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RESUMO

A presente dissertacao foi dividida em trés capitulos. O capitulo 1 refere-se a
introdugao geral sobre o leite, atividade leiteira, contaminagdo microbioldgica, micro-
organismos do leite, boas praticas na ordenha e resisténcia de cepas de
Staphylococcus aureus a antibiéticos. O capitulo 2 refere-se ao estudo da associagao
da contaminacao bacteriana da ordenha com as praticas executadas na ordenha.
Participaram da pesquisa 14 propriedades rurais e foram caracterizadas quanto ao
perfil socioecondmico dos ordenhadores e microbiolégico dos principais pontos de
contaminagdo na ordenha. Foram enumerados aerdébios mesofilos (AM), coliformes
totais (CT), estafilococos coagulase positiva (ECP) e pesquisada a Salmonella spp.
Diante dos resultados observados descritos nesta dissertacdo foi possivel
correlacionar as contagens de AM com ECP e AM com CT. Também ficou claro que
a contaminacao da ordenha foi influenciada pelo conhecimento, realizagao ou nao das
boas praticas, condigdes das instalagdes e volume de producdo. No capitulo 3 esta
descrito o isolamento de S. aureus de diferentes amostras do ambiente de ordenha
de vacas leiteiras e de seu perfil de resisténcia a antibidticos. Isolados bacterianos
foram submetidos a analises fenotipicas e genotipicas para identificagdo e
caracterizacao de seus perfis de resisténcia a antibidticos. O presente estudo mostrou
que o leite cru de Sao José dos Pinhais/PR contém quantidades consideraveis de S.
aureus e a maior frequéncia de resisténcia foi a penicilina o que pode indicar o uso
indevido do antibidtico. Este estudo elucida questdes importantes relativas a pratica
de ordenha em unidades familiares, de pequena e média producao leiteira, chamando
atencao a necessidade da prevengao na disseminagao da resisténcia bacteriana aos
antibiéticos no campo.

Palavras-chave: Antibiograma. Contaminagao do leite. Ordenhador. Propriedades
leiteiras. Staphylococcus aureus.



ABSTRACT

This dissertation was split into three chapters. Chapter 1 refers to a general
introduction about milk, dairy activity, microbiological contamination, milk micro-
organisms, good milking practices, and strains Staphylococcus aureus antimicrobial
resistance. Chapter 2 refers to the study of the association of bacterial contamination
milking with practices performed at milking. Rural properties were visited and
socioeconomic profiles of milkers and microbiological aspects of the main
contamination points were analyzed. We enumerated aerobic mesophiles (MA), total
coliforms (TC), coagulase positive staphylococci (CPS) and researched Salmonella
spp. Observed results described in this dissertation it was possible to correlate MA
scores with CPS and MA with TC. It was also clear that the contamination of milking
was influenced by knowledge, whether or not good practices, plant conditions, and
production volume. Chapter 3 refers to S. aureus isolation from different samples of
milking cow milking environment and its antibiotic resistance profile. Bacterial isolates
were submitted to phenotypic and genotypic analyzes to identify and characterize their
antibiotic resistance profiles. Thus, it was established that raw milk from the properties
evaluated in Sao José dos Pinhais contains considerable amounts of S. aureus and a
higher frequency of resistance to penicillin was observed, which may indicate the
misuse of the antibiotic. This study elucidates important questions regarding the
practice of milking in family units of small and medium milk production, drawing
attention to need to prevent spread bacterial antimicrobial resistance in the field.

Keywords: Antibiogram. Dairy properties. Milk contamination. Milker.
Staphylococcus aureus.
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1 CAPITULO 1 - INTRODUGAO GERAL

LEITE

O leite € um alimento fluido, nutricionalmente rico que contém quantidades
consideraveis de proteinas, carboidratos, gorduras, vitaminas e sais, sendo de grande
importancia na alimentagcdo humana (BELOTI, 2015; CORTEZ, 2017). As espécies
bovina, caprina, ovina e bubalina se destacam na sua producédo (CORTEZ, 2017).
Além do consumo direto, o produto também é utilizado na elaboracao de derivados de
alta aceitagdo pelo consumidor (BIEGER; LOBO, 2010). Para atingir os padrdes
adequados de qualidade, é almejado que o leite apresente sabor aceitavel, alto valor
nutritivo, baixas contagens de células somaticas (CCS) e microbiana, além de

auséncia de patdégenos e contaminantes (MARCONDES et al., 2017).

ATIVIDADE LEITEIRA

Com uma producao de 33,5 bilhdes de litros de leite (IBGE, 2017), o Brasil
ocupa a terceira posi¢gao no ranking mundial, antecedido pelos Estados Unidos da
América (EUA) e india (FAO, 2017; ZOCCAL; RENTERO, 2018).

No pais, ha um predominio de pequenas e médias propriedades, tipicamente
familiares, onde a principal fonte de renda é a atividade leiteira, principalmente,
produtores com pequeno volume de leite, produzindo menos de 50 litros por dia, sendo
em sua maioria somente para subsisténcia (MATSUBARA et al., 2011). A atividade
leiteira é principalmente realizada em pequenas propriedades, mas 0s maiores
volumes (e solidos) sdo produzidos por um pequeno numero de produtores
(MARCONDES et al., 2017).

De acordo com Ribeiro Junior et al. (2014) os maiores produtores tém obtido
leite com melhor qualidade microbiolégica. Ainda de acordo com Taffarel et al. (2013)
o grau de tecnificagao adotado nas propriedades leiteiras relaciona-se de forma direta
a qualidade do leite. Assim, o leite produzido no Brasil tem sido visto como de baixa
qualidade por estar associado ao grande numero de pequenas propriedades e a falta
de praticas de higiene (MARCONDES et al.,, 2017), o que pode resultar em
penalidades e redug¢ao na renda dos produtores (NDAMBI et al., 2008).
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CONTAMINACAO MICROBIOLOGICA

Pelo fato do leite ser rico em nutrientes, possuir alta umidade e pH neutro
(PARAFFIN; ZINDOVE; CHIMONYO, 2018), este favorece o crescimento e
multiplicagao de bactérias (BONFOH et al., 2003), representando um verdadeiro risco
a saude do consumidor. A possivel contaminacdo do leite pode ser originaria de
diferentes fontes como os patdégenos provenientes de animais, os quais podem ser
bactérias da pele, teto ou glandula mamaria e também do ambiente que poderdo ser
transferidos ao leite durante as etapas de coleta, manuseio, transporte,
armazenamento, processamento e varejo (COOREVITS et al., 2008; CLAEYS et al.,
2014; METZGER et al., 2018; PARAFFIN; ZINDOVE; CHIMONYO, 2018).

Em especial, a superficie dos tetos dos animais, os trés primeiros jatos, as
maos do ordenhador, a superficie e a agua residual de utensilios e equipamentos
como latdes, baldes e do tanque de expansao sédo considerados os principais pontos
de contaminagdo no ambiente de ordenha (SILVA et al., 2011; BELOTI, 2015).

Embora possa ocorrer em varias etapas, a maior parte da contaminagao é
geralmente associada a propriedade rural. Por isso, é importante implementar
medidas eficazes de controle de qualidade na propriedade (PARAFFIN; ZINDOVE;
CHIMONYO, 2018).

MICRO-ORGANISMOS DO LEITE

Os micro-organismos participam de toda a cadeia do leite, sejam eles
desejaveis ou inconvenientes (VASCONCELLOS; ITO, 2011) e podem influenciar no
sabor e textura dos derivados lacteos (QUIGLEY et al., 2013). Alguns dos principais
micro-organismos encontrados no ambiente de ordenha sdo aerdbios mesofilos (AM),
coliformes e estafilococos (BELOTI, 2015).

Aerdbios Mesobfilos

O melhor indicativo da qualidade microbioldgica do leite é a contagem de
micro-organismos aerdbios mesoéfilos, que representardo a maior parte constituinte de
sua microbiota, sendo muito utilizados para indicar a qualidade sanitaria dos alimentos
(NERO; DA CRUZ, 2017).
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Coliformes totais e termotolerantes

Os coliformes podem ser originarios do ambiente, &agua, vegetais,
equipamentos, sujidades e fontes fecais (KAGKLI et al., 2007). Podem fornecer
indicacao da presenga de patégenos de origem entérica, no caso dos termotolerantes,
além da deterioragcdo do leite. Esses micro-organismos conseguem multiplicar-se
rapidamente em ambientes umidos com residuos de leite em utensilios, tornando-se

fontes estaveis de contaminagcéo no ambiente de ordenha (NERO; DA CRUZ, 2017).

Estafilococos coagulase positiva

Dentre os Staphylococcus coagulase positiva, o Staphylococcus aureus é
uma das espécies mais importantes, sendo considerado um patégeno comensal e
oportunista que pode causar um amplo espectro de infeccbes, desde cutaneas
superficiais a doengas invasivas graves e potencialmente fatais (LOWY, 1998). O S.
aureus pode atingir o interior das glandulas mamarias por meio da superficie externa
da pele e do ubere mal higienizado, equipamentos e utensilios de ordenha
contaminados (FEHLHABER; JANESTSCHKE, 1995) e mé&os dos ordenhadores
(FONTANA et al., 2012).

Salmonella spp.

A salmonela nao faz parte do grupo de micro-organismos indicadores, porém,
€ a principal causa de doencas transmitidas por alimentos, representando taxas até
mais elevadas de morbidade e mortalidade entre os patdgenos transmitidos pelos
alimentos. As infec¢des por Salmonella spp. resultam em altos custos econdmicos e
sociais e o controle eficiente desse micro-organismo na produgao de alimentos € uma
tarefa dificil. Had mais de 2.600 sorovares (ISSENHUTH-JEANJEAN et al., 2014)
originarios de diferentes reservatérios, isso torna necessario o desenvolvimento de
estratégias de intervengdo que abordem cada via de contaminagéo, sorotipos e

alimentos, tornando o controle da Salmonella spp., um desafio (SANT’ANA, 2012).
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BOAS PRATICAS NA ORDENHA

A melhoria da qualidade do leite pode ser alcancada com boa alimentacao
oferecida aos animais, bom saneamento ambiental e com as boas praticas de ordenha
(SURANINDYAH et al., 2015), e em conjunto com a manutengao, higienizagdo dos
equipamentos e o monitoramento da sanidade da glandula mamaria, podem reduzir a
contagem bacteriana total (CBT) e a CCS do leite (BOZO et al., 2013).

O pagamento por qualidade do leite, como medida de incentivo aos
produtores a realizarem as praticas de higiene nas propriedades, também contribui
para a melhoria do leite cru brasileiro (RIBEIRO JUNIOR et al., 2014). Além de
melhorar a qualidade do leite, as atitudes e o comportamento do produtor sdo
responsaveis para controlar a mastite bovina por meio das praticas de manejo
(JANSEN et al., 2009).

RESISTENCIA DE CEPAS DE ESTAFILOCOCOS AOS ANTIBIOTICOS

Em ruminantes, S. aureus é um dos principais agentes causadores de mastite
bovina, uma das razdes para o uso de antibioticos em fazendas (HARAN et al., 2012).
E um agente patogénico versatil em termos de infecgdes e hospedeiros, tornando-se
uma séria ameaca a saude animal e humana (PETON; LE LOIR, 2014), produz toxinas
que estdo relacionadas a resisténcia aos antibiéticos e a severidade dos sintomas das
infecgbes intramamarias (FAGUNDES; OLIVEIRA, 2004). O uso de agentes
antibidticos em propriedades leiteiras leva ao surgimento de cepas resistentes,
tornando-se necessaria uma monitorizagdo em ambientes leiteiros, pois envolve seres

humanos, animais e o ambiente de producéo (HARAN et al., 2012).
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1.1 HIPOTESES

Ordenhadores que realizam as boas praticas de ordenha (lavagem adequada
de méos, descarte dos trés primeiros jatos em caneca telada, fundo escuro ou material
similar, realizagcado de pré e pds-dipping, uso de papel toalha substituindo o pano,
alimentagdo das vacas apds ordenha, higienizagao dos equipamentos e utensilios e
secagem de equipamentos e utensilios de forma invertida) possuem leite de melhor
qualidade microbiolégica.

O leite gerado em unidades de menor producdo tem uma CBT maior.

Maior nivel de escolaridade e o ambiente de ordenha contendo instalagbes
adequadas (teto, piso, agua tratada, torneira, pia, iluminagao, tanque de expanséao)
resultam em um leite menos contaminado.

A mao direita dos ordenhadores é mais contaminada do que a esquerda.

1.2 OBJETIVOS

1.2.1 OBJETIVO GERAL

Conhecer o perfil socioecondmico dos produtores de leite no municipio de Sao
José dos Pinhais/PR e as relagdes das praticas de ordenha com a contaminacéao

bacteriana do leite em propriedades leiteiras.

