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RESUMO

SILVA, Mariana dos Santos, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, janeiro de
2026. Indicadores de higiene e distribuicdo de Escherichia coli na producao
primaria da cadeia produtiva do leite e avaliacdo de seus padrdes de
resisténcia a antibidticos. Orientador: Luis Augusto Nero. Coorientadores: Antonio
Fernandes de Carvalho e Ricardo Seiti Yamatogi.

A resisténcia antimicrobiana representa uma ameacga crescente a saude animal,
humana e ambiental, e a cadeia produtiva do leite pode atuar como importante
reservatorio e via de disseminacdo de microrganismos resistentes. Neste contexto, o
presente estudo teve como objetivo avaliar e comparar a distribuicdo de Escherichia
coli e os padrdes de resisténcia antimicrobiana de isolados obtidos na producgéo
primaria do leite em propriedades de diferentes portes produtivos. Foram avaliadas
seis propriedades leiteiras da regido de Vicosa, MG, classificadas como de pequena,
média e alta producdo, com trés visitas a cada propriedade, totalizando 108
amostras. As coletas foram realizadas em diferentes pontos do sistema produtivo:
leite do teto, leite do tanque, agua limpa, agua residual, swab do tanque e swab de
teteiras. Também foi aplicado questionério para caracterizacdo das propriedades
quanto ao volume de producdo, sistema de ordenha, manejo higiénico-sanitario e
sanidade animal. As analises microbiolégicas incluiram contagens de aerobios
mesofilos, Enterobacteriaceae, coliformes totais e E. coli. Os isolados confirmados
de E. coli foram submetidos a avaliacdo do perfil de suscetibilidade antimicrobiana
pelo método de disco-difusdo frente a 19 antimicrobianos, com investigacdo de
multirresisténcia e producao de -lactamases de espectro estendido (ESBL). Das 108
amostras analisadas, 57 (52,8%) apresentaram isolamento positivo para E. coli,
resultando em 180 isolados bacterianos. Desses, 43 (23,9%) foram classificados
como multirresistentes, com maior frequéncia no leite do teto, seguido pela agua
residual e pelo leite do tanque. Sete isolados apresentaram fendétipo ESBL-positivo,
todos provenientes de propriedades de alta producéo. Observou-se maior frequéncia
de resisténcia aos -lactamicos, além de resisténcia relevante a tetraciclina e a
azitromicina, enquanto gentamicina, norfloxacina e estreptomicina apresentaram
maior eficacia. Os resultados demonstram que E. coli esta amplamente distribuida
em diferentes pontos da cadeia produtiva do leite e que a resisténcia antimicrobiana
encontra-se estabelecida no ambiente de producdo, reforcando a importancia do
monitoramento microbioldgico e do uso racional de antimicrobianos na bovinocultura
leiteira.



Palavras-chave: Escherichia coli; resisténcia antimicrobiana; ESBL; cadeia leiteira;
Saude Unica



ABSTRACT

SILVA, Mariana dos Santos, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, January, 2026.
Hygiene indicators and distribution of Escherichia coli in the primary
production of the dairy production chain and evaluation of their antibiotic
resistance patterns. Adviser: Luis Augusto Nero. Co-advisers: Antonio Fernandes
de Carvalho and Ricardo Seiti Yamatogi.

Antimicrobial resistance is an increasing threat to animal, human, and environmental
health, and the dairy production chain may act as an important reservoir and route for
the dissemination of resistant microorganisms. In this context, the present study
aimed to evaluate and compare the distribution of Escherichia coli and the
antimicrobial resistance profiles of isolates obtained from primary milk production
systems of different production scales. Six dairy farms located in Vigosa, Minas
Gerais, Brazil, classified as small, medium, and large-scale production, were
evaluated, with three sampling visits per farm, totaling 108 samples. Sampling was
carried out at different points of the production system, including teat milk, bulk tank
milk, clean water, wastewater, tank swabs, and milking liner swabs. A questionnaire
was also applied to characterize the farms regarding production volume, milking
system, hygienic practices, and animal health management. Microbiological analyses
included counts of aerobic mesophilic bacteria, Enterobacteriaceae, total coliforms,
and E. coli. Confirmed E. coli isolates were subjected to antimicrobial susceptibility
testing using the disk diffusion method against 19 antimicrobial agents, with
evaluation of multidrug resistance and extended-spectrum -lactamase (ESBL)
production. Of the 108 samples analyzed, 57 (52.8%) were positive for E. coli,
resulting in 180 bacterial isolates. Among these, 43 (23.9%) were classified as
multidrug-resistant, with higher frequency observed in teat milk, followed by
wastewater and bulk tank milk. Three isolates were identified as ESBL producers, all
from large-scale farms. Higher resistance frequencies were observed for -lactams, as
well as relevant resistance to tetracyclines and macrolides, whereas gentamicin,
norfloxacin, and streptomycin showed higher effectiveness. These findings
demonstrate that E. coli is widely distributed across different points of the dairy
production chain and that antimicrobial resistance is established in the production
environment, highlighting the importance of microbiological monitoring and rational
antimicrobial use in dairy farming.

Keywords: Escherichia coli; antimicrobial resistance; ESBL; dairy production chain;
One Health.
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INTRODUCAO GERAL

A pecuéria leiteira desempenha papel importante na seguranca alimentar global,
fornecendo nutrientes essenciais para populacdbes em diferentes contextos
socioeconémicos (WHITE, 2023). Em 2022, a producdo mundial de leite bovino —
englobando leite de vacas e bufalas — atingiu aproximadamente 930 milhdes de
toneladas, representando um crescimento expressivo frente ao inicio do século XXI.
Nesse contexto, o Brasil destacou-se como um dos maiores produtores mundiais, com
producdo em torno de 35,7 bilhdes de litros de leite bovino (IBGE, 2022),
correspondendo a cerca de 3% da producdo global, sendo referéncia em volume,
embora ainda enfrente desafios importantes relacionados a produtividade e a
gualidade. (FAO, 2024).

No Brasil, a cadeia produtiva do leite esta historicamente ligada a agricultura
familiar, sendo caracterizada pela predominancia de pequenas propriedades. Estima-
se que cerca de 1,2 milhao de estabelecimentos rurais estejam envolvidos na atividade
leiteira, dos quais aproximadamente 80% séo classificados como de agricultura familiar
(CONAB, 2021). Apesar dessa predominancia em numero de propriedades, a
participacdo desses produtores no volume total produzido ndo € proporcional, refletindo
diferencas de escala e produtividade entre os sistemas de producao ja que uma grande
parte dessas propriedades tem acesso restrito a assisténcia técnica e dificuldade na
adocao de tecnologias na producéo (ANDRADE et al. 2022; SILVA et al, 2024). Essa
realidade contribui para a heterogeneidade dos sistemas produtivos e para
desigualdades em termos de qualidade do leite, sanidade animal e praticas de manejo
na pecuaria leiteira brasileira, criando um ambiente propicio a persisténcia de doencas

além do uso indiscriminado de antimicrobianos (OLIVEIRA et al. 2021).

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude, a resisténcia antimicrobiana
(RAM) é considerada uma das maiores ameacas a saude publica global (WHO,
2020). A RAM compromete a eficacia terapéutica e pode afetar a saide humana e
animal por meio de mecanismos de transmissao direta ou indireta (BOIREAU et al.
2018).

Embora no Brasil os dados sobre RAM em rebanhos leiteiros e no leite, ainda
sejam escassos e fragmentados, ja existem indicios de que a situacdo requer

atencdo (RABELLO, 2020). O uso frequente de antibiéticos sem respaldo técnico na
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producdo animal, a auséncia de registros sanitarios, falta de conhecimento técnico
para elaboracdo de protocolos de tratamento, negligéncia sobre o periodo de
caréncia, entre outros fatores, sdo praticas comuns em muitas propriedades leiteiras.
Essa realidade evidencia a necessidade de estratégias de vigilancia microbioldgica
e da promocao da conscientizacao sobre 0 uso prudente de antimicrobianos no setor
(ALMEIDA et al. 2021).

A cadeia leiteira apresenta microrganismos como Escherichia coli que
contribuem com a tematica de resisténcia antimicrobiana, esse microrganismo é
considerado um modelo de estudo dentro dessa tematica, pois contribui
significativamente com a disseminacdo da resisténcia nos ambientes onde esta
inserido (YU et al. 2020). Nesses estudos, sdo comuns as investigacoes dos fatores
gque favorecem a disseminacdo, identificagcdo dos principais antimicrobianos
envolvidos, além da promocdo de medidas de mitigacdo, considerando tanto a

perspectiva da saude animal quanto da saude publica (HOELZER et al. 2017).

O presente estudo teve como objetivo avaliar a distribuicdo de E. coli em
diferentes locais em ambiente de producdo leiteira e verificar seus padrbes de

resisténcia a antibioticos.
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1.1 Importancia econdmica e nutricional do leite

A cadeia lactea ocupa posicdo estratégica na economia agroalimentar,
articulando geracdo de renda no campo, dinamizacdo de mercados regionais e
abastecimento continuo de alimentos. Em 2024, por exemplo, a produ¢&o nacional de
leite atingiu cerca de 35,7 bilhGes de litros, confirmando a importancia econémica do
setor (IBGE, 2025). Esse volume gera impactos positivos em emprego, transporte,
insumos e na industria de laticinios, além de sustentar um setor lacteo diversificado,
que vai do leite fluido até produtos de maior valor agregado, como queijos especiais,
ingredientes e compostos bioativos (SILVA, DEMUNER, 2024).

No ambito internacional, a pressédo por eficiéncia e qualidade reforca essa
dimensdo econbmica. O setor leiteiro responde a crescente demanda mundial por
produtos lacteos de alta qualidade, associada a necessidade de tornar a producéo
mais eficiente. No contexto do agronegdcio moderno, essas duas variaveis —
gualidade e eficiéncia, condicionam a competitividade externa, a mitigacao de custos
logisticos e o posicionamento em nichos de maior valor, enquanto, internamente,
contribuem para a estabilidade da oferta e a formacdo de precos ao consumidor
(FIORILLO; AMICO, 2024).

b

A relevancia econdmica do leite esta diretamente ligada a sua funcéo
nutricional como alimento basico. O avanco produtivo no setor, portanto, s6 tem
sentido quando mantém e aprimora os atributos que garantem o valor dietético do
produto, como o teor de proteinas de alto valor biolégico, a composicéo lipidica,
especialmente no que se refere a acidos graxos com fungdes estruturais e metabdlicas
no organismo, a lactose como fonte de energia e a presenca de diversos
micronutrientes essenciais, como calcio, fosforo e vitaminas do complexo B. Esses
componentes ndo apenas promovem 0 crescimento e a manutencao do organismo,
mas também desempenham papel importante na salude 0ssea, na fun¢ao imunologica

e no desenvolvimento cognitivo (CIMMINO et al. 2023).

Dessa forma, a relacdo entre o valor econémico e o valor nutricional do leite
exige um processo continuo de aprimoramento, baseado em ciéncia, tecnologia e
responsabilidade. Na pratica, isso significa buscar maior eficiéncia produtiva

respeitando o bem-estar animal e os principios da sustentabilidade, além de nao
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comprometer os padrdes higiénico-sanitarios e as caracteristicas sensoriais que
determinam tanto a aceitacdo do consumidor quanto o valor agregado dos produtos
lacteos, o que reforca a importancia de indicadores de qualidade, como teor de
proteinas e lipidios e outros como contagem de células somaticas e contagem padréo
em placas, com parametros determinados pela legislacdo (MACHADO; PEREIRA,;
SARRIES, 2018).

1.2 Relevancia da qualidade microbioldgica do leite cru para a saude publica

A qualidade microbiolégica do leite cru € um importante parametro de saude
publica, pois pode refletir o risco potencial de exposicdo a microrganismos
patogénicos. Dessa forma, € um aspecto para garantia da seguranca de alimentos,
pois apesar de ser um dos alimentos mais completos nutricionalmente, ele também
representa um substrato altamente favoravel a multiplicacdo de microrganismos, o que
o torna muito perecivel. Essa combinacdo de elevado valor nutricional e condicdes
propicias ao crescimento microbiano podem aumentar o risco de transmissdo de
patdogenos e de multiplicacdo de microrganismos deteriorantes, que ndo causam
doenca, mas afetam a qualidade e estabilidade do produto, quando ndo sdo adotados
controles higiénico-sanitarios eficazes, desde a criacdo dos animais, até a ordenha e
transporte para o processamento (MARTIN; EVANOWSKI; WIEDMANN, 2023).

No contexto brasileiro, a qualidade higiénico-sanitaria do leite apresenta
variabilidade entre sistemas produtivos, sendo observadas situacdes tanto de
conformidade quanto de ndo conformidade com os padrdes legais. Estudos recentes
indicam a ocorréncia de contagens bacterianas e de células somaticas acima dos
limites estabelecidos pela legislagdo em determinadas propriedades e regides,
frequentemente associadas a falhas no manejo higiénico, transporte e sanidade do
rebanho (ALBUQUERQUE et al. 2026; STROHER et al. 2023). A matéria-prima pode
ser contaminada por falhas na higienizacdo dos tetos, por residuos de leite em
utensilios e equipamentos, e ainda, ao longo do transporte. Em termos de saude
publica, esses fatores elevam a probabilidade de exposicdo da populacdo a
microrganismos patogénicos (BERGE; BAARS, 2020).

Do ponto de vista técnico, um dos principais parametros de qualidade é a

contagem de bactérias aerdbias mesofilas, que fornece uma visdo ampla e confiavel
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do numero total de bactérias presentes, permitindo estimar o grau de contaminacao
prévia do produto e inferir a qualidade higiénico-sanitaria da sua producao.
Complementarmente, a deteccdo de coliformes totais e termotolerantes, onde este
ultimo evidencia a presenca de E. coli, constitui um sinal sensivel do nivel de higiene
durante a producéo e do potencial risco epidemioldgico do leite cru (ZAFFALON et al.
2025).

1.3 Papel do ambiente da ordenha na contaminagéo do leite

A contaminacao do leite cru tem origem multifatorial e se estrutura em pontos
criticos distribuidos ao longo do ambiente de ordenha. Estudos como os de Miyoshi et
al. mapeiam de forma sistematica esses pontos. Os autores definem, jA no
delineamento metodol6gico os principais pontos de contaminac¢do microbioldgica na
ordenha: agua utilizada, médos do ordenhador, tetos dos animais, utensilios e
equipamentos como os tanques de refrigeracao (MIYOSHI et al. 2021). Esses pontos
ajudam a distinguir fontes e rotas de veiculacdo, comparando contagens entre
superficies, dgua e matéria-prima, e inferindo onde intervencdes de higiene e

sanitizagao devem ser priorizadas.

A agua é um insumo fundamental a limpeza do ambiente, de utensilios e de
equipamentos e, por isso, sua avaliacdo microbioldgica € indispensavel. A agua é
qualificada ainda como um ponto critico no processo de obtencao e refrigeracdo do
leite, justifica-se, assim, a coleta e analise microbiolégica da agua, além de detectar
falhas na potabilidade, esse dado esclarece contaminacdes por biofilmes em linhas
de lavagem e tanques, com impacto direto sobre a carga inicial do leite e a
recontaminacado pos-limpeza (SILVA et al. 2018).

A superficie do teto constitui uma importante fonte potencial de contaminagéo
microbiolégica do leite, devido ao contato direto com o produto e a influéncia das
praticas de higiene adotadas durante o preparo da ordenha. Dessa forma, a coleta de
leite diretamente dos tetos das vacas é uma etapa fundamental para avaliar a
gualidade microbiolégica do leite cru, pois permite obter amostras representativas do
leite antes de qualquer contato com o0 ambiente ou equipamentos, refletindo com maior
precisdo a carga bacteriana da glandula mamaria e a higiene da ordenha (LU et al.
2025).
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O mapeamento dos pontos criticos de contaminacdo possibilita identificar
contaminacdes precoces e estabelecer um panorama confiavel das condicdes
sanitarias individuais de cada animal. Complementarmente, a ado¢do de praticas
como pré-dipping e pés-dipping, que constitui-se na imersdo dos tetos em solugfes
desinfetantes antes e ap6s a ordenha contribui significativamente para a reducdo da
contaminacdo microbiana, prevenindo infeccdes mamarias e garantindo maior
gualidade do leite coletado, refletindo diretamente na seguranca de alimentos e no
rendimento industrial de produtos lacteos (LOCATELLI et al. 2023).

