviu de fonte, serd incluida na lista uma sé vez. A mencéo de
comunicacéo pessoal e de dados ndo publicados é feita no texto somente com
citacdo de Nome e Ano, colocando-se na lista das Referéncias dados
adicionais, como a Instituicdo de origem do(s) autor(es). Nas citacdes de
trabalhos colocados entre parénteses, ndo se usard virgula entre o nome do
autor e o0 ano, nem ponto-e-virgula ap6s cada ano; a separagdo entre
trabalhos, nesse caso, se fara apenas por virgulas, exememplo: (Christian &
Tryphonas 1971, Priester & Haves 1974, Lemos et al. 2004, Krametter-
Froetcher et. al. 2007);

f) a Lista das REFERENCIAS devera ser apresentada isenta do uso de

caixa alta, com os nomes cientificos em italico (grifo), e sempre em
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conformidade com o padrao adotado nos ultimos fasciculos da revista, inclusive

guanto a ordenacédo de seus Vvarios elementos.

3. As Figuras (gréficos, desenhos, mapas ou fotografias) originais devem
ser preferencialmente enviadas por via eletrénica. Quando as fotos forem
obtidas através de cameras digitais (com extenséo “jpg”), os arquivos deverao
ser enviados como obtidos (sem tratamento ou alteracdes). Quando obtidas em
papel ou outro suporte, deverdo ser anexadas ao trabalho, mesmo se
escaneadas pelo autor. Nesse caso, cada Figura sera identificada na margem
ou no verso, a trago leve de lapis, pelo respectivo nimero e 0 nome do autor;
havendo possibilidade de divida, deve ser indicada a parte inferior da figura
pela palavra “pé”. Os graficos devem ser produzidos em 2D, com colunas em
branco, cinza e preto, sem fundo e sem linhas. A chave das convencodes
adotadas serd incluida preferentemente, na area da Figura; evitar-se-a 0 uso
de titulo ao alto da figura. Fotografias deverdo ser apresentadas
preferentemente em preto e branco, em papel brilhante, ou em diapositivos
(“slides”). Para evitar danos por grampos, desenhos e fotografias deverédo ser
colocados em envelope.

Na versédo online, fotos e graficos poderdo ser publicados em cores; na
versao impressa, somente quando a cor for elemento primordial a impressao

das figuras podera ser em cores.

4. As legendas explicativas das Figuras conterdo informacdes suficientes
para que estas sejam compreensiveis, (até certo ponto autoexplicativas , com

independéncia do texto) e serédo apresentadas no final do trabalho.

5. Os Quadros deveréo ser explicativos por si mesmos e colocados no final
do texto. Cada um tera seu titulo completo e seré caracterizado por dois tracos
longos, um acima e outro abaixo do cabecalho das colunas; entre esses dois
tracos podera haver outros mais curtos, para grupamento de colunas. Ndo ha
tracos verticais. Os sinais de chamada serdo alfabéticos, recomecando, se

possivel, com “a” em cada Quadro; as notas serdo langadas logo abaixo do

Quadro respectivo, do qual serdo separadas por um trago curto a esquerda.
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8.2. PERFIL SOCIOECONOMICO E INDICADORES DE QUALIDADE DO LEITE BOVINO
EM PROPRIEDADES DA AGRICULTURA FAMILIAR DE BOTUCATU, SP1

Ubirajara L. Lavor?, Anelise Salina?, Gabriella K. Gonzalez3 e Helio Langoni**

ABSTRACT.- Lavor U.L., Guimaraes F.F., Manzi M.P,, Salina A., Mioni M. S. R. & Langoni H. 2014 [Socioeconomic
profile and milk quality indicators from cows on family farms properties from Botucatu, SP.] Perfil
socioecondmico e indicadores de qualidade do leite em propriedades de agricultura familiar de Botucatu, SP.
Pesquisa Veterindria Brasileira 00(0):00-00. Departamento de Higiene Veterinaria e Satide Publica, Universidade
Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho, Botucatu, SP 18618-970, Brazil. E-mail: hlangoni@fmvz.unesp.br

Dairy farming on family farms is critical for survival and maintenance of the rural worker. This study
evaluated the quality of the milk from the family farm (production lower than 100 liters of milk per day) in the
region of Botucatu-SP and the difficulties faced by producers. Also aimed the recommendation of possible actions
to improve the production, seeking the quality of the milk. A Socioeconomic questionnaire was applied to
producers and individual milk samples were collected from the set of brasses of each property. It was evaluated
the levels of fat, protein, lactose, dried extract and nonfat dry extract, the total bacterial count (TBC) and the
somatic cell count (SCC). Twenty one (21) small properties were analyzed where it was found that the average of
the farmers was 59 years. Only five of them (23.8%) had completed high school or higher, and none (0%)
counted on veterinary advice. As for their facilities of milking parlor, only four (19.0%) had stables with
concreted floor and four (19.0%) used mechanical milking system, that caused injuries to teats ostium. As to the
handling, only one (4.8%) performed pre-dipping correctly, none (0%) performed post-dipping, two (9.5%) used
disposable paper for milking and only two producers (9.5%) used the CMT with periodicity. On the other hand,
15 producers (71.4%) stated that they used anti mastitis for treating the cows. The CBT of all properties
presented an average of 505 x 103 colony forming units (CFU) / mL of milk. The CCS average of all properties
was 364 x 103 CS / mL. The physicochemical analysis revealed averages of 3.4% of fat, 3.5% of protein, 4.5% of
lactose, 12.3% of total solids and 8.9% of nonfat dry extract. It was noticed that there was a lack of basic and
technical knowledge of the dairy family farmers. The precarious structure, the lack of material and technological
investments and veterinary advice impair productivity of man in the field. Health education activities are
required to obtain hygienic milk, mastitis control and milk production of better quality.

INDEX TERMS: Family farms, socioeconomic profile, milk quality

RESUMO.- A atividade leiteira na agricultura familiar é fundamental para sobrevivéncia e manutencdo do
homem no campo. O presente estudo avaliou a qualidade do leite proveniente da agricultura familiar (produgao
inferior a 100 litros diarios de leite) na regido de Botucatu-SP e as dificuldades enfrentadas pelos produtores.
Objetivou também a recomendacdo de possiveis acdes para melhoria na produgao, visando a qualidade do leite.
Aplicou-se um questionario socioeconémico aos produtores e foram coletadas amostras individuais do leite do
conjunto de latdes de cada propriedade. Avaliou-se os teores de gordura, proteina, lactose, extrato seco, extrato
seco desengordurado, a contagem bacteriana total (CBT), e a contagem de células somaticas (CCS). Foram
analisadas 21 pequenas propriedades onde constatou-se que a idade média dos produtores era de 59 anos.
Apenas cinco deles (23,8%) tinham ensino médio completo ou superior, sendo que nenhum (0%) contava com
assessoria veterinaria. Quanto as instalacoes da sala de ordenha, apenas quatro (19,0%) possuiam estabulos com
piso concretado e quatro (19,0%) utilizavam sistema de ordenha mecanica, que provocou lesdo nos 6stios dos
tetos. Quanto ao manejo, apenas um (4,8%) realizava pré-dipping corretamente, nenhum (0%) realizava pos-
dipping, dois (9,5%) utilizavam papel descartavel na ordenha e somente dois produtores (9,5%) utilizavam o
CMT com periodicidade. Em contrapartida, 15 produtores (71,4%) revelaram terem utilizado antimastiticos para
tratamento das vacas. A CBT de todas as propriedades apresentou média de 505 x 103 unidades formadoras de
coldnias (UFC)/mL de leite. A CCS média das propriedades foi de 364 x 103 CS/mL. As andlises fisico-quimicas
revelaram médias de 3,4% de gordura, 3,5 % de proteinas, 4,5% de lactose, 12,3% de sélidos totais e 8,9% de
extrato seco desengordurado. Observou-se falta de conhecimento basico e técnico dos produtores leiteiros da
agricultura familiar. A estrutura precaria, a falta de investimentos materiais e tecnoldgicos e de assessoria
veterinaria prejudica a produtividade do homem no campo. Atividades de educacgdo sanitaria sio necessarias
para a obtengdo higiénica do leite, controle de mastites, e producado de leite de melhor qualidade.

1 Recebido em ...............
Aceito para publicagdo em ...............
2 Pds-Graduandos do Departamento de Higiene Veterindria e Saude Publica, Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia (FMVZ),
Universidade Estadual Paulista (Unesp), Campus de Botucatu, Cx. Postal 560, Botucatu, SP 18618-970, Brasil.
3 Médica Veterinaria Autdnoma, Estrada da Manga, n°® 32-03, Loteam. Eden Leste, Sio José do Rio Preto, SP 15062-386, Brasil.
4 Docente do Departamento de Higiene Veterinaria e Satide Publica, FMVZ-Unesp, Cx. Postal 560, Botucatu, SP 18618-970. *Autor para

correspondéncia: hlangoni@fmvz.unesp.br
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TERMOS DE INDEXAGAO: Agricultura familiar, perfil socioecondmico, qualidade do leite.

INTRODUCAO

A atividade leiteira é responsavel pela geracio de quase quatro milhdes de empregos diretos e é
importante fonte de renda para diferentes segmentos produtivos. Além da importancia econdmica, a cadeia do
leite tem destacada funcdo social, pois gera renda para grande nimero de produtores rurais, contribui para a
absorcdo de mdo-de-obra e proporciona a fixagdo do homem no campo (Gomes et al. 2001).

Apesar de intimeras propriedades atuarem profissionalmente na atividade, chegando a produzir 50 mil
litros de leite diarios, dos 1,3 milhdo de produtores contabilizados no pais, cerca de 85% podem ser classificados
como pequenos criadores ou de agricultura familiar. Com produc¢do diaria variando entre 50 a 100 litros, este
grupo caracteriza-se pela baixa tecnificacdo, deficiéncia no manejo, falta de controle sanitario, inadequadas
condi¢des higiénicas de ordenha, precario sistema de armazenamento e transporte do leite (Zoccal et al. 2004;
Milkpoint 2012).