1.2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Realizar visitas as propriedades rurais que geram leite no municipio de Séo
José dos Pinhais;

Entrevistar os produtores de leite visitados;

Realizar a pesquisa e enumeracéo de bactérias em amostras de agua, maos
dos ordenhadores, tetos das vacas, equipamentos, utensilios e leite cru;

Relacionar os achados das entrevistas com os resultados das analises
microbioldgicas;

No caso de encontrar cepas de Staphylococcus aureus, obter o seu perfil de

resisténcia aos antibiodticos.
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2 CAPITULO 2 - ARTIGO 1 - Influéncia das praticas de ordenha na qualidade

bacteriana do leite

Influence of milking practices on bacterial milk quality

Luany Yone Miyoshi!, Suzana Maria Rocha?, Delane Ribas da Rosa?, Julia Arantes

Galvao**

RESUMO

A baixa qualidade microbiolégica do leite esta relacionada a fatores
multivariados, sendo assim, o objetivo deste trabalho foi verificar se havia a
associacdo da contaminagao bacteriana presente na ordenha com as praticas
executadas para a obtencao do leite, instalacbes e com o perfil socioeconémico de
ordenhadores. Para isso foi utilizado um universo amostral de 14 propriedades rurais
que foram caracterizadas quanto ao perfil socioecondmico dos ordenhadores e perfil
microbiolégico dos principais pontos de contaminacdo na ordenha. Foram
enumerados aerébios mesofilos (AM), coliformes totais (CT), estafilococos coagulase
positiva (ECP) e pesquisada a Salmonella spp. Em média, os produtores tinham 47
anos, 24 deles dedicados a leiteria. O numero médio de vacas em
lactagao/propriedade foi de 15 animais, produzindo 234 litros/dia (14 L/vaca/dia). Eram
realizadas duas ordenhas/dia por 93% dos produtores e trés ordenhas/dia por 7%
deles. O sistema mecanico do tipo “balde ao pé”, canalizada e manual era praticado
por 71%, 21% e 7% dos produtores, respectivamente. Das 14 propriedades, 86% nao
possuiam agua tratada. A dgua encanada, pia e/ou torneira estavam presentes em
93% das propriedades e o piso em 86% das instalagcbes. Todas apresentavam teto e
iluminagdo elétrica no local de ordenha. Para higienizacdo de equipamentos e
utensilios foram citados diversos produtos pelos ordenhadores. Com relacéo as boas
praticas de ordenha, 79% dos produtores lavavam as méaos antes da ordenha, 50%
desprezavam os trés primeiros jatos de leite, 7% utilizava o bezerro ao pé, 71%
lavavam os tetos das vacas, 64% usavam papel tolha descartavel, 29% usavam
panos, 79% n&o realizavam pré e pos-dipping, 43% alimentavam as vacas apos a
ordenha. Todos os produtores refrigeravam o leite apés a ordenha (tanque de
expansao: 79% e de imerséo: 21%) e higienizavam os utensilios e equipamentos, que
eram secos de forma invertida (93%). As contagens (log1o UFC/cm? ou mL) médias de
AM foram: 3,29 na agua; 2,15 na mao direita; 1,93 na mao esquerda; 3,87 nos tetos;
3,40 nos equipamentos; 2,91 nos utensilios e 4,79 no leite. As contagens médias de
CT foram: 0,39 na agua; 0,12 na méo direita, 0,09 na méo esquerda; 0,49 nos tetos;
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4 Professora do Departamento de Medicina Veterinaria — UFPR/Curitiba, PR, Brasil. E-mail:
juliaarantesgalvao@gmail.com.
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1,08 nos equipamentos, 0,51 nos utensilios e 2,68 no leite. Os ECP nao foram
detectados na agua, mas ocorreram na mao direita (0,66); mao esquerda (0,40); tetos
(0,47); equipamentos (0,16); utensilios (0,02) e leite (2,79). Nao foi detectada
Salmonella spp. em nenhuma amostra. Com os resultados encontrados foi possivel
inferir que a contaminagao da ordenha foi influenciada pelo conhecimento, realizagéo
ou nao das boas praticas, condicdes das instalacbes e volume de producéo.

Palavras-chave: Higiene. Manipulagdo de ordenha. Micro-organismos. Producéo de
leite.

ABSTRACT

The microbiological quality of milk is related to several factors, thus, the aim of
this study was to verify the association of bacterial contamination present in milking
with the practices performed to obtain milk, facilities and the socioeconomic profile of
milkers. For this study, were used samples of 14 rural properties, characterized by the
socioeconomic profile of the milkers and the microbiological profile of the main
contamination points at milking. Were counted aerobic mesophiles (MA), total
coliforms (TC), coagulase positive staphylococci (CPS) and Salmonella spp. On
average, the producers had 47 years, 24 of them were dedicated only to the dairy. The
mean number of lactating cows was 15 animals, producing 234 L/day (14 L/cow/day).
Were performed two milking/day by 93% of the producers and three milking/day by 7%
of them. The mechanical system of the "milking buckets" type, channeled and the
manual was practiced by 71%, 21% and 7% of the producers, respectively. 86% of
properties had no potable water, 93% had piped water and sink and the floor was
present in 86% of facilities. All properties presented ceiling and electric lighting in the
milking room. For equipment and utensils hygiene were mentioned several products
by milkers. With regard to good milking practices, 79% of farmers did wash their hands
before milking, 50% discard the first three jets of milk, 7% used the “calf at the foot”,
71% washed the cows’ teats, 64% used paper towels 29% used cleaning cloths, 79%
did not perform the pre- and post-dipping, 43% fed the cows after milking. All producers
refrigerated the milk after milking (expansion tank: 79% and immersion tank: 21%) and
sanitized the equipment and drying the equipment inverted. The mean MA counts
(log1o CFU/cm? or mL) were: 3.29 in water; 2,15 on the right hand; 1,93 on the left
hand; 3.87 on teats; 3.40 in equipment; 2.91 in utensils and 4.79 in milk. Mean TC
counts were: 0.39 in water; 0.12 on the right hand, 0.09 on the left hand; 0.49 on teats;
1.08 in the equipment, 0.51 in the utensils and 2.68 in the milk. CPS were not detected
in water, but occurred on the right hand (0.66); left hand (0.40); teats (0.47); equipment
(0.16); utensils (0.02) and milk (2.79). The presence of Salmonella spp. was not
detected in any sample. Thus, according to these results, it was possible to infer that
the contamination of the milking was influenced by the knowledge, the implementation
of good practices, the situation of the milking facilities and milk production volume.

Keywords: Dairy production. Hygiene. Microorganisms. Milking handling.
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2.1 INTRODUGAO

A atividade leiteira impulsiona a economia no Brasil (BIEGER; LOBO, 2010),
destacando-se na geragao de empregos diretos e indiretos em toda a cadeia de
producdo (PEROBELLI; ARAUJO JUNIOR; CASTRO, 2018), sendo uma das poucas
atividades rurais que gera renda mensal, contribuindo para a diminuigdo do éxodo
rural e fixando o homem no campo (ZOCCAL, 2017). Considerado um alimento rico,
composto por diversas substancias com importancia nutricional, o leite, além de
consumido in natura, € também utilizado na elaboragao de derivados lacteos de alta
aceitacao pelo consumidor (CORTEZ, 2017).

De 2006 a 2017 a producéo leiteira do Brasil teve um aumento de 46% a nivel
nacional e de 35% no estado do Parana (IBGE, 2017). Assim, o pais ocupou a terceira
posi¢do no ranking mundial, antecedido pelos Estados Unidos da América (EUA) e
india (FAO, 2017), gerando 33,5 bilhdes de litros de leite (IBGE, 2017) e o Parana é o
terceiro estado no ranking nacional com uma produgéao de 4,4 bilhdes de litros de leite,
sendo Minas Gerais e Rio Grande do Sul, os estados ranqueados a sua frente. O
volume de leite cru adquirido pelos estabelecimentos sob inspecao federal no terceiro
trimestre de 2018 foi de 6,24 bilhdes de litros. Nesse mesmo trimestre, o estado do
Parana contribuiu com 13% da aquisicdo nacional, cerca de 820 milhdes de litros
(IBGE, 2018).

A producéo leiteira brasileira se distribui em varios niveis organizacionais e
tecnolégicos, que vao desde a agricultura familiar, pequenas cooperativas a
propriedades com elevado nivel tecnoldgico (WILLERS et al., 2014). Para que o Brasil
possa se tornar mais competitivo nesse cenario, € necessario, entre outros aspectos,
que produtores e técnicos ligados a cadeia produtiva busquem melhorar o processo
de obtencgéo do leite, aprimorando a qualidade do produto e a seguranga do alimento
fornecido (WERNCKE et al., 2016).

A baixa qualidade microbiolégica do produto nacional é relatada em diversos
estudos, relacionada a falhas nos procedimentos de resfriamento, armazenamento,
transporte do leite e principalmente a falta de higiene na ordenha (NERO et al., 2005;
BELOTI et al., 2012; RIBEIRO JUNIOR et al., 2014). Sendo assim, o objetivo deste
trabalho foi verificar a associacdo da contaminacéo bacteriana presente na ordenha
com as praticas executadas para a obtencido do leite, instalacbes e com o perfil

socioecondmico de cada ordenhador.
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2.2 MATERIAL E METODOS

O estudo foi realizado no periodo de maio de 2017 a setembro de 2018. A
partir do contato com a Secretaria de Agricultura e Abastecimento do municipio de
Séo José dos Pinhais (SEMAG), Parana, foi constatado o cadastramento de 42
propriedades leiteiras, destas, 25 foram indicadas pelos técnicos para participagao no
estudo, considerando o interesse de cada produtor, na melhoria do produto e
permanéncia na atividade. Foi elaborado um questionario contendo 29 itens, com
base na literatura (GUERREIRO et al., 2005; RANGEL; PALLARES; CASTRO, 2008;
BIEGER; LOBO, 2010; MATSUBARA et al., 2011; SILVA et al., 2011; BATTAGLINI et
al., 2013; PAIXAO et al., 2014; WERNCKE et al., 2016) para tracar o perfil produtivo
e dos trabalhadores abrangendo questdes socioeconémicas, estrutura disponivel para
ordenha, produgéao e praticas de ordenha (Apéndice 1) de cada propriedade.

Foi realizado o contato via telefone e visitas as propriedades com o
acompanhamento das entrevistas pelos técnicos da Secretaria, bem como das coletas
de amostras nas propriedades. As entrevistas e coletas de amostras ocorreram
mediante a assinatura do termo de consentimento (Anexo 1) fornecido pelo Comité de
Etica em Pesquisa envolvendo Seres Humanos da Universidade Federal do Parana.

Além disso, a partir da literatura consultada foram elencados os principais
pontos de contaminagao microbiolégica na ordenha: agua utilizada na ordenha, maos
do ordenhador, tetos dos animais, equipamentos, utensilios e o leite cru (SANTANA
et al., 2001; YAMAZI et al., 2010; MATSUBARA et al., 2011; SILVA et al., 2011), os
quais foram utilizados para a caracterizagdo do perfil microbiolégico por meio da
enumeragao de micro-organismos aerobios mesofilos (AM), coliformes totais (CT),
estafilococos coagulase positiva (ECP) e pesquisa de Salmonella spp.

Na coleta de amostras de agua e leite foram utilizadas embalagens estéreis
(Labplas TwirlEM®). As amostras das maos do ordenhador, tetos dos animais,
equipamentos e utensilios foram coletadas utilizando swabs (Absorve®) previamente
hidratados em solugdo salina 0,85%. Para delimitar as areas amostradas, foram
utilizados moldes flexiveis de polietileno esterilizados de 3 cm? para teteiras e tetos
(SANTANA et al., 2001; YAMAZI et al., 2010; SILVA et al., 2011), 100 cm? para baldes,
latdes e coadores (SANTANA et al., 2001; MATSUBARA et al., 2011) e 50 cm? para
as maos do ordenhador. Os moldes foram confeccionados pela equipe do Laboratorio
de Controle de Qualidade e Seguranga de Alimentos (LACQSA-UFPR). Apds a
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realizagdo da amostragem, os swabs foram armazenados em tubos contendo 10 mL
de solucédo salina 0,85%. As amostras foram transportadas em caixas isotérmicas até
o LACQSA, onde foram processadas.

As analises de AM e ECP foram executadas de acordo com as
recomendagdes da Instrugdo Normativa 62 (BRASIL, 2003), para CT foram seguidas
as instrugdes dos fabricantes do Petriflm™ CC (3M™ Petrifim™) e para salmonela
foi utilizada a metodologia descrita no Bacteriological Analytical Manual (ANDREWS;
HAMMACK, 2007).

Foram realizadas estatisticas descritivas e analises de correlagao entre as
contagens microbiolégicas e as respostas dos questionarios. Foi realizada a avaliagao
pelo coeficiente de correlagdo de Spearman, teste U de Mann-Withney e Kruskall-
Wallys. Todos os testes foram considerados significativos quando p<0,05. Todas as

analises foram realizadas no programa SPSS 20.0.

2.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Das 25 propriedades indicadas pela Secretaria de Agricultura, 14 participaram

da pesquisa, conforme disponibilidade e interesse de cada produtor.

