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Apresentacao

O leite bovino in natura apresenta alta qualidade
nutricional e, por isso, é 6timo para proliferagao de
microrganismos. Quando obtido de rebanho em que
as condigdes sanitarias e praticas agropecuarias
séo inadequadas, a proliferagao de microrganismos
torna-se acentuada. Além disso, se a temperatura
do leite no armazenamento e no transporte nao for
adequada, isso pode influenciar o crescimento mi-
crobiano, desencadeando aumento na contagem
bacteriana total (CBT) e, dessa forma, causar dete-
rioracao e representar riscos para os consumidores,
constituindo-se em causas de doengas transmitidas
por alimentos (DTA).

Portanto, € de suma importancia avaliar a sa-
nidade microbioldgica das glandulas mamarias e a
matéria-prima destinada ao processamento de leite
e derivados, pois tais fatores interferem diretamente
na qualidade do produto.

Esta publicagdo descreve os procedimentos
recomendados para realizagdo das coletas de leite
cru, para pesquisa microbiolégica de agentes etiolo-
gicos causadores de mastite e de contaminagao da
matéria-prima destinada ao processamento, além
de procedimentos quanto a forma de armazena-
mento, envio e transporte ao Laboratério de Quali-
dade do Leite da Embrapa Clima Temperado.

Waldyr Stumpf Junior
Chefe-Geral Interino da Embrapa Clima Temperado
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Introducao

O leite € o produto oriundo da ordenha com-
pleta, ininterrupta, em condigdes de higiene, de
vacas sadias, bem alimentadas e descansadas
(Brasil, 2011). Ja a qualidade do leite esta influen-
ciada pela alimentagcdo, manejo, genética e raca
do animal. Fatores ligados a cada animal, como
o periodo de lactagado, o escore corporal ou situa-
¢des de estresse, também séo importantes quan-
to a qualidade composicional do leite (Brito et al.,
2021). Caso esses fatores sejam negligenciados,
ha influéncia negativa no valor nutricional do leite,
nas caracteristicas sensoriais, em seu rendimento
e na seguranga dos derivados lacteos produzidos
(Zanela; Ribeiro, 2016). Além disso, a qualidade do
leite é influenciada pela temperatura durante o ar-
mazenamento (4 °C) e transporte, a qual ndo deve
exceder 7 °C (admitindo-se, excepcionalmente até
9 °C) e 48 horas até sua chegada ao laticinio ou
usina beneficiadora (Brasil, 2018a, 2018b).

No aspecto nutricional, o leite pode ser consi-
derado um dos alimentos mais ricos, segundo Brito
et al., 2021 os principais elementos sdlidos do lei-
te séo lipidios (gorduras), carboidratos, proteinas,
sais minerais e vitaminas, além de agua (Brito et al.,
2021). Todavia, essa riqueza em composigao torna-o
um excelente substrato para o desenvolvimento de
microrganismos, tanto desejaveis quanto patogéni-
cos, pois tem todos os nutrientes essenciais ao de-
senvolvimento microbiano.

No Brasil, os laticinios sob inspecgao oficial de-
vem atender uma série de critérios de qualidade do
leite, preconizados pelo Ministério da Agricultura e
Pecuaria (Mapa), por meio das Instru¢des Normati-
vasn®76en°77 (Brasil,2018a, 2018b), que dispdem
sobre regulamentos técnicos de producao, identida-
de, qualidade, coleta e transporte de leite. Dentre
alguns dos critérios avaliados, estdo a composigao
quimica do leite (teor de gordura, proteina total, lac-
tose anidra, sélidos totais e solidos ndo gordurosos),
contagem padrdo em placa (CPP)/contagem bac-
teriana total (CBT), contagem de células somaticas
(CCS), residuos de produtos de uso veterinario, que
devem ser avaliados em laboratérios credenciados

na Rede Brasileira de Laboratérios de Controle de
Qualidade do Leite (RBQL) (Brasil, 2011).