Este cenario contribui para a baixa produtividade do rebanho leiteiro, acarreta perdas de competitividade
e prejudica a consolidagido do setor nacional na economia mundial. Enquanto no Brasil a produgido anual média
de uma vaca é de aproximadamente 1,3 mil quilos de leite, nos principais paises produtores e exportadores do
produto, como Israel e Nova Zelandia, esta média chega a nove mil kg/vaca/ano (Magalhies et al. 2004; Ponchio
et al. 2005; Embrapa Gado de Leite 2007).

Apesar da dificuldade de inser¢do nesse recente ambiente competitivo, foi estimado no ano de 2006 que,
do valor aproximado de R$ 6,7 bilhGes movimentados pela atividade leiteira no pais, 59% foi oriundo da
participagdo da agricultura familiar no segmento, enquanto os 41% restantes vieram dos grupos empresariais
(Camargos 2003).

A existéncia de alternativas organizacionais, como associacdes e cooperativas, contribuiu no sinergismo
operacional e econémico, permitindo a incorporagdo de novas tecnologias por pequenos produtores rurais. O
desenvolvimento de valores associados a pequena produgdo agricola com combinagao de conteddos ambientais
- sistemas agroecoldgicos e organicos - e sociais também proporcionam maior for¢ga mercadolégica aos produtos
ofertados ao consumidor (Wilkinson 2003; Jank Junior 2009).

0 incremento de politicas publicas, como destacado por Paula et al. (2014), corroboraram para a inser¢io
da agricultura familiar no mercado institucional de produtos alimenticios. O Programa de Aquisicdo de
Alimentos (PAA) e o Programa Nacional de Alimentacdo Escolar (PNAE) sdo exemplos dessa aproximacdo entre
producdo e consumo, que aliam o incentivo a produgdo de base familiar com melhoria nos aspectos nutricionais
dos consumidores (Brasil 2009).

Outro aspecto importante refere-se a qualidade do produto. O leite de boa qualidade é obtido quando
provém de vacas sadias e limpas, ordenhadas em ambiente lavado, com maos e/ou equipamentos higienizados e,
imediatamente apds a ordenha seja armazenado em reservatoério in6cuo e resfriado. Deve apresentar auséncia
de micro-organismos patogénicos, residuos quimicos e medicamentosos, baixa contagem bacteriana e de células
somaticas, sabor agradavel e alto valor nutritivo. A obtengio higiénica do leite, além de impactar diretamente na
qualidade do produto, aumenta a produtividade do rebanho como um todo pela diminui¢do da prevaléncia das
infec¢bes intramamarias - mastites -, resultando em ganhos econdmicos diretos e indiretos para o produtor
rural (Langoni et al. 2011).

A baixa qualidade do leite cru produzido no territério nacional é notéria e o beneficiamento resulta em
produtos de qualidade insatisfatoria e com menores tempos de prateleira (Beloti et al. 1999; Rocha et al. 2006).

Além do controle da mastite nos rebanhos, muitos esforcos vem sendo empregados para melhorar a
qualidade do leite e garantir um alimento seguro e de alto valor nutricional (Langoni et al. 2011). O
estabelecimento de legislagdes voltadas ao desenvolvimento da cadeia leiteira a partir da instituicio do PNMQL
foi o principal deles.

Apesar de positiva, a normatizacdo pressionou os produtores de leite, principalmente de agricultura
familiar, a buscarem a modernizacdo. Em alguns casos, como observado nesta pesquisa, foram instituidas
parcerias entre produtores e os laticinios, que possibilitaram a aquisicdo de tanques comunitarios e de outras
benfeitorias necessarias ao exercicio da atividade leiteira. Porém na grande parte, a baixa organiza¢do do setor
aliada a escassez de recursos para investimento, dificulta ou inviabiliza a manuten¢ao dos pequenos produtores
na atividade.

Pela impossibilidade de atender as pressdes impostas pelo mercado ou desmotivagio decorrente da pouca
consolidacdo das politicas publicas no setor leiteiro um niimero elevado de produtores de leite acabam aderindo
ao mercado informal. Valendo-se do risco da ilegalidade, este produtor consegue agregar a sua producio parte
darenda que seria apropriada pelos intermediarios (Silva e Tsukamoto 2001).

Segundo dados obtidos entre 1998 e 2001 pelo IBGE (2010), de 35,6 a 42% do leite produzido no pais nao
foi inspecionado por nenhum 6rgao oficial de fiscalizagdo. Como consequéncia, este leite comercializado de
maneira informal exp&e os consumidores a maiores riscos potenciais, com sérias implica¢des na satide publica.

Ja em relacdo ao mercado formal, o principal produto do mercado interno brasileiro (35% da producio
anual de 30 bilhdes de litros) é comercializado sob a forma fluida. O leite Longa Vida, ou UHT (Ultra High
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Temperature) representa mais de 80% deste segmento. Ha expectativas de maior crescimento, principalmente
nos grandes centros urbanos, onde as familias dedicam tempo cada vez menor a preparacgao de refeicdes e idas
ao supermercado (Gomes et al. 2001).

Neste contexto, o presente estudo teve por objetivo caracterizar o perfil socioecondmico de pequenos
produtores de leite bovino e realizar avaliagio de qualidade do produto, no municipio de Botucatu, SP. Foi
realizada visitas técnicas e aplicacao de questionarios, além de analises fisico-quimicas, CCS e CBT de amostras
de leite obtidas em cada propriedade. A orientacdo aos produtores para a obtengao higiénica do leite, controle de
mastites, com consequente melhoria de qualidade do leite também foi considerado objetivo nesse estudo.

MATERIAL E METODOS

As andlises microbiolégicas e contagem de células somaticas foram realizados no Laboratério do Nucleo
de Pesquisas em Mastites (NUPEMAS) do Departamento de Higiene Veterinaria e Satde Publica da Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia, UNESP - Campus de Botucatu, SP. As analises fisico-quimicas foram realizadas
pela Clinica do Leite da Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz”, ESALQ - Campus de Piracicaba, SP.
Selecio das propriedades. Foi realizada com base no volume de producdo leiteira, que deveria ser
obrigatoriamente igual ou inferior a 100 litros diarios. Totalizaram-se no estudo 21 propriedades familiares que
possuiam caracteristicas muito semelhantes em relacdo a raca, nimero e manejo dos animais, pertencentes a
uma associacdo rural fornecedora de leite a um laticinio da regido de Botucatu, SP.

Questionario social, técnico e produtivo. As aplicacées de questionario socioecondmico foram realizadas no
periodo entre marco a julho do ano de 2012. Foram realizadas coletas padrdo de dados com o objetivo de tragar
o perfil dos produtores, sendo abordados os seguintes itens: idade, escolaridade e participagdo familiar na
atividade; area da propriedade e importancia econémica da produgado; infraestrutura e condi¢des de higiene das
instalagdes e equipamentos de ordenha; nimero de vacas em lactagdo e no periodo seco; raga predominante e
producdo média de leite; variagdo anual da produc¢do; manejo dos animais (fornecimento de ragdo, tipo e nimero
de ordenhas, uso de pré e pds-dipping, método de secagem, bezerro ao pé, dados de producdo); controle de
mastites (detecgdo da infecgdo, tratamentos); assisténcia veterinaria (servico publico ou privado); tipo e manejo
de pastagem; cuidados na aquisicdo de animais. Além das observacdes realizadas in loco no acompanhamento
dos procedimentos de ordenha, foi realizada colheita de dados e de amostras de leite para analise laboratorial,
durante as visitas realizadas a cada propriedade rural.

Escore dos tetos. Dentro de cada propriedade, todas as vacas lactantes, aparentemente sadias, tiveram os tetos
avaliados segundo o aspecto dos esfincteres, de acordo com os escores estabelecidos por Ruegg (2005)

Coleta de material. Foram coletadas amostras do conjunto dos latdes das propriedades com objetivo de realizar
as seguintes provas:

a) Andlise fisico-quimica: as técnicas e interpretacdes dos resultados seguiram o preconizado pela IN n? 68
(BRASIL, 2006); foram avaliados os seguintes indices: teor de gordura, teor de proteina e sélidos totais;

b) CBT: as técnicas seguiram o preconizado pela IN n? 62 (BRASIL, 2011. A amostra pura do leite deu origem a
diluigdes decimais, empregando-se a solugdo salina (0,85%) estéril, em seguida foram transferidos para placas
de Petri estéreis 1,0 mL de cada dilui¢do, vertendo-se cerca de 15 a 20 mL de agar contagem padrdo (Merck -
Cod. 1.05463), previamente fundido e aquecido a 45°C. Apds homogeneizagdo e solidificagdo, as placas foram
incubadas em estufa a 32°C por 48 horas, sendo entdo realizada a contagem de colonias. O nimero de colonias
foi multiplicado pelo fator de dilui¢do correspondente, resultando no nimero de micro-organismos mesofilos
por mL de leite. Além desta contagem foram realizadas culturas apés diluigdo 109, 10-1, 10-2 e 10-3, em placas de
agar sangue ovino (8%) e d4gar MacConkey para a caracterizagdo da microbiota presente em cada propriedade.

c) Contagem de células somaticas do leite dos latdes: colhidas em frasco plastico contendo conservante celular
bronopol (BERTRAND, 1996), sendo realizada em equipamento Somacount 300® (Bentley, UK) por citometria de
fluxo.