2.3.1 Respostas aos questionarios

O mais jovem dos produtores incluidos neste estudo tinha 31 anos e o mais
velho, 62 anos. A idade média relatada foi 47 anos (Quadro 1), equivalente a maior
representatividade (62%) dos produtores do Parana, com idades de 30 a 60 anos
(IBGE, 2017). Em unidades de produgdo leiteira no Rio Grande do Sul, Picoli et al.
(2015) encontraram uma meédia de 49 anos, coincidindo com a média da faixa etaria
deste trabalho.

O tempo médio de vida dedicado a atividade leiteira foi de 24 anos dentre os
entrevistados, sendo que o produtor mais antigo ja atuava na atividade ha 44 anos e
0 mais recente ha 5 meses, tempo superior ao encontrado por Munera-Bedoya et al.
(2017), em que os ordenhadores trabalhavam ha 4 anos e meio na atividade. Neste
estudo, com excegcao de um funcionario, todos os trabalhadores residiam na
propriedade rural e a mao de obra era familiar. Quanto a escolaridade dos produtores,

9 (64%) concluiram o ensino fundamental e cinco (36%), o ensino médio (Quadro 1).
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Considerando os valores médios, encontrados neste estudo, relativos a
produtividade dos animais (Tabela 1) e os apontamento de Bieger e Lobo (2010), duas
(14%) propriedades podem ser consideradas pequenas (até 50 L/dia), 9 (64%) delas
sdo médias (51 a 250 L/dia) e trés (21%) delas sdo grandes propriedades (acima de
250 L/dia).

TABELA 1 - CARACTERISTICAS DE PRODUGAO E SEUS VALORES MEDIOS, MINIMOS E
MAXIMOS DAS 14 PROPRIEDADES LEITEIRAS DE SAO JOSE DOS PINHAIS/PR.

Caracteristicas Média Minimo Maximo
Vacas em lactagao 15 4 35
Producgao diaria (L) 234 20 800

Produtividade/vaca (L) 14 2 30

Dos entrevistados, 12 (86%) nao utilizavam agua tratada. Em uma (7%)
propriedade ndo havia agua encanada, pia e/ou torneira no local de ordenha, sendo
que a agua era transportada em baldes diretamente da casa do produtor. Duas (14%)
propriedades ndo possuiam piso. Todas as propriedades possuiam teto e iluminacao
elétrica (Quadro 1). O ambiente de ordenha e as condi¢des gerais das edificagdes
(area coberta, piso, paredes ou equivalentes) da maioria das propriedades estudadas
nao eram compativeis a prevengao de contaminagdes (BRASIL, 2011).

Com relacao aos detergentes/sanitizantes utilizados para a higienizagéo dos
utensilios e equipamentos, varias respostas foram citadas como “agua quente, agua
fria, agua sanitaria, hidroxido de sodio, detergente alcalino, detergente acido, produtos
domésticos, detergente normal e sabdo quimico”. Somente dois (14%) produtores
utilizavam agua quente e os detergentes alcalino e acido, considerados o
recomendado (VENDRAMINI, 2017).

A utilizacdo desses produtos especificos juntamente com os procedimentos
adequados de higienizagdo do equipamento de ordenha e do tanque de
armazenamento do leite, estdo associados as contagens bacterianas de até 100.000
UFC/mL no leite. As contagens acima de 500.000 UFC/mL estavam associadas ao
uso de apenas um ou nenhum desses produtos na higienizagdo (ARCURI et al., 2006).

Dos entrevistados, somente um (7%) produtor realizava trés ordenhas por dia,
os demais (93%) realizavam duas ordenhas ao dia, 10 (71%) propriedades possuiam
ordenha mecéanica do tipo “balde ao pé”, trés (21%) trabalhavam com ordenha
mecanica canalizada e um (7%) realizava a ordenha manual (Quadro 1).

As praticas de manejo recomendadas eram seguidas parcialmente e de forma

muito variavel dentre os ordenhadores. Os problemas observados neste estudo foram:
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nao higienizagao das maos do ordenhador, ndo realizagao: do teste de caneca de
fundo preto, do pré e pos-dipping, primeiros jatos de leite desprezados no chao, pratica

do pré-dipping realizada com agua e uso de pano coletivo (Grafico 1).

GRAFICO 1 - FREQUENCIA RELATIVA DAS PRATICAS DE ORDENHA NAS PROPRIEDADES
RURAIS ESTUDADAS DE SAO JOSE DOS PINHAIS/PR.
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LEGENDA: HO: Higienizagao do ordenhador, DJ: Descarte dos primeiros jatos, BP: Bezerro ao pé,
LT: Lavagem dos tetos, PR: Pré-dipping, PR+PO: Pré + pds-dipping, PO: Pbés-dipping; AO:
Alimentagéo apds ordenha, HU: Higienizagado dos utensilios, UP: Uso de panos, UPT: Uso de papel
toalha, RO: Refrigeragdo apds ordenha.

A utilizacdo de praticas simples como desprezo dos trés primeiros jatos de
leite, lavagem dos utensilios de ordenha com detergente alcalino clorado 2%, pré-
dipping com solugéao clorada 750 ppm em caneca sem refluxo e eliminagéo da agua
residual dos utensilios de ordenha, como recomendaram Vallin et al. (2009), podem
contribuir significativamente para a melhoria da qualidade do leite.

Apds a higienizacao dos utensilios e teteiras, 13 (93%) produtores afirmaram
deixa-los secando de forma invertida e um (7%) afirmou deixar secar sem inverter e
ao natural. Em relacdo as formas de resfriamento do leite, 11 (79%) ordenhadores
usavam o tanque de expansao e trés (21%) resfriavam o leite em tanque de imerséo,
mantendo-o em latdes (Quadro 1). Apds a ordenha é necessario armazenar o leite até
o momento de sua coleta. O local de armazenagem precisa ser refrigerado para
manter as caracteristicas do leite, sem perder qualidade. Geralmente, sao utilizados
equipamentos de refrigeracdo, desde um equipamento comum, como o freezer, ou
um refrigerador préprio, como o resfriador por imersdo ou por expanséo (BIEGER;
LOBO, 2010).
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2.3.2 Analises microbioldgicas

Os resultados das analises microbiolégicas de AM, CT e ECP realizadas na
agua, maos, tetos, equipamentos, utensilios e leite foram convertidos em log1o
UFC/cm? ou log1o UFC/mL. Nao foi detectada Salmonella spp. em nenhuma das 140

amostras avaliadas. Os valores encontrados estdo descritos na tabela 2.

TABELA 2 - CONTAGENS MEDIAS, MiNIMAS E MAXIMAS DE AEROBIOS MESOFILOS,
COLIFORMES TOTAIS E ESTAFILOCOCOS COAGULASE POSITIVA DA AGUA,
MAQS, TETOS, EQUIPAMENTOS, UTENSILIOS E LEITE.

AEROBIOS COLIFORMES

ESTAFILOCOCOS

AMOSTRA 2 COAGULASE
MESOFILOS TOTAIS POSITIVA
Média Min. Max. Média Min. Max. Média Min. Max.
Agua* 3,29 1,85 5,12 0,39 0 2,04 0 0 0
Mao direita 2,15 0 3,92 0,12 0 0,83 0,66 0 1,98
Mao esquerda 1,93 1,38 2,44 0,09 0 0,68 0,4 0 2,53
Tetos 3,87 256 6,00 0,49 0 2,83 0,47 0 4,82
Equipamentos 3,40 0 5,86 1,08 0 3,78 0,16 0 2,19
Utensilios 2,91 0,88 4,74 0,51 0 3,26 0,02 0 0,3
Leite 479 384 585 2,68 1,2 3,62 2,79 0 4,92

NOTA: *Nas amostras de agua tratada (P3 e P12) as contagens observadas foram de 5,12 e 4,25 log+o
UFC/mL, respectivamente, e nas amostras de agua de poco (P1, P2, P4, P5, P6, P7, P8, P9, P10, P11,
P13 e P14) foram de 1,85 a 4,54 log1o UFC/mL.

2.3.21 Agua

No Brasil ndo existe uma especificagdo para a qualidade da agua de pocgo.
Para agua tratada na saida do tratamento, a regulamentagao disponivel é a Portaria
de Consolidacdo n° 5 que estabelece parametros fisico-quimicos e microbioldgicos.
Nela é recomendada a enumeragdo de micro-organismos indicadores (mesofilos,
coliformes totais). A primeira andlise a ser realizada € a enumeracao de coliformes
totais e, caso sejam detectados, o parametro de micro-organismos mesdfilos é
utilizado, com a tolerancia de até 500 UFC/mL (2,70 log1o UFC/mL) (BRASIL, 2017).

A Comissao Internacional de Especificagdes Microbiolégicas para Alimentos
(ICMSF, 2015) também classifica como imprdpria a agua de processo de alimentos
qgue contenha coliformes totais.

A agua de 6 (43%) localidades (P1, P4, P5, P6, P13 e P14) foi considerada
impropria, devido a presenga de coliformes totais e quatro (67%) dessas
apresentaram = 500 UFC/mL (2,70 logio UFC/mL) de micro-organismos mesofilos.
Outros autores encontraram contagens de indicadores ainda mais preocupantes do

que as observadas neste estudo. Daneluz e Tessaro (2015) relataram coliformes
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totais em 75% (45) das amostras de agua de pog¢os rasos de propriedades rurais em
Toledo/PR e ainda, Bortoli et al. (2017) que constataram a presencga de coliformes
totais em 100% (10) das amostras de agua de pogos proprios em Encantado/RS.

Em 8 (57%) propriedades (P2, P3, P7, P8, P9, P10, P11 e P12), a agua estava
de acordo com o padrao exigido para auséncia de coliformes totais, porém, 5 dessas
propriedades estavam acima da recomendacéo de 500 UFC/mL (2,70 log1o UFC/mL)
para mesofilos (Grafico 2).

A falta das praticas de higiene durante a coleta e armazenamento leva a
contaminagao da agua ap6s o fornecimento, para isso, quem manuseia a agua deve
ser instruido sobre o risco de contaminagao pos-coleta (AMENU; SHITU; ABERA,
2016).

2.3.2.2 Maos dos ordenhadores

Em relagdo as maos de manipuladores, ndo ha padrdes ou especificacdes
para contagens microbiolégicas. Nesse caso, foi considerada a recomendacéo de
Tondo e Bartz (2011) que € a auséncia de coliformes termotolerantes ou E. coli nas
maos. No presente estudo, observou-se a presenga de CT nas maos de quatro (28%)
produtores (Grafico 2), porém, ndo podemos dizer se eram coliformes termotolerantes
ou E. coli, de acordo com a metodologia utilizada neste trabalho.

A mao direita continha uma maior quantidade dos micro-organismos
analisados do que a mao esquerda (Tabela 2), confirmando uma das hipéteses em
questdo. As contagens médias (2,04 log1o UFC/cm? de AM, 0,10 log1o UFC/cm? de CT
e 0,53 log1o UFC/cm? de ECP) foram inferiores as médias encontradas nas maos dos
ordenhadores em propriedades leiteiras do agreste Pernambucano (5,38 log1o
UFC/cm? de AM, 3,98 log1o UFC/cm? de CT e 2,94 log1o UFC/cm? de ECP) (SILVA et
al., 2011). Foi observada uma correlagao positiva nas contagens de micro-organismos
entre a mao direita e esquerda e entre maos e tetos, confirmando outra hipotese de
que a nao higienizacdo das maos contribui para a contaminagao da ordenha (Grafico
3).
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GRAFICO 2 - CONTAGENS DE MICRO-ORGANISMOS AEROBIOS MESOFILOS, COLIFORMES
TOTAIS E ESTAFILOCOCOS COAGULASE POSITIVA PROVENIENTES DO AMBIENTE DE

ORDENHA.
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LEGENDA: A: Limite de tolerancia (LT): 2,70 logio UFC/mL (BRASIL, 2017), B. LT: 1,70 logo
UFC/cm? (SILVA JR, 2014), C: LT: 0,30 logio UFC/cm? (APHA, 1992) e D: LT: 5,48 log1o
UFC/mL (BRASIL, 2011).
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GRAFICO 3 - RELAGAO ENTRE MAO DIREITA, MAO ESQUERDA E TETOS.
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LEGENDA: AM: aerdbios mesdfilos, CT: coliformes totais, ECP: estafilococos coagulase
positiva, e: mais de uma propriedade, o: 1 propriedade.
As maos sao consideradas um importante ponto de contaminacao do leite
(SILVA et al., 2011), sdo os veiculos que mais geram contaminagdo quando ndo séo
higienizadas corretamente, podendo carrear micro-organismos de uma méao para a

outra, para os tetos dos animais e equipamentos de ordenha.
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2.3.2.3 Superficie do teto

A contagem média de AM nos tetos foi de 3,87 logio UFC/cm?, resultado
inferior ao encontrado por Pimentel (2016) nos tetos de bufalas do Distrito Federal
(5,20 log10 UFC/cm?). Matsubara et al. (2011) também obteve resultados superiores
(4,00 log1o UFC/cm?) ao deste trabalho, os autores afirmam que a desinfec¢do dos
tetos antes da ordenha com solugéo clorada a 750 ppm ocasionou a reducgao de 87,3%
de AM, 91,3% de coliformes totais e 85,3% de ECP.