Outro ponto que deve receber atengéo sobre a
qualidade do leite € a mastite, doenga da glandula
mamaria, responsavel por desencadear inumeros
problemas sanitarios, econémicos e de bem-estar
animal nos rebanhos leiteiros. A mastite é eviden-
ciada sob as formas clinica e subclinica, sendo a
primeira com alteragbes visiveis macroscopicamen-
te no leite e/ou glandulas mamarias, e a segunda,
sem alteragdes visiveis a olho nu. A forma clinica,
normalmente, envolve proliferacdo de agentes pa-
togénicos para o rebanho, como fungos, algas e,
principalmente, bactérias. Esses agentes, conforme
suas formas de transmisséo, podem ser classifica-
dos em contagiosos (primarios) e ambientais (ou
secundarios). Entre os microrganismos contagiosos
comumente isolados em infecgdes intramamarias,
estdo Staphylococcus aureus, Corynebacterium
bovis e Streptococcus agalactiae, e como agentes
ambientais de maior relevancia estao alguns do gru-
po coliformes e algumas espécies de estreptococos,
exceto S. agalactiae (Ribeiro et al., 2000; Sharum
et al., 2021).

A mastite diminui a qualidade do leite e altera
a CCS e componentes do leite, podendo contribuir
para o aumento da CBT, quando ndo diagnosticada,
prejudicando, assim, o atendimento aos padrdes le-
gislativos. Pode promover ainda redugao da produ-
¢ao do leite, aumento dos custos veterinarios, des-
carte de leite (durante o tratamento).

As vacas acometidas com mastite contagiosa,
quando nao tratadas adequadamente, por falta de
identificacao correta do agente etioldgico, tratamen-
to errébneo, e/ou uso indiscriminado de antibidtico,
sem fundamentagao técnica, podem contribuir para
aumento da resisténcia bacteriana a antibidticos,
diminuicao da fertilidade das fémeas e até mesmo
risco de morte entre os animais do rebanho. Nesse
contexto, os microrganismos resistentes a antimi-
crobianos de uso veterinario sdo comumente tidos
como um potencial risco para a saude humana.

Embora a contagem de células somaticas (CCS)
e a contagem bacteriana total (CBT) estejam entre
0s principais parametros para monitorar a qualida-
de sanitaria do leite e/ou rebanho, nenhum desses
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testes é capaz de isolar e indicar os microrganismos
envolvidos.

Diante do exposto, a pesquisa microbioldgica do
leite dos quartos mamarios (com identificacao indi-
vidual ou por pool) é importante para avaliagdo da
qualidade do leite. Além disso, constitui-se em um
indicativo da saude da glandula mamaria das vacas
em lactagao e das praticas higiénicas realizadas no
manejo das unidades de produgéo de leite (UPL).
A investigagdo de possiveis agentes etioldgicos
causadores de mastite justifica-se na medida em
que podem afetar grande parte da cadeia produtiva
do leite. Conhecendo os microrganismos que aco-
metem os rebanhos, pode-se auxiliar nas estraté-
gias de controle. Salienta-se que as coletas e trans-
portes das amostras de leite cru até os laboratérios
para investigagdo devem ser procedimentos plane-
jados, criteriosos e corretos, para que fornegam re-
sultados fiéis e representativos da qualidade micro-
bioldgica das amostras de leite, ndo gerando falsos
positivos ou negativos.

Sendo assim, o objetivo desta publicacdo é
descrever como realizar as coletas de leite cru de
quartos mamarios e de tanque(s) resfriador(es),
para pesquisa microbiolégica de agentes etioldgi-
cos causadores de mastite e de contaminagao da
matéria-prima destinada ao processamento, além
da forma de armazenamento, envio e transporte até
o Laboratério de Qualidade do Leite da Embrapa
Clima Temperado.

Solicitacao de ensaio

* Primeiramente, o cliente devera manifestar o
interesse em realizar as analises microbiolo-
gicas, por meio do endereco eletrénico do La-
boratério de Qualidade do Leite (Lableite) da
Embrapa Clima Temperado: cpact.lab.leite@
embrapa.br, a fim de receber os documentos
necessarios.

* O cliente deve preencher o Formulario de
Solicitagdo de Ensaio (LQL.FO.008) que,
posteriormente, devera ser enviado por
e-mail para o enderecgo eletrénico: cpact.lab.
leite@embrapa.br.