As superficies em contato com o leite, sobretudo teteiras e tanques, séo
submetidas a protocolos de limpeza e uso de detergentes. O tipo de detergente, a
concentragdo, o tempo de contato e a frequéncia de higienizacdo influenciam
diretamente a reducéo de carga microbiana, que podem atuar como reservatorios de
bactérias contaminantes. Além disso, a sequéncia correta de limpeza com detergentes
alcalinos seguida de acidos, acompanhada de enxague adequado e secagem, é
fundamental, uma vez que os compostos alcalinos promovem a remocéo de residuos
organicos, como gorduras e proteinas, permitindo a acdo posterior dos detergentes
acidos na eliminacdo de depdsitos minerais. Essa sequéncia contribui para a
prevencao da formacao de biofilmes e para a reducado da carga microbiana, garantindo
a seguranca e a qualidade do leite. A amostragem €, portanto, essencial para validar
Procedimentos Operacionais Padréo de higiene, identificar pontos de recontaminagao
e orientar a padronizacdo de protocolos (temperatura, detergéncia, sequéncia
alcalino/acido e secagem) (LAPOINTE et al. 2025).

O leite presente no tanque, que representa o produto final na fazenda, funciona
como um integrador do risco microbiolégico. A legislacdo estabelece 300 mil UFC/mL
como limite maximo para a contagem de bactérias totais do leite cru (BRASIL, 2018).
A amostra do tanque reflete a contribuicdo de todas as etapas da produgdo: agua,
maos, tetos, equipamentos e utensilios. Por isso, coletar essa amostra equivale a ter
uma “leitura-sentinela” do sistema, enquanto a comparagdo com outras matrizes
ambientais ajuda a identificar a origem provavel de possiveis desvios (TWOMEY et al.
2025). Assim, amostrar agua, leite diretamente dos tetos, teteiras e tanque nao é
redundante, pelo contrario, é essencial para reconstituir a cadeia de contaminacao,

diferenciar fontes e avaliar o impacto de intervencdes no ambiente de ordenha.
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1.4 Microbiologia de E. coli

E. coli € uma bactéria pertencente a familia Enterobacteriaceae, caracterizada
por ser um bacilo Gram-negativo, anaerobio facultativo, ndo esporulado e geralmente
movel gracas a presenca de flagelos peritriquios. Trata-se de um microrganismo de
vida livre, mas que também integra a microbiota intestinal de humanos e animais de
sangue quente, desempenhando papel importante no equilibrio do ecossistema
intestinal. Contudo, determinadas linhagens podem adquirir caracteristicas
patogénicas, provocando infeccdes intestinais e extraintestinais, como infeccoes
urinarias, meningites e quadros diarreicos. A transmissdo dessas cepas patogénicas
geralmente ocorre pela ingestdo de 4gua ou alimentos contaminados, o0 que as torna
relevantes na ocorréncia de infecgdes alimentares (BASAVARAJU; GUNASHREE,
2022).

Metabolicamente, E. coli possui a capacidade de fermentar diversos acucares,
como glicose e lactose, resultando na producdo de &cidos e, por vezes, de gas,
caracteristica amplamente explorada em sua identificacao laboratorial. Trata-se de um
microrganismo com metabolismo altamente versatil, capaz de se multiplicar sob
diferentes condicBes ambientais e de utilizar multiplas fontes de carbono e energia.
Essa adaptacdo explica sua ampla presenca em ambientes aquaticos, alimentos e
superficies diversas (FORSTER; GESCHER, 2014).

E. coli pode apresentar diferentes cepas conforme sua capacidade de causar
doencas, seja no intestino ou em outros locais do corpo, sendo que algumas dessas
cepas apresentam grande relevancia, como as enterohemorragicas (EHEC), que
produz a toxina Shiga, responsavel por causar diarreia sanguinolenta e sindrome
hemolitica urémica (SHU). A contaminacéo por EHEC é frequentemente associada a
alimentos crus ou mal cozidos, especialmente carne bovina, leite ndo pasteurizado e
vegetais contaminados (WHO, 2018; ALHADLAQ et al. 2024).

Além disso, por sua natureza ubiqua, facilidade de isolamento e capacidade de
adquirir e disseminar genes de resisténcia, essa espécie tem sido amplamente
utilizada como modelo para monitorar padrées e perfis de resisténcia em diferentes
fontes ambientais e alimentares . Estudos demonstram que E. coli isolada de leite e

ambientes de fazendas leiteiras pode refletir tanto o uso de antimicrobianos no manejo
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animal quanto a pressao seletiva exercida no ambiente produtivo, servindo como
indicador precoce da presenca de cepas resistentes que podem se disseminar entre
animais, alimentos e humanos (VIJAY et al. 2025; VELOO et al. 2025).

No contexto da cadeia produtiva de leite, E. coli pode ser considerada uma
preocupacao, pois pode ser veiculada pelo leite especialmente quando ndo séo
observadas boas praticas de manejo sanitario e de ordenha (SINGHAL et al. 2020). A
presenca de E. coli em leite cru e em superficies de contato esta frequentemente
associada a contaminacao fecal decorrente de falhas higiénico-sanitarias no manejo
animal, na ordenha e na higienizacdo de equipamentos e utensilios, contribuindo,
guando em niveis elevados, para a deterioracao do leite e 0 comprometimento do seu
beneficiamento industrial (ALMEIDA et al. 2022 ; VELOO et al. 2025).

Assim, o controle microbiolégico de E. coli na cadeia produtiva de leite é
essencial para garantir a seguranca e a qualidade dos alimentos. Boas préticas
agropecuérias, higienizacdo adequada de equipamentos, refrigeracdo eficiente e
monitoramento microbiolégico continuo sdo estratégias fundamentais para minimizar
0S riscos associados a esses microrganismos. Além disso, o desenvolvimento de
tecnologias inovadoras e a conscientizacdo dos produtores e consumidores séo
pilares importantes para enfrentar os desafios impostos pela presenca desses

microrganismos na producéo de leite e derivados (NYOKABI et al. 2021).
1.5 Resisténcia antimicrobiana: mecanismos e impacto

A RAM ocorre quando microrganismos tornam-se capazes de sobreviver a acdo
de antimicrobianos previamente eficazes, comprometendo o tratamento de infeccées
e aumentando o risco de disseminacdo de doencas, de casos graves e de morte
(WHO, 2021). Na perspectiva de Satde Unica, ja ndo se trata de uma ameaca futura,
mas de uma realidade alarmante, presente em todos 0s paises, numa era pos-
antibidtica onde infeccbes comuns e pequenos ferimentos podem voltar a matar
(WHO, 2023).

Do ponto de vista microbiolégico, a RAM emerge por dois caminhos principais:
mutacdes genéticas e aquisicdo de DNA de outros microrganismos pela transferéncia

horizontal de genes (THG). Esses processos sustentam mecanismos como
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diminuicdo da entrada do antibiético, aumento do efluxo, modificacdo ou protecéo do
alvo do farmaco e degradacédo enzimatica do antimicrobiano. A combinacdo desses
mecanismos permite que as bactérias sobrevivam, proliferem e propaguem a
resisténcia (SILVEIRA et al. 2006).

Os mecanismos de resisténcia antimicrobiana podem ser classificados em
guatro categorias principais: modificacado do alvo do antimicrobiano, onde alteracdes
estruturais impedem a ligacdo do farmaco; inativacdo ou modificacdo enzimatica do
antimicrobiano, como ocorre com a producao de beta-lactamases pelas bactérias que
degradam antibiéticos beta-lactamicos; reducdo da permeabilidade da membrana
celular ou alteracdo das bombas de efluxo, que expulsam o antimicrobiano antes que
ele atinja seu alvo; e desenvolvimento de vias metabdlicas alternativas que contornam
o efeito do medicamento (REYGAERT, 2018).

A RAM pode ser intrinseca ou adquirida. A resisténcia intrinseca é uma
caracteristica natural de alguns microrganismos a certos antimicrobianos. Isso pode
ocorrer devido a impermeabilidade da membrana celular, que impede a entrada do
medicamento, ou pela presenca de bombas de efluxo, que eliminam o antimicrobiano
antes que ele atinja concentracdes letais. Além disso, alguns microrganismos nao
possuem alvo molecular especifico para que o antimicrobiano tenha sido projetado,
tornando-se naturalmente resistentes (IWU; PATRICK, 2021).

Por outro lado, a resisténcia adquirida ocorre quando microrganismos
anteriormente suscetiveis desenvolvem ou adquirem mecanismos que neutralizam os
efeitos dos antimicrobianos. Um dos mecanismos mais comuns é a alteracédo do alvo
molecular, em que as bactérias modificam os locais onde os antimicrobianos atuam.
Por exemplo, algumas cepas bacterianas resistentes podem alterar proteinas ligadas
a penicilina ou produzir beta-lactamases, enzimas que degradam o anel beta-
lactamico presente em penicilinas e cefalosporinas, tornando esses farmacos
ineficazes. Outro mecanismo envolve mutacdes em genes ribossomais, conferindo
resisténcia a antimicrobianos que interferem na sintese de determinadas proteinas.
Algumas bactérias também produzem enzimas que modificam quimicamente
aminoglicosideos, como a gentamicina, inativando-os por meio de processos como
acetilacao, fosforilacdo ou adenilacdo (REYGAERT, 2018; ASSEF et al. 2021).
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A reducao da permeabilidade celular é outro mecanismo comum. Em bactérias
Gram-negativas, a alteracdo das porinas da membrana externa pode impedir a
entrada de antimicrobianos, como os carbapenémicos. Além disso, a superexpressao
de bombas de efluxo, que expelem os antimicrobianos para fora da célula, € uma
estratégia eficaz para reduzir a concentracdo intracelular do medicamento,
contribuindo para a resisténcia a diferentes classes de antimicrobianos (URBAN-
CHMIEL et al. 2022).

A formacao de biofilmes é um mecanismo adicional que aumenta a resisténcia
antimicrobiana. Os biofilmes sdo comunidades microbianas aderidas a superficies e
envoltas em uma matriz extracelular que dificulta a penetragcdo de antimicrobianos.
Sua formacéao ocorre por meio de um processo dindmico que envolve a adesdo inicial
dos microrganismos a superficie, seguida da producdo de substancias poliméricas
extracelulares, maturacéo da estrutura e eventual disperséo celular. Além disso, eles
criam um ambiente favoravel para a troca de genes de resisténcia entre 0s
microrganismos, tornando as infec¢gfes associadas a biofilmes particularmente dificeis
de tratar (LIU; PRENTICE; WEBBER, 2024).

7

A transferéncia horizontal de genes é um fator critico na propagacdo da
resisténcia antimicrobiana. Os microrganismos podem compartilhar genes de
resisténcia por meio de trés processos principais: transformacdo, transducao e
conjugacao. Na transformacéo, as bactérias absorvem DNA livre no ambiente. Na
transducado, bacteriéfagos transferem genes de resisténcia entre bactérias. Ja na
conjugacao, plasmideos contendo genes de resisténcia sdo transferidos diretamente
entre células por meio de pili conjugativos (VINAYAMOHAN; PELLISSERY;
VENKITANARAYANAN, 2022).

As mutacbes transmitidas também tém um papel importante no
desenvolvimento da resisténcia, especialmente sob presséo seletiva causada pelo
uso inadequado ou excessivo de antimicrobianos. Cepas resistentes sao capazes de

se multiplicar, resultando na disseminacao da resisténcia (DAVIES; DAVIES, 2010).

A resisténcia cruzada ocorre quando a resisténcia a um antimicrobiano confere
protecédo contra outros da mesma classe. Por exemplo, alteragcbes que afetam a girase

ou a topoisomerase IV podem gerar resisténcia as fluoroquinolonas. A co-selecéo

24



ocorre quando genes de resisténcia a diferentes antimicrobianos estdo localizados no
mesmo elemento genético mével, como plasmideos, fazendo com que a selecao por

um antimicrobiano promova resisténcia a outros (MURRAY et al. 2024).

A identificagdo precoce de microrganismos resistentes é essencial para conter
surtos e orientar tratamentos terapéuticos. Isso requer testes laboratoriais precisos,
como antibiogramas e métodos moleculares para deteccdo de genes de resisténcia.
A resisténcia antimicrobiana exige uma resposta coordenada globalmente, incluindo o
uso racional de antimicrobianos, o fortalecimento das praticas de higiene e controle de
infeccdes, além de investimentos em pesquisas que ampliam a compreensdo dos
mecanismos de resisténcia. Compreender esses mecanismos e implementar
estratégias sdo passos cruciais para preservar a eficacia dos antimicrobianos e
promover a saude publica (WHO, 2015; RABELO et al. 2020).

Estima-se que, até 2050, infeccdes causadas por microrganismos resistentes a
medicamentos possam causar até 10 milhGes de mortes por ano globalmente, caso
medidas eficazes ndo sejam tomadas (O'NEILL, 2014). No setor econdmico, a
resisténcia antimicrobiana imp&e um enorme 6nus financeiro, que sdo oriundos de
internacBes prolongadas, uso de medicamentos e perda de produtividade (GANDRA,
BARTER; LAXMINARAYAN, 2014).

Na producéo de alimentos, incluindo a cadeia produtiva do leite, a resisténcia
antimicrobiana representa um ponto critico, pois o uso de antimicrobianos, por
exemplo, no tratamento de mastites em vacas leiteiras pode levar a selecdo de cepas
resistentes como E. coli. O consumo desse alimento contaminado com bactérias
resistentes pode transferir esses genes de resisténcia para o microbioma humano,
reforcando a crise de saude publica que envolve a disseminagao de microrganismos

resistentes a antimicrobianos entre humanos e animais (BARLOW, 2011).

Outro impacto importante é a presenca de residuos de antimicrobianos no leite
e em derivados lacteos. O uso inadequado de antimicrobianos em bovinos leiteiros
pode levar a presenca de residuos medicamentosos no leite, especialmente quando
nao sao respeitados os periodos de caréncia apds o tratamento. Esses compostos
podem ser excretados no leite, uma vez que o tecido mamario constitui uma

importante via de eliminacdo. Além dos riscos a saude publica, a presenca de
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antimicrobianos interfere diretamente nos processos tecnologicos de producédo de
derivados lacteos, inibindo o crescimento de culturas fermentadoras e
comprometendo ou até impedindo a elaboracéo de produtos como queijos e iogurtes.
(GHIMPETEANU et al. 2022).

Entre os microrganismos de maior interesse para a cadeia do leite dentro deste
contexto, destaca-se E. coli, sobretudo por seu papel em mastites, contaminacgao
ambiental associada a bovinocultura leiteira e relevancia clinica, além de apresentar
perfis multirresistentes em cenarios de pressdo seletiva prolongada, com
consequéncias diretas para a terapia, o descarte de leite e a seguranca do consumidor
(GOULART et al. 2022).

A resisténcia antimicrobiana na pecuaria leiteira também tem implicacées no
comeércio internacional. Muitos paises possuem regulamentacdes rigorosas sobre os
niveis maximos de residuos de antimicrobianos em produtos de origem animal, e a
presenca de residuos acima desses limites pode levar a exclusdo de lotes para
exportacdo, prejudicando a competitividade dos produtores no mercado global e
gerando impasses econdmicos e diplomaticos. Além disso, surtos de doencas
relacionadas ao consumo de produtos contaminados podem diminuir a confianca dos
consumidores e gerar impactos econbmicos negativos para a industria e o pais
(GILBERT et al. 2021).

Do ponto de vista ambiental, o uso excessivo de antimicrobianos em bovinos
pode resultar na liberacdo de residuos no meio ambiente, seja por meio de residuos
da producéo, como esterco, agua e leite como até mesmo o descarte inadequado do
medicamento, com seus frascos e embalagens. Esses residuos contaminam solos e
aguas, favorecendo o desenvolvimento de microrganismos resistentes e alterando o
equilibrio microbiano dos ecossistemas naturais. Como consequéncia, 0s genes de
resisténcia podem ser transferidos nesses ambientes contribuindo para a
disseminagao da resisténcia entre bactérias presentes no solo e em mananciais de
agua, ampliando a problematica da resisténcia antimicrobiana no meio ambiente
(GHIMPETEANU et al. 2022).

