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RESUMO

A producéo de leite de bufala direto. Com isso, este trabalho objetivou monitorar a sanidade da
glandula mamaéria e a qualidade do leite de bdfala produzido na Estacdo Experimental
Agrondmica da Universidade Federal do Rio Grande do Sul com a utilizagdo de protocolos de
Boas Praticas Agropecuarias na ordenha. Foram coletadas amostras de leite de quartos
mamarios que apresentaram reacdo ao California Mastitis Test, para isolamento e identificacdo
do agente causador de mastite através de MALDI-TOF/MS. O teste de suscetibilidade a
antimicrobianos foi realizado pelo método de Kirby-Bauer. A producdo de leite diéria se destina
principalmente ao mercado de derivados, em que a qualidade do leite tem impacto foi avaliada.
Amostras de leite de bufala individuais e de conjunto foram coletadas para avaliar a contagem
padrdo em placa, perfil de &cidos graxos, além de deteccdo de residuos. A agua utilizada no
Tambo de Leite (instalacéo projetada para a producéo e o manejo do gado leiteiro) foi avaliada
guanto a presenca de coliformes totais e coliformes termotolerantes através da técnica de tubos
multiplos, e realizada a contagem de bactérias heterotréficas mesofilas. Dos quartos mamarios
que apresentaram reacdo ao California Mastitis Test, foi isolado e identificado o agente
Staphylococcus aureus, que apresentou sensibilidade a todos os antimicrobianos testados. A
média diaria de producdo foi de 3,91 Kg/bufala/dia. A média obtida para contagem padrdo em
placa foi de 1,69 x 10* UFC/mL. O perfil de &cidos graxos apresentou predominancia dos acidos
graxos palmitico (C16:0) e oleico (C18:1- cis (n9)). Nao foram identificados residuos de
antimicrobianos e antiparasitarios. A agua apresentou presenca de coliformes totais com média
de 30,5 NMP/100 mL, auséncia de coliformes termotolerantes e a média para contagem de
bactérias heterotroficas mesofilas foi de 4,85 x 10 UFC/mL. A implementacdo de protocolos
de Boas Praticas Agropecudrias contribuiu para a obtencdo de um leite bubalino de qualidade,
além de auxiliar no diagnéstico e prevencdo de mastite.
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MAMMARY GLAND HEALTH AND QUALITY MONITORING OF BUFFALO
MILK PRODUCED AT THE AGRONOMIC EXPERIMENTAL STATION OF
UFRGS
ABSTRACT
The production of buffalo milk is mainly intended for the dairy products market, in which the

quality of the milk has a direct impact. Thus, this study aimed to monitor the health of the
mammary gland and the quality of buffalo milk produced at the Agronomic Experimental
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Station of the Federal University of Rio Grande do Sul with the use of Good Agricultural
Practices protocols in milking. Milk samples were collected from mammary quarters that
showed a reaction to the California Mastitis Test, for isolation and identification of the causative
agent of mastitis through MALDI-TOF/MS. The antimicrobial susceptibility test was
performed using the Kirby-Bauer method. Daily milk production was evaluated. Individual and
set buffalo milk samples were collected to evaluate standard plate count, fatty acid profile, and
residue detection. The water showed the presence of total coliforms with a mean of 30.5
MPN/100 mL, absence of thermotolerant coliforms and the mean count of mesophilic
heterotrophic bacteria was 4.85 x 10 CFU/mL. The implementation of Good Agricultural
Practices protocols contributed to obtaining quality buffalo milk, in addition to assisting in the
diagnosis and prevention of mastitis.

Keywords: Good agricultural practices. Milk. Bubalus bubalis. Microbiology. Mastitis.

MONITOREO DE LA SALUD Y CALIDAD DE LA GLANDULA MAMARIA DE LA
LECHE DE BUFALA PRODUCIDA EN LA ESTACION EXPERIMENTAL
AGRONOMICA DE LA UFRGS

RESUMEN

La produccion de leche de bufala se destina principalmente al mercado de productos lacteos,
en el que la calidad de la leche tiene un impacto directo. Asi, este estudio tuvo como objetivo
monitorear la salud de la glandula mamaria y la calidad de la leche de bufala producida en la
Estacion Experimental Agrondmica de la Universidad Federal de Rio Grande do Sul con el uso
de protocolos de Buenas Précticas Agricolas en el ordefio. Se colectaron muestras de leche de
los cuarteles mamarios que mostraron una reaccion a la prueba de mastitis de California, para
el aislamiento e identificacion del agente causal de la mastitis a través de MALDI-TOF/MS. La
prueba de susceptibilidad antimicrobiana se realizd6 mediante el método de Kirby-Bauer. Se
evalud la produccion diaria de leche. Se recolectaron muestras individuales y de leche de bufala
para evaluar el recuento de placas estandar, el perfil de &cidos grasos y la deteccion de residuos.
El agua presentd presencia de coliformes totales con un promedio de 30.5 NMP/100 mL,
ausencia de coliformes termotolerantes y el conteo promedio de bacterias heterotrofas mesoéfilas
fue de 4.85 x 10 UFC/mL. La implementacion de protocolos de Buenas Practicas Agricolas
contribuyd a la obtencion de leche de bufala de calidad, ademas de coadyuvar en el diagnostico
y prevencion de mastitis.