» Sera necessario identificar no formulario
LQL.FO.008, no item “tipo de analise”, linha
“microbioldgica”, o numero de amostras a
serem analisadas e a data prevista para a
coleta; no item “numero de frascos e/ou tubos

Documentos 541

de ensaios solicitados”, a quantidade exata
de tubos de ensaio estéreis; preencher no
item “ndmero dos consignados” o nimero de
frascos extras, para usar numa eventualida-
de, como quebra do frasco ou contaminagao
da tampa); além disso, completar o item onde
se |é “numero total”, somando o numero de
frascos exatos mais o numero de frascos

consignados.

* O formulario LQL.FO.008 devera ser enviado
até 30 dias (corridos) antecedentes a data de
coleta descrita na solicitagao.

» A data de chegada do e-mail sera considera-
da como dia do recebimento da solicitagao.

* Os materiais serdo liberados ao cliente 5 dias
Uteis apds a solicitagao.

* Aretirada dos materiais é de responsabilida-
de do cliente, caso solicite envio por correio/
transportadora, o custo de envio sera de
responsabilidade do solicitante.

* A comprovagao da entrega dos materiais so-
licitados ao cliente se dara por meio do Pro-
tocolo de Entrada e Saida de Materiais (LQL.
FO.046), o qual sera preenchido e assinado
na presenga do solicitante.

» Os frascos e/ou tubos de ensaio consigna-
dos, que nao sejam utilizados para o ensaio
solicitado, deverao ser devolvidos ao Labo-
ratério de Qualidade do Leite da Embrapa
Clima Temperado (Lableite) juntamente com
a entrega das amostras a serem analisadas.

Importante

E obrigatério e de responsabilidade do clien-
te o preenchimento e envio do formulario LQL.
FO.008, para preparagdo adequada dos mate-
riais para o(s) ensaio(s) solicitado(s).

Caso haja desisténcia na realizagdo das
analises de ensaio, todo material devera ser de-
volvido ao Lableite, sendo o cliente/solicitante
responsavel pela devolugdo. O laboratério se
reserva ao direito de cobrar po custo do material,
caso nao ocorra o retorno no prazo de 30 dias.
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Identificacao da posicao
dos quartos mamarios

Afim de padronizar a posicao dos quartos mama-
rios, deve ser utilizado o esquema apresentado na
Figura 1. Os quartos sao classificados em esquerdos
e direitos e posteriores e anteriores, considerando
que a vaca esta na frente do responsavel pela coleta.

Foto: Denise Prates

Figura 1. Posicdo dos quartos mamarios de uma vaca,
considerando que esteja a frente do responsavel pela co-
leta. PD — posterior direito; PE — posterior esquerdo; AD —

anterior direito; e AE — anterior esquerdo.
Fonte: Adaptado de Mato Grosso do Sul (2023).

Preechimento do
formulario Planilha

de coleta de campo —
analise microbiolégica

» Deveréo ser registradas na Planilha de coleta
de campo — analise microbioldgica (LQL.
FO.011) as informagdes sobre as amostras

» Na coluna “origem do leite coletado”, identifi-

car a amostra, descrevendo nome ou nimero
da vaca, ou informando se o leite é prove-
niente de tanque de resfriamento.

No item “posicado do quarto mamario”, infor-
mar de que quarto mamario foi realizada a
coleta (AE= anterior esquerdo, AD= anterior
direito, PE= posterior esquerdo, PD= poste-
rior direito), ou se a amostra de leite foi obtida
de um pool (coleta dos quatro tetos de um
mesmo animal em um Unico frasco).

Na coluna “cédigo da etiqueta”, preencher
com a identificacdo da amostra contida na
respectiva etiqueta.

Descrever as condi¢cdes de sanidade do
animal (mastite clinica ou subclinica, tristeza
parasitaria, infecgao uterina, etc.). Identificar
com CPF ou CNPJ do produtor.

Informar também qualquer anormalidade no
animal e/ou no leite no momento da coletar
ou, ainda, outras informacdes pertinentes
devem ser descritas no campo para obser-
vagodes, como, por exemplo: se o animal
apresenta sintomas agudos ou crénicos; se
foi realizado algum tipo de administragao de
antimicrobiano, se é recidiva de mastite; o
periodo do tratamento; medicamento utilizado
(nome comercial, principio ativo), etc. Todas
essas informacgdes sdo importantes e devem
ser anotadas nesse item da planilha (LQL.
FO.011) e enviadas ao laboratério junto com
as amostras coletadas.