Andlise estatistica. Estatisticas descritivas foram produzidas para caracterizar as propriedades e descrever as
variaveis estudadas; modelos de regressio logisticas e modelos mistos lineares foram usados para associar a
média dos indicadores de qualidade do leite (CCS, CBT, caracteristicas fisico-quimicas) no conjunto de latdes de
cada propriedade a diferentes praticas de manejo e estrutura das propriedades.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Perfil dos pequenos produtores

Foi realizado levantamento dos membros da “Associacdo dos Produtores Rurais da Baixada Serrana de
Botucatu”, pelo qual foi obtida listagem de 33 produtores de leite que abasteciam o tanque de expansio
comunitario localizado no bairro botucatuense “Santo Anténio de Sorocaba”.

A produgdo diaria superior a 100 litros foi fator de corte para realizacdo da pesquisa laboratorial,
excluindo quatro produtores rurais da pesquisa. Durante a coleta de dados a campo, periodo com cinco meses de
duracdo, foi constatado que seis pequenos produtores abandonaram a atividade leiteira, e outros dois
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produtores optaram por ndo participar do estudo. Por fim, o questiondrio foi aplicado a 25 produtores, mas a
avaliagao estrutural, dos procedimentos e a coleta de amostras, inerentes ao estudo proposto, totalizou 21
participantes.

Os produtores apresentaram idades que variam entre 40 a 84 anos de idade e a média calculada foi de 59
anos. Quanto ao tempo em que estavam envolvidos na atividade leiteira, 15 (71,4%) declararam periodo
superior a 15 anos, evidenciando o carater familiar da producdo. No entanto, grande parte, apesar de se
dedicarem a producdo leiteira ha bastante tempo, se mantém na atividade por subsisténcia.

No presente estudo, foi evidente o baixo nivel de escolaridade dos produtores da agricultura familiar.
Apenas cinco (23,8%) produtores completaram ou foram além do nivel médio enquanto o grupo restante,
formado por 16 (76,2%) individuos, nem sequer completou o ensino médio.

Em termos gerais, durante as visitas técnicas realizadas no presente estudo, os produtores de menor faixa
etaria foram mais participativos e interessados frente as orientagdes técnicas fornecidas apés o fim da ordenha.
Outra dificuldade observada, referente a baixa escolarizacdo dos produtores, foi a elaboracio de material
informativo no qual fosse possivel o entendimento dos resultados obtidos em cada propriedade. Esses fatos
demonstram o quio grande sdo as dificuldades para implementar e executar programas de capacitagcdo técnica.

Apesar de a maioria possuir dois filhos ou mais (média = 2,5 filhos), em somente duas propriedades
(9,5%) foi observada a participa¢do dos descendentes na atividade. Importante ressaltar que a totalidade dos
produtores com filhos declararam que os mesmos freqlientam ou freqlientaram a escola. Os produtores
declararam ainda que os filhos mais velhos migraram, em sua maioria, para a zona urbana na busca por
aprimoramento profissional ou melhores oportunidades de renda.

Quanto ao futuro a curto e médio prazo, apenas trés produtores (14,3%) declararam a pretensio de
investir na atividade. Nota-se que estes possuem idade abaixo da média geral, dos quais dois produtores estio a
menos de cinco anos na atividade leiteira

0 abandono da atividade, observado em seis propriedades neste estudo, concorda com as tendéncias
apontadas por Oliveira & Silva (2012) de que, em virtude da implantagdo da IN n? 51, haveria restri¢des para a
participagdo ndo especializada e de baixa escala, levando a exclusdo de muitos agricultores a médio e longo
prazo.

A analise do questionario revelou, ainda, que todos os pequenos produtores visitados possuiam energia
elétrica. Em relacdo a moradia, apenas dois (9,5%) produtores declararam que nio residiam efetivamente na
propriedade rural e realizavam visitas semanais ao local, contratando mao-de-obra local para exercer a
producio leiteira.

0 abastecimento de agua das propriedades era proveniente de mina d’ dgua ou pogo artesiano, com
excecao de 1 (4,8%) produtor que fazia a captacdo pela rede hidrica da SABESP. Nenhum dos proprietarios
realizava acompanhamento periédico da qualidade da agua utilizada. Havia sistema de coleta de lixo municipal
em apenas nove deles (42,9%), enquanto o restante declarou que realizava a queima dos residuos sélidos.

A atividade leiteira foi declarada a principal fonte de renda por 16 produtores (76,2%). Outros trés
(14,3%) declararam que a aposentadoria constituia o rendimento mais importante e a produgio de leite um
complemento financeiro. Apenas dois produtores (9,5%) apontaram outras atividades econdmicas -
arrendamento de parte da propriedade e bovinocultura de corte - como a principal fonte de sustento.

Neto & Lima (2006) avaliaram que a comercializacdo informal é uma alternativa para pequenos
produtores obterem melhor prego pelo produto. Foi constatado que pelo menos 5 (23,8%) produtores recorrem
com constancia ao comércio informal, via venda direta ao consumidor final de leite ou queijos, na tentativa de
agregar valor a producdo e obter maior ganho financeiro.

Em relacdo a mao-de-obra utilizada durante os procedimentos de ordenha, 16 (76,2%) delas eram
estritamente familiares enquanto em duas (9,5%) propriedades foi observado mao-de-obra familiar trabalhando
em conjunto com mao-de-obra contratada. Em apenas 3 (14,3%) propriedades a ordenha era realizada somente
por funcionarios contratados.

Foi também abordada a participagdo das mulheres na atividade. E em apenas uma (4,8%) propriedade
rural o gerenciamento era de responsabilidade feminina. Em outras 5 (23,8%) propriedades foi observada a
participacdo da mulher no auxilio aos procedimentos de ordenha.

A conjun¢io dos dados obtidos mediante aplicacdo do questionario com os observados in loco durante a
realizacdo das coletas realizadas permitiram a caracterizacdo das propriedades sob aspectos técnico-
econdmicos.

Para ser definida como uma pequena propriedade o imével rural deve ocupar de 1 a 4 médulos fiscais de
area, o valor deste é fixado pelo municipio, particularmente em Botucatu corresponde a 20 hectares (ha). No
presente estudo 19 (90,5%) propriedades foram classificadas como pequenas, enquanto duas (9,5%) sdo
consideradas médias propriedades.

0 questionario revelou que a média da area total das propriedades foi igual a 34 hectares, enquanto para a
atividade leiteira foi de 27,4 ha. Constatou-se, também, que 17 (81,0%) produtores utilizam mais de 80% da area
total da propriedade para a produgdo leiteira. Durante as visitas nas propriedades nao foi evidenciada
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exploracdo comercial de nenhuma outra espécie animal, sendo constatadas apenas algumas criagdes de aves e
suinos para consumo familiar.

Quanto a produtividade, a melhor relacdo entre area destinada ao leite e volume produzido foi 5,8 L/ha. A
média deste indicador foi de 2,5 L/ha e, neste sentido, é possivel afirmar que ha um imenso potencial produtivo a
ser desenvolvido na regido.

Em relagdo ao nimero de animais foi constatada grande variacdo, ndo sendo este valor diretamente
proporcional a area disponivel para a atividade nem com a média de producdo diaria de leite, que foi de 47,8
L/propriedade. A média didria de producdo por animal foi de 4,4 L/vaca, valor muito abaixo do desejavel.

Outro aspecto preocupante foi a relacdo entre o numero de vacas em lactagcdo e as secas. Enquanto a
literatura preconiza valores préximos a 85%, no presente estudo este indice médio foi de 68,3% (Milkpoint
2012b).

0 rebanho leiteiro, em sua maioria, era constituido por cruzamento de holandés-zebu, mas foi possivel
observar em algumas propriedades a presen¢a da vacas da raca nelore, de aptiddo para corte. Apenas uma
propriedade apresentou rebanho com valor genético apurado, da raca jersey. Entretanto, a produgdo média
diaria da mesma ndo se mostrou significamente maior, fato explicado pela necessidade de alimentagdo de alto
valor nutricional para incrementar o volume de leite produzido.

Quanto a estrutura fisica e equipamentos utilizados para a realiza¢do da ordenha foi constatado grande
precariedade. Em 5 (23,8%) propriedades os procedimentos ocorriam a céu aberto, enquanto em 15 (71,4%)
ndo havia piso de concreto. Nao foi observado nenhum sistema adequado de abastecimento de agua para
higienizacdo do ambiente, utensilios e dos tetos dos animais apesar de cinco propriedades (23,8%)
apresentarem ponto de agua préximo ao local da ordenha.

Durante a ordenha, alguns produtores forneciam uma pequena quantidade de concentrado com o objetivo
principal de facilitar o manejo dos animais. Foi evidenciado também o fornecimento de cama de frango -
proibido pela IN n? 08 do MAPA (Brasil 2003) - pratica perigosa devido aos riscos de transmissdo da
encefalopatia espongiforme bovina (“vaca louca”) e do botulismo, que se comprovada por érgaos de defesa pode
acarretar em multa e no abate sanitario de todo rebanho.

0 acompanhamento dos procedimentos revelou que o pré-dipping é um procedimento pouco utilizado
pelos produtores. Em geral, o ordenhador faz a retirada mecanica do excesso de sujidades dos tetos, ofertando-
os em seguida ao bezerro. Tal pratica favorece a liberacdo de ocitocina e consequente descida do leite para a
cisterna da glandula mamaria, facilitando a ordenha.

Apenas 1 (4,8%) produtor limpava os tetos com solu¢do desinfetante e realizava a secagem com papel
toalha descartavel, enquanto oito (38,1%) produtores adotavam alguma medida de higiene, mesmo que de forma
equivocada. O restante (57,1%) ndo adotava nenhum procedimento antes do inicio da ordenha. Quanto ao
procedimento de pds-dipping, ndo foi observada ado¢ao por nenhum produtor. Ao final da ordenha o bezerro era
desatado da vaca e, instintivamente, buscava os tetos, succionando o leite residual do ibere.