Para mitigar os impactos da resisténcia antimicrobiana na cadeia leiteira,

diversas estratégias vém sendo discutidas. Baseadas em uma abordagem em Saude
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Unica, a adocg&o de boas praticas de manejo e biosseguranca nas fazendas, visando
a diminuicdo dos casos de infec¢fes e, consequentemente, a hecessidade do uso de
antimicrobianos, sdo praticas importantes que contribuem significativamente para
reduzir a disseminacao da resisténcia a antimicrobianos. Isso inclui a higienizacéo
adequada durante a ordenha, a manutencdo de um ambiente limpo, uso de agua
potavel, adequada higienizacdo de equipamentos e utensilios, adocdo de boas
praticas de manejo e ordenha, controle sanitario dos animais além de uma nutrigdo
balanceada (NECULAI-VALEANU et al. 2024).

Outra medida essencial € o uso responsavel e racional de antimicrobianos na
producéo leiteira. Isso envolve a prescricdo e administracdo de medicamentos apenas
guando necessario por profissional capacitado, com base em diagndstico e exames
complementares quando necessario. Além disso, respeitar a dosagem recomendada,
duracao do tratamento e periodo de caréncia sao atitudes importantes para contribuir
com a reducdo dessa problematica. O conhecimento de médicos veterinérios e
produtores sobre o0s riscos associados ao uso de antimicrobianos também é
fundamental (IDF; WOAH, 2025; EDA, 2016).

A melhoria de sistemas de monitoramento para rastrear o uso de medicamentos
e a ocorréncia de resisténcia, bem como a promoc¢édo de pesquisas voltadas ao
desenvolvimento de alternativas ao uso de antimicrobianos, como vacinas e probioticos
sdo estratégias importantes para auxiliar nesse controle (SILVA et al. 2023). A
resisténcia antimicrobiana na cadeia leiteira €, portanto, um problema complexo e
multifatorial, que requer a colaboracéo de diferentes setores, incluindo produtores,
médicos veterinarios, cientistas, governo e consumidores. Abordar esta questdo de
forma integrada é essencial para garantir a sustentabilidade da producao lactea, a

seguranca dos alimentos e a saude publica (GARZON et al. 2023).
1.6 Principais antibioticos usados na pecuéria leiteira e suaimportanciaclinica

No ambito da producéo leiteira, 0 uso de antimicrobianos esta principalmente
associado ao tratamento de mastites e de outras infeccbes bacterianas que
comprometem a salde do rebanho. As classes de antibiéticos mais empregadas em
animais de producgao enquadram-se, de modo geral, em seis grupos principais: beta-

lactdmicos (como penicilinas e cefalosporinas), tetraciclinas (como oxitetraciclina e
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tetraciclina), aminoglicosideos (como estreptomicina e gentamicina), macrolideos
(como eritromicina e azitromicina), sulfonamidas (como sulfametazina) e quinolonas
(como enrofloxacina e ciprofloxacina) (TOMAZI; DOS SANTOS, 2020).

Sob a perspectiva clinica, os beta-lactamicos representam uma das classes de
antimicrobianos mais amplamente utilizadas na medicina veterinaria, sendo
provavelmente a principal escolha no tratamento de infeccbes bacterianas que
acometem tanto bovinos de corte quanto de leite. Seu mecanismo de agao bactericida
baseia-se nainibicdo da sintese de peptidoglicano, interferindo na formacéo da parede
celular bacteriana durante a fase de crescimento (TOMAZI; DOS SANTOS, 2020).

As tetraciclinas, por sua vez, possuem amplo espectro e sdo amplamente
utilizadas para tratar infeccfes bacterianas. Os aminoglicosideos destacam-se pelo
efeito bactericida contra Gram-negativas, embora seu uso deva considerar limitacdes
toxicoldgicas. Entre os macrolideos, a eritromicina € particularmente eficaz contra
bactérias Gram-positivas, ainda que haja resisténcia em algumas cepas e efeitos
colaterais relevantes. As sulfonamidas permanecem como opc¢do de amplo uso
histérico, enquanto as quinolonas derivam de ndcleos estruturais com acéo bactericida
contra Gram-negativas, com representantes de uso veterinario como a enrofloxacina
(TOMAZI; DOS SANTOS, 2020).

Na pratica, a mastite constitui a principal condicdo clinica que leva ao uso de
antimicrobianos em bovinos leiteiros e, consequentemente, representa uma das
principais fontes de residuos desses farmacos no leite. Entre os antibidticos mais
utilizados para o tratamento da mastite destacam-se o0s beta-lactamicos e a
gentamicina (aminoglicosideo). Em quadros graves, a combinacdo de terapia
sistémica e intramamaria apresenta maior eficacia, aumentando a taxa de cura
(MORALES-UBALDO et al. 2023).

1.7 Multirresisténcia antimicrobiana (MDR) e producgdo de B-lactamases de

espectro estendido (ESBL)

A multirresisténcia antimicrobiana (multidrug resistance — MDR) é definida

como a capacidade de um microrganismo apresentar resisténcia simultanea a trés ou
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mais classes distintas de antimicrobianos, configurando um cenario terapéutico mais
complexo e limitando as opcdes de tratamento disponiveis. Esse fenbmeno é
resultado da pressao seletiva exercida pelo uso frequente e, muitas vezes,
inadequado de antimicrobianos, favorecendo a sobrevivéncia e disseminagao de
cepas resistentes em ambientes clinicos, produtivos e ambientais (MAGIORAKOS et
al. 2012).

No contexto da producao animal, especialmente na cadeia leiteira, a ocorréncia
de microrganismos MDR tem sido associada ao uso recorrente de antimicrobianos
para o tratamento de enfermidades como a mastite bovina, bem como a auséncia de
protocolos terapéuticos baseados em diagndstico microbiolégico e testes de
suscetibilidade. A presenca de bactérias multirresistentes em ambientes de producao
primaria representa um risco ndo apenas a saude animal, mas também a saude
publica, uma vez que esses microrganismos ou seus genes de resisténcia podem ser
transferidos ao longo da cadeia alimentar e para o meio ambiente (VAN BOECKEL et
al. 2019).

Entre os mecanismos de resisténcia de maior relevancia epidemioldgica
destaca-se a producéo de B-lactamases de espectro estendido (Extended-Spectrum
B-Lactamases — ESBL). Essas enzimas conferem resisténcia a antibidticos B-
lactamicos de amplo espectro, especialmente cefalosporinas de terceira e quarta
geracOes, comprometendo farmacos considerados criticos para a medicina humana e
veterinaria. Microrganismos produtores de ESBL sdo frequentemente associados a
falhas terapéuticas e maior persisténcia no ambiente (BUSH; JACOBY, 2010).

A producdo de ESBL é particularmente preocupante em bactérias Gram-
negativas, como E. coli, devido a elevada capacidade deste microrganismo de adquirir
e disseminar genes de resisténcia por meio de plasmideos e outros elementos
genéticos méveis. As cepas produtoras de ESBL podem ser isoladas de leite cru,
ambientes de ordenha, dgua e fezes de bovinos, evidenciando a ampla circulagédo
desses microrganismos em sistemas de producgdo leiteira (LIVERMORE, 2012;
MADEBO et al. 2023).

A deteccao de bactérias MDR e produtoras de ESBL em propriedades leiteiras

assume papel estratégico, pois esses ambientes funcionam como reservatérios e
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pontos de amplificacdo da resisténcia antimicrobiana. Dessa forma, o monitoramento
da ocorréncia de microrganismos multirresistentes e produtores de ESBL na producao
primaria do leite & fundamental para subsidiar estratégias de controle, orientar o uso
racional de antimicrobianos e reduzir o risco de disseminag&o da resisténcia ao longo
da cadeia produtiva (ROCHA et al. 2020).

1.8 Relevancia do monitoramento da resisténcia para saude publica e manejo

animal

O monitoramento da resisténcia aos antimicrobianos (RAM) é fundamental para
proteger a saude publica e orientar 0 manejo sanitario dos rebanhos. No contexto de
saude coletiva, os sistemas de vigilancia sdo apresentados como um dos principais
componentes essenciais para o controle da RAM, pois permitem acompanhar sua
evolugcdo ao longo do tempo e identificar o surgimento e a disseminacao de perfis

resistentes, subsidiando estratégias de controle e prevencao (DO et al. 2023).

O termo surveillance refere-se a vigilancia sistematica, continua e estruturada
da resisténcia antimicrobiana em diferentes contextos — humanos, animais e
ambientais — envolvendo ndo apenas a coleta de dados, mas também sua andlise,
interpretacdo e aplicacdo em politicas de controle. A Organizacdo Mundial da Saude
(OMS), por meio do programa Global Antimicrobial Resistance and Use Surveillance
System (GLASS), define essa abordagem como essencial para compreender a
dindmica da resisténcia e fundamentar decisdes baseadas em evidéncias. Nesse
contexto, destaca-se a abordagem integrada One Health, que considera as
interconexdes entre a saude humana, animal e ambiental, reconhecendo o impacto do
uso de antimicrobianos na produgdo animal sobre a resisténcia em patégenos
humanos (WHO, 2023).

No plano das politicas publicas, o Plano de Acéo Global da OMS (2015) é um
marco na consolidacéo de estratégias para otimizar o uso de antimicrobianos na saude
humana e animal, enfatizando a necessidade de diagndsticos rapidos e de baixo
custo. A World Organisation for Animal Health (WOAH), em 2016, complementou
essas diretrizes ao propor o fortalecimento da vigilancia e da pesquisa, incentivando a
adocdo de padrdes internacionais de monitoramento. Considerando o carater

cumulativo da resisténcia, o0 monitoramento continuo é essencial para detectar
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mudancas nos padrdes ao longo do tempo, justificando o investimento em programas
sustentaveis de vigilancia (VENKATESWARAN et al. 2024).

A implementacédo de programas de vigilancia integrada da RAM é reconhecida
como uma das medidas mais eficazes para prevenir e controlar a disseminacao de
microrganismos resistentes em sistemas agropecuarios. No contexto da producéo
leiteira, a utilizacdo de pontos sentinela — como o leite cru, a agua utilizada na
ordenha, os equipamentos (teteiras, tanques) e o ambiente de ordenha — permite
detectar precocemente a presenca de bactérias resistentes e identificar locais criticos
de disseminacéao ao longo da cadeia produtiva, subsidiando intervencdes especificas,
como o aprimoramento das rotinas de higiene e o uso racional de antimicrobianos
(NECULAI-VALEANU et al. 2024; VELLOO et al. 2025).

Nos programas de surveillance aplicados a produgdo animal, os pontos de
coleta sentinela funcionam como indicadores do status sanitario da cadeia, permitindo
correlacionar praticas de manejo com a presenca e a propagacao de resisténcia. Essa
abordagem integra dados de origem animal, ambiental e humana, em consonancia
com o conceito de saude uUnica. Na cadeia leiteira, o0 monitoramento de isolados
bacterianos provenientes de diferentes pontos do processo produtivo possibilita
compreender a distribuicdo da resisténcia e identificar areas de maior pressao seletiva
(GILBERT et al. 2021; VENKATESWARAN et al. 2024).

Dessa forma, 0 monitoramento baseado em pontos-chave da producéo mostra-
se essencial para garantir a inocuidade dos alimentos e aprimorar as praticas de
biosseguranca e manejo racional de antimicrobianos, contribuindo para a formulacao
de politicas publicas e acbes veterinarias baseadas em evidéncias (SHARMA, 2018;
BRASIL, 2023).
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OBJETIVOS

Objetivo Geral

Avaliar e comparar a distribuicdo de E. coli e os padrbes de resisténcia antimicrobiana
dos isolados obtidos entre propriedades de portes produtivos diferentes (pequena,
meédia e alta producdo), bem como identificar possiveis fatores associados a

ocorréncia de microrganismos resistentes.
Objetivos Especificos

A. Caracterizar as propriedades leiteiras avaliadas quanto ao volume de producéo,
sistema de ordenha, manejo higiénico-sanitario e aspectos relacionados a
sanidade animal.

B. Coletar e analisar amostras representativas da producao primaria (leite cru, leite
do tanque, agua limpa, agua residual, swab do tanque e swab de teteiras) para
determinacdo da contagem de aerdbios mesdfilos, enterobacterias, coliformes
e deteccéo de E. coli.

C. Determinar o perfil de resisténcia antimicrobiana dos isolados confirmados de
E. coli por meio do método de disco-difusdo, com base nos critérios do CLSI
,2024.

D. Investigar a ocorréncia de isolados multirresistentes (MDR) e avaliar possiveis
associacdes entre a resisténcia antimicrobiana e volume total de producéo das

propriedades.

42



CAPITULO 2. Distribuic&o de Escherichia coli na producéo primaria da
cadeia produtiva do leite e avaliagc&o de seus padrdes de resisténcia a
antibidticos

Mariana dos Santos Silva
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Resumo

A resisténcia antimicrobiana representa uma ameaca crescente a saude animal,
humana e ambiental, e a cadeia produtiva do leite pode atuar como importante
reservatério e via de disseminagdo de microrganismos resistentes. Neste contexto, o
presente estudo teve como objetivo avaliar e comparar a distribuicdo de Escherichia
coli e os padrdes de resisténcia antimicrobiana de isolados obtidos na producao
primaria do leite em propriedades de diferentes portes produtivos. Foram avaliadas
seis propriedades leiteiras da regido de Vicosa, MG, classificadas como de pequena,
média e alta producado, com trés visitas a cada propriedade, totalizando 108 amostras.
As coletas foram realizadas em diferentes pontos do sistema produtivo: leite do teto,
leite do tanque, agua limpa, agua residual, swab do tanque e swab de teteiras.
Também foi aplicado questionario para caracterizagdo das propriedades quanto ao
volume de producdo, sistema de ordenha, manejo higiénico-sanitario e sanidade
animal. As analises microbioldgicas incluiram contagens de aerébios mesofilos,
Enterobacteriaceae, coliformes totais e E. coli. Os isolados confirmados de E. coli
foram submetidos a avaliacédo do perfil de suscetibilidade antimicrobiana pelo método
de disco-difusao frente a 19 antimicrobianos, com investigacédo de multirresisténcia e
producdo de pB-lactamases de espectro estendido (ESBL). Das 108 amostras
analisadas, 57 (52,8%) apresentaram isolamento positivo para E. coli, resultando em
180 isolados bacterianos. Desses, 43 (23,9%) foram classificados como
multirresistentes, com maior frequéncia no leite do teto, seguido pela agua residual e
pelo leite do tanque. Sete isolados apresentaram fendtipo ESBL-positivo, todos
provenientes de propriedades de alta producdo. Observou-se maior frequéncia de
resisténcia aos B-lactamicos, além de resisténcia relevante a tetraciclina e a
azitromicina, enquanto gentamicina, norfloxacina e estreptomicina apresentaram
maior eficacia. Os resultados demonstram que E. coli esta amplamente distribuida em
diferentes pontos da cadeia produtiva do leite e que a resisténcia antimicrobiana
encontra-se estabelecida no ambiente de producéo, reforcando a importancia do
monitoramento microbiolégico e do uso racional de antimicrobianos na bovinocultura

leiteira.

Palavras-chave: Escherichia coli, resisténcia antimicrobiana, ESBL, cadeia leiteira,

Saude Unica.
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Abstract

SILVA, Mariana dos Santos, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, January, 2026.
Distribution of Escherichia coli in the primary production stage of the dairy
supply chain and evaluation of its antibiotic resistance patterns. Advisor: Luis
Augusto Nero.