Palabras clave: Buenas practicas agricolas. Leche. Bubalus bubalis. Microbiologia. Mastitis.
INTRODUCAO

O bdfalo é considerado um animal de dupla aptiddo, adequado tanto para a producao de
leite como para producéo de carne, e devido a sua rusticidade, sdo animais bastante adaptados
a solos de baixa fertilidade, terrenos alagadigos e capazes de converter alimentos fibrosos em
proteinas de alto valor (1). Além dos aspectos ja mencionados, outros fatores relevantes
sustentam o crescimento do rebanho bubalino, destacando-se as propriedades desejaveis do
leite e da carne de bufalo; a maior resisténcia as infecgdes parasitarias, as intoxicacfes por
plantas toxicas e ao desenvolvimento de patologias comumente observadas em bovinos (2).
Assim, a producéo de bafalos se configura como uma alternativa produtiva de boa rentabilidade
na pecuaria brasileira (3).
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O leite bubalino é o segundo mais produzido no mundo e, no ano de 2021, representava
cerca de 15% da producdo mundial de leite, apresentando uma taxa de crescimento de 45% em
dez anos (4). O crescente aumento na exploracdo leiteira se da por conta da diferente
composicao fisico-quimica do leite bubalino em relacdo ao do bovino, permitindo assim que
sejam produzidos derivados lacteos de alto valor comercial (5).

A bufala tem grande potencial para producdo de leite, pois o leite bubalino apresenta
maior valor nutritivo e rendimento industrial, devido aos niveis elevados de gordura, sélidos
totais, proteinas, lactose e minerais quando comparado ao leite bovino (6,7). E um leite que
apresenta menores concentrac@es de colesterol, assim como valores elevados de &cidos graxos
de cadeia longa, como o acido linoléico conjugado (CLA), que é uma substancia
anticancerigena que também atua sobre os efeitos secundarios da obesidade, como a
arteriosclerose e a diabetes (8).

A qualidade do leite é muito importante para os produtores e as industrias, tendo impactos
diretos tanto na producdo de derivados lacteos quanto na seguranca dos alimentos. Muitos
fatores podem influenciar a qualidade do leite, destacando-se fatores ambientais, nutricionais,
estado sanitario do rebanho, estagio de lactacdo e a qualidade higiénica da ordenha (9,10). Sao
utilizados para avaliacdo da qualidade do leite pardmetros microbiol6gicos e higiénicos
sanitarios, como a contagem padrdo em placa (CPP) e a contagem de células sométicas (CCS),
além da composicao fisico-quimicas, principalmente gordura, proteina, lactose, célcio e sélidos
totais (11,7).

A implantacdo de Boas Praticas Agropecuarias (BPAS) reduz a contaminacdo e a
multiplicacdo de microrganismos, 0s quais estdo relacionados a diversos fatores, entre eles a
deficiéncia no manejo e higiene da ordenha, a salde da glandula mamaria, a manutengéo e
desinfeccdo inadequada dos equipamentos, a qualidade da agua e a refrigeracdo inadequada do
leite (12,13,14).

Embora as bufalas sejam consideradas menos susceptiveis a mastite do que os bovinos,
este monitoramento deve ser realizado sistematicamente. A mastite causa prejuizos econémicos
na cadeia produtiva leiteira, devido a queda na produtividade e reducdo do rendimento na
producdo dos derivados do leite, além das alteracdes qualitativas e quantitativas do leite com
degradacéo das caracteristicas organolépticas e reducdo da vida Gtil (11,15). Alem das perdas
econdmicas, a mastite esta associada a satde publica, devido a presenca de agentes que podem
transmitir doencas aos seres humanos, residuos de antimicrobianos no leite, e a presenca de
bactérias multirresistentes a antimicrobianos. Com isso, este trabalho objetivou monitorar a
sanidade da glandula mamaria e a qualidade do leite de bufala produzido na Estacdo
Experimental Agrondmica da Universidade Federal do Rio Grande do Sul.

MATERIAIS E METODOS
Local de Estudo e producao de leite de bufala

A Estacdo Experimental Agronémica da Universidade Federal do Rio Grande do Sul
(EEA-UFRGS) localiza-se na BR 290, Km 146 no municipio de Eldorado do Sul-RS
(coordenadas geograficas latitude sul 30° 05° 09” e longitude oeste 51° 40’ 55”°) com altitude
média de 44 m no nivel do mar, temperatura média anual de 19,8 °C e precipitagdo média anual
de 1580 mm.

As ordenhas foram realizadas entre 0s meses de setembro e novembro de 2022,
procedimentos estes aprovados pela CEUA-UFRGS 40325. O sistema de ordenha mecanica
tipo balde ao pé foi empregado. As ordenhas foram realizadas seguindo os protocolos
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preconizados pelo Guia de Boas Préticas na Pecuaria de Leite da FAO & IDF (14) e o Manual
de Boas Préaticas Agropecuarias na Ordenha: Bubalinocultura (16).