A planilha devera ser enviada para o e-mail:
cpact.lab.leite@embrapa.br antes da chega-
da das amostras ao laboratdrio.

Importante
Amostras de leite sem preenchimento da

de leite coletadas.

* |dentificar com nome do cliente, cédigo do
cliente, data de coleta, identificagdo da coleta
(pesquisa ou prestagao de servico).

“Planilha de coleta de campo — analise micro-
biologica” (LQL.FO.011) ndo poderdo ser acei-
tas e analisadas pelo laboratério. Isso porque,
para abertura do “Protocolo de Recebimento
de Amostra” (LQL.FO.031), o formulario LQL.
FO.011 se faz necessario para identificacao das
informagdes sobre as amostras coletadas.
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Materiais necessarios
para a coleta

» Frascos e/ou tubos de ensaio com tampa,
previamente esterilizados.

» Estante ou recipiente para acomodar os
tubos, contendo as amostras na posi¢ao
vertical.

+ Alcool etilico 70%, chumagos de algodao, pa-
pel toalha, etiquetas, canetas (é fundamental
identificar corretamente a planilha de coleta
de campo - LQL.FO.011 e utilizar canetas
cuja tinta ndo se apague).

Caixa isotérmica e gelo reciclavel, desinfe-
tante para imersao dos quartos mamarios:
solucao pré-dipping, Luvas descartaveis.

Importante

O Lableite fornece apenas os frascos e/ou
tubos de ensaio, sendo os demais materiais de
responsabilidade do cliente.

Higienizacao das maos do
responsavel pela coleta

O responsavel pela coleta deve higienizar as
maos com agua e sabdo neutro, secar com papel
toalha e passar alcool 70%. Com as maos ja secas
e higienizadas, deve colocar a luva descartavel e
nela reaplicar alcool 70%, antes de iniciar a coleta.

Coleta de leite por
quarto mamario

Realizar assepsia dos quartos
mamarios da vaca antes da coleta

Antes da coleta para as analises microbiolégi-
cas, deve-se realizar a assepsia/higienizacdo dos
quartos mamarios, de acordo com a descricdo a
seqguir:

Documentos 541

* Realizar a imersao individualmente dos
quartos mamarios em solugao desinfetante
pré-dipping. Normalmente, utiliza-se desinfe-
tante a base de iodofor (1%) ou hipoclorito de
sédio (4%); deixar agir por 20 a 30 segundos
(Figura 2A).

» Secar o0 excesso da solugao desinfetante
com papel toalha individual, especialmente
as pontas dos quartos mamarios. Nunca
usar o mesmo papel para mais de um teto
(Figura 2B).

* Realizar a assepsia na ponta de cada quar-
to mamario a ser coletado, usando chuma-
¢o de algod&do umedecido com alcool 70%
(Figura 3).

Figura 2. Realizagéo do pré-dipping (A) e secagem indivi-
dual com papel toalha (B).

Fotos: Denise Prates
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B

Figura 3. Assepsia da ponta do teto com algoddo umido
com alcool 70%. Assepsia dos tetos mais afastados da
pessoa (A) e assepsia dos tetos mais proximos da pessoa

(B).

Observacao 1: Caso haja no teto sujidades visi-
veis a olho nu (esterco, feno, pastagem, etc.), essas
devem ser removidas, limpando-se a superficie do
teto individualmente com toalha de papel seca; apés
isso, realizar a imersao na solugao pré-dipping. Evi-
tar molhar o Ubere, mas, se houver necessidade de
lavar o(s) teto(s), devido as sujidades mais grossei-
ras, deve-se lavar unicamente o(s) teto(s) e seca-los
bem com toalha de papel, para evitar que goticulas
de agua caiam nos tubos de ensaio junto com o leite,
contaminando as amostras.

Observacao 2: Um ou mais chumacgos de algo-
dao umedecidos podem ser utilizados para limpar o
esfincter (orificio da extremidade do teto), mas nun-
ca usar o mesmo chumacgo de algodao para mais
de um esfincter. Também nao utilizar algoddo en-
charcado, para o alcool 70% n&o pingar no tubo de
ensaio na hora da coleta.