Antimicrobial resistance is an increasing threat to animal, human, and environmental
health, and the dairy production chain may act as an important reservoir and route for
the dissemination of resistant microorganisms. In this context, the present study aimed
to evaluate and compare the distribution of Escherichia coli and the antimicrobial
resistance profiles of isolates obtained from primary milk production systems of
different production scales. Six dairy farms located in Vigosa, Minas Gerais, Brazil,
classified as small, medium, and large-scale production, were evaluated, with three
sampling visits per farm, totaling 108 samples. Sampling was carried out at different
points of the production system, including teat milk, bulk tank milk, clean water,
wastewater, tank swabs, and milking liner swabs. A questionnaire was also applied to
characterize the farms regarding production volume, milking system, hygienic
practices, and animal health management. Microbiological analyses included counts
of aerobic mesophilic bacteria, Enterobacteriaceae, total coliforms, and E. coli.
Confirmed E. coli isolates were subjected to antimicrobial susceptibility testing using
the disk diffusion method against 19 antimicrobial agents, with evaluation of multidrug
resistance and extended-spectrum [-lactamase (ESBL) production. Of the 108
samples analyzed, 57 (52.8%) were positive for E. coli, resulting in 180 bacterial
isolates. Among these, 43 (23.9%) were classified as multidrug-resistant, with higher
frequency observed in teat milk, followed by wastewater and bulk tank milk. Seven
isolates were identified as ESBL producers, all from large-scale farms. Higher
resistance frequencies were observed for B-lactams, as well as relevant resistance to
tetracyclines and macrolides, whereas gentamicin, norfloxacin, and streptomycin
showed higher effectiveness. These findings demonstrate that E. coli is widely
distributed across different points of the dairy production chain and that antimicrobial
resistance is established in the production environment, highlighting the importance of

microbiological monitoring and rational antimicrobial use in dairy farming.

keywords: Escherichia coli, antimicrobial resistance, ESBL, dairy production chain,
One Health.
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1. INTRODUCAO

A resisténcia antimicrobiana (RAM) representa um dos maiores desafios
sanitarios da atualidade, sendo reconhecida como uma ameaca global a saude animal,
humana e ambiental, sobretudo quando bactérias de importancia zoonotica
desenvolvem mecanismos que reduzem a eficicia de antibiéticos importantes para
terapias clinicas e veterinarias (SAMTIYA et al. 2022; GARZON et al. 2024; VELOO et
al. 2025). Dada a posicao estratégica da cadeia produtiva do leite no fornecimento de
alimentos nutritivos e seguros, a presenca de microrganismos resistentes nesta cadeia
pode impactar diretamente a qualidade da matéria-prima e a seguranca de alimentos
de origem animal (SAMTIYA et al. 2022).

No contexto agropecuario, 0 uso intensivo e, muitas vezes, inadequado de
antimicrobianos em bovinos leiteiros contribui para a selecéo de cepas resistentes, com
potencial disseminacao através dos animais, do ambiente e dos produtos alimentares
(VELOO et al. 2025; SAMTIYA et al. 2022). Além disso, E. coli pode atuar como um
indicador atil de contaminacéo e de resisténcia ambiental, uma vez que esta espécie
frequentemente adquire genes de resisténcia por transferéncia horizontal e acumula
perfis multirresistentes sob pressao seletiva de antimicrobianos (VIJAY et al. 2025;
GARZON et al. 2024).

Embora no Brasil os dados sobre resisténcia antimicrobiana em rebanhos
leiteiros e no leite ainda sejam escassos e fragmentados, evidéncias sugerem que a
situacao exige atencéo e a construcédo de sistemas de vigilancia mais robustos, uma
vez que grande parte das informacdes disponiveis deriva de estudos isolados e
revisdes pontuais (KAPLAN et al. 2024). O entendimento da distribuicédo, da frequéncia
de isolados resistentes e dos perfis fenotipicos de resisténcia € um componente
essencial para a formulacéo de politicas eficientes de saude publica e para o manejo
prudente de antimicrobianos na cadeia leiteira (GARZON et al. 2024; VELOO et al.
2025).

Diante disso, este capitulo apresenta a avaliagcdo da ocorréncia de E. coli ao
longo da cadeia produtiva do leite e o seu nivel de contaminagdo, bem como a
caracterizacdo fenotipica dos isolados quanto a resisténcia a um painel de
antimicrobianos. Busca-se fornecer subsidios para a compreensao da dinamica de
RAM em sistemas produtivos de leite, enfatizando as diferencas entre propriedades de

variados portes.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Caracterizacao das propriedades leiteiras

Foram selecionadas seis propriedades rurais localizadas na regido de Vigcosa-
MG, sendo duas caracterizadas como de pequeno porte, duas como de média producao
e duas como de alta producao. As categorias foram definidas de acordo com o volume
de producéo de leite: baixa produgao (< 200 litros/dia), média producao (201 a 1200
litros/dia) e alta producao (> 1200 litros/dia). Em cada propriedade foram realizadas trés
visitas para coleta de dados e amostras, totalizando 18 coletas. Todos os responsaveis
concordaram em patrticipar voluntariamente da pesquisa, e a producao de leite de todas

as propriedades tinha como destino o beneficiamento industrial.

Foi aplicado um questionério estruturado aos responsaveis pelas propriedades
leiteiras, com o objetivo de caracterizar os sistemas produtivos, praticas de manejo e
condi¢Bes higiénico-sanitarias relacionadas a producdo de leite. O instrumento
contemplou informacgdes sobre o perfil produtivo das propriedades, incluindo volume
diario de leite produzido, nimero de animais em ordenha e produtividade média dos
animais. Também foram coletados dados referentes ao sistema de criacdo e
caracteristicas do rebanho, como modelo de producdo, base alimentar e raca
predominante. No que se refere ao manejo de ordenha, o questionario abordou o tipo
de ordenha utilizada, o sistema de resfriamento do leite e a adocdo de préticas
higiénicas, como realizacdo de pré-dipping, pés-dipping e descarte dos primeiros jatos

de leite.

Além disso, foram obtidas informacBes sobre o uso de antimicrobianos na
propriedade, incluindo os principais farmacos utilizados, bem como o destino do leite
produzido e do leite de descarte. O questionario também incluiu aspectos relacionados
a higienizagéo de utensilios, com identificagdo dos produtos utilizados, e a qualidade
da agua empregada na ordenha, abrangendo sua origem, possiveis tratamentos e 0
destino da agua residual. As entrevistas foram conduzidas individualmente, em
ambiente de rotina na fazenda, com registro das respostas realizado de forma manual
em fichas impressas e, posteriormente, transcritas e organizadas em planilhas
eletronicas no software Microsoft Excel. As informacdes obtidas foram utilizadas para
caracterizacdo dos sistemas produtivos e para a identificacdo de possiveis fatores

associados a ocorréncia de microrganismos resistentes a antimicrobianos. O

guestionario completo encontra-se apresentado no Apéndice A.
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As atividades descritas a seguir foram desenvolvidas apos aprovacéo pela
Comiss&o de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal de Vigosa (Processo
70/2023) e pela Comissdo de Etica em Pesquisa com Seres Humanos da
Universidade Federal de Vigcosa, vinculada a Plataforma Brasil (CAAE
78175924.3.0000.5153).

2.2 Coleta de amostras
Em cada visita foram coletadas seis amostras distintas, como segue a descri¢cao abaixo:

1. Leite cru: obtido diretamente dos tetos dos animais, coletado de cinco animais
diferentes, formando um pool com aproximadamente 20 mL de leite por animal
e armazenado em frasco esteéril de 100 mL.

2. Leite do tanque de expansé&o: obtido por coleta direta do leite armazenado no
tanque de expanséo, apos homogeneizacdo do contelddo imediatamente antes
da coleta, representando o leite da ordenha armazenado no momento da
amostragem, todos em tanques individuais. A coleta foi realizada com auxilio de
concha estéril, sendo coletados 100 mL de leite, armazenados em frasco estéril.

3. Agua limpa do ambiente de producéo: obtida através da coleta em torneiras e
tubulacdes segundo a 21 2 edi¢cdo do Standard Methods for the Examination of
Water and Wastewater (Hunt & Rice, 2005). Realizou-se higienizagdo prévia
(flambagem em torneiras metalicas ou limpeza com alcool 70% em torneiras
plasticas), descartou-se os dois primeiros minutos de fluxo e coletou-se 100 mL
de dgua em um frasco estéril.

4. Agua residual do ambiente de producdo: coletada com concha estéril
diretamente das canaletas de escoamento, sendo coletados 100 mL de agua
residual e armazenados em frasco estéril.

5. Superficie interna do tanque de expanséao: foram realizadas quatro repeticoes de
amostragem utilizando moldes estéreis de 10 x 10 cm (100 cm?), totalizando 400
cmz?, com esfregaco realizado com swab estéril em um Unico sentido. Cada swab
foi acondicionado em tubo estéril contendo 1 mL de agua peptonada tamponada
(BPW — Oxoid, Ltd., Basingstoke, Inglaterra).

6. Conjunto de teteiras: foi realizado swab estérii em um conjunto de teteiras

selecionado aleatoriamente durante a ordenha. Para padronizagdo da area
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amostrada, as teteiras foram previamente seccionadas, permitindo a delimitacao
de uma é&rea de 100 cm? por unidade. Considerando o conjunto composto por
guatro teteiras, a area total amostrada foi de 400 cmz2. A coleta foi realizada por
meio de esfregaco com swab estéril em toda a superficie interna delimitada.
Cada swab foi acondicionado em tubo estéril contendo 1 mL de agua peptonada

tamponada

As amostras foram armazenadas em caixa isotérmica refrigerada logo apés a coleta e
encaminhadas para o Laborat6rio de Inspecédo de Produtos de Origem Animal (InsPOA,
UFV, Vicosa, MG).

2.3 Andlises Microbioldgicas

As amostras cinco e seis obtidas por swab foram inicialmente homogeneizadas
em equipamento tipo vortex por 15 segundos para liberacdo das células bacterianas
aderidas. Em seguida, os swabs foram removidos e adicionados 9 mL de solugao salina
peptonada a cada tubo, completando o volume total de cada amostra. Todo o contetdo
(quatro tubos por amostra) foi reunido em frasco estéril, totalizando 40 mL em cada

amostra (1 mL = 10 cm?).

Para a realizacdo das contagens microbiolégicas, todas as amostras foram
homogeneizadas e submetidas a diluicbes decimais seriadas em BPW. Foram
selecionadas, para inoculacdo nas placas Petrifilm, a amostra integral e/ou diluicdes
como 107, 1072 e subsequentes, conforme necessario, visando obter contagens dentro

da faixa recomendada para leitura.

O método de Petriflm consiste basicamente, em preparacdo da amostra,
inoculacao de 1 mL da amostra nas placas, aplicacdo do difusor, incubacéo e leitura.
Todos os procedimentos foram feitos de acordo com as recomendac¢des do manual
técnico do produto. Para todas as amostras, foram realizadas contagens para 0s
seguintes grupos microbianos: aerébios mesoéfilos, Enterobacteriaceae, coliformes

totais e E. Coali.

As placas para contagem de aerdbios mesdfilos foram incubadas a 32 °C por 48
horas, sendo a leitura oficial realizada ao final do periodo de incubag&o. Foram
selecionadas para contagem placas com 25 a 250 colbnias vermelhas, independente

do tamanho ou intensidade da cor. Para analise de Enterobacteriaceae, as placas foram



incubadas a 37 °C, por 24 horas, sendo realizada leitura apos o periodo de incubacéao.
Para a leitura foram selecionadas placas com 15 a 100 col6nias totais para a contagem
das colbnias tipicas. Ja para a contagem de Coliformes Totais e E. coli, a incubacéo foi
realizada a 35 °C, sendo a leitura para contagem de col6nias tipicas de coliformes totais
realizada apés 24 horas de incubacéo. Para E. coli, as placas permaneceram incubadas

por 48 horas, sendo a leitura realizada ao final desse periodo (SILVA, 2010).

2.4 Isolamento e identificacéo de E. coli

O isolamento de E. coli foi realizado por meio de pré-enriquecimento de todas as
amostras, utilizando-se aliquotas de 25 mL da amostra em 225 mL de BPW. Para as
amostras obtidas por swab, foi utilizada a suspenséo inicial contida no tubo com BPW,
previamente homogeneizada, sendo retirado volume equivalente a 25 mL para o pré-
enriqguecimento. A incubacdo ocorreu overnight a 37 °C. ApoOs esse periodo, foi
realizada semeadura por esgotamento em placas de &gar MacConkey (Oxoid),
incubadas a 37 °C por 24 horas, e em seguida, analisadas quanto a presenca de
colénias com morfologia caracteristica de Enterobacteriaceae, identificadas pela
coloracdo vermelha decorrente da fermentacdo da lactose (lac+), comumente

acompanhadas por uma zona de precipitacdo ao redor (SILVA, 2010).

O seguinte critério foi adotado para a selecdo das colénias para isolamento:
placas contendo apenas colbnias lac+, foram selecionadas cinco colénias por amostra;
em placas com colbnias lac+ e lac—, foram escolhidas quatro colénias lac+ e uma
colbnia lac—; e, nas placas com apenas colonias lac—, foram selecionadas trés colbnias. As
colonias selecionadas foram inoculadas diretamente em caldo Brain Heart Infusion
(BHI, Kasvi, Sao José dos Pinhais, Brasil), submetidas a homogeneizacdo em vortex e
incubadas a 35 °C por 24 horas, visando a multiplicacao celular. Apés o crescimento,
os isolados foram armazenados em BHI acrescido de glicerol a 20% e mantidos a -20
°C para posterior analise.

Para realizagdo da identificagdo bioquimica, os isolados foram recuperados a
partir do estoque congelado, sendo novamente inoculados em caldo BHI e incubados
a 35 °C por 24 horas para reativagdo celular. Os testes bioquimicos foram realizados a
partir dessas culturas reativadas, utilizando os meios citrato de Simmons, MILi
(motilidade, indol e lisina) e EPM (Escola Paulista de Medicina), conforme

recomendacdes descritas por Koneman (2018). Os perfis esperados para confirmacgéo
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de E. coli incluiram: citrato (negativo), H,S (negativo), indol (positivo), lisina (variavel),
motilidade (variavel), triptofano (variavel) e ureia (negativo). Todos os meios foram

incubados a 37 °C por 24 horas.

2.5 Determinacéao do perfil de resisténcia antimicrobiana

Os isolados bioguimicamente confirmados como E.coli foram em seguida
submetidos ao teste de disco-difusdo para avaliacdo da susceptibilidade aos
antimicrobianos selecionados. As culturas foram preparadas a partir de isolados
previamente reativados em caldo BHI, sendo transferidas para caldo Mueller-Hinton
(MH - Oxoid, Ltd., Basingstoke, Inglaterra) até obtencédo de uma suspenséao bacteriana
com turbidez equivalente ao padréo 0,5 da escala de McFarland, ajustada visualmente.
A suspensdo foi obtida por adicdo gradual da cultura bacteriana ao meio, sob
homogeneizacdo, até atingir a turbidez desejada. A padronizacdo da turbidez
corresponde a uma concentracdo aproximada de 1,5 x 10® UFC/mL, conforme

recomendado para testes de suscetibilidade antimicrobiana.

A inoculacao foi realizada em placa de petri preparada com 50 mL de MH &gar.
Através de swab estéril foi plaqueado o caldo padronizado de cada isolado com
movimentos em trés dire¢cdes (horizontal, vertical e diagonal), assegurando cobertura
uniforme da superficie do &gar. Em cada placa foram aplicados 10 discos de
antibidticos, totalizando duas placas por isolado. As placas foram incubadas a 37 °C por
18 horas

Em seguida, os didametros dos halos de inibicdo foram determinados por
mensuracao direta em milimetros (mm) utilizando régua milimetrada, adotando-se o
mesmo instrumento de medida para todas as leituras, a fim de padronizar o
procedimento. Os valores dos diametros foram registrados em planilha eletrénica e
posteriormente utilizados para a interpretacdo do perfil de suscetibilidade. A
interpretagcéo dos halos (classificacdo em Sensivel — S, Intermediario — | e Resistente —
R) foi realizada com base em breakpoints recomendados pelo CLSI, de acordo com o

documento vigente no periodo de experimento (CLSI, 2024).

Os antimicrobianos avaliados foram selecionados com base no perfil de uso
relatado pelos produtores rurais no questionario aplicado, aliado a frequéncia de
utilizacdo desses farmacos na clinica veterinaria para o tratamento de mastite bovina.

A escolha contemplou diferentes classes antimicrobianas, de modo a refletir a realidade
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da producéo leiteira e possibilitar a avaliacdo de padrdes de resisténcia com relevancia
clinica, produtiva e em saude publica. O painel de 19 antibi6ticos utilizados, bem como
as respectivas concentracfes e critérios de sensibilidade, estdo descritos na tabela

abaixo.

Tabela 1 - Antibidticos, concentracdes (ug) dos discos e critérios de classificacao para

o teste de disco-difusdo em E. coli.