Foram submetidas a ordenha 11 bufalas em lactagdo, primiparas e multiparas, com idade
entre 2,5 e 5 anos, e peso médio 465 kg * 84 kg. As bufalas lactantes foram mantidas em campo
nativo com acesso a sal mineral e 4gua ad libitum, além da suplementagcdo com silagem de
milho quatro vezes na semana e concentrado a base de milho e soja (90% de farelo de milho e
10% de farelo de soja). Para avaliar a produgdo média diaria de leite de bufala, foram coletados
dados de producédo individual de oito ordenhas realizadas no periodo de amostragem. A partir
destes dados, foram calculadas a producédo média individual, producédo média por categoria de
bufalas (primiparas e multiparas), assim como a producdo média diaria geral.

Coletas de amostra de leite bubalino

Entre os meses de setembro e novembro, semanalmente foram coletadas amostras de leite
bubalino de conjunto, contendo 150 mL, totalizando oito amostras no periodo de amostragem.
As amostras foram coletadas de forma higiénica ao final da ordenha completa e
homogeneizac&o do leite das 11 bufalas em ordenha, e posteriormente foram transportadas sob
refrigeracdo até o Laboratdrio de Microbiologia e Satde Unica do Instituto de Ciéncias Basicas
de Salde (ICBS-UFRGS). As amostras foram armazenadas conforme anélise a ser realizada,
sendo 50 mL para analise microbioldgica, 50 mL para analise de residuos de antimicrobianos e
antiparasitarios e 50 mL para analise de perfil de acidos graxos. Para a média diaria de
temperatura ambiente nos dias de ordenha, foram coletados dados através da plataforma
AccuWeather ao inicio e fim da ordenha.

Sanidade da glandula mamaria

O teste da caneca de fundo preto foi realizado a cada ordenha, desprezando os trés
primeiros jatos de leite. O leite de bdfala foi avaliado quanto a presenca de grumos, pus, sangue
e alteracdo de cor, sinais indicativos de mastite clinica. O California Mastitis Test (CMT) foi
realizado semanalmente, com o objetivo de detectar mastite subclinica. Para interpretacdo da
reacdo observou-se o grau de viscosidade da amostra. Para 0s quartos mamarios que
apresentaram algum grau de reacdo no CMT, foram coletadas amostras para identificacdo dos
possiveis agentes etioldgicos de mastite.

Isolamento e identificacdo do agente etioldgico

Foi utilizada a técnica de semeadura por esgotamento em placas de Petri com 0s meios
agar sangue e agar MacConkey, incubados a 37 °C por 48 horas (17). Apds as placas foram
avaliadas quanto ao crescimento microbiano e as colonias suspeitas foram isoladas para
identificacdo do agente etiologico. O isolado foi identificado através de espectrometria de
massa MALDI-TOF/MS (Matrix-assisted laser desorption ionization time-of-flight/mass
spectrometry) pelo método da colbnia direta e analisadas no aparelho MALDI Biotyper 4.0,
software MBT OC (Bruker Daltonics, Bremem, Alemanha).

Teste de susceptibilidade a antimicrobianos

Para o teste de susceptibilidade foi empregado o método Kirby-Bauer com os seguintes
antimicrobianos: penicilina G (10 UI), clindamicina (2pg), eritromicina (15 pg), ciprofloxacina
(5 pg), cloranfenicol (30 pg), gentamicina (10 pg), tetraciclina (30 pg) e cefoxitina (30 pg). Foi
preparada uma suspensdo bacteriana com turbidez correspondendo a Escala de Mcfarland 0.5

Fernandes FM, Domenico VD, Motta ASM. Sanidade da glandula mamaéria e monitoramento da qualidade do leite
de budfala produzido na Estagdo Experimental Agrondmica da UFRGS. Vet. e Zootec. 2025; v32: 1-16.



ISSN Eletrénico 2178-3764 Veterinaria e Zootecnia 5

(10® UFC/mL) a qual foi semeada sobre o meio de cultura 4gar Mueller-Hinton. Os discos
contendo antimicrobianos foram inseridos sobre a superficie do meio e incubados a 37 °C por
24 horas. A leitura do didmetro dos halos de inibicdo foi realizada em mm, classificando o
isolado como sensivel, intermediario ou resistente, de acordo com os critérios interpretativos
pela European Committee on Antimicrobial Susceptibility testing (EUCAST) (18).

Contagem Padréo em Placa

A contagem padrdo em placa (CPP) foi realizada de acordo com a 1SO 4833-1 (19). Foi
homogeneizado 1 mL de leite de bafala em 9 mL de solucdo salina 0.85%, para obtencédo de
diluicdes de 10 até 107, De cada diluigio foram coletados 0,1 mL e semeados em meio Plate
Count Agar (PCA). As placas foram incubadas a 37 °C por 48 horas. A contagem de
microrganismos heterotréficos meséfilos foi realizada nas diluicdes que apresentaram entre 20
e 200 coldnias e expressas em UFC/mL.