Foram poucos os indicios da busca por tecnificacdo dos pequenos produtores de leite, a mecanizagdo da
ordenha foi observada, no presente estudo, em apenas 4 (19,0%) propriedades, nas quais o sistema era o balde
ao pé. Foi evidente também a precariedade nos procedimentos de limpeza e higienizacdo da ordenhadeira, assim
como foi relatado que estes equipamentos nunca haviam sido submetidos a manuteng¢des especializadas e/ou
calibracdes dos sistemas de vacuo.

Para a realizagdo de um adequada ordenha mecanizada sdo necessarios diversos cuidados: secagem
apropriada dos tetos para evitar o deslizamento das teteiras; ndo deixar que ocorra a entrada de ar e
consequente flutuacdes de vacuo; rotina bem estabelecida para aproveitar o efeito da ocitocina; evitar a
sobreordenha e preversar o esfincter do teto (Santos & Fonseca 2007).

Nos percentuais obtidos da avaliagdo do escore dos tetos percebeu-se maiores valores nas propriedades
com sistema mecanizado de ordenha. O teste Qui-quadrado revelou associacdo significativa entre o tipo de
ordenha e o escore do teto, que indicou ma utilizacdo desta tecnologia pelos pequenos produtores de leite.

Todos os produtores visitados ordenhavam os animais uma vez por dia, no periodo da manha e
armazenavam o leite em latdes até a entrega na sede da associa¢do dos produtores, onde € localizado o tanque de
expansdo comunitario. Neste local, o produto sofria resfriamento térmico, e era armazenado sob temperatura
aproximada de 42C, até o momento da coleta granelizada, que ocorria a cada 48 horas.

A distancia do trajeto das propriedades até o tanque variou de 1,5 até 29 quilémetros e era realizada por
automotores ou até mesmo cavalo. Quanto ao tempo decorrido do fim do procedimento de ordenha até o inicio
da refrigeracdo, constatou-se variacdo de 15 minutos até 4,5 horas, fato que influi diretamente na qualidade final
do produto e contraria normativa federal que determina intervalo maximo de trés horas (Brasil 2011).

Outra importante constatacdo foi o fato de nenhum produtor possuir levantamento ou registro de dados
zootécnicos dos animais e da producdo como: datas de partos, dias em lactacdo, diagndsticos de mastite,
aplicacdo de tratamentos, produgdo didria por animal, entre outros. O Unico registro disponivel é o volume diario
entregue ao laticinio, que é fornecido no momento da entrega do leite na associagao.
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A grande maioria dos produtores também declarou grande sazonalidade da produgio de leite. A produgao
de silagem, fundamental para que no periodo seco - do més de maio até novembro - o volume de leite produzido
pelas vacas ndo diminua de maneira drastica, ndo era realizada em nenhuma propriedade.

A abordagem sobre o manejo sanitario revelou que 14 (66,7%) produtores faziam uso rotineiro de
ivermectina para controle de endo e ectoparasitas no rebanho. Todos relataram também a vacinagio para febre
aftosa. Entretanto, a imunoprofilaxia contra a brucelose, raiva e o carbunculo sintomatico foi de 57,1%, 33,3% e
9,5%, respectivamente.

Quanto a realizacdo da secagem dos animais para o periodo seco, nenhum produtor relatou a utilizacdo da
terapia da vaca seca. Do total, 16 (76,1%) produtores declararam que realizam a secagem gradual, ordenhando
em dias alternados e cada vez mais espacados, até que a glandula mamaria ndo produza mais leite. Este
procedimento afeta na qualidade de leite obtida do rebanho, pois a terapia da vaca seca é uma importante
ferramenta para o controle e prevencido de mastites (Langoni 2013).

Foi verificada grande comercializagdo de animais entre os produtores associados e produtores de outras
regides, mas nio foi relatado, por nenhum proprietario, a aplicacio de quarentena ou qualquer outro teste
diagnéstico prévio para evitar a possivel introducdo de novos agentes de doengas infectocontagiosas nos
rebanhos.

Nenhum produtor teve acesso aos servicos de assisténcia veterinaria, publico ou privado, nos ultimos seis
meses anteriores ao inquérito. Isso revela que as dificuldades dos produtores da agricultura familiar vao além
dos problemas estruturais. A falta de acesso a profissionais capacitados e da continuidade de programas de
educacdo sanitaria no campo dificultam a ocorréncia de melhorias concretas no manejo sanitario e na producio
de leite.

Todos eles adotavam o sistema de producio a pasto, porém nio foi relatado ou evidenciado nenhum tipo
de manejo ou adubacdo do solo, bem como a aplicacdo de técnicas de rotacdo de pastagem com o objetivo de
melhorar o suporte nutricional oferecido aos animais.

Foi relatada a realizagdo de dias de campo e palestras coordenadas pela FMVZ - Unesp / Botucatu, SP, e
pela Secretaria de Agricultura do Municipio de Botucatu, mas segundo os proprios produtores associados a
adesdo era sempre baixa.

Assim como observado em diversos estudos, os produtores de leite da agricultura familiar se mantém no
setor por tradi¢do e ndo possuem uma boa organizacdo de classe, sendo evidentes baixo nimero e apuracio
genética dos animais, pouco ou nenhum conhecimento de boas praticas de producio e higiene, bem como a falta
de acesso a recursos (financeiros e técnicos) que permitam o aumento da produtividade e rentabilidade que
afetem positivamente a cadeia produtiva do leite (Zoccal et al. 2004; Lopes et al. 2009).

Qualidade do leite

Em 2002 entrou em vigor a IN n° 51, politica publica regulatéria que estebeleceu normas para a cadeia
leiteira e propriciou mudangas profundas no setor (Brasil 2002). Contudo, foram grandes as preocupagdes
diante das dificultadades impostas pelo novo modelo institucional obrigando o Ministério da Agricultura
Pecudria e Abastecimento (MAPA) a revisar normas e prorrogar os prazos para adaptacdo de produtores e
industrias.

A IN n° 62 estabelece requisitos fisicos e quimicos para garantir a qualidade do leite cru refrigerado,
dentre os quais limites minimos de: 3,0 g / 100 g de gordura, 2,9 g / 100 g de proteina, 8,4 g / 100 g de extrato
seco desengordurado (ESD).

Em relagdo ao aspecto microbioldgico, a normativa estabelece limites para a contagem bacteriana total
(CBT) e para a contagem de células somaticas (CCS) que variam de acordo com a regido produtora, em tentativa
de respeitar as diferengas tecnoldgicas regionais, e possuem limites progressivos para permitir adequagdo dos
produtores de leite aos novos parametros preconizados (Brasil 2011).

Na regido Sudeste, onde foi realizado o presente estudo, O MAPA estipulou limites para CBT e CCS de
acordo com o Quadro 1.

Quadro 1. Limites exigidos pela IN n° 62 quanto aos valores de CBT
e CCS para a regido Sudeste (Brasil, 2011)
Valores maximos

Periodo permitidos
CBT CCS
De janeiro de 2012 ajunhode 2014  6x10° UFC/mL  6x 10° CS/mL
De julho de 2014 a junho de 2016 3x105UFC/mL  5x10°CS/mL

A partir de julho de 2016 1x10° UFC/mL  4x10° CS/mL
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Para avaliar as condi¢des de higiene nas operacdes de ordenha e dos equipamentos utilizados, a CBT é um
importante procedimento diagndstico. Os valores obtidos no presente estudo oscilaram bastante e
ultrapassaram os valores maximos preconizados pelo MAPA, conforme demonstrado na Fig. 1.

% de atendimento ao limite da
CBT exigido pela IN n2 62

B5,7%
71,4%

47 6%

jan/12 - jun/14 julld - jun/16 jul/16 em diante

Fig. 1. Percentual de atendimento dos produtores de leite da agricultura familar frente aos limites de Contagem
Bacteriana Total preconizados pela IN n° 62. Botucatu, 2014.

A higiene do ambiente e equipamentos de ordenha, antes do inicio dos procedimentos, é extremamente
importante para obtencdo de um produto de qualidade, pois eliminam grande quantidade de micro-organismos
que podem ser veiculados pela contaminacdo do leite.

Os dados demonstraram que as falhas relacionadas a higiene inadequada das instala¢des, dos animais,
equipamentos, bem como procedimentos operacionais observados durante as visitas as pequenas propriedades
de leite da agricultura familiar, resultaram em prejuizos para os produtores e o laticinio devido a alta
contaminagdo bacteriana do leite.

A perspectiva desenhada a partir dos parametros estabelecidos a partir de julho de 2016 é preocupante
uma vez que nem metade dos produtores pesquisados atenderia o valor de 100.000 UFC/mL de leite. O
estabelecimento de programas de educagido sanitaria para os produtores de leite, principalmente aos da
agricultura familiar, que possuem maior limitacdo técnica e financeira e constituem o maior nimero de
trabalhadores no campo, é fundamental.

A CCS do leite reflete a intensidade de resposta inflamatéria frente a infeccdo no tecido mamario. De
acordo com os critérios estabelecidos pela legislacdo brasileira podemos verificar os valores encontrados
demonstrados na Fig. 2.

% de atendimento ao limite da
CCS exigido pela IN n2 62

85, 7% 85,7%

76,2%

jan/12 - jun/14 julld - jun/16 jul/1G6 em diante

Fig. 2. Percentual de atendimento dos produtores de leite da agricultura familar frente aos limites de Contagem
de Células Somaticas preconizados pela IN n° 62. Botucatu, 2014.

Apesar de parecer contraditério em relagdo ao observado nas atividades de ordenha das propriedades,
esses resultados podem ser justificados pela maior rusticidade do rebanho. O gado mestico, com baixa producao
de leite, é mais resistente a mastite, enquanto animais de maior producdo sdo mais susceptiveis as infeccdes
mamarias (Prestes et al. 2002).