Antibioticos Concentracdo Classificacéo*
S | R
T T T T T 1

Amoxicilina (AMO) 10 mcg 217 14-16 <13
Ampicilina (AMP) 10 mcg 217 14-16 <13
Azitromicina (AZI) 15 mcg 213 - <12
Cefepima (CPM) 30 mcg 225 19-24 <18
Cefotaxima (CTX) 30 mcg 226 23-25 <22
Ceftazidima (CAZ) 30 mcg >21 18-20 <17
Ceftriaxona (CRO) 30 mcg 223 20-22 <19
Cefaclor (CFC) 30 mcg 218 15-17 <14
Ciprofloxacino (CIP) 5 mcg =226 22-25 <21
Cloranfenicol (CLO) 30 mcg =218 13-17 <12
Doxiciclina (DOX) 30 mcg 214 11-13 <10
Estreptomicina (EST) 10 mcg 215 12-14 <11
Gentamicina (GEN) 10 mcg 218 15-17 <14
Imipenem (IPM) 10 mcg 223 20-22 <19
Meropenem (MPM) 10 mcg 223 20-22 <19
Norfloxacino (NOR) 10 mcg 217 13-16 <12
Sulfazotrim (SUT) 25 mcg 216 11-15 <10

Tetraciclina (TET) 30 mcg 215 12-14 <11
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Polimixina P (POL)** 300 UI 212 - <11

*Resistente (R), intermediario (l) ou susceptivel (S) de acordo com as recomendacdes do CLSI,2024.

**Critérios de classificacao estabelecidos de acordo com BEHERA, 2010.

A cepaE. coli ATCC 25922 foi utilizada como controle negativo dos testes, sendo
considerada suscetivel a todos os antimicrobianos avaliados. Isolados com resisténcia
a trés ou mais classes de antimicrobianos foram considerados multidroga resistente
nesse estudo (BAE et al. 2005).

A patrtir das interpretacdes de suscetibilidade antimicrobiana (S/I/R), os isolados
foram caracterizados quanto a resisténcia a pelo menos um antimicrobiano, definida
pela presenga de classificagdo “R” em um ou mais farmacos do painel avaliado, e
guanto a multirresisténcia (MDR), definida como resisténcia a trés ou mais classes de
antimicrobianos, considerando as classes representadas no painel testado
(MAGIORALOS et al. 2012).

A investigacao fenotipica da produgao de B-lactamases de espectro estendido
(ESBL) foi realizada por meio do teste de sinergismo por difusdo em disco (double disk
synergy test — DDST). Ap0s a padronizacdo da suspensao bacteriana (0,5 McFarland),
os isolados foram semeados em placas contendo MH agar, seguido da aplicacdo de
um disco de amoxicilina associada ao acido clavulanico (AMC) e discos de

cefalosporinas posicionados a uma distancia adequada entre si.

As placas foram incubadas a 35 + 2 °C por 18 a 24 horas, sendo a interpretacéo
realizada pela observagao do efeito de sinergismo entre os discos, caracterizado pelo
alargamento ou distor¢cédo do halo de inibicdo em direcao ao disco contendo o inibidor,
fendbmeno descrito como “zona fantasma” ou efeito keyhole. Isolados que apresentaram

esse padrdo foram classificados como ESBL-positivos (KAUR et al. 2013).

Com base nos resultados do perfil de resisténcia antimicrobiana, procedeu-se a
analise da distribuicdo da ocorréncia de isolados resistentes, multirresistentes (MDR) e
produtores de ESBL, considerando caracteristicas relacionadas a propriedade, manejo,
producéo, higiene da ordenha e sanidade animal, conforme as informacdes obtidas por
meio do questionario aplicado aos produtores, com o objetivo de identificar padrdes de

ocorréncia ao longo da producéo primaria do leite.
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2.6 Analise de dados

Os dados laboratoriais e as informacdes obtidas por meio do questionario foram
inicialmente organizados e consolidados em planilhas do Microsoft Excel, identificadas
por propriedade, coleta e tipo de amostra. O cruzamento entre os resultados
microbiolégicos e as variaveis do questionario foi realizado por meio de filtros e chaves
de identificacdo, permitindo a estratificacdo dos dados conforme as caracteristicas da
producdo. Apos essa etapa de organizagdo e validagdo, o banco de dados foi exportado

para o software R para analises estatisticas e elaboracao das representacdes graficas.

A ocorréncia de aerdbios mesofilos, Enterobacteriaceae, coliformes totais e E.
coli foi determinada a partir da presenca de crescimento detectavel nas amostras
analisadas. A distribuicdo das contagens foi descrita de forma estratificada por tipo de
amostra (leite cru dos tetos, leite do tanque, agua limpa, agua residual, swab do tanque
e swab de teteiras), por propriedade e por coleta. As contagens foram expressas em
UFC/mL ou UFC/cm?, conforme o tipo de amostra, e apresentadas na forma de valores
absolutos, bem como por meio de representacfes graficas, visando a caracterizacao

do comportamento microbioldgico ao longo da cadeia produtiva.

Os valores obtidos nas contagens microbiolégicas foram avaliados também
guanto a sua conformidade com os limites estabelecidos na legislacdo vigente ou,
guando inexistentes, comparados a valores de referéncia recomendados na literatura
cientifica. Ressalta-se que apenas 0s parametros previstos em legislacdo possuem
carater normativo e obrigatorio, enquanto os limites descritos em estudos, livros

técnicos e codigos de boas praticas tém natureza essencialmente orientativa.

Para amostras de leite, foi considerado o limite méximo de 300.000 UFC/mL para
contagem de aerObios mesofilos, conforme a Instrucdo Normativa n° 76/2018 do
Ministério da Agricultura e Pecuaria (MAPA) que aprova os Regulamentos Técnicos
referentes a identidade e as caracteristicas de qualidade do leite cru refrigerado, do leite
pasteurizado e do leite pasteurizado tipo A. Para as contagens de Enterobacteriaceae,
na auséncia de limites estabelecidos pela legislacdo, para amostras de leite, foi
considerado como valor de referéncia o limite de < 100 UFC/mL, conforme proposto
pelo ICMSF (Microorganisms in Foods 8). Para a avaliacdo das contagens de coliformes
em amostras de leite, também sem limites estabelecidos pela
legislacdo brasileira para esse parametro especifico, foi adotado como valor de

referéncia o limite de < 100 UFC/mL, conforme descrito por ROBINSON (Dairy
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Microbiology). Esse valor foi utilizado com finalidade comparativa e interpretativa, nao

possuindo caréater regulatorio.

Para a avaliacdo da presenca e contagem de E. coli, foram considerados limites
distintos de acordo com o tipo de amostra. Para amostras de leite, foi adotado o valor
de <100 UFC/mL, conforme estabelecido pelo Codex Alimentarius (CAC/RCP 57-2004)
e pelo Regulamento (CE) n°® 2073/2005. Para amostras de agua limpa, foi considerado
o padréo de potabilidade estabelecido pela Portaria GM/MS n° 888/2021, que determina
auséncia de E. coliem 100 mL como limite regulatério. Para superficies amostradas por
swab, como o tanque de expansao, foi adotado como referéncia o critério de auséncia
em 100 cm?, conforme orientagbes da norma ISO 18593:2018, utilizada para

monitoramento higiénico de superficies em contato com alimentos.

A ocorréncia de E. coli foi definida como a presenca de isolamento confirmado a
partir das amostras analisadas. A distribuicdo dos isolados foi descrita de acordo com
o tipo de amostra, a propriedade e as etapas da producao leiteira. A ocorréncia de
isolados resistentes, multirresistentes (MDR) e produtores de B-lactamases de espectro
estendido (ESBL) foi determinada com base nos perfis obtidos nos testes de

sensibilidade antimicrobiana, sendo os resultados apresentados de forma descritiva.

As andlises estatisticas foram realizadas no software R v.4.3.3, com auxilio do
RStudio v.2023.03.0+386 (R Core Team, 2024; RStudio Team, 2020). Contagens
abaixo do limite de deteccédo (LOD) para UFC/mL (1 UFC/mL) e para UFC/cm? (0,1
UFC/cm?) foram substituidas por LOD/2 (Canales et al. 2018; Chen et al. 2013; van Os

et al. 2023). Para a analise, todos os valores foram transformados em logzo.

A homogeneidade das variancias foi avaliada usando os testes de Levene e
Bartlett, enquanto a normalidade dos residuos foi avaliada usando o teste de Shapiro-
Wilk. As comparacdes entre grupos foram conduzidas por meio do teste de Kruskal-
Wallis, seguido de analises post-hoc pelo teste de Conover, com ajuste dos valores de
p pelo método Holm (Dinno, 2024). O nivel de significancia adotado foi de 5% (p < 0,05)
para todos os testes estatisticos. Representacfes gréaficas foram geradas usando o
pacote ggplot2 (Wickham, 2016).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Caracterizagdo das propriedades leiteiras avaliadas

As propriedades leiteiras avaliadas foram caracterizadas a partir de informagoes
obtidas por meio de questionario aplicado aos produtores, contemplando os seguintes
aspectos: sistema de producdo, escala produtiva, manejo de ordenha, higiene,

sanidade animal, origem da &gua utilizada e destino dos residuos gerados na atividade.

De acordo com os resultados obtidos, observou-se que quatro propriedades
adotavam o sistema de producéo intensivo, enquanto duas atuavam sob regime semi-
intensivo, ndo sendo identificadas propriedades com sistema extensivo. Essa
distribuicdo reflete uma tendéncia de intensificacdo da pecudaria leiteira, impulsionada
pela busca por maior produtividade, eficiéncia no uso de recursos e melhoria da
qualidade do leite. Esse processo é documentado em estudos como o de CLAY et al.
(2020), que descrevem a intensificacdo dos sistemas de producao leiteira como um
fendmeno global caracterizado pelo aumento da produtividade e maior tecnificacdo das
fazendas e TONA (2022) que destaca que a producéao de leite tem migrado de sistemas
tradicionalmente menos produtivos para modelos mais intensivos, impulsionada pela

necessidade de maior eficiéncia no uso de recursos.

Em relacdo ao nimero de animais lactantes, duas propriedades possuiam até
30 animais, duas apresentavam entre 30 e 60, e duas contavam com mais de 60
animais em lactacdo. A producédo diaria de leite também apresentou variacdo entre as
propriedades, sendo duas com producdo inferior a 200 litros por dia, duas com
producédo entre 201 e 1.200 litros, e duas com producao superior a 1.200 litros diarios,

critério este escolhido para caracterizacdo do porte das propriedades.

Quanto ao sistema de ordenha, quatro propriedades utilizavam ordenha
mecanizada em circuito fechado, enquanto duas realizavam ordenha tipo “balde ao pé”,
0 que pode influenciar as condi¢des higiénico-sanitarias da producdo, uma vez que
sistemas mais abertos estdo geralmente associados a maior risco de contaminagéo
microbiolégica, aspecto que pode se refletir nos resultados obtidos nas andlises
microbiolégicas deste estudo. Essa observacao é corroborada por estudos da literatura,
como os de ISMIARTI et al. (2018) e IRIE et al. (2021), os quais demonstram que
sistemas de ordenha com maior grau de exposi¢cdo e manipulagdo manual, como o

método “balde ao pé”, tendem a apresentar maior carga microbiana quando
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comparados a sistemas mecanizados. Segundo esses autores, a maior exposicao do
leite ao ambiente, bem como a menor eficiéncia na higienizacdo dos utensilios
utilizados, contribuem significativamente para o aumento do risco de contaminacao

microbiolégica, impactando diretamente a qualidade higiénico-sanitaria do produto final.

Nenhuma das propriedades avaliadas realizava o California Mastitis Test (CMT)
como rotina para deteccdo de mastite subclinica, e em todas as propriedades o leite de
descarte era destinado a alimentacdo animal. No que se refere as praticas de higiene
durante a ordenha, cinco propriedades relataram a adocdo de pré-dipping e pos-
dipping, enquanto uma ndo realizava essas praticas de forma sistemética. A
higienizagdo adequada de utensilios e equipamentos foi observada em trés
propriedades, enquanto as demais apresentavam falhas nesse procedimento. A
auséncia da realizacéo rotineira do California Mastitis Test (CMT) nas propriedades
avaliadas representa uma limitacao importante no monitoramento da mastite subclinica,
uma vez que esse teste € amplamente utilizado como ferramenta de triagem para
deteccdo precoce da enfermidade e controle da qualidade do leite (DANZE, 2020). Além
disso, préaticas inadequadas de higiene durante a ordenha, como a ndo adocéo
sistematica de pré-dipping e pos-dipping, estdo associadas ao aumento da ocorréncia
de mastite e a piora da qualidade microbiolégica do leite, sendo reconhecidas como
fatores de risco importantes para infec¢gfes intramamarias (BYOMI et al. 2020); (COSTA
et al. 2019). Estudos também demonstram que a adocdo dessas praticas, aliada a
correta higienizacdo de utensilios e equipamentos de ordenha, contribui
significativamente para a redugéo da contagem bacteriana e da incidéncia de mastite,
refletindo diretamente na melhoria da qualidade do leite produzido (SOUTELINO et al.
2022). Dessa forma, as falhas observadas nas propriedades analisadas podem
explicar, ao menos em parte, possiveis alteracdes nos parametros microbiolégicos do

leite.

A agua utilizada nas atividades de ordenha e higienizagéo teve como principal
origem pogos artesianos, presentes em cinco propriedades, enquanto uma utilizava
poco semi-artesiano. Em relacdo ao destino da agua residual, apenas duas
propriedades realizavam algum tipo de tratamento, consistindo na separacao das
fracdes solida e liquida dos residuos, ao passo que quatro ndo adotavam qualquer
forma de tratamento prévio. Embora essa pratica contribua parcialmente para o manejo
dos residuos, ela ndo garante a remocdo de microrganismos ou de compostos

guimicos, como residuos de antimicrobianos, o que pode representar riscos ambientais
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pela possibilidade de disseminacédo de resisténcia antimicrobiana, especialmente em
propriedades com maior volume de producao. Estudos como o de OLIVER et al. (2019)
demonstram que residuos provenientes da producéo leiteira, incluindo efluentes e
dejetos, podem conter antimicrobianos e bactérias resistentes, 0os quais persistem no
ambiente mesmo apods processos de manejo e tratamento. Os autores destacam que
essas substancias nem sempre sdo completamente removidas, podendo permanecer
no solo e na agua e favorecer a selecdo de microrganismos resistentes. De forma
semelhante, WANG et al. (2024) evidenciam que ambientes impactados por residuos
agropecuarios apresentam maior abundancia e diversidade de genes de resisténcia
antimicrobiana, indicando que o descarte inadequado desses efluentes contribui para a
disseminacdo desses genes no ambiente. Dessa forma, mesmo praticas parciais de
tratamento, como a separacao de fracdes solida e liquida, podem né&o ser suficientes

para mitigar esses riscos, especialmente em sistemas de maior escala produtiva.

Quanto ao uso de antimicrobianos, observou-se com base nas informacfes
obtidas no questionario que € uma pratica presente na rotina sanitaria das propriedades
leiteiras avaliadas e que o emprego ocorre em diferentes perfis produtivos,
principalmente decorrente de mastite. Entre as classes relatadas, macrolideos e
aminoglicosideos foram as mais frequentemente citadas, sendo utilizadas em cinco das
seis propriedades. Em seguida, beta-lactamicos, cefalosporinas, fenicdis, tetraciclinas
e polipeptideos foram relatados em quatro propriedades, indicando um uso
relativamente disseminado dessas classes no conjunto avaliado. Estudos como o de
MESQUITA et al. (2019) evidenciam alta prevaléncia de patdgenos associados a
mastite em rebanhos leiteiros no Brasil, bem como niveis elevados de resisténcia e
multirresisténcia a diferentes classes de antimicrobianos comumente utilizadas no
tratamento. De forma semelhante, LOPES et al. (2022) demonstram que isolados
bacterianos provenientes de propriedades leiteiras brasileiras apresentam resisténcia a
antimicrobianos amplamente utilizados, como penicilina, tetraciclina e amoxicilina,
indicando a presenca de presséo seletiva nesses sistemas produtivos. Nesse contexto,
a utilizagcédo de multiplas classes de antimicrobianos, como observado nas propriedades
avaliadas, reflete um padréo ja descrito na literatura nacional e pode contribuir para o
aumento da resisténcia microbiana, especialmente quando néo associada a praticas

adequadas de diagndstico e uso racional.