Perfil de &cidos graxos

A quantificacdo de acidos graxos foi realizada por meio de cromatografia gasosa com
detector de ionizagéo de chama (GC-FID Modelo GC 2010, Shimadzu, Kyoto, Japdo), equipado
com uma coluna capilar de silica fundida (Rtx- Wax, Restek, 30 m x 0,25 mm x 0,25 pum), de
acordo com a AOCS (20). As amostras foram previamente esterificadas com trifluoreto de boro
em metanol de acordo com Luddy et al. (21), para permitir a analise pelo GC-FID. Os &cidos
graxos foram identificados por comparacgdo do tempo de retencdo dos componentes com uma
mistura padrdo de referéncia de &cidos graxos FAME mix (Supelco 37 Component FAME Mix;
Supelco Inc., Bellefonte, PA, EUA).

Residuos de antimicrobianos e antiparasitarios

A andlise foi realizada pelo Laboratério Federal de Defesa Agropecuéria (LFDA/RS), do
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), através de método de triagem
de sessenta e dois residuos de antimicrobianos e antiparasitarios pertencentes a diferentes
classes, usando cromatografia liquida-eletrospray-espectrometria de massa em tandem (LC-
ESI-MS / MS) (22, 23, 24). Os residuos analisados foram: Ampicilina, Cefalexina, Cefalénio,
Cefapirina, Desatil cefapirina, Cefoperazona, Cefquinoma, Ceftiofur, Desfuroil ceftiofur,
Cloxacilina, Dicloxacilina, Nafcilina, Oxacilina, Penicilina G, Penicilina V, Azitromicina,
Clindamicina, Eritromicina, Espiramicina, Lincomicina, Tilosina, Tilmicosina, Bromexina,
Sulfaclorpiridazina,  Sulfadiazina, = Sulfadimetoxina,  Sulfadoxina, = Sulfamerazina,
Sulfametazina, Sulfametoxazol, Sulfaquinoxalina, Sulfatiazol, Sulfisoxazol, Trimetoprim,
Acido nalidixico, Acido oxolinico, Ciprofloxacino, Danofloxacino, Difloxacino,
Enrofloxacino, Flumequina, Marbofloxacino, Norfloxacino, Sarafloxacino, Clortetraciclina,
Doxiciclina, Oxitetraciclina, Tetraciclina, Cloranfenicol, Florfenicol, Florfenicol amina,
Tianfenicol, Abamectina, Doramectina, Eprinomectina, Ivermectina, Moxidectina, Monensina,
Albendazol, Albendazol sulfona, Albendazol sulfoxido, Albendazol amino sulfona.

Coleta e anélise microbioldgica da agua

As coletas de amostra de agua foram realizadas no ponto de maior utilizagdo na ordenha,
conforme o Manual Prético de Analise de Agua (25). O volume de 200 ml de 4gua foi coletado
em frasco estéril com tiossulfato de sédio a 10% e encaminhado ao Laboratério de
Microbiologia e Satde Unica do ICBS-UFRGS em refrigeracdo. A Contagem de bactérias
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heterotroficas mesofilas foi realizada através do método da semeadura em profundidade em
meio Plate Count Agar (PCA), e a Contagem de Coliformes totais e Contagem de coliformes
termotolerantes pela técnica de Tubos Mdltiplos e os resultados expressos em NMP (NUmero
Mais Provavel)/100 mL de amostra (25).

Andlise estatistica

Os dados referentes ao monitoramento da qualidade do leite e qualidade da agua, com as
devidas identificagdes de amostra, foram transferidos e organizados em planilhas do programa
Microsoft Excel 2019 para a obtencdo de médias e elaboracdo de tabelas. Foi utilizado o
delineamento inteiramente Casualizado (DIC) com medidas repetidas no tempo, e apds a
realizacdo de analise de variancia (ANOVA), foi aplicado o teste de Tukey com nivel de
significancia 5%, como forma de comparagéo entre os resultados obtidos em cada coleta, tendo
0s animais como unidade experimental.

Yij= ptti+e

yij - parametro observado relativo ao més e observacdo ( Producéo de leite e CPP);
u : média geral;

ti : efeito do tempo nos parametros;

eij: erro experimental associado a observagdo do pardmetro yij .

RESULTADOS E DISCUSSAO
Local de Estudo e producao de leite de bufala

O periodo de partos na EEA-UFRGS, compreendeu 0s meses entre marco e junho de
2022. Ao inicio das coletas, as bufalas primiparas apresentavam uma média de 98,25 + 23,94
dias em lactacdo, enquanto as budfalas multiparas uma média de 160,67 + 29,77 dias em
lactacdo. As onze bufalas submetidas a ordenha foram identificadas como bufalas primiparas
P1, P2, P3, P4, P5, P6, P7, P8, e multiparas M1, M2 e M3.