Além das caracteristicas genéticas e da capacidade imunoldgica dos animais, a CCS é diretamente
influenciada pelo periodo de lactacido, més e estagdo do ano, ordem de parto, entre outros. Entretanto, o efeito
especifico dos patogenos e o estado da infeccdo mamaria sdo os principais fatores responsaveis por suas
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variagoes. De todo modo, a redugdo da CCS nas propriedades leiteiras esta necessariamente vinculada a adogao
de programas de controle e preveng¢ao de mastite (Langoni 2013).

O teor de sdlidos do leite determina o seu valor industrial, jA que quanto maiores os percentuais de
gordura e proteina, maior sera o rendimento durante o processamento industrial. Em contrapartida, leite com
deficiéncias importantes na composicdo podem ser rejeitados para beneficiamento na industria leiteira (Diirr
2005).

Os parametros fisico-quimicos revelaram que 7 (33,3%) amostras ndo atingiram o percentual minimo de
3,0% de gordura, estabelecido pela legislagdo atual (Brasil 2002). Fato que pode ser influenciado por diversos
fatores como o padrao racial do animal, estagido do ano e relacdo entre fornecimento de volumoso:concentrado.

O teor minimo de proteina (2,9%) foi alcan¢ado por todos os produtores. O extrato seco total é obtido pela
soma dos percentuais de gordura, proteina, lactose e sais minerais, sendo considerado normal em valores acima
de 11,4%. Ja o extrato seco desengordurado (ESD) é obtido pela mesma soma anterior, sem contabilizar a
gordura, isto é, 8,4%, este percentual foi obtido em todas as amostras.

Segundo Bueno et al. (2005) quando ha elevada contaminagio bacteriana é possivel observar alteragdes
significativas no teor de lactose do leite. O resultado observado na propriedade 15 concorda com esta afirmativa,
pois apresentou a maior CBT (6700 x 103 UFC/mL) e menor percentual de lactose (3,81 g/100mL), apesar de ndo
haver correlacdo estatistica significante entre esses parametros.

Os dados revelaram que os produtores da agricultura familiar estdo vulneraveis a imposicdo de
penalidades pelo laticinio por ndo atenderem os parametros microbiolégicos e fisico-quimicos. Tal fato pode
tornar o preco do litro do leite menor e dificultar, ainda mais a sobrevivéncia dos pequenos produtores na
atividade leiteira.

CONCLUSOES

O perfil dos produtores de leite da agricultura familiar revelou média de idade de 59 anos, baixa
escolaridade, baixo otimismo e perspectivas de investimentos em relagio a atividade, apesar desta ser a
principal fonte de renda familiar;

Ha grande potencial para o incremento da producdo e melhoria na qualidade do leite, pois o rebanho
apresenta baixa aptidao leiteira (ndo especializado), é baixo o grau de tecnificagdo e as areas disponiveis nas
propriedades sdo subaproveitadas;

Ha grande precariedade na infraestrutura e deficiéncia nos procedimentos de boas praticas de ordenha e a
utilizacdo da ordenha mecanica provocou lesdes nos éstios dos tetos;

Devido a baixa aptidao leiteira do rebanho, a CCS apresentou indices satisfatdrios;

Os teores dos principais constituintes do leite atendem a legislacdo vigente;

Valores obtidos para CBT demonstraram a necessidade de implantagio de politicas publicas que
priorizem a educagdo sanitaria e disseminem a implementag¢io de boas praticas de ordenha;
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8.3. IDENTIFICAGCAO BACTERIANA, CONTAGEM DE CELULAS SOMATICAS, PERFIL
ANTIMICROBIANO E PESQUISA DE LINHAGENS TOXIGENICAS DE STAPHYLOCOCCUS EM
AMOSTRAS DE LEITE BOVINO MASTITICO DE PEQUENAS PROPRIEDADES RURAIS!

Ubirajara L. Lavor?, Felipe F. Guimardes?, Marcela P. Manzi2, Mateus S. R. Mioni2 e Helio Langoni3*

ABSTRACT.- Lavor U.L., Guimardes F.F., Manzi M.P., Salina A, Mioni M. S. R. & Langoni H. 2014 [Bacterial
identification, somatic cell count, antimicrobial profile and toxigenic Staphylococcus lines search from
mastitic cow milk samples on small farms properties.] Identificacdo bacteriana, contagem de células
somaticas, perfil antimicrobiano e pesquisa de linhagens toxigénicas de Staphylococcus em amostras de leite
bovino mastitico de pequenas propriedades rurais. Pesquisa Veterindria Brasileira 00(0):00-00. Departamento de
Higiene Veterinaria e Satide Publica, Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho, Botucatu, SP 18618-
970, Brazil. E-mail: hlangoni@fmvz.unesp.br

Bovine mastitis negatively impacts milk production and presents risks to public health. This study
evaluated the quality of the milk by somatic cell count (SCC) from small farm properties in the region of
Botucatu-SP, identified pathogens involved in mastitis, and its sensitivity profile against antimicrobials. Also
evaluated the presence of enterotoxin producing genes in isolated staphylococcal strains. Individual cow milk
samples diagnosed with mastitis by California Mastitis Test (CMT) were evaluated by SCC. A total of 239 cows on
21 different properties were evaluated (average = 11.4 animals / property). The clinical mastitis was detected in
only two cows (<1%) whereas 86 animals showed milk positive to CMT (35.9% of subclinical mastitis). One
hundred seventy-seven (177) milk samples were cultured, on 55 (31.1%) of them it was identified staphylococci,
on 25 (14.1%) streptococci, on 45 (25.4%) corynebacteria and on 4 (2.3%), coliforms. The CCS average of the
samples from all infected ceilings evaluated was 1,598 x 103 CS / ml, while in cases where Staphylococcus spp.
were isolated was 1,362 x 103 / ml, Streptococcus spp. 2857 x 103 CS / mL, Corynebacterium spp 976 x 103 CS /
ml and in the cases of coliforms 1,161 CS x 103 / mL. The Staphylococci showed high sensitivity (> 95%) to
cephalothin, cotrimoxazole, enrofloxacin and gentamicin with penicillin resistance (41.2%) and oxacillin
(11.8%). Both coagulase-positive (SCP) and negative (SCN) staphylococci revealed genes coders of enterotoxins
in 21.6% in the first group and 41.9% in the second one. The sea gene was the most detected - 45.8% (n = 24),
followed by seb with 29.2% and sec with 25.0%. The gene coder of SED was not detected in the studied samples
of Staphylococcus. It stands out the potential risk to public health by the spread of genes producers of
enterotoxin that can cause food toxi-infection from milk obtained of small farm properties.

INDEX TERMS: Bovine mastitis, milk quality, antimicrobial profile, enterotoxigenic staphylococci

RESUMO.- A mastite bovina impacta negativamente a producdo leiteira e oferece riscos a saude publica. O
presente estudo avaliou a qualidade do leite pela contagem de células somaticas (CCS) proveniente de pequenas
propriedades na regido de Botucatu-SP, identificou patégenos envolvidos nas mastites, e seu perfil de
sensibilidade frente a antimicrobianos. Avaliou também a presenca de genes produtores de enterotoxinas em
linhagens de Staphylococcus isoladas. Amostras individuais do leite de vacas diagnosticadas com mastite pelo
California Mastitis Test (CMT) foram submetidas a CCS. Ao total foram avaliadas 239 vacas em 21 diferentes
propriedades (média = 11,4 animais/propriedade). A mastite clinica foi verificada em apenas duas vacas (<1%)
enquanto que 86 animais apresentaram leite positivo ao CMT (35,9% de mastite subclinica). Foram cultivadas
177 amostras de leite, sendo que em 55 (31,1%) foram identificados estafilococos, em 25 (14,1%) estreptococos,
em 45 (25,4%) corinebacterias e em 4 (2,3%) coliformes. A média da CCS das amostras procedentes de todos os
tetos infectados avaliados foi de 1.598 x 103 CS/mL, enquanto que nos casos onde foram isolados Staphylococcus
spp- foi de 1.362 x 103 CS/mL, Streptococcus spp. 2.857 x 103 CS/mL, Corynebacterium spp de 976 x 103 CS/mL e
nos casos de coliformes 1.161 x 103 CS/mL. pesquisadas. Destaca-se o risco potencial a satide ptublica pela
veiculacdo de genes produtores de enterotoxinas, que podem ocasionar toxi-infec¢des alimentares pelo leite
oriundo de pequenas propriedades. Os estafilococos revelaram grande sensibilidade (>95%) a cefalotina,
cotrimoxazol, enrofloxacina e gentamicina, com resisténcia a penicilina (41,2%) e oxacilina (11,8%). Tanto
estafilococos coagulase positivos (ECP) como negativos (ECN) revelaram genes codificadores de enterotoxinas
em 21,6% do primeiro grupo e 41,9% no segundo. O gene sea foi o mais detectado 45,8% (n=24), seguido pelo
seb com 29,2% e sec com 25,0%. O gene codificador da SED ndo foi identificado nas amostras de Staphylococcus.

1 Recebido em ...............
Aceito para publicagdo em ...............
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TERMOS DE INDEXACAO: Mastite bovina, qualidade do leite, perfil antimicrobiano, estafilococos
enterotoxigénicos

INTRODUCAO

Dos 1,3 milhdo de produtores de leite contabilizados no Brasil, cerca de 85% podem ser classificados
como pequenos produtores. A baixa tecnificacdo, deficiéncia no manejo, falta de controle sanitario e inadequadas
condi¢cdes de higiene conferem uma baixa qualidade ao leite cru produzido e representam aos consumidores
riscos de transmissdo de agentes etioldgicos de zoonoses ou de possiveis toxi-infecgdes.