Observou-se a presenca de CT (0,49 log1o UFC/cm?) nos tetos das vacas de
7 (50%) propriedades. Os ECP estavam presentes na superficie dos tetos das vacas
de duas (14%) propriedades, na P1 com 1,79 log1o UFC/cm? (com pré-dipping) e P5
com 4,82 log1o UFC/cm? (sem pré-dipping). E sabido que a pratica do pré-dipping pode
reduzir a contaminagdo bacteriana dos tetos em aproximadamente 90% (BRITO;
BRITO; VERNEQUE, 2000). Ainda, Miguel et al. (2012) concluiram que o pré-dipping
€ uma importante ferramenta para reduzir a contaminacao da pele dos tetos, ficando

evidente o potencial risco a contaminacao do leite quando nao praticado.

2.3.2.4 Equipamentos (teteiras, parede do latdo de resfriamento) e utensilios (baldes,

latdes e coadores)

Nao ha uma legislagao especifica no Brasil que estabeleca padrbes aceitaveis
para contagem de micro-organismos nas superficies de equipamentos e utensilios
utilizados na ordenha do leite. Considerando superficies que tenham contato com
alimentos, existem duas recomendag¢des, uma delas internacional, a American Public
Health Association — APHA que limita em até 2 UFC/cm? (0,30 log1o) de aerdbios
mesofilos (SVEUM et al., 1992) e a outra é o “Manual de controle higiénico sanitario
em servigo de alimentac&o” publicado por Silva Jr. (2014) que indica o limite de 50
UFC/cm? (1,70 log1o). Assim, apenas os equipamentos de uma (7%) propriedade (P5)
estavam de acordo o limite estabelecido pela APHA. Ja se considerarmos a
recomendacgao de Silva Jr., os equipamentos de duas (P4 e P5) e utensilios de cinco
(36%) propriedades (P3, P4, P5, P6 e P8) estavam de acordo com o limite maximo
estabelecido.

Silva et al. (2011) encontraram altas contagens bacterianas nos equipamentos

e utensilios (5,81 logio UFC/cm?) do ambiente de ordenha, superando a média
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observada neste trabalho (3,15 log1o UFC/cm?). Uma correlagao positiva (r=0,77) foi
encontrada entre a contagem de aerdbios mesofilos e coliformes totais dos utensilios
(Gréfico 4), o que é esperado, ja que os coliformes totais sdo considerados micro-
organismos mesofilos (FORSYTHE, 2013).

GRAFICO 4 - RELAGCAO ENTRE AEROBIOS MESOFILOS E COLIFORMES TOTAIS DOS
UTENSILIOS.
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LEGENDA: AM: aerdbios mesdfilos, CT: coliformes totais, o: 1 propriedade.

A higienizagao do ambiente de producgao de alimentos promove o aumento da
sua vida util, além de garantir que o produto final ndo ofereca riscos a saude humana.
Portanto, o estabelecimento que processa qualquer tipo de alimento, deve manter as
melhores condi¢des higiénico-sanitarias possiveis, sendo a higienizagdo de
equipamentos e utensilios uma das maneiras de se obter um alimento seguro
(VENDRAMINI, 2017).

2.3.25 Leite

A legislacao vigente estabelece o valor de 300.000 UFC/mL (5,48 log10) como
limite maximo para CBT do leite cru (BRASIL, 2018), trés (P3, P11 e P12) das 14
propriedades (21%) produziram leite acima desse limite. Estas contagens séao
inferiores as publicadas por Lampugnani et al. (2018) no oeste paranaense, no qual,
46% (50) das amostras de leite cru extrapolavam o limite estabelecido pela legislagcao.

As trés propriedades deste estudo que ultrapassaram o limite maximo possuiam
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producdes mensais de 2.100, 1.500 e 600 litros, corroborando com Taffarel et al.
(2015) onde a CBT foi significativamente maior no leite oriundo de propriedades com
volume até 4.500 litros mensais. Também foi verificado que as contagens de CT
apresentaram correlagao negativa (r=-0,78) em relagcdo a média de produgéao diaria
(Gréfico 5), ou seja, o leite com menor contagem de CT pertencia a uma propriedade
com uma maior producéo diaria. Esse resultado confirma a hipétese das propriedades

que produzem menos, obtém um leite com menos qualidade microbiologica.

GRAFICO 5 - RELAGAO ENTRE COLIFORMES TOTAIS DO LEITE E MEDIA DE PRODUGAO
DIARIA.
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Legenda: CT: coliformes totais, o: 1 propriedade.

Os coliformes totais foram verificados em todas as amostras de leite (Grafico
2), 0 que caracteriza problemas com contaminagao ambiental. A metodologia utilizada
neste trabalho (UFC/mL) ndo permite comparar com o valor estabelecido pela
legislagdo (2-4 NMP/mL) (BRASIL, 2011), no entanto, para uma melhor visualizacéo
dos resultados e dos possiveis fatores de contribuicao, foram estabelecidas trés faixas

de contagem de CT no leite (Quadro 2).
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QUADRO 2 - FAIXAS DE CONTAGEM DE COLIFORMES TOTAIS NO LEITE E OS POSSIVEIS
FATORES DE CONTRIBUICAO.
Contagem (log1o

UFC/mL) Propriedades Fatores que podem contribuir
1,00-2,00 9e13 Escolaridade®
2,00-3,00 10,2,4,5,7,8e 1 Escolaridade”?® %2 tanque de imersao’
Baixa produgao/animal’ 123 escolaridade'" & 2, agua
= (R tratada® '?, tanque de imers&o'? 3
NOTA: *Propriedades ordenadas de acordo com a menor para a maior contagem de coliformes totais

**Foram descritas somente as variéveirs]ocl)er:tseideradas estatisticamente significativas.

O principal fator relacionado a contaminagao por coliformes no leite foi a
escolaridade dos ordenhadores (Quadro 2), como também constatado por Munera-
Bedoya et al. (2017), que afirmam que o maior nivel de conhecimento e escolaridade
dos trabalhadores favorece a qualidade do leite.

Foi encontrada uma correlagao significativa (r=0,59) entre as variaveis AM e
CT do leite (Grafico 6) como observado também nas contagens microbianas dos

utensilios.

GRAFICO 6 - RELAGAO ENTRE AM E CT DO LEITE.
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LEGENDA: AM: aerdbios mesdfilos, CT: coliformes totais, o: 1 propriedade.

Observou-se a presenga de ECP em leites de 12 (86%) propriedades (Grafico
2), resultado acima de um trabalho com propriedades rurais do oeste paranaense, em
que 50% das amostras de leite cru apresentaram ECP (LAMPUGNANI, 2016). Os
ECP além de serem agentes causadores de mastite subclinica em vacas leiteiras,

podem estar presentes no leite e derivados causando prejuizos a industria e a saude
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do consumidor (JOFFE; BARANOVICS, 2006). O gene da coagulase tem sido
utilizado como uma das formas para a identificacdo e caracterizacado de S. aureus
(KHOSHKHARAM-ROODMAJANI et al., 2014). Contaminagdes com enterotoxinas de
S. aureus presentes em derivados lacteos fabricados com leite cru podem ser uma
ameaga para a saude humana (HUMMERJOHANN et al., 2014), causando

intoxicagéo alimentar em humanos (DE BUYSER et al., 2001).
2.3.3 Relagao das andlises microbioldgicas e as respostas dos questionarios

Curiosamente nas propriedades em que havia agua tratada, a contagem
média de micro-organismos da agua (AM), do leite (CT e ECP) e da mao direita (ECP)
foi maior do que propriedades que utilizavam agua de pocgo (Grafico 7), rejeitando a
hipétese de as amostras mais contaminadas pertencerem as propriedades com agua

nao tratada.

GRAFICO 7 - MEDIA DE AM DA AGUA, CT E ECP DO LEITE E ECP DA MAO DIREITA NA
PRESENGA OU NAO DE AGUA TRATADA.
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LEGENDA: AM: aerdbios mesdfilos, CT: coliformes totais, ECP: estafilococos coagulase positiva.

A qualidade microbiolégica da agua utilizada na limpeza e sanitizagdo do
equipamento de refrigeragdo e utensilios em geral constitui um ponto critico no
processo de obtencao e refrigeracdo do leite, devendo ser adequadamente clorada
(BRASIL, 2011). O resultado dessa analise ndo foi o esperado, ja que na agua tratada

€ obrigatéria a manuteng¢ao de, no minimo, 0,2 mg/L de cloro residual livre, 2 mg/L de
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cloro residual combinado ou 0,2 mg/L de dioxido de cloro em toda a extensdo do
sistema de distribuigdo (BRASIL, 2017). O cloro € um produto quimico eficiente para
varios tipos de micro-organismos (VENDRAMINI, 2017). Alguns entrevistados
relataram adicionar cloro em concentragdo desconhecida na agua proveniente de
poco artesiano/semi-artesiano. A quantificacdo dos niveis de cloro nao estava prevista
no momento do delineamento deste estudo, portanto, n&o foi realizada.

Os equipamentos pertencentes aos entrevistados que estudaram até o ensino
médio tinham contagens de AM mais baixas do que os que estudaram até o ensino
fundamental (Grafico 8), confirmando a hipotese de que quanto maior o nivel de

escolaridade, maiores os cuidados com a praticas de ordenha.

GRAFICO 8 - MEDIA DE AM DOS EQUIPAMENTOS PERTENCENTES A PRODUTORES COM
ENSINO FUNDAMENTAL OU MEDIO.
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LEGENDA: AM: aerdbios mesdfilos.

Produtores de leite rurais com escolaridade fundamental estdo mais
vulneraveis, tendem a realizar praticas que colocam em risco a sua saude, a da sua
familia, a dos consumidores e a dos animais. Ja os produtores com ensino médio
buscam adotar praticas sanitarias mais desejaveis (BORSANELLI et al., 2014).

Propriedades que resfriavam o leite em tanque de expansao possuiam uma
menor contagem de CT no leite e ECP na mao direita dos ordenhadores, confirmando
a melhor eficiéncia na conservacgao do leite do que os que resfriavam em tanque em

imersao (Grafico 9).
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GRAFICO 9 - MEDIA DE CT DO LEITE E ECP DA MAO DIREITA DE PROPRIEDADES COM
TANQUE DE EXPANSAO OU IMERSAO.
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LEGENDA: CT: coliformes totais, ECP: estafilococos coagulase positiva.

Apods a ordenha, no tempo maximo de 3 horas, o tanque de expansao permite
a refrigeragcdo do leite até uma temperatura igual ou inferior a 4°C, ja o tanque de
imersao refrigera em até 7°C (BRASIL, 2011). Essa diferenca de queda de
temperatura pode influenciar na qualidade microbioldgica do leite. Nos municipios
Palotina, Marechal Candido Rondon e Nova Santa Rosa/PR, o leite refrigerado em
tanques de imerséo tinha uma CBT 2,6 vezes maior do que o leite refrigerado em
expansao (LAMPUGNANI et al., 2018). O fato do numero de ECP da mao ser maior
nas propriedades que possuem tanque de imersdo pode estar relacionada a uma
maior manipulacao, pois o leite € colocado em latdes que vao dentro do tanque com

agua resfriada.

2.4 CONCLUSAO

Com este estudo foi possivel concluir que a contaminacdo do leite é
influenciada pelo nivel de conhecimento (escolaridade) dos trabalhadores do campo,
pela realizacdo ou ndo das boas praticas de ordenha, pelas condi¢des das instalacbes
e também pelo volume de produgdo. Em cada propriedade foi possivel atribuir um ou
mais desses fatores como influentes para os resultados observados. Assim, fica clara
a necessidade de atencdo individualizada as propriedades quando o objetivo é

melhorar a qualidade do leite.
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3 CAPITULO 3 - ARTIGO 2 - Resisténcia a antibiéticos em Staphylococcus

aureus provenientes do leite, ordenhadores e ambiente de ordenha

Staphylococcus aureus antibiotics resistance from milk, milkers and milking

environment

Luany Yone Miyoshi®, Milimani Andretta®, Ricardo Seiti Yamatogi’, Luis Augusto

Nero8, Julia Arantes Galvao®*

RESUMO

O uso prolongado e indevido de antibidéticos na pecuaria aumenta a
resisténcia de bactérias a varios antibidticos de diversas classes. O objetivo do
trabalho foi isolar Staphylococcus aureus de diferentes amostras do ambiente de
ordenha de vacas leiteiras e determinar seu perfil de resisténcia a antibiéticos. Um
total de 12 fazendas leiteiras foram visitadas periodicamente para coleta de 122
amostras (agua = 12, leite cru do tanque de armazenamento = 12, ambiente de
ordenha = 98) que foram submetidas a enumeragdo de estafilococos coagulase
positiva (ECP). Isolados bacterianos (n = 56) foram obtidos das amostras que
apresentaram contagens de ECP e submetidos a analises fenotipicas e genotipicas
para identificacdo e caracterizacao de seus perfis de resisténcia a antibiéticos. As
contagens do micro-organismo no leite foram de < 1,0 x 10?2 a 8,26 x 10* UFC/mL e no
ambiente de ordenha foram de < 1,0 x 10% a 6,64 x 10* UFC/cm?2. Nao foi possivel
detectar ECP na agua (limite minimo de deteccdo: 1,0 x 10> UFC/mL). Entre os
isolados selecionados, 53 (95.0%) foram identificados como S. aureus (femA), e
apresentaram resisténcia a penicilina (9, 22.0%), oxacilina (5, 12.0%), clindamicina (3,
7.0%), eritromicina (2, 5,0%), estreptomicina (2, 5.0%), gentamicina (2, 5.0%) e
tetraciclina (1, 2.0%); nenhum isolado apresentou resisténcia a ciprofloxacina e
cloranfenicol. Em relagdo aos genes associados a resisténcia a diferentes antibidticos,
45 (85%) dos isolados apresentam femB, 10 (19%) blaZ, 5 (9%) vanA, 1 (2%) mecC,
1 (2%) tetK, e nenhum mecA. O presente estudo mostrou que o leite cru de Sao José
dos Pinhais/PR contém quantidades consideraveis de S. aureus e apesar de a maioria
das cepas ter sido sensiveis aos antibidticos testados, a maior frequéncia de
resisténcia foi a penicilina o que pode indicar o uso indevido do antibidtico.
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ABSTRACT