Ao avaliar a produtividade do rebanho bubalino, foi observado que as médias individuais
apresentaram diferenca estatistica significativa entre as bifalas em lactacédo no periodo de coleta
(Tabela 1). A bufala multipara M1 apresentou a maior média de producdo individual por
ordenha, enquanto a bufala multipara M3 apresentou média individual relativamente menor
quando comparada as demais multiparas. A bufala M3, apesar de ser multipara ainda estava em
adaptacdo a ordenha mecanica, pois em temporada anterior teve perda do terneiro por distocia,
sendo este ano a primeira lactagdo nesse sistema, o que pode ter influenciado na expressao do
seu potencial produtivo.

Entre as primiparas, a bafala P1 apresentou a maior media individual por ordenha, porém
ndo diferiu significativamente das demais na mesma categoria. Ja a bdfala primipara P2
apresentou a menor média em relacdo a média individual de todas as bdfalas em lactagéo, fato
que pode estar relacionado ao periodo de adaptacéo ao sistema, além da reatividade apresentada
por esta bufala durante a ordenha. Segundo Oliveira et al. (26), podem ocorrer dificuldades na
adaptacdo do animal ao ambiente de ordenha, principalmente aqueles que estdo passando pela
primeira lactacdo. Ao observar a resposta comportamental de bdfalas Murrah, submetidas a
ordenha mecénica, Cavallina et al. (27) verificou que os comportamentos indicadores de
estresse, como coices, defecacdo, miccdo e derrubadas de teteira foram mais frequentes em
fémeas primiparas. Bufalas sdo sensiveis até mesmo a pequenas mudancas na rotina de ordenha,
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podendo apresentar comportamentos reativos, alterando assim o nivel de ocitocina e
consequentemente reduzindo a producéo de leite (28).

Em relacdo a média total de leite produzido por ordenha (Tabela 2), ndo foram observadas
diferencas estatisticas significativas durante o periodo de coleta. O resultado demonstra uma
constancia na producéo de leite, o que reflete um periodo estavel da curva de lactacao, ja que
as coletas foram realizadas em um periodo relativamente curto, ndo compreendendo as
variacdes de inicio ou final de lactacdo e sem alteracdes na alimentacdo das bufalas (29). A
producdo média diaria foi 3,91 + 0,35 Kg/bufala/dia, semelhante ao observado por Domenico
et al. (10), mas inferior ao observado por Lamontagna & Franzolim (30) e Costa Filho et al.
(31). Segundo Mesquita et al. (32), a produtividade de bufalas no Brasil apresenta valores muito
baixos, com média em torno de 4,9 e 5,2 kg/bufala/dia quando comparadas as médias
registradas na Italia que sdo de aproximadamente 13 kg kg/bufala/dia em sistemas semi-
intensivo. Os baixos valores de producédo tém sido atribuidos a fase de estabilizacdo, ja que a
exploracdo da bubalinocultura leiteira é uma atividade relativamente recente e os sistemas de
producdo vigentes sdo predominantemente a pasto e sem desenvolvimento de um programa de
melhoramento genético (33, 34).

Mesmo ndo havendo varia¢es na média de producéo diaria geral, as bufalas multiparas
demonstraram maiores producdes diérias, apresentaram producdo de leite em média 1,75 kg
superior as primiparas em cada ordenha. A producdo de leite é influenciada pela idade e o
namero de partos, e é esperado que a partir da segunda lactacdo as bufalas produzam mais leite
pelo fato de terem o sistema mamario estimulado pela primeira lactacdo (35). As primiparas
apresentam menor capacidade produtiva, devido ainda estarem em fase de crescimento e
desenvolvimento da glandula mamaria, necessitando de maior aporte nutricional para a lactacéo
e para atingirem o peso adulto na segunda lactacdo e assim expressar o seu potencial produtivo
(36). Isto pode justificar as baixas médias de producdo observadas, ja que oito das onze bufalas
em lactacdo no periodo de coleta foram primiparas que emprenharam precocemente, iniciando
a primeira lactacdo com uma média de 24 meses.

Sanidade da glandula mamaria

Nas avaliacOes feitas pelo teste da caneca de fundo preto, ndo foram evidenciadas
alteracdes no leite e na glandula maméaria, ndo identificando animais positivos para mastite
clinica. No teste CMT, dos 44 quartos mamarios testados, 9 (20,45%) apresentaram resultado
positivo fraco (+) ou positivo (++) em algum momento do periodo de amostragem. Este
resultado foi obtido a partir das bufalas P3, P5 e P6, sugerindo mastite subclinica em 3 (27,3%)
das 11 bafalas avaliadas. Resultado préximo a este trabalho, foi encontrado por Patel et al. (37)
na India, onde 21 (22,82%) das 92 bufalas avaliadas apresentavam mastite subclinica. Por outro
lado, Cunha et al. (38) e Melo et al. (39) registraram 53 (42,2%) de 128 bufalas e 22 (48,88%)
de 45 bufalas avaliadas com este perfil.