A mastite, enfermidade mais prevalente em bovinos leiteiros, acomete a glandula mamaria levando a
alteragdes fisico-quimicas e bacteriolégicas do leite, sendo as causas infecciosas a mais significativa, tanto no
aspecto econdmico quanto no interesse para a saide publica. A CCS é considerada um bom indicador da satide da
glandula mamaria pois avalia a quantidade de células inflamatdrias presentes no leite. Em contagens acima de
200.000 CS/mL sao considerados positivos para mastite.

A determinacgio da etiologia das mastites possibilita a adogido de tratamento antimicrobiano adequados.
Levando-se em consideracdo a diferenciacdo do carater contagioso ou ambiental da infeccdo, a adogao de
medidas de prevencao e controle da enfermidade é distinta para cada grupo de micro-organismos (Langoni et al.
1998, Radostits et al. 2007).

Apesar da recente normatizacdo da cadeia leiteira que provocou transformacdes no setor, como a forma
de captagdo, com a granelizacdo da coleta e fim do recebimento de leite nio resfriado, inicio de politicas de
pagamento por qualidade, incorpora¢do de tecnologias no campo e desenvolvimento de novos produtos e
processos industriais, ainda sdo grandes as dificuldade enfrentadas pelos pequenos produtores rurais para
adequarem sua produgdo aos novos parametros de qualidade estabelecidos. (Carvalho, 2010).

Pela impossibilidade de atender as pressdes impostas pelo mercado ou desmotivagdo decorrente da pouca
consolidacdo das politicas publicas no setor leiteiro, muito produtores acabam aderindo ao mercado informal.
Valendo-se do risco da ilegalidade, este produtor consegue agregar a sua produgio parte da renda que seria
apropriada pelos intermediarios (Silva & Tsukamoto 2001). Como consequéncia, este leite comercializado de
maneira informal expde os consumidores a maiores riscos potenciais, com sérias implica¢cdes na saide publica.

A obtencdo higiénica do leite, além de impactar diretamente na qualidade do produto, aumenta a
produtividade do rebanho como um todo pela diminui¢do da prevaléncia das infec¢des intramamarias — mastites
-, resultando em ganhos econémicos diretos e indiretos para o produtor rural (Langoni et al. 2011).

0 género Staphylococcus é o principal envolvido na prevaléncia e na persisténcia da mastite no rebanho
leiteiro. S. aureus destaca-se pelo dificil tratamento devido a alta resisténcia aos tratamentos antimicrobianos
utilizados e pelos variados fatores de viruléncia, causando infec¢des de longa duracdo e com baixa taxa de cura.
Outra caracteristica importante é a capacidade de produc¢do de exotoxinas, podendo levar a quadros de
intoxicacdo pela ingestdo de toxinas termoestaveis produzidas e liberadas durante sua multiplicagdo no
alimento.

As enterotoxinas estafilococicas (SE) sdo um grupo de proteinas de cadeia simples, de baixo peso
molecular, produzidas durante todas as fases de multiplicagdo bacteriana, mas especialmente durante a metade e
o fim da fase exponencial (Soriano et al. 2002). As enterotoxinas classicas (A, B, C, e D) sdo as mais comuns e sua
producdo nio esta restrita somente a espécie S. aureus, mas também a outras espécies de estafilococos como os
ECNs (Radostits et al. 2007).

A qualidade do leite é fundamental para preservar a saude de quem o consome e tem como principal
parametro o perfil microbiolégico do produto. Este parametro esti diretamente associado a carga microbiana
inicial e a taxa de multiplicacdo microbiana (Costa 2005). O perfil microbiolégico é dependente das variacdes nos
parametros de tempo e temperatura durante o armazenamento do produto (Guimaraes 2002).

Para reduzir as infec¢bes intramamadrias sio fundamentais pelo desenvolvimento de atividades de
orientacdo e apoio aos produtores. Para tal, recomenda-se o aprimoramento de técnicas de diagndstico
individual de mastite clinica e subclinica, identificacdo laboratorial dos agentes infecciosos envolvidos,
tratamento antimicrobiano adequado dos quartos acometidos, limpeza e desinfeccdo dos tetos (pré e pds-
dipping) e do ambiente, bem como provisdo de dgua de boa qualidade, suficiente ao desenvolvimento das
atividades inerentes da producao.

Apesar da importancia do género e de suas toxinas, em saide publica ha pouca informagio sobre a
prevaléncia destas da incidéncia dos genes que as codificam, no leite de animais de pequenas propriedades
rurais.

0 presente estudo abordou aspectos relativos a qualidade microbiolégica por meio da CCS do leite obtido
a partir de vacas portadoras de infeccdo mamaria em pequenas propriedades rurais. Identificou a etiologia das
mastites, bem como os riscos potenciais a saide publica pela detecgdo de genes codificadores de enterotoxinas
em linhagens de Staphylococcus spp. Estabeleceu o perfil de sensibilidade antimicrobiana e ofereceu informacdes
e orientagdes técnicas para os produtores, com o objetivo de incrementar a producdo e a qualidade do leite
produzido nestas propriedades.
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MATERIAL E METODOS

As andlises microbioldgicas, contagem de células somaticas e os estudos moleculares foram realizados no
Laboratdrio do Nucleo de Pesquisas em Mastites (NUPEMAS) do Departamento de Higiene Veterinaria e Saude
Publica da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, UNESP - Campus de Botucatu, SP.

Propriedades. O estudo foi realizado em propriedades rurais cuja producdo diaria era inferior a 100 litros de
leite. Totalizou-se 21 rebanhos distintos situados na zonal rural da regido de Botucatu, SP. O nimero de vacas em
lactagdo por rebanho variou de 3 a 20 animais, de raca predominantemente mestica.

Diagnostico e coleta de amostras. Foi realizada a triagem de todas as vacas em lactacdo de cada propriedade. O
diagnoéstico de mastite clinica foi realizado com base nos sinais clinicos da inflama¢ao mamaria (dor, rubor, calor
e edema) e/ou alteragdes na macroscopia do leite (grumos, pus, sangue ou filamentos) pela prova da caneca
telada de fundo escuro ou Tamis (Radostits et al. 2007). A mastite subclinica foi diagnosticada com o auxilio do
CMT (Schalm & Noorlander 1957). Amostras de leite positivas para o Tamis e com escore de positividade no
CMT foram coletadas de maneira asséptica de acordo com procedimentos pré-estabelecidos (NMC, 1999). Até a
realizacdo dos exames microbioldgicos, imediatamente apds a chegada ao laboratério, as amostras foram
mantidas sob refrigeracgio (4 a 8°C) em caixas isotérmicas com gelo reciclavel.

Cultivos microbiolégicos. As técnicas de cultivo microbioldgico foram realizadas de acordo com procedimentos
padrdo (NMC, 1999). Inicialmente foram cultivados 10 microlitros de cada amostra, em meios de dgar sangue
ovino a 8%, agar MacConkey, incubando-se a 372 C, com observacao do desenvolvimento microbiano a cada 24
horas, durante 3 dias. As colbénias isoladas foram repicadas, estudadas morfologicamente quanto as
caracteristicas fenotipicas (pigmentacdo e hemodlise), bem como morfologicamente pela técnica de Gram, e
classificadas de acordo com a capacidade de sintetizar a enzima coagulase visando diferenciar os estafilococos
coagulase positivo (ECP) dos negativos (ECN). Para complementar a classificagio das demais espécies e
subespécies de ECN foram também utilizadas outras provas bioquimicas, como a redugdo de nitrato, produgdo
de urease e/ou ornitina descarboxilase, fermentacdo de B-D-frutose e resisténcia a novobiocina (Cunha et al.
2004). Para identificacdo das enterobactérias as colonias isoladas em MacConkey foram submetidas as provas
bioquimicas de glicose, gas, LTD, HsS, uréase, motilidade, indol e lisina (Trabulsi et al. 1999). Ja as coldnias
sugestivas de estreptococos foram submetidas a prova de catalase e prova de CAMP visando diferenciar
Streptococcus agalactiae de Streptococcus dysgalactiae (Quinn et al. 2005).

CCS dos animais. Paralelamente ao procedimento supracitado foram colhidas, em frasco plastico contendo
conservante celular bronopol (Bertrand, 1996), amostras de leite dos tetos positivos ao Tamis ou ao CMT. A CCS
foi realizada em equipamento Somacount 300® (Bentley, UK) por citometria de fluxo.

Perfil de sensibilidade microbiana. Staphylococcus spp. isolados foram submetidos a prova de sensibilidade
microbiana pelo método de difusdo em discos preconizado por Bauer et al. (1966), em placas de Agar Mueller
Hinton dispostas com os seguintes antimicrobianos: neomicina (30 pg), gentamicina (10 pg), penicilina (10 UI),
oxacilina (10 pg), cefalotina (30 pg), enrofloxacina (5ug) e cotrimoxazol (25ug). A interpretacdo dos halos de
inibi¢do seguiu a referéncia do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2005).

Extracao do DNA. As linhagens de Staphylococcus spp. foram inoculadas, individualmente, em caldo Brain
Hearth Infusion (BHI), incubando-se a 37°C por 24 horas. O 4cido nucléico foi extraido utilizando o Kit Illustra
Blood Genomic Prep Mini Spin® da GE Healthcare, conforme recomendacdes do fabricante. A digestdo inicial das
células de estafilococos deu-se com lisozima (10 mg/mL) e proteinase (20mg/mL), com posterior adi¢do de 400
uL do tampéao de extragdo. A seguir, a mistura foi centrifugada a 11.000 g por 1 min. e o sobrenadante transferido
para a coluna GFX, e novamente centrifugado com parametros semelhantes. O sobrenadante foi descartado e
novamente 500 pL de tampao de extracdo foi adicionado a coluna. Ap6s nova centrifugacio e descarte do liquido,
500 pL da solugao de lavagem foi adicionada a coluna, submetendo-se o material a nova centrifugacdo, desta vez
a 11.000 g por 3 min. A seguir, a coluna foi transferida para um microtubo de 1,5 mL e 200 pL de tampao de
eluicdo aquecido a 70°C foi adicionado. O produto obtido foi centrifugado a 5.000 g por 1 minuto para recuperar
0 DNA, e foi mantido a -20°C, e a coluna GFX foi desprezada.