Observagao 3: Quando se coleta leite dos qua-
tro quartos mamarios do mesmo animal, deve-se fa-
zer, primeiramente, a assepsia dos tetos mais afas-
tados da pessoa que esta coletando, e depois dos
mais proximos. Isso visa evitar que se encoste nos
tetos mais préximos e promova-se a contaminagao
cruzada apos a antissepsia.

Eliminar os primeiros
jatos de leite

Antes de coletar a amostra de leite no tubo de
ensaio estéril, deve-se descartar os primeiros (dois
ou trés) jatos de leite do quarto mamario do qual se
fara a coleta, para nao carrear as possiveis bacté-
rias presentes no orificio do teto, diminuindo a conta-
minagéao cruzada das amostras. Esse procedimento
deve ser feito caso o produtor ndo tenha realizado o
teste da caneca do fundo preto ou California Mastitis
Test (CMT) (Figura 4).

Figura 4. Coleta de leite para realizacdo do teste da cane-
ca do fundo preto ou California Mastitis Test (CMT).

Observacgao 4: Caso o CMT tenha sido realiza-
do, deve-se prosseguir com as instru¢des seguintes
para a coleta microbiolégica, sendo desnecessario
desprezar os primeiros jatos de leite.

Coleta individual de leite cru
dos quartos mamarios

» Deve-se abrir o tubo de ensaio estéril somen-
te no momento da coleta propriamente dita.
Nunca usar frascos de coleta diferentes dos
fornecidos pelo laboratério, a menos que isso
seja previamente acordado com o Lableite.

Foto: Denise Prates
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« ATENCAO: N3o encostar a abertura do tubo
de ensaio nem a tampa em nenhuma su-
perficie, nem mesmo no quarto mamario do
animal. Caso algum desses dois itens encos-
te por acidente, deve-se substituir o tubo de
ensaio por outro estéril.

Coletar o leite (cerca de 4 mL) de cada quarto
mamario, individualmente, direcionando os
jatos de leite diretamente no seu respectivo
tudo de ensaio estéril, evitando-se encher
completamente o tubo (Figura 5A).

Figura 5. Coleta de amostras de leite em tubos de ensaio
(A) e frasco com etiqueta do Lableite (B).

* Apds a coleta no tubo de ensaio, com o
volume de leite adequado, deve-se tampar
o tubo, identificar a amostra (com a etiqueta
fornecida pelo Lableite) (Figura 5B) e acondi-
cionar as amostras de forma apropriada.
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Coleta de leite a partir de um
pool dos quartos mamarios

Quando objetiva-se reunir informagdes gerais
do animal, a coleta ndo necessita ser individual por
cada teto. As amostras de leite podem ser obtidas
de um pool, coletadas dos quatro quartos mamarios
de um mesmo animal em um unico tubo de ensaio
esteril.

Deve-se realizar as mesmas recomendagodes de
assepsia e boas praticas descritas para o0 momento
da coleta, sendo que, ao invés de utilizar um tubo de
ensaio para coletar o leite individual de cada quarto
mamario, deve-se coletar em um mesmo frasco/tubo
de ensaio os jatos de leite de mais de um dos quar-
tos que se pretende examinar. Deve-se registrar na
planilha de coleta, com precisao, tais informacoes.

Coleta de leite de tanque
de resfriamento

* O leite deve ser homogeneizado (agitado)
antes da coleta, para isso, ligar o agitador
por no minimo 5 minutos (para tanques com
capacidade inferior a 3.000 L) e 10 minutos
(para tanques com capacidade superior a
3.000 L) para que ocorra a homogeneizagao
do leite.

* Em seguida, deve-se coletar o leite com a
concha e colocar de maneira asséptica dire-
tamente no tubo de ensaio estéril fornecido
pelo Lableite. Apds a coleta, o armazena-
mento e envio da(s) amostra(s) ao Lableite,
deve-se seguir as recomendacgdes descritas.

Identificacao da amostra

Os tubos de ensaio devem ser identificados com
as etiquetas apropriadas, ou seja, que nao se apa-
guem quando as amostras forem refrigeradas.

 Informagdes como nome ou numero da vaca
ou tanque, quarto mamario que esta sendo
coletado (anterior direito ou esquerdo, poste-
rior direito ou esquerdo) e informagdes acer-
ca da sanidade do animal/rebanho devem
constar no formulario de coleta LQL.FO. 011,
jamais descritas nos frascos/tubos de ensaio.
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* As etiquetas devem ser coladas na posi¢ao
vertical nos tubos de ensaio.