A bufala P6 apresentou resultado positivo no CMT em todos 0s quartos mamarios
(AD/AE/PD/PE) na coleta 2 e quartos mamarios AD e AE na coleta 3 e 4. J4 a bufala P3
apresentou reacdo em todos 0s quartos mamarios apenas na coleta 2, enquanto a bufala P5
apresentou resultado positivo no quarto mamario PE na coleta 7 (Tabela 3). Dos 13 resultados
positivos ao CMT, 8 foram provenientes dos quartos mamarios anteriores, demonstrando que
0S quartos mamarios anteriores apresentaram maior frequéncia de resultados positivos em
relacdo aos posteriores, ao contrério de Melo et al. (39), que observou maior frequéncia de
resultados positivos em quartos mamarios posteriores.

O CMT é utilizado mundialmente no diagnostico da mastite subclinica e tem como
vantagem poder ser empregado a campo, no momento em que 0s animais sao ordenhados.
Reacdo positivaao CMT geralmente indica reagdo inflamatoria na glandula mamaéria, sugerindo
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mastite subclinica. Porém, outros fatores de origem ndo infecciosa, como o estagio de lactacéo,
quantidade de células somaticas presentes, idade, estacdo do ano e estresse podem influenciar
os resultados do CMT, que é considerado um indicador indireto de células somaticas do leite
(40). No entanto, para um controle eficaz da mastite subclinica, & importante a associacdo dos
resultados do CMT com a CCS, além de testes microbioldgicos periodicos para identificagdo
dos agentes etiologicos e seu perfil de suscetibilidade a agentes antimicrobianos e assim
direcionar a terapia antimicrobiana (41).

Isolamento e identificacio do agente etioldgico

No periodo de realizacdo deste estudo, foram coletadas treze amostras de quartos
mamarios que apresentaram reacdo ao CMT, para isolamento e identificacdo do possivel agente
etiologico. Somente a amostra da Bufala P5 com reacdo positiva ao CMT no quarto mamario
posterior esquerdo apresentou crescimento de colénias em meio agar sangue com hemolise
total, onde identificou-se a bactéria Staphylococcus aureus através da técnica de MALDI-TOF.
Bactérias do género Staphylococcus spp. possuem grande capacidade de adaptacédo, estando
amplamente distribuidas na natureza, sdo os principais microrganismos residentes da pele,
glandulas e mucosas de mamiferos (42). Estes microrganismos, destacam-se por serem
causadores de mastites contagiosas e de tratamento mais dificil devido a elevada resisténcia aos
antimicrobianos. Além disso, apresentam implicacdes importantes em salde publica, tendo em
vista que as toxinas produzidas por esses microrganismos, podem ser excretadas no leite e
permanecer estaveis nos produtos oferecidos ao consumo humano (7). Em bufalas as bactérias
pertencentes ao género Staphylococcus spp. sdo 0s principais agentes patogénicos causadores
de mastite subclinica (39). Em Analandia, no estado de Séo Paulo, Almeida (43) avaliou 160
amostras de leite de bufalas que ndo apresentavam sinais clinicos de mastite, mas 32 quartos
mamarios apresentaram reacao positiva ao CMT, isolando Staphylococcus aureus em 22 das
amostras. Em outro estudo, Vazquez-Garcia et al. (44) encontraram com maior frequéncia
Staphylococcus epidermidis (17,0%) e Staphylococcus aureus (15,0%) nas amostras de leite de
bdfala com mastite subclinica.

Teste de susceptibilidade a antimicrobianos

O isolado Staphylococcus aureus se mostrou sensivel aos oito agentes antimicrobianos
empregados. Este resultado diverge do resultado encontrado por Almeida et. al (43), que
evidenciou estirpes de Staphylococcus aureus resistentes a Penicilina G e Eritromicina em
amostras de leite bubalino. Da mesma forma, Godinho et. al (7), ao tragar o perfil de
suscetibilidade de Staphylococcus aureus isolados do leite de bufalas no estado do Rio Grande
do Sul, revelou resisténcia contra Penicilina G, Clindamicina, Eritromicina, Tetraciclina e
Cefoxitina.

Conforme Pizauro et. al (40) a resisténcia esta relacionada ao uso e dose indiscriminados,
a amplitude de aplicacdo e duragdo do uso de antimicrobianos, permitindo a selecéo de cepas
resistentes. A identificacdo dos patdégenos envolvidos na mastite e a determinacao do seu perfil
de susceptibilidade sdo importantes ferramentas para uso adequado de antimicrobianos
especificos e assim promover o0 aumento da qualidade e producéo de leite com efetiva reducao
dos custos de producdo (44). Este resultado reflete um bom programa sanitario do rebanho, bem
como a prevencdo e controle de mastite através de protocolos de boas praticas agropecuarias,
bem como o uso adequado de antimicrobianos.
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Contagem padréo em placa

As amostras foram recebidas em até 6 horas no laboratério com uma temperatura média
de 5,7 °C + 1,58 °C. A CPP nao apresentou diferenca estatistica (p<0.05) no decorrer das
coletas, mesmo com as varia¢des de temperatura ambiente nos dias de coletas. A média para a
CPP foi de 1,69 x 10* UFC/mL, se mantendo durante todo o periodo abaixo de 3,0 x 10°
UFC/mL, limite estabelecido pela Instru¢cdo Normativa N° 76/2018 do MAPA (45).