Deteccdo de genes codificadores das enterotoxinas. Foram utilizados primers especificos para os genes
codificadores de cada enterotoxina, a saber: EEA (sea), EEB (seb), EEC (sec) e EED (sed), de acordo com Johnson
et al. (1991). As reagdes em cadeia pela polimerase (PCR) foram realizadas em microtubos de 0,5 mL, em
volumes totais de 25 pL, com 10 pmol de cada primer, 1,0 U de Taq Platinum DNA polimerase (Invitrogen), 200
UM de desoxiribonucleotideos trifosfatados, PCR buffer 1X, 0,75 mM de MgCl; e 3 pL da amostra. Em todas as
reacoes foram utilizados controles negativos com a substituicdo do acido nucléico por agua. A incubacio foi
realizada no termociclador Mastercycler gradient (Eppendorf).

Visualizacdo dos produtos amplificados. Os géis de agarose foram preparados em concentracao de 2,0% em
tampao de TBE 1X, corados com 1,0 pL/mL de SYBR Safe DNA gel stain (Invitrogen®) com o objetivo de atestar a
eficiéncia das amplificacdes. O tamanho dos produtos foi comparado com o padrdo 100 pb e posteriormente
fotografado sob transiluminagao UV.

Andlise estatistica. Os resultados obtidos foram analisados por estatistica descritiva geral, no programa
Windows Excel®. Modelos mistos lineares foram usados para comparar a média da CCS no leite entre glandulas
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mamarias infectadas com diferentes patégenos. Modelos de regressdo logisticas ou testes de Qui-quadrado
foram usados para testar a associa¢do entre os isolados de Staphylococcus spp. ao perfil de sensibilidade
antimicrobiano dos isolados.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Etiologia das mastites

O cultivo microbiolégico de 177 amostras de leite de vacas em lactacdo, que demonstrou a ocorréncia de
importantes agentes patogénicos de mastite (Quadro 1). O predominio do género Staphylococcus concorda com
diversos estudos de prevaléncia realizados tanto em rebanhos brasileiros, quanto em propriedades leiteiras de
outros paises (Nader Filho et al. 2007, Bolands et al. 2014).

Quadro 1. Nimero de isolamentos por género microbiano nas ocorréncias de mastite diagnosticada em
vacas de leite de pequenas propriedades rurais. Botucatu, SP, 2014

Staph Cor Sem
Produtor Staph Strep Cory  Colif.* P y Cory /Strep crescimento/
/Strep /Staph ok
contam.
N 55 25 45 4 5 8 1 34
% 311 14,1 25,4 2,3 2,8 4,5 0,6 19,2

*representa o grupo dos coliformes; ** amostras sem crescimento ou contaminadas

Corynebacterium spp. também apresenta participagdo importante na etiologia das mastites. A espécie C.
bovis é responsavel por redugio significativa na produgio leite de quartos mamarios infectados. Domingues et al.
(1998) avaliaram perda de producdo de até 27,6%, enquanto Zafalon et al. (1999) relataram redugio na faixa de
30,9%, além de observarem aumento significativo na CCS.

Das 31 linhagens classificadas como pertencentes ao género Streptococcus, 21 (67,7%) foi classificado
como S. agalactiae, 8 (25,8%) como S. dysgalactiae e 2 (6,5%) como S. bovis. Principal espécie do género na
etiologia da mastite bovina, Streptococcus agalactiae é intramamario obrigatério e de alta contagiosidade, sendo
alta sua participacgio na prevelancia de mastites (Gonzalez et al. 1986).

Coliformes sdo importantes indicadores da qualidade higiénico-sanitaria dos alimentos e participam com
frequéncia nas infec¢Ges mamarias. No presente estudo foram constatadas em apenas quatro (2,3%) amostras.
Guimardes et al. (2013) e Ribeiro et al. (2009) também relataram prevaléncia de mastites relacionadas a familia
Enterobacteriaceae em vacas leiteiras.

0 alta prevaléncia de géneros contagiosos - Staphylococcus, Streptococcus e Corynebacterium - deve-se ao
habitat deste grupo ser constituido pele mucosa e pele dos animais, indicando problemas relacionados a higiene
operacional da ordenha e possivel cronicicidade da infec¢ido mamaria.

Quanto a caracterizacdo bioquimica de estafilococos (Quadro 2) foi revelado que a principal espécie
envolvida (N=134) foi S. aureus. Também foi possivel observar a emergéncia do ECN como agentes patogénicos
importantes na mastite conforme apontaram Piepers et al. (2007).
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Quadro 2. Resultado numérico por classificacdo de linhagens de ECP e ECN isoladas em vacas
leiteiras de pequenas propriedades rurais. Botucatu, SP, 2014

% no % no % nos
Grupo Espécie N grupo género isolados
S. aureus 21 56,8% 30,9% 14,7%
S. hyicus 4 10,8% 5,9% 2,8%
ECP S. intermedius 2 5,4% 2,9% 1,4%
S. schleiferi 1 2,7% 1,5% 0,7%
Staphylococcus spp. 9 24,3% 13,2% 6,3%
Subtotal 37 100,0% 54,4% 25,9%
S. xylosus 9 29,0% 13,2% 6,3%
S. epidermidis 6 19,4% 8,8% 4,2%
S. chromogenes 5 16,1% 7,4% 3,5%
ECN S. warneri 2 6,5% 2,9% 1,4%
S. simulans 1 3,2% 1,5% 0,7%
Staphylococcus spp. 8 25,8% 11,8% 5,6%
Subtotal 31 100,0% 45,6% 21,7%
Total 68 - 100,0% 47,6%

S. aureus e S. intermedius sdo espécies com grande prevaléncia na causuistica de mastite bovina e
frequentemente associadas em surtos de intoxicagdo alimentar (Radostits et. al, 2007). S. Hyicus é apontado
como responsavel pela producdo de exotoxinas da Sindrome da Pele Escaldada em porcos (Tanabe et al. 1996).
Chenier & Lallier (2012) também atribuiram a esta espécie algumas infec¢cdes em galinhas poedeiras. Nesse
sentido, a presen¢a de outros animais, como suinos e aves, nas pequenas propriedades pode ter contribuido na
participacdo deste género nas mastites observadas.

Em relacdo as espécies de ECN, o presente estudo concordou com a literatura cientifica que apontaram
participacido frequente destas espécies em adigdo a S. hominis e, em menor frequencia, de S. scuri, S. Capitis
(Radostits et al. 2007). S. epidermidis é a mais prevalente e persistente na pele e membranas mucosas de
humanos, sendo possivel inferir que sua prevaléncia tem relagdo direta com a precariedade nos procedimentos
de ordenha nas propriedades visitadas.

S. xylosus era considerado ndo patogénico até a ultima década, porém ja foi relatado seu isolamento na
microbiota da pele e no ambiente de bovinos (Kloos, 1980) e vem sendo constantemente identificado em casos
de mastite (Radostits et al. 2007; Guimaraes et al. 2013).

A grande variagdo na etiologia das mastites observadas nas pequenas propriedades leiteiras reforcam a
importancia da avaliacdo microbiolégica de amostras de leite para correta adocdo de programas de
monitoramento de qualidade.

Contagem de células somaticas

A CCS do leite reflete a intensidade de resposta inflamatéria frente a infec¢do no tecido mamario (Quadro
3). Células de defesa, principalmente neutréfilos, migram para o interior do ubere visando eliminar o patdgeno.
Além das caracteristicas genéticas e da capacidade imunolégica dos animais, a CCS é diretamente influenciada
pelo periodo de lactacdo, més e estacdo do ano, ordem de parto, entre outros. Entretanto, o efeito especifico dos
patégenos e o estado da infecgdo mamaria sdo os principais fatores responsaveis por suas variagoes.



130

Quadro 3. Média da CCS em leite oriundo do teto de vacas com mastite, de acordo com o género
microbiano. Botucatu, SP, 2014

Género bacteriano

CCSx 103 Stanh C C
CS/mL se % ap ory ory
(CS/mL) Staph Strep Cory Colif. / Strep / Staph / Strep
Média 1362 2857 976 1161 3707 1904 -
Mediana 579 1456 501 465 4501 934 608
Maximo 7357 9999 6554 3396 9999 4655 -
Minimo 124 175 42 319 375 539 -

N 55 25 45 4 5 8 1

% 38,5 17,5 31,5 2,8 3,5 5,6 0,7

Os patégenos classificados como principais (S. aureus, S. agalactiae, coliformes) causam mastites que
resultam em grandes variacdes na composicdo do leite e na CCS, enquanto os patdgenos secundarios (ECN e C.
bovis) causam processo inflamatério moderado (Harmon, 1994). Resultados que concordam com estudo e vao de
encontro ao revelado por Souza et al. (2009) no qual S. agalactiae foi responsavel pelo maior aumento da CCS de
vacas leiteiras.

A comparacgao entre os valores de CCS obtidos dentro do género Staphylococcus, para os grupos de ECP e
ECN, revelou que o valor médio do primeiro grupo (1632 x 103 CS/mL) foi significantemente superior a média
observada nos casos de ECN (1060 x 103 CS/mL). Entretanto, a comparacio dos valores maximos observados,
7139 x 103 CS/mL para ECP e 7357 x 103 CS/mL para ECN, demonstra a capacidade do ultimo em suscitarem
processos inflamatdrios de intensidade elevada.

Resisténcia aos antimicrobianos

0 género Staphylococcus apresentou alta sensibilidade frente a maioria dos antimicrobianos. Celatotina,
cotrimoxazol, enrofloxacina e gentamicina foram os antimicrobianos mais efetivos (>95,0%). No entanto,
notaram-se indices preocupantes de sensibilidade intermediaria ou resisténcia completa frente a alguns
farmacos, com destaque para a penicilina (41,2%), oxacilina (11,8%) e neomicina (5,8%) (Quadro 4).