The misuse and overuse of antibiotics in livestock breeding increases the
resistance of bacteria to several antibiotics of different classes. The aim of the study
was to isolate Staphylococcus aureus from different samples of the dairy cow milking
environment and determine the antibiotic resistance profile. A total of 12 dairy farms
were visited periodically and 122 samples were collected (water = 12, raw milk from
bulk tank = 12, milking environment = 98) and submitted to enumeration of coagulase
positive staphylococci (CPS). Bacterial isolates (n = 56) were obtained from samples
that presented CPS counts and submitted to phenotypic and genotypic analyzes to
identify and characterize their antibiotic resistance profiles. The microorganism counts
in the milk were < 1,0 x 102 to 8.26 x 10* CFU / mL and in the milking environment
were < 1,0 x 102to 6.64 x 10* CFU / cm?. CPS could not be detected in water (minimum
detection limit: 1,0 x 102 CFU / mL). Among the selected isolates, 53 (95.0%) were
identified as S. aureus (femA) resistant to penicillin (9, 22.0%), oxacillin (5, 12.0%),
clindamycin (3, 7.0%), erythromycin 2, 5.0%), streptomycin (2, 5.0%), gentamicin (2,
5.0%) and tetracycline (1, 2.0%); no isolates showed resistance to ciprofloxacin and
chloramphenicol. For genes associated with resistance to different antibiotics, 45
(85%) of the isolates present femB, 10 (19%) blaZ, 5 (9%) vanA, 1 (2%) mecC, 1 (2%)
tetK, and no mecA. This study suggests that the raw milk of S&do José dos Pinhais /
PR present significant amounts of S. aureus and although most of the strains were
sensitive to the antibiotics tested, the highest frequency of resistance was to penicillin,
which may indicate the misuse of the antibiotic.

Keywords: Antibiogram. Dairy production. PCR. Staphylococcus aureus resistant.

3.1 INTRODUGAO

A producéao de leite no Brasil foi de 33,5 bilhdes de litros de leite em 2016
(IBGE, 2017), ocupando a terceira posi¢ao no ranking mundial, antecedido pelos
Estados Unidos da América e india (FAO, 2017). Nesse contexto, o Parana é o terceiro
estado no ranking nacional com uma producéo de 4,4 bilhdes de litros de leite, sendo
Minas Gerais e Rio Grande do Sul, os estados ranqueados a sua frente (IBGE, 2017).

Na pecuaria leiteira, a mastite é a principal e mais comum doenca das vacas,
responsavel por enormes perdas as industrias de laticinios devido as alteragdes
causadas a qualidade do leite (ACOSTA et al., 2016; KABIR et al., 2017; SEEGERS;
FOURICHON; BEAUDEAU, 2003), é também causadora de grande impacto na saude
e bem-estar animal (PETON; LE LOIR, 2014). O Staphylococcus aureus é o patégeno

mais associado a mastite bovina, sendo capaz de colonizar a glandula mamaria de
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ruminantes e sobreviver por longos periodos, e determinando problemas também em
relagdo a qualidade do leite produzido (KADARIYA; SMITH; THAPALIYA, 2014;
RAJIC SAVIC; KATIC; VELEBIT, 2015).

S. aureus pode expressar varios fatores de patogenicidade, como produgéao
de enterotoxinas, capacidade de invadir tecidos, viruléncia mediada por toxinas e
resisténcia a antibiéticos, sendo assim considerando uma preocupacdo em saude
publica (LE LOIR; BARON; GAUTIER, 2003). A utilizagao frequente de antibiéticos
para o tratamento de infeccbes causadas por S. aureus contribui para o
desenvolvimento de resisténcia, sendo os genes relacionados facilmente transferidos
para outros micro-organismos presentes em seres humanos e animais (DAKA;
GSILASSIE; YIHDEGO, 2012; FLUIT, 2012). O uso prolongado e indevido de
antibidticos na pecuaria e no tratamento de doencas do ser humano aliado a
superlotacgéao, facil circulagao de patdogenos e baixas condi¢gdes de higiene aumenta a
resisténcia de bactérias a varios antibiéticos de diversas classes (DISEASES, 2015;
VALSANGIACOMO et al., 2000).

A presenga de cepas de S. aureus resistente a meticilina (MRSA) € um
indicativo do uso indevido de antibiéticos para o controle da mastite (LIU et al., 2017,
SHARMA et al., 2017). Além de testes fenotipicos para identificagcdo de cepas MRSA,
a pesquisa dos genes femA, femB, mecA e mecC também é usualmente empregada
por meio da reagdo em cadeia da polimerase (PCR) (ALI, 2015). Adicionalmente,
genes relacionados a resisténcia a outros antibioticos, como vanA (vancomicina), blaZ
(beta-lactamase) e tetK (tetraciclina) também sao pesquisados em S. aureus (AKANBI
etal., 2017; ZEHRA et al., 2017).

O objetivo do trabalho foi isolar e avaliar o perfil de resisténcia a antibiéticos

em S. aureus obtido do ambiente de producao leiteira.
3.2 MATERIAL E METODOS
3.2.1 Ambiente e coleta de amostras
Doze propriedades rurais com volume de produgao entre 20 a 800 litros/dia
localizadas na area rural de Sdo José dos Pinhais, PR, foram visitadas entre novembro

de 2017 e dezembro de 2018. Durante as visitas, as seguintes amostras foram

coletadas: agua utilizada na propriedade (n = 12) e leite cru oriundo de vacas
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aparentemente saudaveis (n = 12), utilizando sacos plasticos estéreis (Labplas Inc.,
Sainte-Julie, QC, Canada); amostras superficiais das maos dos ordenhadores (n =
24), tetos de vacas (n = 24), equipamentos (teteiras ou parede do tanque de
armazenamento do leite, n = 24) e utensilios (balde, latdo e/ou coador, n = 24) através
de swabs previamente umedecidos (NaCl 0,85%, m/v) e moldes plasticos esterilizados
de tamanhos variados (3 a 100 cm?); agua residual de baldes e latbes (n = 2), quando
identificados na propriedade rural. Todas as amostras foram acondicionadas em
caixas isotérmicas e mantidas sob refrigeracdo até a realizacdo de analises

laboratoriais.

3.2.2 Enumeragao de estafilococos coagulase positiva

As amostras foram diluidas em escala seriada decimal em solugéo salina
(Dinadmica, Indaiatuba, Brasil) peptonada (Oxoid Ltd., Basingstoke, Inglaterra) e
aliquotas de 0,1 mL foram semeadas em superficie e em duplicata em agar Baird-
Parker (Oxoid Ltd., Basingstoke, Inglaterra) suplementado com gema de ovo e telurito
de potassio (NewProv, Pinhais, Brasil). Apos incubacdo a 37°C por 48 horas, as
colénias formadas foram enumeradas e classificadas como tipicas (colénias pretas,
grandes, com um halo de precipitacdo de sais e um halo translucido) e atipicas.
Colébnias tipicas e atipicas (3 a 5) foram selecionadas por amostra e transferidas para
Brain Heart Infusion (BHI) (HiMedia Laboratories Pvt. Ltd., Mumbai, India), com
incubacdo a 37°C por 24 horas; aliquotas de 0,3 mL das culturas obtidas foram
transferidas para tubos contendo 0,3 mL de plasma de coelho (NewProv Pinhais,
Brasil), com incubagao a 37°C e verificacdo da formacéo de coagulo entre 6 e 24
horas. Isolados que apresentaram a capacidade de produzir coagulase foram
estocados em agar nutriente (Oxoid Ltd., Basingstoke, Inglaterra), identificados e
caracterizados quanto aos seus perfis de resisténcia a antibiéticos, como descrito a
seguir (BRASIL, 2003). Considerando os resultados obtidos, as contagens foram
expressas como unidades formadoras de col6nias (UFC) por mL ou cm? (UFC/mL ou

cm?) de estafilococos coagulase positiva.
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3.2.3 Identificagédo de Staphylococcus aureus

As culturas identificadas como coagulase positiva (n = 85) foram submetidas
a testes fenotipicos: catalase, Gram, DNAse e fermentacdo de maltose. Isolados
caracterizados como cocos Gram positivos, produtores de catalase e DNAse e
fermentadores de maltose foram identificados como S. aureus, e submetidos a
pesquisa da presenca do gene femA, conforme DIAS et al. (2011), para confirmagao.

Aliquotas das culturas dos isolados selecionados (n = 53) foram submetidas
a extragcdo do DNA (AHMED et al., 2014; REYES-ESCOGIDO et al., 2010 mod.),
utilizando Chelex 100 (Bio-Rad, Laboratories, CA, USA). Para o preparo do mix, foram
utilizados eppendorfs de 0,2 mL (Axygen, Union City, CA, USA) contendo 12,5 pL
GoTaq® wizard qPCR master (Promega Corporation, Madison, USA), 9,5 uL agua
nuclease free (Promega Corporation, Madison, USA), 0,5 uL de cada primer (200 nMol
Invitrogen™ Termo Fisher) e 2 yL do DNA extraido da amostra (40 ng/uL), com um
volume total de 25 uL por reacao. As reagdes foram realizadas em um termociclador
(Bio-RAD T100™ Thermal Cycler). Os produtos da PCR foram submetidos a
eletroforese em gel de agarose a 1,5% (m/v, Kasvi, Sdo José dos Pinhais, Brasil),
corado com GelRed™ (Biotium, Inc., Fremont, CA, USA), utilizado o geneRuler
marcador de massa molecular de 100 pb DNA ladder (Promega Corporation, Madison,
USA) e colocados nas cubas Biocom Direct Uniscience e reveladas no
fotodocumentador L-PIX® (Loccus Biotecnologia, Sdo Paulo, Brasil). As sequéncias
dos primers, condi¢cdes da reacao e tamanho dos produtos de PCR considerados para

interpretacéo estao descritos na Tabela 3.

3.2.5 Pesquisa de genes de resisténcia

Os isolados confirmados como S. aureus (n = 53) foram submetidos a PCR
para pesquisa de genes de resisténcia antimicrobiana. Os genes pesquisados foram:
femB, mecA, vanA, blaZ, mecC e tetK, conforme Botelho (2017). S. aureus ATCC
11229 foi utilizado como controle positive para os femA e mecA. As etapas do preparo
da reacao e da eletroforese foram as mesmas utilizadas para o femA. As sequéncias
dos primers, condigdes das reacbes e os tamanhos dos produtos de PCR

considerados para interpretacao estao descritos na Tabela 3.
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3.2.6 Antibiograma

Entre os isolados de S. aureus que apresentaram diferentes genes de
resisténcia por PCR, 40 foram selecionados e submetidos ao antibiograma, seguindo
o método de difusdo em disco de Kirby-Bauer (CLSI, 2017). Aliquotas dos isolados
selecionadas foram estriadas em agar BHI (Oxoid Ltd., Basingstoke, Inglaterra),
incubadas a 37°C por 24 horas, e colOnias isoladas suspensas NaCl 0,85% (m/v) até
obtencdo de uma suspensao com turbidez semelhante a escala 0,5 McFarland, que
corresponde a aproximadamente 1,5 x 108 UFC/mL. As suspensdes dos isolados
foram entao distribuidas uniformemente na superficie de agar Mueller Hinton (Kasvi,
Séao José dos Pinhais, Brasil), e apos secagem foram avaliados quanto a resisténcia
a 9 antibidticos (Tabela 4). Apés incubacgéo a 37°C por 24 horas, os halos de inibigao
(quando presentes) foram mensurados com paquimetro e os isolados classificados

como resistentes ou sensiveis aos antibioticos avaliados (CLSI, 2017).

TABELA 4 - ANTIBIO:I'ICOS E AS CONCENTRACOES UTILIZADAS PARA IDENTIFICACAO DE
RESISTENCIA EM ISOLADOS DE Staphylococcus aureus PELA METODOLOGIA
DISCO-DIFUSAOQ.