Conforme Bailone et. al (46) a qualidade microbioldgica do leite muda de acordo com a
temperatura circundante, assim a média de CPP tende a aumentar em periodos mais quentes.
Como observado na Tabela 4, o maior valor de CPP ocorreu na coleta 6, a qual apresentou a
maior média de temperatura ambiente. Na segunda coleta a temperatura da entrega estava acima
do valor previsto na Instrucdo Normativa n® 77 do MAPA (47), que estabelece o
acondicionamento das amostras de leite em caixas isotérmicas com gelo reciclavel no periodo
compreendido entre a coleta e a recepcdo de amostras, em temperatura maxima 7 °C, idealmente
4°C. A refrigeracdo do leite em temperatura ideal mantém a qualidade obtida durante a ordenha,
evitando as altas taxas de proliferacdo de alguns microrganismos (48).

Outra pratica determinante para a qualidade do leite com reflexo direto na reducdo da
CPP ¢ a higienizacdo e sanitizacdo correta de todos os equipamentos de ordenha. A higienizacao
é formada por um conjunto de processos quimicos, fisicos e térmicos e consiste na eliminacao
de residuos organicos e inorganicos do leite, disponiveis para o desenvolvimento dos
microrganismos, além de eliminar a maior parte dos microrganismos existentes nas superficies
dos equipamentos (49). Em estudo, Matsubara et al. (13) avaliaram a eficiéncia da implantacéo
das praticas de desprezo dos primeiros jatos de leite, pré-dipping e lavagem vigorosa dos
equipamentos de ordenha, obtendo uma reducdo de 1,3 x 108 para 1,8 x 10* UFC/mL,
correspondendo a 99,9% de reducdo. O resultado para a média de CPP no presente trabalho foi
menor que a média de duas das trés propriedades avaliadas por Godinho et al. (7) no estado do
Rio Grande do Sul. Também foi menor em relacdo a média obtida por Domenico et al. (10)
durante a implementacdo e consolidacdo do sistema de producdo leiteira bubalina em seu
primeiro ano na Estagdo EEA-UFRGS. Estes resultados refletem a necessidade da
implementacdo das Boas Préaticas Agropecuarias.

Perfil de &cidos graxos

Entre os AGL detectados (Tabela 5), foi possivel observar a predominancia de acidos
palmitico (C16:0) e acido oleico (C18:1- cis (w9)) em todas as amostras, além da
frequéncia de AGL de cadeia longa (= 18), assim corroborando com os resultados obtidos
por Ahmad et al. (50). O &cido palmitico (C16:0) foi o0 &cido graxo saturado que mais contribuiu
para a composicao total dos AGL, enquanto que o &cido oleico (C18:1- cis (»9)) foi 0 que mais
contribui com o perfil de acidos graxos insaturados (MUFA + PUFA). O acido estearico
(C18:0) foi o terceiro acido com maior contribui¢cdo no perfil geral de &cidos graxos, ao
contrario de outros acidos graxos saturados, o &cido estearico ndo esta relacionado ao aumento
de colesterol, pois quando ingerido € metabolizado a &cido oleico (51).

Em relacdo ao total de AGL, ndo foram observadas diferencas durante o periodo de coleta,
bem como dos &cidos graxos de forma individual. Alteracbes na composicao de acidos graxos
do leite de bufala podem ser influenciadas pela raca, estagio de lactagdo, temporada e a dieta
(50). A alimentacéo é o fator que exerce maior influéncia sobre o perfil de acidos graxos do
leite, dietas como gramineas e leguminosas frescas disponibilizam mais &cidos graxos
poliinsaturados para o processo de biohidrogenacdo no rimen, em especial o acido linoleico, o
que vai refletir sobre a composicéo do leite. Sendo assim, um bom manejo nutricional pode
contribuir para o aumento de acidos graxos poliinsaturados, aumentando a qualidade do perfil
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de AGL no leite, 0 que é de relevante importancia na dieta humana, além de ser fator importante
para caracteristicas tecnologicas de derivados.

Residuos de antimicrobianos e antiparasitarios

Nas amostras de leite de bufala analisadas, ndo foram identificados nenhum dos 62
residuos de antimicrobianos e antiparasitarios pesquisados. O controle de residuos de
medicamentos veterinarios representa uma importante medida para assegurar a qualidade do
leite e garantir seguranga alimentar. A Instru¢cdo Normativa n°® 77 (52) inclui entre os testes
obrigatorios do leite cru, a pesquisa periodica de residuos de produtos veterinarios acima dos
limites maximos, conforme previsto na Instrucdo Normativa n° 51 da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA), que estabelece os limites maximos de residuos (LMR),
ingestdo diaria aceitavel (IDA) e dose de referéncia aguda (DRfA) para insumos farmacéuticos
ativos (IFA) de medicamentos veterinarios em alimentos de origem animal (48). As analises
devem ser realizadas em laboratério da RBQL (Rede Brasileira de Laboratorios de Qualidade
do Leite) composta pelos Laboratérios Federais de Defesa Agropecuaria (LFDAS) e
laboratdrios credenciados no MAPA.