Quadro 4. Perfil de sensibilidade de linhagens do género Staphyloccocus frente a diferentes
antimicrobianos. Botucatu, SP, 2014

Staphylococcus spp.
Sensivel Sens. Interm. Resistente
Antimicrobiano N % N % N %
Cefalotina (30 ug) 67 98,5% 1 1,5% 0 0,0%
Cotrimoxazol (25 nug) 66 97,1% 1 1,5% 1 1,5%
Enrofloxacina (5 pg) 65 95,6% 1 1,5% 2 2,9%
Gentamicina (10 pg) 66 97,1% 2 2,9% 0 0,0%
Neomicina (30 pg) 64 94,1% 2 2,9% 2 2,9%
Oxacilina (10 pg) 60 88,2% 5 7,4% 3 4,4%
Penicilina (10 UI) 40 58,8% 27 39,7% 1 1,5%

N = nimero, % = porcentagem

A resisténcia bacteriana estd relacionada a existéncia de genes capazes de codificarem diferentes
mecanismos bioquimicos que conferem ao micro-organismo capacidade de resistirem a acdo de diversos
farmacos. E resultado da pressdo seletiva sobre agentes patogénicos que ocorre pela utilizagdo, necessaria ou
nio, do medicamento (Tavares, 2000).

Além de consistir em sério problema de sanidade animal e a saude publica, a resisténcia aos
antimicrobianos resultam em prejuizos financeiros diretos aos produtores de leite pelos gastos com
medicamentos e descarte do leite durante o tratamento. Perdem também os laticinios e consumidores finais, na
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medida em que se nao forem respeitados os periodos de caréncia recomendados para os antimastiticos, a
qualidade e seguranca dos produtos lacteos sdo comprometidas.

Em amplo estudo realizado no estado de Minas Gerais, Costa et al. (2013) avaliaram o perfil
antimicrobiano de 352 isolados de S. aureus obtidos em 35 diferentes propriedades leiteiras. Os percentuais de
resisténcia obtidos frente a cefalotina (0,28%), gentamicina (1,69%), neomicina (3,35%), enrofloxacina (<1,0%)
e penicilina (34,1%) foram muito concordantes com os resultados do presente estudo.

Em relagdo a penicilina, as linhagens estafilocdcicas mostraram alto percentual (39,7%) classificado como
sensibilidade intermedidria e uma amostra (1,5%) resistente. Resultado explicado pelo fato deste
antimicrobiano ser o primeiro utilizado em escala comercial, e ser amplamente difundido no tratamento de
mastite em rebanhos leiteiros (Vinvot et al. 2003, Rabello et al. 2005).

Quanto a oxacilina, o percentual de 11,8% de sensibilidade intermedidria ou resisténcia observado é
similar aos obtidos por Siqueira (2011) em bactérias desse género isoladas de amostras de leite organico na
regido de Botucatu, no qual 88,0% foi sensivel ao farmaco.

0 uso indiscriminado da penicilina, relatado pelos produtores, pode ter contribuido para na pressdo
seletiva de cepas resistentes ao antimicrobiano, conforme comparagio dos perfis obtidos para grupos de ECP e
ECN. No primeiro, 48,6% dos isolados foram considerados sensiveis e 51,4% foram resistentes ao farmaco,
enquanto os micro-organismos do grupo de ECN apresentaram 71,0% de sensibilidade e 25,8% de resisténcia.
Infere-se pelo fato dos ECP induzirem maior resposta inflamatéria, que os micro-organismos desse grupo sio
alvos de tratamentos antimastiticos com maior freqiiéncia que os ECN, levando a pressao seletiva e conseqiiente
resisténcia frente ao farmaco.

Enterotoxinas

Das 68 amostras submetidas a pesquisa de genes codificadores de enterotoxinas, 21 (30,9%) foram
positivas para pelo menos um tipo de gene codificador de enterotoxinas classicas (SEA, SEB, SEC, SED). Os
resultados das 37 espécies de ECP e 31 de ECN, sdo apresentados nos Quadros 5 e 6, a seguir.

Quadro 5. Frequéncia dos genes codificadores de enterotoxinas em espécies de ECP isolados a partir de
amostras de leite de vacas obtidas em pequenas propriedades rurais. Botucatu, SP, 2014.

Enterotoxinas
Resultado da amostra Gene
ECP Negativos Positivos sea seb sec sed
Staphylococcus spp. 8 1 1 - - -
S. aureus 17 4 3 - 2 -
S. hyicus 2 2 1 1 - -
S. schleiferi - 1 - - 1 -
S. intermedius 2 - - - - -
Total 29 8 5 1 3 0

Quadro 6. Frequéncia dos genes codificadores de enterotoxinas em espécies de ECN isolados a partir de
amostras de leite de vacas obtidas em pequenas propriedades rurais. Botucatu, SP, 2014.

Enterotoxinas
Resultado da amostra Gene
ECN
Negativos Positivos sea seb sec sed
Staphylococcus spp. 4 4 2 2 1 -
S. chromogenes 2 3 - 2 -
S. xylosus 6 3 1 2 - -
S. epidermidis 4 2 2 - 1 -
S. warneri 1 1 1 - - -
S. simulans 1 - - - - -

Total 18 13 6 6 3 0
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Das 37 amostras de ECP submetidas ao PCR, oito (21,6%) foram positivas para pelo menos um gene
codificador de enterotoxinas classicas. Enquanto que para as 31 amostras de ECN, 13 (41,9%) amostras foram
positivas. A positividade significantemente maior dos ECN em relacdo aos ECP, quanto a presenca desses genes,
também foi obtida por Guimariaes et al. (2013).

Diversos estudos reportaram Staphylococcus sp. isolados a partir amostras de leite provenientes de
glandulas mamarias acometidas por mastite com capacidade de produzir enterotoxinas, sendo que em 2/3 dos
casos de surtos alimentares sdo relatados o envolvimento do leite e seus derivados (Loir et al. 2003).

Ao considerar somente amostras positivas a deteccdo de genes codificadores de enterotoxinas foi
verificado que o gene sea foi prevalente com percentual de 45,8%, seguidos pelo seb com 29,2% e sec com
frequéncia de 25,0%. O gene sed ndo foi evidenciado em nenhuma das amostras. Esses resultados concordam
parcialmente aos encontrados na literatura cientifica, Zoli et al. (2002) apontaram que a enterotoxina expressada
pelo sed é o segundo principal tipo envolvido em surtos alimentares, sendo mais frequente a intoxicagao pela
SEA. Pinchuk et al. (2010) também associaram as intoxicagdes de origem alimentar com a detecgido da SED.

Estudo realizado por Pimentel et al. (2002) em pools de amostras de leite revelou a produgio de algum
tipo de enterotoxina, em 24,6% das amostras de ECP e 41,3% das amostras de ECN. Concluiram que as espécies
coagulase negativa produzem mais frequentemente as enterotoxinas, evidenciando o atraso da legislagdo
brasileira - RDC n? 12/2001 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa) - que preconiza apenas a
contagem de ECP na avaliacdo do risco de produgio de enterotoxinas (Brasil, 2001).

Apesar disso, como relatado por Faccioli (2010), uma alta prevaléncia dos genes codificadores de
enterotoxinas nio corresponde, necessariamente, a expressio elevada de enterotoxinas. Carmo et al. (2009)
evidenciaram a presen¢a de mecanismos naturais capazes de inibir a producdo de enterotoxinas em leite
contaminado com linhagens de S. aureus entorotoxigénicas. Fatores como condi¢des de crescimento bacteriano,
presenca de glicose, pH do meio e até mesmo sistemas regulatérios do préprio micro-organismo interferem na
expressao dos genes (Cunha et al. 2007).

Os resultados mostram que, tanto nas linhagens de ECP como nas de ECN, ha cepas que apresentam genes
codificadores para dois tipos diferentes de enterotoxinas estafilocécicas. Em linhagens de S. aureus foi
evidenciada a presenc¢a de dois genes codificadores de enterotoxinas, sea e sec. J4 na linhagem de ECN, S.
epidermidis revelou o gene sea em conjunto com o sec. Outro isolado de Staphypococcus spp. apresentou os genes
seb e sec, reforcando que é possivel determinadas linhagens de estafilococos expressarem concomitantemente
mais de um gene produtor de enterotoxinas.

Constatou-se a importiancia do leite na circulacdo de linhagens estafilocécicas com potencial
enterotoxigénico que podem, sob condi¢des favoraveis, levar a quadros de intoxicacdo alimentar. No ambito da
agricultura familiar, este risco potencial é ainda mais preocupante pelo fato de ser frequente a ingestao leite e
derivados “in natura” pelos proéprios produtores e seus familiares, além do comércio clandestino do leite
informal.

CONCLUSOES

Os resultados do presente estudo revelaram que ha grande variabilidade na etiologia das mastites em
rebanhos leiteiros de pequenas propriedades rurais.

A alta freqiiéncia do isolamento de Staphylococcus spp., Streptococcus spp., e Corynebacterium spp. no leite
dos animais evidenciam a maior participacdo de micro-organismos contagiosos na etiologia da mastite;

A CCS apresentou valores significativamente diferentes de acordo com o patégeno responsavel pela
inflamacdo da glandula mamaria.

0 perfil de sensibilidade antimicrobiana dos ECP apresentou maior resisténcia quando comparados ao
perfil dos ECN.

A presenca dos genes codificadores de enterotoxinas A, B e C nas linhagens de Staphylococcus spp.
demonstra os riscos potenciais para a satde publica devido a possibilidade de toxi-infec¢des alimentares pelo
consumo de leite oriundo dessas propriedades.
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