3.2 Distribuicao das contagens microbioldgicas nas propriedades leiteiras
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3.2.1 Contagens Microbianas na Cadeia Produtiva do Leite

A avaliagdo das contagens microbianas foi realizada com o objetivo de
caracterizar o perfil de contaminacao geral ao longo da cadeia leiteira, considerando
matrizes representativas do produto, do ambiente e da higienizacdo e permitir
compreender em quais etapas ocorre maior acimulo de microrganismos e identificar
possiveis pontos de contaminacdo. As analises incluiram microrganismos indicadores
utilizados em avaliacbes de qualidade higiénico-sanitaria — aerobios mesofilos,
Enterobacteriaceae, coliformes totais e E. coli — em diferentes tipos de amostras. Os
valores obtidos foram expressos como média e desvio padrdo (UFC/mL ou UFC/cm?),
apos transformacao logaritmica (logio) para fins de andlise estatistica e estdo dispostos
na Tabela 2.

Tabela 2. Contagens microbianas gerais por tipo de amostra coletada.
Microrganismos

Amostras Aerdbios _ _ _

mesfilos Enterobacteriaceae Coliformes E. coli
Leite do teto * 3.83+0.63 1.12 £0.97 0.96 +0.87 0.58 +0.82
Leite do tanque * 478 £1.13 294+1.18 2.23+1.33 0.49+1.01
Agua limpa * 2.04 £0.95 0.21 £0.79 -0.13+041 -0.18 £0.32
Agua residual * 6.44 +1.14 412+1.44 3.93+141 3.57+1.29
Swab tanque # 2.55+1.39 -0.29+1.10 -0.52 £0.94 -1.05+0.70
Swab teteira # 3.16 +1.20 0.01+1.46 -0.16 £ 1.34 -0.67 £0.83

* UFC/mL; # UFClcm?

As contagens médias apresentadas na Tabela 2 mostraram diferencas entre os
tipos de amostras analisadas. No leite coletado diretamente dos tetos dos animais, as
médias de aerdbios mesofilos (3,83 log UFC/mL) indicaram uma carga microbiana alta,
associada principalmente a microbiota do canal do teto e a superficie dos tetos, mesmo
apos os procedimentos de preparo para a ordenha, e ndo necessariamente ao contato
com o ambiente externo. Ja as contagens de Enterobacteriaceae, coliformes totais e E.
coli foram mais baixas, 0 que sugere que a maior parte das amostras estavam em
condi¢cdes higiénicas adequadas logo apdés a ordenha. De forma complementar,
estudos como o de NOGARA et al. (2022) destacam que a transferéncia de
microrganismos da superficie dos tetos para o leite esta diretamente relacionada a
eficiéncia dos procedimentos de pré-ordenha, reforgando que a microbiota presente nos
tetos constitui uma das principais fontes iniciais de contaminagado. Nesse contexto, as

maiores contagens de aerobios mesofilos observadas no leite coletado diretamente dos
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tetos podem estar associadas a microbiota natural e as condi¢des locais da superficie
do teto, enquanto as menores contagens de Enterobacteriaceae, coliformes e E. coli
sugerem auséncia significativa de contaminacéo fecal ou ambiental no momento da

coleta.

No leite do tanque, observou-se um aumento geral das contagens para todos 0s
grupos avaliados, especialmente aerobios mesofilos (4,78 log UFC/mL) e
Enterobacteriaceae (2,94 log UFC/mL). No entanto, apesar das coletas de leite do
tanque serem realizadas de forma padronizada durante a primeira ordenha da manha,
apos homogeneizacao do conteldo armazenado, observou-se variacao nas condi¢cdes
do tanque entre as propriedades no momento da coleta. Na maioria das visitas, o tanque
ja continha leite proveniente de ordenhas anteriores, uma vez que a coleta pelo
transporte ndo havia sido realizada no dia anterior. Essa variagdo no tempo de
armazenamento do leite pode influenciar diretamente as contagens microbianas, uma
vez que o periodo de permanéncia no tanque, mesmo sob refrigeracéo, favorece a
multiplicagdo de microrganismos e aumenta a probabilidade de contaminagao cruzada
a partir de superficies e equipamentos. Estudos como o de SOARES et al. (2024)
comprovam esta afirmacdo, os autores demonstram que o leite armazenado em
tanques de expansdo pode apresentar aumento significativo nas contagens de
microrganismos, especialmente aerdbios mesobfilos, estando esse comportamento
diretamente relacionado ao tempo de armazenamento. Os autores destacam que,
mesmo sob refrigeracdo, a permanéncia prolongada do leite no tanque favorece a
multiplicagéo microbiana. De forma semelhante, MULLER et al. (2022) evidenciam que
h& variac6es significativas na qualidade microbioldgica do leite entre diferentes pontos
da cadeia produtiva, sendo o armazenamento um fator determinante para o aumento

das contagens bacterianas.

Os resultados para agua limpa mostraram baixas contagens microbianas,
condizentes com padrdoes de potabilidade. Entretanto, a agua residual apresentou
valores elevados (6,4 log aerébios e 4,1 log Enterobacteriaceae), evidenciando acumulo
de matéria organica e residuos lacteos. Esses valores indicam que o efluente
proveniente da lavagem dos equipamentos e utensilios da ordenha constitui um
importante reservatorio microbiano dentro do ambiente produtivo, refletindo o acumulo
de residuos organicos. Achados semelhantes foram relatados por KASELA et al.
(2025), que avaliaram a agua residual da ordenha em propriedades leiteiras e

identificaram altas contagens de aerdbios mesofilos, superiores a 10” UFC/mL. Esses
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autores demonstraram que tais aguas nao tratadas funcionam como fontes relevantes

de poluicdo microbiolégica e disseminacdo de genes de resisténcia antimicrobiana.

Os swabs de superficies (tanque e teteiras) mostraram contagens intermediarias
de aerdbios mesofilos (em torno de 2,55 a 3,16 log UFC/cm?) e valores muito baixos ou
abaixo do limite de deteccdo para os demais grupos. Considerando que as coletas
foram realizadas com o tanque e as teteiras durante a rotina de ordenha, em condicao
de uso e sem higienizacao prévia imediata, os resultados devem ser interpretados como
indicadores do nivel de contaminacdo ambiental tipico do processo produtivo. Essa
abordagem permite avaliar a carga microbiana presente nas superficies no momento
real de utilizacao, refletindo tanto as condicbes de uso quanto a eficacia das préticas
de higienizacdo adotadas previamente nas propriedades. Estudos realizados em
condi¢cdes semelhantes, com coleta durante a rotina de ordenha, também relatam
valores proximos de 2,3 a 3,4 log UFC/cm? para aerdbios mesofilos (BOHRZ et al.
2019).

As variacdes observadas entre pontos da cadeia sdo compativeis com estudos
gue destacam a influéncia das rotinas de ordenha e armazenamento do leite. Segundo
OUAMBA et al. (2022), fatores como frequéncia de limpeza dos equipamentos, preparo
do teto, tempo de refrigeracdo e condi¢cdes de ventilacdo da sala de ordenha explicam

grande parte das diferencas nas contagens entre propriedades (OUAMBA et al. 2022).
3.2.2 Influéncia do Tamanho das Propriedades na Carga Microbiana

Considerando que o manejo e a estrutura fisica podem influenciar diretamente
as condi¢cBes higiénico-sanitarias do leite, e que a escala de producdo pode estar
associada a diferentes niveis de tecnificacdo e organizacdo do sistema produtivo, as
contagens microbianas foram também avaliadas de acordo com o porte das
propriedades. Essa analise comparativa permite identificar se ha variagdes sistematicas
na carga microbiana associadas ao tamanho do sistema produtivo, refletindo diferencas
no manejo dos animais, na limpeza dos equipamentos e na eficiéncia das praticas de
refrigeracdo. As amostras foram agrupadas em propriedades de pequena, média e alta
producédo, de modo a obter uma visdo integrada do perfil microbiolégico em diferentes

contextos produtivos.
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Tabela 3. Contagens microbianas das amostras categorizadas por tamanho de

propriedade.
Microrganismos
Propriedades  Amostras Aerdbios _ . .
messfilos Enterobacteriaceae  Coliformes E. coli

Leite do teto * 432+0.21 0.84+£0.80 0.82+0.42 0.23+0.73
Leite do tanque
. 5.06 £0.85 2.67+1.17 2.29+1.33 0.70 £ 1.07

Pequena Agua limpa * 2.04 £0.86 0.16 £0.51 -0.30+0.00 -0.30+0.00
Agua residual * 6.14+0.48 3.80+0.85 3.61+090 3.50+0.84
Swab tanque # 3.21+1.71 -0.29+1.30 -0.88+0.77 -1.30+0.00
Swab teteira # 4.03+1.02 0.53+1.61 043+164 -0.82+0.65
Leite do teto 3.31+0.63 0.62 +0.87 0.43+0.88 0.23+£0.62
Leite do tanque 4.06+1.21 241+111 1.31+1.29 -0.08 £ 0.53
Agua limpa 1.87+134 -0.25+0.12 -0.30+£0.00 -0.30+0.00

Media Agua residual 5.84 +1.41 3.64 £2.24 3.42+211 2.85+1.80
Swab tanque 2.52 +1.46 -0.67 £0.77 -0.72+£0.67 -1.30+0.00
Swab teteira 2.43 £1.06 -1.10+0.25 -1.08+053 -1.08+0.53
Leite do teto 3.85+0.56 1.90+0.84 1.63+0.84 1.29 +0.70
Leite do tanque 5.23+1.12 3.72+0.97 3.08 +0.82 0.85+1.18
Agua limpa 2.20 £ 0.67 0.73+1.13 0.20+0.61 0.07 £0.49

Aa Agua residual 7.34 £0.82 4,91 +0.38 4.76 +0.52 4.37 £ 0.57
Swab tanque 1.93+£0.75 0.08+1.21 0.04+1.18 -0.54+£1.09
Swab teteira 3.03+1.08 0.59 £ 1.55 0.19+1.25 -0.11+1.01

* UFC/mL; # UFC/cm?

Quando as contagens microbianas entre propriedades de diferentes portes foram

comparadas, padrbes que refletem tanto o nivel de tecnificacdo quanto as

particularidades de cada sistema produtivo foram revelados. No leite do teto, as

propriedades de pequena producao exibiram a maior média de aerdbios mesdfilos (4,32
log UFC/mL), seguidas das altas (3,85 log UFC/mL) e médias (3,31 log UFC/mL). Esse

comportamento néo linear indica que o porte produtivo ndo explica, por si sO, as

variagcbes observadas nas contagens microbianas, sugerindo que outros fatores

relacionados ao manejo e as condi¢cdes higiénico-sanitarias também desempenham

papel importante. Estudos recentes reforcam que o porte da propriedade, isoladamente,

nao é suficiente para explicar variacdes na qualidade microbiolégica do leite. Trabalhos

DEFANTE et al. (2019) evidenciam que propriedades que atendem aos padrdes de



gualidade do leite ndo se distinguem apenas pelo porte, mas principalmente pelo nivel
de organizacao do sistema produtivo, manejo e cumprimento das boas préaticas. Além
disso, LEAL et al. (2022) demonstram que ha grande variabilidade entre propriedades
guanto a qualidade microbioldgica do leite, independentemente da escala de producéo,
sendo essa variabilidade mais associada a fatores especificos de manejo e assisténcia
técnica. Nesse contexto, 0 comportamento ndo linear observado neste estudo reforga
gue diferencas nas contagens microbianas entre propriedades de distintos portes
refletem principalmente variacées nas praticas de manejo e nas condi¢cdes higiénico-

sanitérias, e ndo exclusivamente o volume de producéo.

Enterobacteriaceae e coliformes totais apresentaram comportamento
semelhante, mas com menores valores nas propriedades médias (0,62 e 0,43 UFC/mL,
respectivamente) em comparacdo as pequenas (0,84 e 0,82 UFC/mL). J4 nas
propriedades de alta producéo, as médias voltaram a aumentar (1,90 e 1,63 UFC/mL).
Em todas as categorias, as contagens de E. coli permaneceram baixas (0,23 a 1,29
UFC/mL), sugerindo baixo nivel de contamina¢édo por microrganismos de origem fecal
ou ambiental nessa etapa inicial do processo, embora a presenca desse microrganismo
possa estar associada a diferentes fontes, incluindo contaminacdo ambiental ou casos
de mastite. Valores semelhantes foram encontrados por FELICIANO et al. (2021), os
autores estimam a concentracdo média inicial em 1,31 log UFC/mL, o estudo mostra
gue a concentragcdo aumenta ao longo do tempo da cadeia de armazenamento
(FELICIANO et al. 2021).

No leite do tanque, as diferencas entre os portes foram mais marcantes. As
médias de aerObios mesofilos variaram de 4,06 a 5,23 log UFC/mL, e as de
Enterobacteriaceae e coliformes aumentaram de 2,41 para 3,72 e de 1,31 para 3,08 log
UFC/mL, respectivamente. Valores comparaveis foram obtidos por WOODE et al.
(2018), que avaliaram leite de tanque de duas fazendas de tamanhos distintos (=520—
534 vacas vs. 92 vacas), com contagens de coliformes de 2,49 x 102 UFC/mL e 2,03 x
103 UFC/mL, respectivamente, sendo esses resultados associados, pelos autores, a
condicbes sanitarias inadequadas e falhas nos processos de higienizacdo de
equipamentos e superficies. De forma semelhante, no presente estudo, as contagens
de coliformes observadas podem refletir limitacées nos procedimentos de higienizacao
ao longo do sistema de ordenha. Apesar das diferencas numéricas, as contagens de E.
coli permaneceram baixas (0,23 a 1,29 log UFC/mL) em todos os grupos, sem indicacao

de uma fonte predominante de contaminacéao.
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Nas amostras de agua limpa, as contagens foram mais baixas e semelhantes
entre 0S grupos microbianos e nao mostraram diferencas expressivas entre 0s
tamanhos de propriedade. Ja na agua residual, os valores foram naturalmente mais
altos, entre 5,8 a 7,3 UFC/mL para aerobios mesoéfilos e de 3,6 a 4,9 UFC/mL para
Enterobacteriaceae, além de contagens de coliformes e E. coli que ultrapassaram 3,5
UFC/mL. Esse resultado é coerente com a natureza da amostra, pois a agua residual
concentra residuos organicos e microrganismos oriundos da lavagem e do ambiente da

ordenha.

Quanto aos swabs de tanque e de teteiras, as propriedades de pequena e alta
producdo mostraram contagens mais altas de aerdbios mesofilos nas teteiras (4,03
UFC/cm?). Resultados semelhantes foram observados por WILSON et al. (2024), os
autores relataram que o tanque a granel apresentou as menores contagens bacterianas
entre 0s pontos amostrados, permanecendo quase sempre abaixo do limite de
guantificacéo (3,0 log UFC/swab) e ultrapassando esse limite apenas em duas coletas
ocasionais. Em contrapartida, as teteiras e componentes associados, como
mangueiras, apresentaram valores frequentemente acima de 3,0 log UFC/swab,
chegando a até 6 log UFC/swab. Esses resultados reforcam a tendéncia observada no
presente estudo, em que as teteiras apresentaram maiores contagens meédias que o
tanque de expansédo. Essa diferenca pode estar relacionada a maior dificuldade de
higienizacdo dessas estruturas, especialmente devido a sua geometria, ao material e
ao contato frequente com residuos organicos, o que favorece a formacéo de biofilmes
e a persisténcia de microrganismos. Estudos como o de LATORRE et al. (2022)
demonstram que superficies de equipamentos de ordenha podem abrigar biofilmes
microbianos, atuando como fontes continuas de contaminacdo mesmo apos
procedimentos de limpeza. De forma semelhante, SCHEIB et al. (2023) evidenciam que
a reducédo microbiana em teteiras apos desinfec¢ao pode ser limitada, sendo essa baixa
eficiéncia atribuida a resisténcia de determinadas bactérias e, possivelmente, a
geometria e estrutura das superficies internas, que dificultam o contato completo com

o desinfetante.

Sobre a distribuicdo das contagens microbianas, ela foi representada por meio
de boxplots (Figuras 1 a 4), de forma a ilustrar graficamente a variagao dos valores
observados para cada grupo de microrganismos e tipo de amostra, conforme o porte
das propriedades e se estdo em conformidade com os limites regulatérios ou limites

presentes na literatura cientifica. Essa abordagem permite visualizar de maneira
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comparativa a disperséo, as medianas e a ocorréncia de valores extremos.
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Figura 1. Boxplots e comparacdes estatisticas das contagens de aerébios mesdfilos categorizadas por
tamanho de propriedades. (A) Leite do teto, (B) Leite do tanque, (C) Agua limpa, (D) Agua residual, (E)
Swab do tanque e (F) Swab da teteira. As cores indicam contagens abaixo (verde) ou iguais/acima
(vermelho) do limite regulatorio e/ou recomendativo; pontos em cinza correspondem a amostras para as
guais ndo existem limites estabelecidos. As comparacfes estatisticas foram realizadas pelo teste de
Kruskal-Wallis. Letras minusculas diferentes indicam diferencas estatisticamente significativas entre os
grupos (Teste de Conover, p < 0,05).