A presenca de residuos antimicrobianos e antiparasitarios no leite podem interferir no
processo de fabricagdo de muitos produtos lacteos, causando problemas na fermentacdo dos
derivados e diminuicdo no rendimento de massas, além de riscos a saude publica (53). A
principal fonte de residuos em leite s&o os antimicrobianos, devido ao uso inadequado de drogas
para o controle de mastite, sem respeitar os periodos de caréncia, no qual o descarte da producéo
de leite deve ser realizado (54). O consumo de alimentos de origem animal com a presenca de
residuos de medicamentos veterinarios mesmo em baixos niveis podem desencadear no homem
efeitos indesejaveis como hipersensibilidade, alteracdo da flora intestinal e possivel
desenvolvimento de resisténcia, além de efeito teratogénico (55). Os resultados indicam
conformidade com a legislacéo vigente, além do uso adequado de medicamentos, respeitando
o0s periodos de caréncia, bem como o descarte da producdo de leite no periodo.

Coleta e anélise microbioldgica da agua

Para avaliar a qualidade microbioldgica e potabilidade da agua utilizada no Tambo de
leite da EEA-UFRGS, foram realizadas duas coletas durante o periodo de monitoramento. Na
primeira coleta foi observada uma contagem de bactérias heterotréficas mesofilas de 4 x 10
UFC/ml e a presenca de coliformes totais no valor de 50 NMP/mL. N&o foi observada a
presenca de coliformes termotolerantes. Na segunda coleta, com o intervalo de um més, os
resultados foram semelhantes. A contagem de bactérias heterotroficas mesofilas foi de 5,27 x
10 UFC/ml e a contagem de coliformes totais com valor de 11 NMP/mL. Coliformes
termotolerantes ndo foram observados. Dessa forma, a média entre as coletas para coliformes
totais foi de 30,50 NMP/mL e para bactérias heterotréficas mesofilas foi de 4,85 UFC/ml.

A agua utilizada no Tambo de leite apresentou a presenca de Coliformes Totais nas duas
coletas, assim estando em desacordo com a GM/MS N° 888, do Ministério da Saude (56) que
estabelece a auséncia de Coliformes totais e Coliformes Termotolerantes na agua destinada a
ingestdo, preparacdo de alimentos e a higiene pessoal, independentemente da sua origem. A
contagem de bactérias heterotroficas mesofilas € um importante parametro da qualidade
microbioldgica e de integridade de reservatdrios e redes de &gua, os resultados encontrados
foram inferiores ao valor de 500 UFC/mL preconizados em legislagdo vigente. A
disponibilidade e a qualidade da 4gua na ordenha s&o aspectos relevantes na obtencéo de leite
de qualidade. A baixa qualidade da &gua utilizada na higiene das maos dos ordenhadores,
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limpeza e higienizagdo de equipamentos de ordenha e resfriamento é um dos fatores que pode
contribuir para a producéo de leite com alta contagem bacteriana total (57, 58). Em estudo, Neto
et al. (59) avaliaram a qualidade microbioldgica da &gua de oito propriedades leiteiras no
municipio de Campos dos Goytacazes, Estado do Rio de Janeiro, onde obteve 100% das
amostras com presenca de Coliformes Totais, evidenciando a importancia do monitoramento
da qualidade da &gua, a fim de evitar a contaminacdo do leite. Segundo Amaral et al. (60), a
agua pode veicular microrganismos patogénicos para o leite e para a glandula mamaria, assim
como um aumento linear da CPP do leite.

No presente trabalho, apesar da qualidade microbiologica da agua utilizada na ordenha
ndo estar adequada para consumo e utilizacdo, a qualidade do leite estava de acordo com 0s
padrbes microbioldgicos estabelecidos pela Instru¢do Normativa n® 76 (45). A adocdo de boas
praticas agropecuarias como a utilizacdo de detergentes especificos para limpeza dos
equipamentos e a sanitizacdo com hipoclorito de sédio 0,2% de todo sistema de ordenha e
utensilios antes da ordenha, podem ter contribuido para a reducdo da populacdo microbiana
presente nestes equipamentos no periodo entre ordenhas, e assim evitando a contaminagao ou
aumento da CPP do leite (48).

CONCLUSAO

A implementacdo de protocolos de Boas Praticas Agropecuarias contribuiu para a
obtencdo de um leite bubalino de qualidade, além de auxiliar no diagnostico e prevencao de
mastite. O monitoramento da qualidade do leite bubalino na EEA-UFRGS demonstrou que a
utilizacdo de protocolos de Boas Praticas Agropecuarias na ordenha foi eficiente no controle
microbioldgico do leite, garantindo um leite bubalino de qualidade de acordo com a IN 76, além
de auxiliar no diagndstico e prevencdo de mastite, garantindo a sanidade da glandula mamaria
das bufalas em ordenha.
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