» Os tubos de ensaio etiquetados devem ser
dispostos na estante em ordem numérica
crescente.

» N&o colar etiqueta na tampa.

Armazenamento e
envio das amostras

Imediatamente apds a coleta, as amostras de-
vem ser resfriadas. As amostras devem ser dispos-
tas em estantes ou suporte que deixem os tubos de
ensaio na posigao vertical, colocadas em recipien-
tes (caixa isotérmica ou isopor) com gelo reciclavel
e mantidas numa temperatura de 4 °C a 5 °C até
serem entregues no laboratorio.

ATENGAO: Amostras que permanecerem
mais de 24 horas a temperatura ambiente ou mais
de 72 horas na geladeira ndo devem ser enviadas
para diagnostico microbioldgico. Por essa razao,
aceita-se o congelamento das amostras, quando
nao puderem ser encaminhadas em 24 horas sob
refrigeracdo ao Lableite. Salienta-se que o con-
gelamento do leite pode interferir no isolamento
de alguns microrganismos (ex.: Nocardia, Esche-
richia coli) e que as amostras para microbiologia
devem ser analisadas até 72 horas apés a coleta.

Alogistica de envio deve ser levada em conside-
ragao, posto que as amostras podem ser enviadas
ao laboratério de duas maneiras:

* resfriadas: devendo chegar no prazo de até
24 horas apos a coleta e ser entregues nas
segundas-feiras e tercas-feiras, para que se-
jam processadas dentro da mesma semana;

» congeladas: devendo ser congeladas logo
apos a coleta e manter-se dessa forma até
a chegada no Lableite. Nesse caso, essas
amostras deverdo chegar no maximo até 7
dias ap6s a coleta, podendo ser entregues
em qualquer dia da semana. No Lableite
poderao ser mantidas por até 4 semanas
(congeladas) apds a coleta.

Importante

As amostras resfriadas ou congeladas de-
vem ser enviadas para o Lableite sem que a
cadeia do frio adotada seja rompida. Amostras
que tiverem periodo de coleta superior a 48 ho-
ras e chegarem ao Lableite descongeladas nao
poderao ser analisadas e serdo devidamente
descartadas.

Transporte das amostras

As amostras devem ser armazenadas sob re-
frigeracéo até o momento do envio ao Lableite, ou
congeladas conforme descrito anteriormente. E im-
portante verificar se ndo ha vazamento de amostra
pela tampa dos tubos de ensaio ou se os tubos de
ensaio n&o estédo no sentido horizontal.

O isopor ou caixa térmica do cliente sera retor-
nado no ato da entrega das amostras no Lableite
ou permanecera a disposicao do cliente. Caso as
amostras sejam enviadas via correio ao Lableite, o
retorno ao cliente sera via correio e o custo de envio
ocorrera por conta do cliente. O valor sera cobrado
juntamente com as analises de leite. Caso nao exis-
ta a necessidade de retorno, deve-se identificar na
caixa com a informagéao: “N&o retornar”.

Observagao 5: As amostras podem ser envia-
das por transportadoras, correio ou entregues dire-
tamente no Lableite. Avisos de “este lado para cima”
e “cuidado: fragil” devem ser colocados no papel de
embrulho.

Observacao 6: Deve-se ter atengéo para o dia
da semana que as amostras serao enviadas, pois
poderdo permanecer nas transportadoras/correio
durante todo o final de semana e, com isso, ocor
rer o aumento da temperatura ou descongelamento.
Esse constitui um dos critérios de descarte do todo
o material coletado, no momento da abertura no
protocolo de recebimento de amostras no Lableite.

Observagao 7: Horario de recebimento de
amostras no Lableite da Embrapa Clima Temperado
€ de segunda-feira a sexta-feira, das 8h30 as 11h30
e das 13h as 16h30.



16

Endereco para envio
das amostras

Laboratério de Qualidade do Leite — Lableite Embra-
pa Clima Temperado - Estagdo Experimental Terras
Baixas - ETB

Campus Universitario, s/n°, Capao do Ledo - RS
CEP: 96010-971
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