As contagens de aerdbios mesdfilos apresentaram diferencas significativas entre
0s portes produtivos para o leite do teto (p = 0,0115) e para a &gua residual (p =0,0270)
(Figura 1). No leite do teto, observou-se que as propriedades de pequena producao
apresentaram as maiores médias, seguidas pelas de alta e média. Os estudos de
PAIXAO et al. (2017) corroboram com este achado, pois mostra que propriedades de
pequenas producdo apresentaram maiores contagens bacterianas totais e que médias

e altas tiveram valores significativamente menores (p < 0,05).

Destaca-se que todas as propriedades avaliadas, independentemente do porte
produtivo, apresentaram amostras de leite ndo conformes em relacdo ao limite
regulatorio brasileiro de 300.000 UFC/mL, estabelecido pela Instrucdo Normativa n°
76/2018 do MAPA (Figura 1). Trabalhos como de ARAUJO et al. (2017) e DE ARAUJO
et al. (2023) relatam tendéncia semelhante, os autores mostram que muitas das
propriedades avaliadas produzem leite fora do padrédo microbiologico da legislacéo, e
relaciona essa situacdo a praticas higiénicas na ordenha e manejo/armazenamento

inadequados.
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Na agua residual, por outro lado, as propriedades de alta producéo apresentaram
as maiores contagens, possivelmente associadas a diferencas no manejo dos residuos
e nas condicOes operacionais das propriedades durante as etapas de limpeza (Figura 1).
Apesar da tendéncia observada neste estudo, a associacdo entre elevadas contagens
de aerdbios mesofilos em &gua residual e o porte de propriedades leiteiras ainda é
pouco explorada na literatura cientifica, indicando a necessidade de investigacfes
adicionais para confirmar e compreender os fatores envolvidos nesse padrao.

Para os demais tipos de amostra — leite do tanque, 4gua limpa, swab do tanque
e swab da teteira — néo foram verificadas diferencas significativas entre os tamanhos
de propriedade (p > 0,05), indicando que o porte produtivo ndo influenciou de forma

expressiva as contagens nesses pontos do processo (Figura 1).
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Figura 2. Boxplots e comparacgdes estatisticas das contagens de Enterobacteriaceae categorizadas por
tamanho de propriedades. (A) Leite do teto, (B) Leite do tanque, (C) Agua limpa, (D) Agua residual, (E)
Swab do tanque e (F) Swab da teteira. As cores indicam contagens abaixo (verde) ou iguais/acima
(vermelho) do limite regulatorio e/ou recomendativo; pontos em cinza correspondem a amostras para as
quais nao existem limites estabelecidos. As comparacdes estatisticas foram realizadas pelo teste de
Kruskal-Wallis. Letras minuUsculas iguais indicam auséncia de diferencas estatisticamente significativas
entre os grupos (Teste de Conover, p > 0,05).

A distribuicdo das contagens de Enterobacteriaceae ao longo da cadeia
produtiva do leite ndo sofreu influéncia do tamanho das propriedades, com diferencas
estatisticamente significativas observadas apenas no leite do teto (Figura 2). Entretanto,

ndo foi identificada diferenca estatistica entre os pares de grupos, sugerindo
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heterogeneidade dos dados, sem distingdo clara entre os tamanhos de propriedade.
Esse resultado pode sugerir que a presenca desse grupo microbiano pode estar mais
associada a etapa do processo do que ao tamanho da producéo, refletindo a dindmica
natural de contaminagdo ambiental durante o armazenamento e a manipulagao do leite.
Em um estudo de ALMEIDA et al. (2020), o autor reforca que ambiente e manejo —
limpeza de equipamentos, baldes, unidade de ordenha — sé&o fontes relevantes de
contaminacao. De forma semelhante, MERZOUKI et al. (2017) avaliaram a qualidade
microbioldgica do leite cru em 10-12 fazendas com diferentes procedimentos de criacdo
e manejo e altas cargas bacterianas foram atribuidas a falhas nas praticas higiénicas e
o porte da fazenda ndo é citado como fator determinante (ALMEIDA et al. 2020;
MERZOUKI et al. 2017).

Considerando o valor de referéncia de < 100 UFC/mL proposto pelo ICMSF para
Enterobacteriaceae em amostras de leite, observou-se a ocorréncia de contagens
acima desse limite principalmente no leite do tanque, indicando possiveis falhas nas
condi¢Bes higiénico-sanitarias ao longo do armazenamento e manejo do leite. Ressalta-
se, no entanto, que esse valor possui carater apenas orientativo.
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Figura 3. Boxplots e comparacgdes estatisticas das contagens de coliformes categorizadas por tamanho
de propriedades. (A) Leite do teto, (B) Leite do tanque, (C) Agua limpa, (D) Agua residual, (E) Swab do
tanque e (F) Swab da teteira. As cores indicam contagens abaixo (verde) ou iguais/acima (vermelho) do
limite regulatério e/ou recomendativo; pontos em cinza correspondem a amostras para as quais nao
existem limites estabelecidos. As comparacdes estatisticas foram realizadas pelo teste de Kruskal-Wallis.
Letras minUsculas diferentes indicam diferencas estatisticamente significativas entre os grupos (Teste de
Conover, p < 0,05).



A analise das contagens de coliformes ao longo da cadeia produtiva do leite
indicou que a influéncia do tamanho da propriedade foi limitada a pontos especificos,
enquanto a maior parte das matrizes apresentou comportamento semelhante entre os
diferentes portes (Figura 3). Diferencas estatisticas foram observadas apenas na agua
limpa, na qual propriedades de alta producdo apresentaram contagens superiores as
pequenas e médias (Figura 3). Esse achado contrasta com o estudo de SOARES et al.
(2023) que detectou coliformes totais em 65,6% de amostras de agua em 32 fazendas
leiteiras portuguesas, onde um maior numero de animais piorou a situagao
numericamente, mas nao alcancou significAncia estatistica (p = 0,279), porém

desinfeccéo periddica teve diferenca estatisticamente significativa (p = 0,022).

Ao considerar o valor de referéncia de < 100 UFC/mL para coliformes em
amostras de leite, conforme descrito por ROBISON (Dairy Microbiology), verifica-se que
as contagens observadas no leite do tanque se situam, em média, acima desse

parametro, mesmo sem carater regulatério.

De modo geral, a distribuicdo das contagens de E. coli ao longo da cadeia
produtiva do leite evidenciou que o efeito do tamanho da propriedade n&o foi uniforme
entre as diferentes matrizes analisadas (Figura 4). Diferencas estatisticamente
significativas em fun¢éo do porte das propriedades foram observadas no leite do teto,
na agua limpa e no swab do tanque, nos quais as propriedades de alta producdo
apresentaram, em geral, maiores contagens quando comparadas as pequenas e
meédias (Figura 4). Estudos como o de ABABU et al. (2020) relatam que fazendas
maiores apresentaram prevaléncia significativamente maior de E. coli, com associacéo
positiva entre tamanho do rebanho e ocorréncia de E. coli (p < 0,05) (ABABU et al.
2020).
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Figura 4. Boxplots e comparacdes estatisticas das contagens de E. coli categorizadas por tamanho de
propriedades. (A) Leite do teto, (B) Leite do tanque, (C) Agua limpa, (D) Agua residual, (E) Swab do
tanque e (F) Swab da teteira. As cores indicam contagens abaixo (verde) ou iguais/acima (vermelho) do
limite regulatério e/ou recomendativo; pontos em cinza correspondem a amostras para as quais nao
existem limites estabelecidos. As comparacdes estatisticas foram realizadas pelo teste de Kruskal-Wallis.
Letras minlsculas diferentes indicam diferencgas estatisticamente significativas entre os grupos (Teste de
Conover, p < 0,05).

Em relacdo aos diferentes critérios de referéncia adotados para E. coli, conforme
o tipo de amostra, para agua limpa, Unico parametro com carater regulatério,
estabelecido pela Portaria GM/MS n° 888/2021, foram observadas amostras em
desacordo com a exigéncia de auséncia do microrganismo, indicando
comprometimento pontual da qualidade da agua utilizada no processo. Para as
amostras de leite, considerando o valor de referéncia de < 100 UFC/mL estabelecido
por normas internacionais (Codex Alimentarius e Regulamento CE n° 2073/2005), foram
identificadas amostras com contagens acima desse limite. Em relacéo as superficies,
para as quais foi adotado o critério orientativo de ausénciaem 100 cm?2 (ISO 18593:2018),
a deteccdo de E. coli acima desse parametro também foi observada, indicando

possiveis deficiéncias nos procedimentos de higienizagéo.

Estudos como o de GENCUROVA et al. (2008), contribuem com os resultados
de agua limpa do presente estudo, nele, cerca de 17% apresentaram E. coli acima de
0 UFC/100 mL, extrapolando o padrdo microbiolégico para agua potavel usada na
fazenda. Adicionalmente, OLIVEIRA-FILHO et al. relata que E. coli esteve presente em
28 dos 29 pocos analisados em seu estudo, o que esta em conformidade com a Portaria

GM/MS n° 888/2021 que define os padrdes de qualidade para agua potavel e traz O
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UFC/100 mL como padrao microbiolégico deste grupo em especifico. De forma
semelhante, um estudo de NYOKABI et al. (2021) em sistemas de producao de leite
no Quénia encontrou que cerca de 42% das amostras de leite cru continham E. coli,
valores preocupantes frente aos padrées de seguranca da agéncia de normas no pais
(GENCUROVA et al. 2008; OLIVEIRA-FILHO et al. 2025; BRASIL, 2021; NYOKABU
et al. 2021).

3.3 Perfil de resisténcia antimicrobiana dos isolados de E. Coli

Durante a etapa de isolamento, observou-se predominancia de colonias com
perfil lactose-positiva (Lac+), com menor propor¢cdo de colbnias lactose-negativas
(Lac-), indicando que a maior parte dos isolados apresentava caracteristicas
compativeis com E. coli e outros membros da familia Enterobacteriaceae. A distribuigdo
desses perfis variou entre os diferentes tipos de amostras e propriedades, refletindo

possiveis diferencas nas fontes de contaminacao ao longo da cadeia produtiva.

A avaliacdo da resisténcia antimicrobiana teve como objetivo caracterizar 0os
perfis fenotipicos de resisténcia dos isolados de E. coli obtidos ao longo da cadeia
produtiva do leite. Essa etapa buscou identificar a presenca de cepas resistentes a
diferentes classes de antimicrobianos de uso comum tanto na medicina veterinaria
guanto na humana, fornecendo subsidios para compreender possiveis riscos
associados a disseminagéo de genes de resisténcia no ambiente de producéao leiteira.
Para isso, foram analisados isolados provenientes das diferentes matrizes amostradas

agrupados conforme o porte de producao das propriedades (pequenas, médias e altas).

A avaliacao do perfil de resisténcia antimicrobiana dos isolados de E. coli permitiu
identificar os principais farmacos frente aos quais foram observadas maiores taxas de
resisténcia, bem como possiveis diferencas associadas ao porte das propriedades. A
Figura 5 apresenta a distribuicdo percentual do perfil de resisténcia antimicrobiana de
180 isolados de E. coli obtidos em diferentes escalas de producao, dispostos em um
grafico de radar (grafico polar). Essa forma de visualizacdo permitiu comparar
simultaneamente multiplos antimicrobianos e identificar padrbes de resisténcia mais

amplos.
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Figura 5. Perfil de resisténcia antimicrobiana dos isolados de E. coli frente aos diferentes antibioticos testados, em propriedades de pequena, média e alta

producéo.
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De forma geral, observou-se que os B-lactamicos apresentaram as maiores
frequéncias de resisténcia em todas as categorias avaliadas, configurando-se como a
classe com menor eficicia frente aos isolados. A resisténcia a AMO e AMP foi
particularmente elevada nas propriedades de pequena (34,92%) e alta producdo
(34,55% e 32,73%, respectivamente), enquanto nas propriedades de média producao
esses percentuais foram consideravelmente menores (11,29% para ambos o0s
antimicrobianos). Esse padrdo indica que a resisténcia aos [B-lactamicos esta
amplamente disseminada, porém com intensidade distinta conforme o porte produtivo,
sugerindo diferencas nos regimes de uso e na pressao seletiva exercida nesses

sistemas.

A analise das informacBes obtidas por meio do questionario aplicado aos
produtores permitiu observar que propriedades que relataram o uso frequente de
antimicrobianos da classe dos B-lactamicos, como ceftiofur, cefalexina e amoxicilina
associada ao acido clavulanico, apresentaram maiores frequéncias de resisténcia a
essa classe, especialmente nas propriedades de pequeno e alto porte. Esse padréo
sugere que o uso desses farmacos pode estar associado a selecdo de isolados

resistentes, sendo consistente com o perfil observado nas analises microbiolégicas.

A comparacdo dos resultados obtidos neste trabalho com pesquisas
internacionais evidencia tanto convergéncias quanto divergéncias quanto ao papel do
manejo produtivo na resisténcia antimicrobiana de E. coli. O estudo de NUESCH-
INDERBINEN et al. (2022) demonstrou que cepas comensais de E. coli isoladas de
bezerros apresentaram resisténcia a AMP em uma fracdo expressiva dos isolados,
indicando que a resisténcia antimicrobiana é altamente prevalente em animais jovens,
independentemente do sistema de manejo adotado. Em contrapartida, QUINTEIRA et
al. (2024) observaram que o0 manejo e a raca dos animais influenciam os perfis de
resisténcia, sendo a resisténcia a B-lactamicos amplamente disseminada, porém mais
acentuada em sistemas de alta producéo. De forma semelhante, KAREGI et al. (2022)
avaliaram E. coli isoladas de animais criados em sistemas intensivos e extensivos, e
embora ndo tenha sido encontrada associagao estatisticamente significativa entre o tipo
de sistema e a ocorréncia de resisténcia (p = 0,61), os autores relataram tendéncia de
maior resisténcia em criagdes intensivas, especialmente para B-lactamicos como CFC e
AMP. Ja o estudo de PENATI et al. (2024) identificou prevaléncia muito alta de
resisténcia a B-lactdmicos, com 100% dos isolados resistentes a AMP, além de

variacbes entre grupos dentro da mesma fazenda, evidenciando que diferencas
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intraprodutivas também podem contribuir para a disseminacao da resisténcia. Por fim,
VIJAY et al. (2025) relataram alta resisténcia fenotipica a B-lactamicos (ampicilina e
amoxicilina-clavulanato) em E. coli provenientes de leite, ambiente e manipuladores,
com indices elevados de multirresisténcia em amostras de dejetos (60,5%). Apesar de
documentarem variagao entre propriedades, a associacao direta entre o porte produtivo
e 0s niveis de resisténcia ndo foi claramente estabelecida (NUESCH-INDERBINEN et
al. 2022; QUINTEIRA et al. 2024; KAREGI et al. 2022; PENATI et al. 2024; VIJAY et al.
2025).

Ainda no grupo dos B-lactamicos, as cefalosporinas apresentaram resisténcia
mais expressiva nas propriedades de alta producédo, com destaque para CFC (23,64%),
CTX (18,18%) e CRO (16,36%), enquanto nas propriedades de pequena producdo os
valores variaram entre 4,76% e 30,16%, e nas propriedades médias permaneceram
abaixo de 5% para a maioria dos farmacos. O estudo de AWOSILE et al. (2018)
demonstrou que o uso mais frequente de ceftiofur em fazendas leiteiras esta fortemente
associado a maior presenca de E. coli resistentes a cefalosporinas de amplo espectro
(ESC), apoiando a ideia de que sistemas de producdo mais intensivos tendem a
apresentar maior resisténcia antimicrobiana. De forma complementar, o estudo de
MASSE et al. (2021) mostrou que, dentro de uma mesma fazenda, fatores como a
categoria animal (estagio produtivo) e o manejo adotado influenciam de maneira
expressiva o0s niveis e padrdes de resisténcia, com isolados de bezerros e periodos de
maior uso de antibidticos apresentando taxas mais elevadas de resisténcia as
cefalosporinas. Em uma escala mais ampla, o estudo de MAHMOUDI et al. (2025)
identificou que a resisténcia média de E. coli isoladas de leite e derivados foi
significativamente maior em paises em desenvolvimento (36,86%) do que em paises
desenvolvidos (23,22%; P = 2,2e-16), atribuindo essa diferenca ao uso mais liberal e
menos regulamentado de antimicrobianos na producéo animal, o que pode favorecer a
disseminacéo da resisténcia (AWOSILE et al. 2018; MASSE et al. 2021; MAHMOUDI et
al. 2025).