Interpretagao do halo

Classe Antibiético s I R Concentragao
Quinolona Ciprofloxacina 221 16-20 <15 5ug
Lincosamida Clindamicina 221 15-20 <14 2 ug
Fenicol Cloranfenicol =18 13-17 <12 30 ug
Macrolideo Eritromicina =223 14-22 <13 15 ug
Aminoglicosideo Estreptomicina*® 16 14-15 13 10 pg
Aminoglicosideo Gentamicina 215 13-14 <12 10 ug
Penicilina Oxacilina =18 - <17 1 g
Penicilina Penicilina =229 - <28 10 UI
Tetraciclina Tetraciclina 219 15-18 <14 30 pg

LEGENDA: *Média da classe dos aminoglicosideos - ndo existe referéncia para diametro de halo de
estreptomicina para S. aureus; S: sensivel; |: intermediario; R: resistente.

3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

De um total de 122 amostras avaliadas, 23 apresentaram contagens de
estafilococos coagulase positiva (Tabela 5), com predominancia nas amostras de leite
(10/22), seguida da maos (5/22), tetos (4/22), agua residual (2/22), equipamentos
(1/22), e coador (1/22), todas as amostras de agua apresentaram <1,0 x 102 UFC/ml

para 0 micro-organismo.
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TABELA 5 - CONTAGENS MINIMAS E MAXIMAS DE ECP NAS AMOSTRAS AVALIADAS DO LEITE
E AMBIENTE DE ORDENHA.

Contagens de ECP (UFC/cm? Minimo Maximo
ou UFC/mL)

Leite <1,0 x 102 8,2 x 10*

Maos <1,0 x 102 3,4x 102

Tetos <1,0 x 102 1,2 x 10°

Agua residual <1,0x 102 9,1x 102

Equipamentos <1,0 x 102 3,1x 102

Coador <1,0x 10?2 1,3 x 10"

LEGENDA: ECP: estafilococos coagulase positiva.

Oitenta e cinco colénias foram obtidas dessas amostras e analisadas por
testes fenotipicos para identificagcdo preliminar de S. aureus, e 56 isolados
apresentaram caracteristicas compativeis com essa espécie. A presenca do gene
femA foi confirmada em 53 desses isolados, permitindo a identificacdo como S.
aureus. Esses isolados foram originarios de amostras de leite (33, 62%), maos (11,
21%), tetos (4, 8%), teteiras (2, 4%), agua residual (2, 4%) e coador (1, 2%) (Tabela
6). Os resultados obtidos indicam altas frequéncias de amostras de leite cru positivas
para S. aureus, principalmente em comparagao com estudos similares desenvolvidos
em outros paises e regides do Brasil (CASANOVA et al., 2016; DAKA; GSILASSIE;
YIHDEGO, 2012; JAMALI et al., 2015). A presenca de S. aureus no leite cru esta
associada com precarias praticas de ordenha e manipulacido inadequada de animais,
utensilios e equipamentos de ordenha, evidenciando a importancia dessas praticas
para a obtencgéo de leite com alta qualidade (ARENAS et al., 2017; KATEETE et al.,
2013).

TABELA 6 — NUMERO DE ISOLADOS POSITIVOS PARA OS GENES DE IDENTIFICACAO DO
Staphylococcus aureus E DE RESISTENCIA A ANTIBIOTICOS.

femA n (%) femB mecA mecC vanA blaz tetK
n/53 n/53 n/53 n/53 n/53 n/53
Leite 33 (62) 28 0 1 3 7 0
Maos 11 (21) 8 0 0 2 2 1
Tetos 4 (8) 4 0 0 0 0 0
Teteiras 2 (4) 2 0 0 0 1 0
Agua
residual 2 (4) 2 0 0 0 0 0
Coador 1(2) 1 0 0 0 0 0
Total 53 (100) 45 0 1 5 10 1

LEGENDA: n: numero de isolados positivos.

Todas as amostras apresentaram isolados positivos para os genes femA e
femB (Tabela 6), os quais sdo exclusivos do S. aureus (DIAS et al., 2011; PEREZ-
ROTH et al., 2001). Kobayashi et al. (2003) detectaram taxas de 89% do femA e 97%
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do femB em S. aureus, e concluiram que a deteccdo desses genes de forma
simultdnea pode confirmar a presenca de MRSA. O femB é responsavel pela
codificacdo de um fator essencial para a resisténcia & meticilina (PEREZ-ROTH et al.,
2001).

A pesquisa do gene mecA, é considerada o padréo ouro para detecgéo de
cepas de MRSA (MIMICA et al., 2007). A resisténcia a meticilina ocorre devido a
presenga do gene mecA, que produz uma proteina de ligagdo a penicilina (PBP2a),
apresentando pouca afinidade por beta-lactamicos, grupo pertencente a meticilina
(Mdller, 2009). O mecA néo foi encontrado em nenhum isolado neste estudo (Tabela
6). Pekana e Green (2018) encontraram resultado semelhante, com auséncia do
mecA nas 200 amostras de leite que avaliaram.

Ja o mecC que € um analogo do mecA (ALI, 2015; PATERSON et al., 2013)
foi amplificado em uma (2%) amostra de leite. No Egito, 35 amostras de vacas
mastiticas e normais foram verificadas quanto a presenca de mecA, mecC e femB, 13
(37%) amostras foram positivas para o gene femB que confirma S. aureus, dessas,
6/13 (46%) amostras eram MRSA (mecA positivo), as outras 7/13 (54%) eram
Staphylococcus aureus suscetiveis a meticilina (MSSA) e nenhuma mecC (Ali, 2015).

Dos 53 isolados de S. aureus, 10 (19%) foram blaZ positivo (Tabela 6). A
expressdo do gene blaZ determina resisténcia aos beta-lactamicos, e caracteriza a
producao de penicilinases/beta-lactamases, enzimas responsaveis por inativar os
beta-lactdmicos, os quais sdo um grupo de antibidticos, constituido por penicilinas,
incluindo a meticilina, cefalosporinas, cefamicinas, monobactamicos e carbapenemos
(LOWY, 2003; ZSCHECK; MURRAY, 1993). No Japéao, a prevaléncia do blaZ é baixa,
tendo sido relatados resultados de 2,7%, 3,5% e 1% entre os isolados de S. aureus
(TAKAYAMA et al., 2017). Ao contrario do trabalho de Jamali et al. (2015), em que
46% dos S. aureus de leite cru e produtos lacteos de uma provincia do Ira mostraram
resisténcia aos beta-lactamicos.

O mesmo isolado proveniente do leite positivo para o mecC também foi
positivo para o vanA (Tabela 6), demonstrando a resisténcia a vancomicina, a qual
esta relacionada a obtencédo de um plasmideo contendo o gene vanA, proveniente do
micro-organismo Enterococcus faecalis (PEREZ-ROTH et al., 2001). A ocorréncia de
cepas de MRSA resistentes a vancomicina é raramente relatada em animais, o
primeiro relato de VRSA em alimentos de origem animal ocorreu na India
(BHATTACHARYYA et al.,, 2016). A importancia deste achado esta no fato da
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vancomicina ser a droga de eleigdo no caso de infec¢des graves por MRSA (VAS et
al., 2014), o que pode contribuir para a resisténcia ao medicamento, porém, o0 mesmo
nao é muito utilizado na pratica veterinaria (SHARMA et al., 2017). A presenca de
isolados positivos para vanA em leite e maos de ordenhadores é preocupante; embora
nao seja possivel determinar a origem desses isolados, a sua presenga em multiplos
locais indica a sua circulagdo no ambiente de producao leiteira.

O gene tetK encontrado nas maos de um ordenhador (Tabela 6), confere
resisténcia a tetraciclina por meio de proteinas de efluxo que impedem a acumulacao
de tetraciclina dentro das células (PEREZ-ROTH et al., 2001; SCHMITZ et al., 2001).

Todos os isolados apresentaram de 78 a 100% de sensibilidade aos
antibidticos testados (Tabela 7). Olufemi et al. (2018) observaram altas frequéncias
de susceptibilidade a gentamicina, ciprofloxacina e tetraciclina em isolados de S.
aureus obtidos de leite de vacas aparentemente saudaveis. Outro trabalho com
estafilococos coagulase positiva proveniente das maos de manipuladores de
alimentos apresentaram 96% de suscetibilidade ao cloranfenicol (MARTINS et al.,
2009). Pekana e Green (2018) encontraram uma alta sensibilidade em isolados de S.
aureus a varios antibioticos, incluindo ciprofloxacina, cloranfenicol e clindamicina, os

quais também foram testados nesse estudo.

TABELA 7 — FREQUENCIA DE ISOLADOS SUSCETIVEIS, INTERMEDIARIOS E RESISTENTES
AOS ANTIBIOTICOS TESTADOS.

Antibiéticos (ug) Teste de resisténcia antimicrobiana

S n (%) I n (%) R n (%)

Ciprofloxacina (5) 38 (95%) 2 (5%) 0
Clindamicina (2) 37 (93%) 0 3 (7%)

Cloranfenicol (30) 40 (100%) 0 0
Eritromicina (15) 32 (80%) 6 (15%) 2 (5%)
Estreptomicina (10) 37 (93%) 1(2%) 2 (5%)
Gentamicina (10) 37 (93%) 1(2%) 2 (5%)
Oxacilina (1) 35 (88%) - 5 (12%)
Penicilina (10 Ul) 31 (78%) - 9 (22%)
Tetraciclina (30) 38 (96%) 1(2%) 1(2%)

LEGENDA: S: suscetivel; |: intermediario; R: resistente; n: nimero de isolados.

A frequéncia de resisténcia intermediaria variou de 0 a 15% (Tabela 7).
Também apresentaram resisténcia intermediaria: dois isolados (5%) a ciprofloxacina,
um (2%) a estreptomicina, um (2%) a gentamicina e um (2%) a tetraciclina. Nenhum
isolado foi intermediario a clindamicina e ao cloranfenicol, a oxacilina e a penicilina

nao possuem faixa de halo intermediario (CLSI, 2017).



47

Ja a frequéncia de resisténcia foi baixa: 0 a 22% (Tabela 7). Dentro dessa
faixa, sendo que os S. aureus foram mais resistentes a penicilina, seguido da oxacilina
(12%), clindamicina (7%), eritromicina e gentamicina (5%) e tetraciclina (2%). Nenhum
isolado apresentou resisténcia a ciprofloxacina e ao cloranfenicol (Tabela 7). Das
amostras de leite da Etidépia, Daka, Gsilassie e Yihdego (2012) também nao
encontraram nenhum dos isolados de S. aureus resistentes a ciprofloxacina. Diferente
dos resultados de trabalhos realizados no Rio Grande do Sul com vacas com mastite
subclinica, leite cru de caminhdes no Ira e leite cru dos quartos individuais de vacas
na india, esses resultados apresentaram cepas com uma resisténcia de 40 a 96% a
ciprofloxacina, oxacilina, gentamicina, tetraciclina e penicilina (FREITAS et al., 2018;
KHODADADI et al., 2016; SHARMA et al., 2017).

O gene blaZ foi identificado em 10 (19%) isolados, dos quais 7 (70%) foram
fenotipicamente resistentes a penicilina e dois a oxacilina (Tabela 8). Esses resultados
foram semelhantes aos observados por Pekana e Green (2018), que encontraram em
14,9% dos isolados obtidos de leite e carcagas bovinas que apresentaram o gene
blaZ.

Neste estudo, cinco isolados foram genotipicamente resistentes a
vancomicina (Tabela 8). A avaliacédo da resisténcia fenotipica foi realizada pelo
método disco-difusdo de Kirby-Bauer, porém, para uma caracterizagao mais refinada,
o teste de concentragdo inibitéria minima (MIC) é recomendado para avaliar
especificamente a resisténcia a vancomicina (CLSI, 2017).

O unico isolado resistente a tetraciclina, positivo para o tetK, também foi
resistente pelo teste fenotipico (Tabela 8). Shamila-Syuhada et al. (2016) também
encontraram apenas um (6%) isolado tetK positivo do leite cru de uma propriedade

leiteira na Malasia.
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3.4 CONCLUSAO

O presente estudo mostrou que o leite cru das propriedades rurais de Sao
José dos Pinhais/PR contém quantidades consideraveis de Staphylococcus aureus e
se consumido sem tratamento térmico adequado, pode ser um risco potencial a saude
do ser humano. Apesar de a maioria das cepas ter sido sensiveis aos antibiéticos
testados, a maior frequéncia de resisténcia foi a penicilina, o que pode indicar o uso

indevido do antibidtico, implicando em cepas de S. aureus resistentes.
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APENDICE 1 - FORMULARIO PREENCHIDO DURANTE AS ENTREVISTAS
REALIZADAS COM PRODUTORES DE LEITE DO MUNICIiPIO DE SAO JOSE
DOS PINHAIS, PR.

Propriedade: Data:
Tempo na | Reside na propriedade:
atividade:
Mao de obra: ( ) Familiar () Contratada Sim N3o
Idade ‘ Escolaridade
Produgao Animais em lactacéo
leiteira Média de producéo diaria | Média de producdo animal
Tipo de ordenha
Secagem dos
Numero de ordenhas diarias utens(llos/tetelras:
Higienizacao Invertido / Natural
dos utensilios
Descarte dos primeiros jatos Sim Nao | Produto utilizado
Sim Nao
Manejo de | Fundo escuro () Chao ()
ordenha Uso de panos reutilizaveis Papel toalha Pré-dipping
Sim Nao Sim Ndo | Sim Nao
Higienizagao do ordenhador Pos-dipping
Sim Nao Sim Nao
Lava o teto dos animais . ~ .
Sim No Alimentagdo apds a
. ~ . , ordenha
Refrigeracao do leite apds ordenha Sim No
Sim Nao
Tratamento de Sim No
| agua
lluminagéo Piso
Pia/torneira Teto Sim Nado | Sim Nao
Instalagées Agua Tanque
Sim Nao Sim Nao encanada Expanséao Imersao
Sim Nao




ANEXO 1 - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Nos, Julia Arantes Galvao (professora), Luany Yone Miyoshi (aluna de pés-graduacao),
Ana Luiza de Souza Reis (aluna de graduacao), Leticia Moreira dos Santos (aluna de
graduacao) - da Universidade Federal do Parana, estamos convidando o (a) Senhor (a)
, produtor (a) de leite
do Municipio de Sao José dos Pinhais, cadastrado na Secretaria de Agricultura no
municipio, a participar de um estudo intitulado “Perfil da producéo de leite em busca
da melhoria da qualidade”.

Com as boas préticas de ordenha e cuidados com os animais, o produtor sera bonificado
por ter um leite de melhor qualidade. Esse leite sera melhor aproveitado na industria
e o consumidor se sentira mais seguro em consumir esse alimento. Com a pesquisa é
esperado apresentar a importancia de se obter um leite com boa qualidade
microbiologica, beneficiando o consumidor, produtor e animais.

a) O objetivo desta pesquisa é demonstrar como o perfil da producao familiar
baseado nas boas praticas de ordenha influenciam na qualidade microbioldgica
do leite de propriedades leiteiras no municipio de Sao José dos Pinhais, Parana.

Caso vocé participe da pesquisa, sera necessario responder a um questionario:

e Idade: Qual a sua idade? Qual a idade das pessoas que participam da
atividade?

e Tempo na atividade: Ha quanto tempo o (a) senhor (a) trabalha nesta

atividade?

Producdo: Possui quantos animais em lactacao? Qual a média de producao

_J

Realiza o controle de mastite, parasitas? Faz tratamento das vacas secas e
de mastites?

Forma de obtencao do leite (tipo de ordenha e numero de ordenhas,
higienizacao): Qual o tipo de ordenha utilizada? Realiza quantas ordenhas
por dia? Faz higienizacao dos ordenhadores? Faz higienizacéo dos utensilios?

3 TWwWo >
2 i e 7 aa - 2
s SEZ° diaria? Qual a média de producao animal?
g = i « < . - : = . ~ . ~
B @ %g g e Estrutura disponivel para ordenha (teto, piso, iluminacao, instalacoes): O
& bl 2 local de ordenha € coberto? Possui piso? Possui iluminacdo? Possui
a¥52 pia/torneira, agua encanada?
o g 2 e Armazenamento do leite (tanque de refrigeracao): Possui resfriador para
e ] [=] = 2 s = -
® 23 armazenamento do leite? O leite é refrigerado apds a ordenha?
- 2 E_’ e Préticas de manejo animal (alimentacao, manejos de ordenha): As vacas sao
> 2 n alimentadas apos a ordenha? Qual o tipo de alimentacao? Faz descarte dos
a5 rimeiros jatos? Utiliza o bezerro ao pé? Faz pré e pos-dipping? Utiliza panos?
e B LR j
& 2 Utiliza papel toalha? Faz higienizacdo dos animais?
& o e Cuidados sanitarios (vacinas, controle de doencas): Vacina os animais? Quais?
o D
b
0 S
Q&
L

.L

E disponibilizar um dia para coleta de amostras durante a ordenha dos animais,
0 que levara aproximadamente 2 horas. As amostras incluem 500 mL de leite,
agua, bem como permitir a analise da microbiota presente nas maos, utensilios
e equipamentos que sera coletada por meio de suabes (hastes de algodao).

Participante da Pesquisa e/ou Responsavel Legal [rubrica]

Pesquisador Responsavel ou quem aplicou o TCLE [rubrica]

Orientador [rubrica]

Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos do Setor de Ciéncias da Satide da UFPR | CEP/SD
Rua Padre Camargo, 285 | térreo | Alto da Gléria | Curitiba/PR | CEP 80060-240 |
cometica.saude@ufpr.br - telefone (041) 3360-7259



ANEXO 1 - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

As analises dessas amostras serdo realizadas no Laboratério de Controle de
Qualidade e Seguranca de Alimentos da Universidade Federal do Parana (LACQSA
- UFPR), tendo como responsavel a professora orientadora Julia Arantes Galvao.

b) Para tanto vocé devera estar na propriedade na regiado rural de S3o José dos
Pinhais, PR para responder ao questiondrio e disponibilizar as amostras, o que
levara aproximadamente 2 horas.

c) E possivel que o (a) senhor (a) experimente algum descanforto, principalmente
relacionado a aplicacao dos questionarios ou coleta de amostra da superficie das
maos por meio das hastes de algodao.

d)  Alguns riscos relacionados ao estudo podem ser a timidez ou a revelacao das
acoes no manejo de ordenha. A assinatura do TCLE nao minimiza o risco proposto.
e)

0Os beneficios esperados com essa pesquisa: € esperado apresentar a importancia
de se obter um leite com boa qualidade microbiolégica, beneficiando o
consumidor, produtor e animais, embora nem sempre vocé seja diretamente
beneficiado por sua participacao neste estudo. Também havera treinamento com
distribuicao de folhetos informativos sobre as boas praticas de ordenha.

f) 0s pesquisadores Julia Arantes Galvao (professora), Luany Yone Miyoshi
{aluna de pos-graduacio), Ana Luiza de Souza Reis (aluna de graduacao) e Leticia
Moreira dos Santos (aluna de graduacao) responsaveis por este estudo poderao
ser localizados no Laboratério de Controle de Qualidade e Seguranca de
Alimentos da Universidade Federal do Parana (LACQSA), tendo como responsavel
a professora orientadora Julia Arantes Galvao, setor de Ciéncias Agrarias,
Universidade Federal do Parana. Rua dos Funciondrios, 1540, Juveva. E-mails:
juliaarantesgalvao@gmail.com, luanymiyoshi@gmail.com,
analuudb@gmail.com, le.moreiral8mhotmail.com. Telefone: (41) 3350-5811, no
horario 8:00-18:00 horas, para esclarecer eventuais davidas que o (a) senhor (a)

possa ter e fornecer-lhe as informacGes que queira, antes, durante ou depois de
encerrado o estudo.

g) Asua participagio neste estudo € voluntaria e se o (a) senhor (a) ndo quiser mais

fazer parte da pesquisa podera desistir a qualquer momenta e solicitar que lhe
devolvam este Termo de Consentimento Livre e Esclarecido assinado. O seu
atendimento por parte da Secretaria de Agricultura esta garantido e nao sera
interrompido caso o (a) senhor (a) desista de participar.
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h) As informagdes relacionadas ao estudo poderdo ser conhecidas por pessoas
autorizadas, como a Secretaria de Agricultura de Sao José dos Pinhais. Mo
entanto, se qualquer informacao for divulgada em relatdrio ou publicagao, isto
sera feito sob forma codificada, para que a sua identidade seja preservada e
mantida sua confidencialidade, bem como o carater andnimo dos
ordenhadores sera mantido e suas identidades serao protegidas.

'Participante da Pesguisa ¢/ou Responsavel Legal [rubrica)

Pesquisador Responsavel ou quem aplicou o TCLE [rubrica]
Orientador [rubrica]

Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos do Setor de Ciéncias da Salde da UFPR | CEP/SD
Rua Padre Camargo, 285 | térreo | Alto da Gloria | Curitiba/PR | CEP B0060-240 |
cometica.saude@ufpr.br - telefone (041) 3360-7259
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Declaramos que os dados coletados serdao de uso para o desenvolvimento da
pesquisa em questdo, porém as cepas bacterianas - e nao a amostra em si -
provenientes do material biologico (superficie dos tetos dos animais, superficie
dos utensilios e equipamentos, agua residual de utensilios, maos dos
ordenhadores, teteiras, leite do resfriador) poderao ser armazenadas, e neste
caso, lacradas, identificadas em congelador do LACQSA-UFPR para reutilizacao
em pesquisas complementares, conforme o disposto na Resolucao 441/2011
(CNS), Portaria 2201/2011 (MS) e Resolucao 40/12 (CEPE-UFPR) - que tratam de
Biobanco e Biorrepositorio. O responsavel pelo armazenamento, caso haja sera

a professora orientadora Julia Arantes Galvao.

j)  As despesas necessarias para a realizacdo da pesquisa ndoc sdo de sua
responsabilidade e o (a) senhor (a) ndo recebera qualquer valor em dinheiro pela

sua participacao.

k)  Quando os resultados forem publicados, ndo aparecera seu nome, e sim um
codigo. ’

Se vocé tiver duvidas sobre seus direitos como participante de pesquisa, vocé pode
contatar também o Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos (CEP/SD) do Setor
de Ciéncias da Saude da Universidade Federal do Parana, pelo telefone 3360-7259.

Eu, li esse Termo de Consentimento e

compreendi a natureza e objetivo do estudo do qual concordei em participar. A
explicacao que recebi menciona os riscos e beneficios. Eu entendi que sou livre para
interromper minha participacao a qualquer momento sem justificar minha decisao e

sem qualquer prejuizo para mim.
Eu concordo voluntariamente em participar deste estudo.
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ANEXO 2 - APROVAGAO NO COMITE DE ETICA EM PESQUISA EM SERES
HUMANOS DA UFPR

UFPR - SETOR DE CIENCIAS
DA SAUDE DA UNIVERSIDADE '%': '"M"“' —
FEDERAL DO PARANA -

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADCS OO PROJETO DE PESGUISA

Titulo da Pesquisa: Perfil da Produgdo de leite em busca da melhona da qualidade
Pesquisador: JULIA ARANTES GALVAD

Area Tematica:

Versao: 4

CAAE: 65247417.2.0000.0102

Instituigdo Proponente: Departaments de Medicina Veternaria

Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS O PARECER

Mimero do Parecer: 2.327.830

Apresentagao do Projeto:

Projeto de pesguisa provensente do Deparaments de Medicina Veterinaria sob a responsabilidade da Profa.
Dra. Julia Arantes Galvdo que serd executado com a colaborago das pos-granduanda Luany Yone Miyoshi
& das graduandas Ana Luiza de Souza Reis e Leticia Moreira dos Santos. A pesquisa sera desenvolvida em
530 José dos Pinkhais com produtores de leite cadastrados na Secretaria de Agricultura do referido

municipio.

Objetivo da Pesquisa:

"Oibjetvo Primario:

Demonstrar como o perfil da produgas familiar baseado nas boas praticas de ordenha influenciam na
gualidade microbiclogica do leite de propriedades leiteiras no municipio de 530 Jose dos Panhais, Pamana.
Objetvo Secundanio:

- Realizar analises microtickagicas o2 amostras do leite, equipamentos, utensilios, agua, superficse dos tetos

Enmngdsrsgo: Rua Padre Camargo, 285 - TEnren

Balmo: Ao da Gioria CEF. =0.050-24C
UF: FR Eunkeiplo: CURITEA
Telsfonaz (£1)3350-7255 E-mall: cometca.saudsizufprbs
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ANEXO 2 - APROVAGAO NO COMITE DE ETICA EM PESQUISA EM SERES
HUMANOS DA UFPR

UFPR - SETOR DE CIENCIAS
DA SAUDE DA UNIVERSIDADE ‘€ Rglovgrorme
FEDERAL DO PARANA -

Conlinmighs do Pamcer 2 327 838

dos animais e m3os dos ordenhadores,
- Relacionar os melhores resuftados acs odenhadores gue afimam realizar mais adeguadamente as boas
praticas de ordenha, bem como oferecer feinamento e avaliagdo de resultados.”

Avaliagio dos Riscos e Beneficios:
De acordo com a autora principal. "o produtor sera bonificado por ter um leite de melhor qualidade. Esse keite
sera melhor aproveiiado na mdistria e o consumidor se sentird mais seguenn em consume esse alimento.

A pesquisa apresenta o risco da quebra de confisencialidade referente as praticas executadas no processo
de ordenha, no sentido de ter as praticas Jwulgadas, bem como o desconforto que pode ser resultado da
aplicagdo dos questionarios, & tambSm da aplicagdo de suabes para verificagio da contaminasdo das maos,
no enianto busca-se minimizar esses protdemas com o oferecimento do Termo de consentimento livre
esclarecido. bem como a possibilidade de os participantes desistirem de participar da pesquisa caso n3o se
sintam confortaveis.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

"Serio estudadas 42 propriedades leiteiras do municipio de S3o Jose dos Pinhais, PR, cadastradas na
Secretana da Agncultura do municipio & que fomecem leite para uma indiistria sob sistema de inspegin
estadual {Senigo de Inspegde do Parana - 5IF).” "Os produtores serdo entrevistados e aplicadas Fistas de
werificazdo, considerando itens referentes zo seu perfl socieecondmico, estrutura disponivel para ordenha e
armazenaments de leite, praticas de mansp animal, cuidados sanitarios e a forma de obtenc3o do leite.”
“Para o levantamento do perfil da produgio de lefte nas propriedades estudadas serdo avaliadas as
enrevisias apiicadas por meio de lIstas de verificag3o composias por informagies gualitativas e
quantitatvas. As respostas das entravistas serao anotadas & ndo gravadas, portanto nSo necessitam de
destruico da gravacdo. Apds a avaliacio ¢ interpretacie dos dados serde realizadas coletas de amostras

Endersgo: Rua Padre Camarga, 285 - Téme=o

Balmo: Ao da Gigria CEP: z0.050-240
UF: FR Huniciplo:  CURITEA
Telsfone: (&1)3350-7255 E-mall: comefca. =yadsiufpror

Pigina [ da 08
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ANEXO 2 - APROVAGAO NO COMITE DE ETICA EM PESQUISA EM SERES
HUMANOS DA UFPR

UFPR - SETOR DE CIENCIAS
DA SAUDE DA UNIVERSIDADE W
FEDERAL DO PARANA -

Coninuaglio do Paieser 2 127 &8

de cada propriedade para avaliagie microbioldgica. As amosiras serdo: superficie des fetos dos animais,
superficie dos utensilios & equipamentos, agua residual de utensilios, m3os dos ordenhadores, teteiras, leits
do resfriador. Todas as cofetas serdo realizadas com tecnicas assephicas e as amostras serao transportadas
&M calas isotémicas contendo gele reciclavel até o Laboratonio de Confrole de Qualidade e Seguranga de
Alimenios

da Universidade Federal do Parana, onde serdo analisadas em até duas horas apos a chegada ao
laboratirio. Serac pesquisados os seguinies micro-oeganismos: aerobios mesdfilos, cofformes totais e
termotclerantes, estafilococos e Salmonella. As anafises serdo executadas seguindo 3

Instrugdo Mormativa 62. Os resultados obtidos serSo avaliades comparando-se com os valores de referéncia
descritos na Instrugio Mormativa 52. Finafizado periodo de andlises, a5 amostras ficardo amazenadas sob
congelagdo por até T dias e postefiommenie serdo descartadas em lixo comum e para

material biologico. As variaveis qualiativas serao avaliadas pelo teste qui-guadrado e as quaniitativas. pelo
teste T, vlilizando-s2 o programa estatistico ASSISTAT, vers3o 7.7 bela, adotando-se, em ambos os casos,
o nivel de signficincia de até 5% (p<0,05). Imediatamente apos a avaliacio micial da qualidade do keite
serac realizadas quatro pafestras técnicas & quatro treinamentos praticos, ambos coletivos.

Serao disponibdizados materiais didaticos a cada produtor. cartfhas e folders, contendo todas as
nformagdes necessanas para a cometa implantagio das boas praticas de higiens na ordenha. Cada
palestra terd duragSo de 1 hora & cada treinamento nas propriedades 1 hora £ 30 minuios. Sete meses apds
o treinamento serdo realizadas novas visitas e coletas de leite nas propriedades para a verificagao da
mplantagio das praticas pelos produtores & o impacto destas na qualidade do leite produzido.”

Enderego: Rua Padre Camargo, 285 - Témrea

Balro: Ao da Gloris CEP: =0.080-240
UF: FR Euniziplo: CURITEA
Tedefoma: [L£13350-725% E-mai: comefca.saudsfiufprr
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ANEXO 2 - APROVAGAO NO COMITE DE ETICA EM PESQUISA EM SERES
HUMANOS DA UFPR

UFPR - SETOR DE CIENCIAS
DA SAUDE DA UNIVERSIDADE W
FEDERAL DO PARANA -

Conlinuaga do Paneser 3 327 838

Consideragies sobre os Termos de apresentagdo obrigatoria:
o Uso em pesquisas futuras deve ser mediants novo TCLE | Informar

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

As pendéncias foram atendidas entretanio & importante que fique caracterizado no TCLE que o uso futurs
do material armazenado (cepas) sera possivel mediante submiss3o de novo projeto de pesquisa ao comitg
de etica e autorizagao do produtor por meio de TCLE.

- E cbrigatério retirar na secretaria do CEFP/SD uma copia do Termo de Consentimento Livre & Esclarecido
com carimbo onde constara data de aprowagdo por este CER/SD, sendo este modelo reproduzido para
aplicar junte 30 participante da pesquisa.

O TCLE devera conter duas vias, uma ficara com o pesquisador & uma copia ficard com o participante da
pesquisa {Carta Circular n®. 0037201 1COMERPICHNE).

Fawor agendar a refirada do TCLE pelo telefone £1-3360-7252 ou por e-mail cometica. saudef@uipr.br,
necessario informar o CAAE

Consideragdes Finais a critério do CEP:

Solicitamos gque sejam apresentados a este CEP, relatorios semestrais e final, sobre o andamento da
pesquisa. bem como informagdes relativas &s medificagies do protocolo, cancelamento, encerramento e
destino dos conhecimentos obtides, através da Plataforma Brasil - no modo: NDTIFECA';E-.D. Demais
alteragies e promrogacao de prazo devem ser enviadas no modo EMEMDA. Lembrando gue 0 cionograma
de execugdo da pesquisa deve ser atualizad o no sistema Plataforma Brasil antes de enviar solicitagdo de
promogacio de prazo.

Emenda — ver modelo de carta em nossa pagina: www.cometica ufpr br (obrigatono envio)

Este parecer foi elaborado baseado nos doecumentos abaizo relacionados:

Tipo Documento Arquiso Postagem Autor Situagao
Informacgoes Basicas | PE_INFORMACOES _BASICAS DO P | 20/D8/2017 Aceito
do Projeto ROJETO D1BE3T pdf 11:41:50
Cutros respostas_pendsncia_3 docx 2002017 | JULIA ARANTES Aceito

114046 [GALVAD
Decaracac de Declaracao_de uso_especifico_do_m 200872017 [JULIA ARANTES Aceitn

Endersgo: Rua Padre Camarga, 285 - Temed
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ANEXO 2 - APROVAGAO NO COMITE DE ETICA EM PESQUISA EM SERES
HUMANOS DA UFPR

UFPR - SETOR DE CIENCIAS

DA SAUDE DA UNIVERSIDADE Q%,"'“"“"‘"M .
FEDERAL DO PARANA -
Codinuaglio do Paiecer 2 327 38
Manuseio Material  |atenal eou_dados_codetados comgedo | 114025 [ GALVAD Aceits
Biokagica / 2. pdf
B orepositornio f
B chanco
TZLE ! Termeos de | Termo_de_consentimento_Buwre e escla| 2000872017 |JULIA ARANTES Aceito
Assentimento | recido_TCLE_comgido_3.docx 11:40:12 | GALVAD
Justificativa de
Ausencia
Brochura Pesguisa  |projeto_detalhado cormngido3.docx 2000802017 [ JULIA ARANTES Aceito
11:30:52 | GALVAD
TCLE ! Termos de | Termo_de_consentimento_vre_e escla| 18/082017 |JULIA ARANTES Aceito
Aszentimento | recido TCLE comgido 2.docx 10:2842 |GALVAD
Justificativa de
Adsenca
Cutros respostas_pendencia_Zdocx 13/0872017 | JULIA ARANTES Aceits
10:2837 | GALWAD
Profeto Detalhado 1 |projeto oe@inado  coMmigion 2. 00ox 1302017 [JULIA ARANTES Acelnn
Brochura 10:27-54 | GALVAD
Irvestigador
Deciaracao de Declaracao_de uso_especifico_do mat | 12/0B/2017 | JULIA ARANTES Aceits
Manuseio Matenal |enal eou_dados_coletados_comigidoopd|  10:27:37 | GALVAD
Bokagica / i
B orepositornio /
B obanco
Falha de Rosto folhaDeRosto. pdf 11082017 [JULIA ARANTES Aceito
18:2608 | GALVAD
Cutros checklst.pdf 10052017 [JULIA ARANTES Aceito
15:03:33 | GALVAD
Cutros Termo_de_responsabilidades_no_projet | 1000502017 | JULIA ARANTES Aceito
o.pdf 15:03:16 | GALVAD
Cutros Termo_de_compromisso para_o_inicio_| 1000572017 | JULIA ARANTES Aceits
da_pesguisa pdf 15:02:56 | GALVAD
Cutros Declaracao_de_tormar_publicos os_res | 100502017 | JULIA ARANTES Aceito
ultados. pdf 15:02:20 | GALVAD
Cutros Termo_de_confidencialidsde pdf 10/05F201T [JULIA ARANTES Aceito
14:68:12 | GALVAD
Cutros Analise_de mernitc_comprovante_de qu| 10052017 |JULIA ARANTES Aceito
alificacas_ou_agencia_de_fomento pdf 146758 [GALVAD
Cutros Ata_de_aprovacac do_propeto.pdf 10052017 |JULIA ARANTES Aceito
14:57-37 | EALVAD
Cutros Oficio_do_pesquisador_encamnhando_ | 10/05°2017 [JULIA ARANTES Aceito
o_projeto_ao CEPSD.pdf 14:5720 |GALVAD
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ANEXO 2 - APROVAGAO NO COMITE DE ETICA EM PESQUISA EM SERES
HUMANOS DA UFPR

UFPR - SETOR DE CIENCIAS
DA SAUDE DA UNIVERSIDADE ‘GREran - "
FEDERAL DO PARANA -

Catruaghs ds Feeaca 0T e

CURITIBA. 11 de Outubro de 2007

Assinado por
I0A CRISTINA GUBERT
{Coordenador)
Ensersgs. Fug Fare Samwge I - Temes
Buslrer  ASs oy Seng CEP: g3 eg-240

UF: PR Mgk CORITRA
Telabooa: 40 3MS-TIH8 Esmal  corefion saude@ivir b
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ANEXO 3 - APROVAGAO DA COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

1 1411 UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA
— T — SETOR DE CIENCIAS AC
UFPR coMISSA0 DE ETICA NO USO DE ANIMATS

CERTIFICATIO

Certificamos que o profocoly mimarn 03472017, referente ap projeto “PERFIL DA PRODUCAD FAMITIAR
E CONTAMINACAOQ BACTERIANA DO LEITE NO MUNICIPIO DE 540 JOSE DS PINHAILS,
FARANA®, woh a responsabilidade de Julia Arantes Galvio — que emvolve a produgio, mammencio eion
urilizardo de animais pertencentes a0 filo Chordata, subfilo Ventehrata (exceto o homem), pam fins de pesquisa
cientifica 0u ensing — enconira-se de acordo com o5 preceits da Lei o 11,784, de 8 de Crorubro, de 2002, do
Diecreto o* 5809, de 15 de jolho de 200¢%, & com as normas editsdas pelo Consslhe WNacional de Controle da
Experimentacio Animal (CONCEA), & foi aprovado pela COMISSAO DE ETICA WO USO DE ANIMATS
{CEUA) DO SETOR DE CIENCIAS AGRARIAS DA UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA - BRASI,
com grau | de invasividade, em reunido de 05052017,

| Vipenria do projete Aposio 217 ate Marpo 2019
E}p&c’t&-lmhagm Bt sp. (bonving) / Racas leiteiras mesticas
Numero de apimais T
PesoTdads 650 kg / Variada
SERO Femea
| Oripem Propriedad es nurais em 530 Jose dos Piohais, Parana
CERTIFICATE

We cerify that the protoco] mmber 0342017, regarding the project “FAMTLTAR AT K FARMNG PROFILE
ANDBACTERIAL CONTAMINANTS IN MILE FROM 540 JOSE DOS PINHAIS, PARANA BRATIL™
under Julia Arantes Galvio supervision — which inchades the produrtion, maintenance and’or wtilization of
animals from Chordata phylum, Verehrata subphyhmn (except Humans), fior scientific or teacking parposes — is
in accordance with the precepts of Law o° 11704, of 8 October, 2008, of Decree o 6899, of 15 Tuly, 2009, and
with the edited rales from Comselho Wacicnal de Centrole da Experimentagdo Animal (CONCEA), and it was
approved by the ANIMAT USE ETHICS COMMITTEE OF THE AGRICULTURAL SCIENCES CAMPUS OF
THE UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA (Federal University of the State of Pamnd, Brazil), with degres
1 of invasiveness, in session of 05052017

Duration of the project Auzust/ 208 7 umtil March2019

SpeciaLme Bos sp. (bowine) | Crosshred dairy cartle
Humber of animals 780

Wheishi Aze 630 kg / Varale

Ten Female
| Origin Faal propeeries i Sac Jos# dos Pinhais, Parana

Curitiba, 5 de maio de 2017

.*_'r‘n,._‘_,‘-,.i_ i, 'F-:t-‘-\'J'ﬁ,_,

Chayane da Rocha
Coordenadora CEUA-SCA

Comissine de Etca no Uso de Animais do Setor de Ciéncias Agrarias - UFPR
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