As tetraciclinas apresentaram resisténcia moderada, porém consistente. A
resisténcia a TET variou de 12,70% em propriedades pequenas a 21,82% nas altas,
enquanto nas propriedades médias foi de 4,84%. Para DOX, os percentuais foram de
15,87% nas pequenas, 16,36% nas altas e auséncia de resisténcia nas médias. Esses
valores indicam que a resisténcia a tetraciclinas permanece relevante, especialmente

em propriedades de pequena e alta producéo, refletindo possivelmente o uso historico
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e recorrente dessa classe na producéo leiteira, ndo estando relacionado ao porte ou
intensificacdo da producédo. O estudo de MAINDA et al. (2015) contribuem com estes
achados, pois demonstrou prevaléncias ajustadas de resisténcia em E. coli a tetraciclina
(=10,6-11,2%), ampicilina (=6,0-6,5%) e sulfametoxazol/trimetoprim (=4,5%) em
fazendas leiteiras de pequeno, médio e grande porte, e, embora 0s percentuais
variaram ligeiramente, ndo houve diferenca estatisticamente significativa na prevaléncia
total de resisténcia entre os sistemas produtivos. De forma semelhante, o estudo de
OBAIDAT et al. (2017) avaliou 520 isolados de E. coli em 43 fazendas leiteiras (21
grandes e 22 pequenas) e observou alta resisténcia a estreptomicina (47,5%),
tetraciclina (45,4%) e ampicilina (34,2%), sendo que a resisténcia a tetraciclina foi
praticamente idéntica entre os sistemas, com diferencas discretas e estatisticamente
limitadas entre fazendas grandes e pequenas. De modo complementar, o estudo de
MAULANA et al. (2021) identificou resisténcia a tetraciclina em 63% dos isolados de

E. coli obtidos de fazendas leiteiras com histérico recente de uso de antibidticos,
contudo, os autores ndo estratificaram os resultados por densidade animal nem
compararam fazendas com uso continuo versus intermitente, ndo demonstrando uma
relacdo causal direta entre intensificacdo produtiva e maior resisténcia (MAINDA et al.
2015; OBAIDAT et al. 2017; MAULANA et al. 2021).

Entre os macrolideos, AZI apresentou resisténcia de 14,29% nas propriedades
pequenas e 10,91% nas de alta producdo, contrastando com apenas 1,61% nas
propriedades médias. No grupo dos aminoglicosideos, a resisténcia a EST foi elevada
nas propriedades de alta producdo (30,91%) e moderada nas médias (11,29%),
enquanto nas pequenas foi residual (1,59%). Em contrapartida, n&o foi detectada
resisténcia a GEN em nenhuma das categorias, indicando preservacdo da eficacia
desse antimicrobiano frente aos isolados avaliados. O estudo de KERLUKU et al. (2023)
corrobora com este achado, os autores demonstraram que cepas comensais de
E. coli atuam como reservatorios relevantes de genes de resisténcia antimicrobiana
(ARGs), com potencial de disseminagcdo no ambiente e ao longo da cadeia alimentar.
Apesar dessa capacidade, os autores observaram uma prevaléncia ainda relativamente
baixa de resisténcia a gentamicina, o que sugere eficacia preservada desse farmaco,
embora sob risco de erosao progressiva caso 0 USO nao seja rigorosamente controlado
(KERLUKU et al. 2023).

As fluoroquinolonas apresentaram baixa frequéncia de resisténcia, com valores

maximos de 5,45% para CIP em propriedades de alta producdo, e auséncia de
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resisténcia a NOR em todas as categorias. De forma semelhante, os carbapenémicos
mantiveram percentuais reduzidos, com resisténcia a IMP variando entre 1,82% e
4,84% e a MER abaixo de 2% em todas as categorias, sugerindo novamente,
manutencdo da eficdcia desses antimicrobianos de uso mais restrito. O estudo de
MOHAMED et al. (2022), que avaliou 39 isolados de E. coli produtoras de toxina Shiga
(STEC) provenientes de leite cru em sete fazendas leiteiras do Egito, identificou maiores
taxas de resisténcia para eritromicina (100%) e cefepime (97,4%), enquanto 0s
carbapenémicos (imipenem e meropenem) se mantiveram altamente eficazes, com
97,4% e 94,9% de suscetibilidade, respectivamente. Embora o estudo descreva
multirresisténcia disseminada a diversas classes antimicrobianas, os carbapenémicos
foram apontados como o grupo mais eficaz contra as cepas STEC isoladas de leite
bovino, com elevada suscetibilidade in vitro. Ainda no estudo de MAHMOUDI et al.
(2025), uma meta-analise global abrangendo 287.792 isolados de E. coli de leite bovino
e derivados, demonstrou baixa resisténcia as fluoroquinolonas (como levofloxacino) e
aos carbapenémicos (imipenem e meropenem). Os autores destacam que esses
antimicrobianos de uso restrito mantém elevada eficacia, apresentando niveis de
resisténcia significativamente inferiores. Esses achados corroboram com os resultados
deste trabalho, que evidenciaram baixa frequéncia de resisténcia as fluoroquinolonas e
carbapenémicos, sugerindo que essas classes ainda mantém eficacia preservada
frente aos isolados de E. coli da bovinocultura leiteira (MOHAMED et al. 2022;
MAHMOUDI et al. 2025).

De maneira consistente, as propriedades de média producdo apresentaram 0s
menores percentuais de resisténcia para a maioria dos antimicrobianos, enquanto as
propriedades de pequena e alta produgcédo concentram as maiores frequéncias. Esse
achado indica que tanto sistemas menos estruturados quanto mais complexos podem
favorecer a selecéo de E. coli resistentes. O estudo de DAVIES E WALES (2019) por
exemplo, apoia a ideia de que fazendas com infraestrutura sanitaria precéaria e sistemas
intensivos com alta movimentagao e contato entre animais enfrentam riscos distintos,
porém igualmente criticos, para a selecdo e disseminacéo de bactérias resistentes. De
um lado, os ambientes menos estruturados favorecem a persisténcia ambiental de
microrganismos resistentes devido a baixa biosseguranca e manejo higiénico
insuficiente, enquanto os sistemas de producdo mais complexos e densos criam
pressao seletiva continua associada ao uso recorrente de antimicrobianos e a alta carga
de exposicao. De forma complementar, ainda no estudo de VIJAY et al. (2025), os

demonstraram que fazendas com piores indices de higiene do leite apresentaram



76

maior probabilidade de ocorréncia de E. coli e maiores taxas de multirresisténcia,
enquanto o tamanho do rebanho néo foi identificado como fator de risco relevante
(DAVIES E WALES, 2019; VIJAY et al. 2025).

Além disso, néo foi possivel estabelecer uma relacdo direta entre praticas de
manejo higiénico-sanitario, como a realizacdo de pré e poés-dipping, e os perfis de
resisténcia observados, uma vez que propriedades com diferentes niveis de adocao
dessas praticas apresentaram resultados semelhantes. Esses achados indicam que a
resisténcia antimicrobiana observada neste estudo pode estar associada a multiplos
fatores, ndo sendo possivel atribui-la exclusivamente as condicbes de manejo ou as

caracteristicas das propriedades avaliadas.

Com relacdo a multirresisténcia (MDR), observou-se que 43 isolados
apresentaram resisténcia a trés ou mais classes distintas de antimicrobianos, a maior
frequéncia ocorreu no leite do teto, com 17 isolados (39,5%), seguido pelo leite do
tanque e agua residual, ambos com 7 isolados (16,3%) cada. Amostras de agua limpa
e swabs de teteira apresentaram 5 isolados (11,6%) cada, enquanto os swabs de
tanque registraram 2 isolados (4,7%). O estudo de SHOAIB et al. (2023) demonstrou
gue 44,4% dos isolados de E. coli resistentes foram classificados como multirresistentes
(MDR), destacando que o ambiente leiteiro atua como reservatorio de patégenos
bacterianos e genes de resisténcia antimicrobiana (ARGSs). De forma complementar, o
estudo de SARBA et al. (2023), identificou E. coli em 33,8% das amostras de leite e
derivados, com maior contaminacgéo em leite de tanque (47,4%) em comparacao ao leite
de ubere (34,7%). Os autores atribuiram essa diferenca ao maior tempo de exposicéo
e numero de contatos durante o processo de ordenha e armazenamento, uma vez que
o leite de tanque resulta da mistura de amostras de varias vacas, 0 que favorece a
amplificacdo e disseminacao bacteriana. Entre as propriedades avaliadas, as de alta
produc&o concentraram o maior numero de isolados MDR (SHOAIB et al. 2023; SARBA
et al. 2023).

A analise das informacfes obtidas por meio do questionario aplicado aos
produtores permitiu observar que propriedades que relataram o uso frequente de
antimicrobianos da classe dos B-lactamicos, como ceftiofur, cefalexina e amoxicilina
associada ao acido clavulanico, apresentaram maiores frequéncias de resisténcia a

essa classe, especialmente nas propriedades de pequeno e alto porte. Esse padréo
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sugere que o uso desses farmacos pode estar associado a selecdo de isolados

resistentes, sendo consistente com o perfil observado nas andlises microbiolégicas.

Além dos isolados multiresistentes, foram identificados trés isolados de E. coli
produtores de [B-lactamases de espectro estendido (ESBL), todos provenientes de
propriedades de alta produgéo. Desses, dois foram isolados de amostras de leite do
teto e um de swab do tanque de refrigeracdo. A deteccéo de cepas ESBL-positivas em
matrizes diretamente associadas a ordenha representa um achado relevante, uma vez
gue esses microrganismos possuem a capacidade de hidrolisar penicilinas e
cefalosporinas de amplo espectro, conferindo resisténcia a uma ampla gama de B-

lactamicos.

O estudo de GELALCHA et al. (2023) demonstrou que, em 33 amostras de leite
de tanque provenientes de 17 fazendas leiteiras, E. coli produtora de ESBL foi
identificada em 21,2% das amostras e em 41,2% das propriedades avaliadas. Os
autores reforcam que o leite cru pode atuar como um reservatorio zoonotico de alto
risco para humanos, favorecendo a disseminacédo de cepas multirresistentes ao longo
da cadeia produtiva. De forma semalhante, o estudo de NAHAR et al. (2023) avaliou
100 amostras de leite cru de vacas saudaveis e constatou que 70% continham E. coli e
58,6% dessas cepas eram ESBL-positivas, sustentando que o leite cru proveniente de
pequenas fazendas pode funcionar como veiculo importante de disseminacéo de E. coli
ESBL multirresistentes. Por sua vez, o estudo de PENATI et al. (2024) isolou E. coli
ESBL das fezes, animais, ambiente, além de leite de descarte. Os autores identificaram
como principais fatores de risco a falta de limpeza rotineira de equipamentos de
alimentacdo e o uso de leite de descarte contendo residuos de antibiéticos para
alimentacao de bezerros machos. Esses achados sao particularmente relevantes, pois
cruzam-se com os dados obtidos no presente estudo, em que todos os produtores
relataram destinar o leite de descarte ao consumo de bezerros, pratica que pode atuar
como elo critico de selecdo e manutencdo de cepas ESBL positivas dentro das

propriedades leiteiras.

A deteccao de isolados produtores de ESBL exclusivamente em propriedades
de alta producdo sugere a presenca de maior pressdo seletiva nesses sistemas,
possivelmente associada ao uso de cefalosporinas de amplo espectro, como o ceftiofur,

relatado em algumas propriedades avaliadas.
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Em conjunto, os resultados demonstram que a resisténcia antimicrobiana em E.
coli esta consolidada na cadeia produtiva do leite, com destaque quantitativo para os -
lactamicos, reforcando a importancia do monitoramento continuo e do uso racional de

antimicrobianos na producao leiteira.

3.4 Integracdo entre indicadores microbioldgicos, resisténcia antimicrobiana e

praticas de manejo nas propriedades leiteiras

A andlise integrada dos resultados mostrou que o porte da propriedade, embora
associado a algumas diferencas estatisticas, ndo foi suficiente para explicar
isoladamente o comportamento microbioldgico observado ao longo da cadeia produtiva
do leite. Quando as contagens sdo interpretadas em conjunto com as informacdes
obtidas por questionario (Apéndice A), observa-se que praticas de manejo e higiene
parecem exercer papel mais consistente sobre os resultados do que o volume diario de
producdo por si s6. De forma geral, os dados indicam que varia¢cdes nas rotinas de
higiene, no manejo da ordenha e no uso de insumos influenciaram diretamente o
comportamento microbiolégico ao longo da cadeia produtiva. Padrdes semelhantes
foram observados por LOPEZ-CARLOS et al. (2023), que ao avaliarem propriedades
leiteiras verificaram que as condi¢cdes de higiene na ordenha tiveram efeito direto na
reducdo da carga bacteriana do leite, enquanto o tamanho do rebanho apresentou
influéncia menos consistente sobre esses parametros. De forma complementar,
ROCHA et al. (2024) demonstraram que a simples mudanga no tipo de sistema de
ordenha nédo foi suficiente para melhorar a qualidade microbiolégica quando nao
acompanhada da implementacdo efetiva de boas praticas higiénicas. Resultados
semelhantes também foram descritos por DEDDEFO et al. (2023), que identificaram
associacao significativa entre altos niveis de contaminacdo microbiologica do leite e
falhas em praticas como higiene dos tetos, limpeza do ambiente e manejo da ordenha,

independentemente de caracteristicas estruturais das propriedades.

Nas propriedades em que nao havia padronizacdo completa das praticas de
higiene na ordenha, foram observadas alteragcdes mais evidentes ja na etapa inicial da
cadeia. Em uma das propriedades avaliadas, o produtor relatou néo realizar pré-dipping
e pos-dipping de forma sistematica, além de utilizar &gua sem tratamento e realizar
higienizacdo de equipamentos apenas com detergente alcalino. Nessa mesma
propriedade, foram registradas as maiores contagens de aerébios mesaofilos no leite do

teto quando comparadas as demais, sugerindo que a auséncia dessas praticas pode
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ter contribuido para maior carga microbiana inicial. Esse resultado reforca a importancia
da higiene pré-ordenha como barreira primaria de controle microbiolégico. Resultados
semelhantes foram descritos por GONZALEZ et al. (2025), que identificaram que falhas
na higiene dos tetos, auséncia de pés-dipping e praticas inadequadas de ordenha estédo
diretamente associadas ao aumento de contagens microbianas no leite. Além disso, a
importancia do pré e pos-dipping como medidas essenciais na reducdo da carga
microbiana e prevencao de contaminacdo € amplamente reconhecida, uma vez que
essas praticas atuam diretamente na remocdo de microrganismos presentes na
superficie do teto antes da ordenha e na protecao do canal do teto apds o processo
(AMARAL ALVES et al. 2020).

Por outro lado, mesmo em propriedades que relataram adocao de préticas
higi€énicas mais completas, como uso de pré-dipping, pés-dipping e sistemas de limpeza
com detergentes alcalinos e &cidos, foram observados niveis elevados de
contaminacao em etapas posteriores da cadeia. Nessas propriedades, as contagens de
coliformes e E. coli foram mais expressivas em amostras de agua limpa e,
principalmente, de agua residual. Esse padrdo sugere que, embora as praticas de
higiene na ordenha estejam implementadas, podem existir falhas em outros pontos do
sistema, especialmente no controle da qualidade da agua e no manejo de efluentes,
permitindo a manutencdo de microrganismos no ambiente. Achados similares foram
observados por CHIMUTI et al. (2024), que demonstraram que, mesmo em
propriedades com determinadas praticas higiénicas estabelecidas, fatores como fonte
de agua, limpeza de equipamentos e manejo do ambiente influenciam
significativamente os niveis de contaminacdo microbiolégica. Ja ROOMI et al. (2025)
identificaram que o uso de 4gua de baixa qualidade para higienizacéo de tetos, maos e
utensilios esta diretamente associado ao aumento das contagens de coliformes no leite,
evidenciando o papel da agua como veiculo de contaminacdo. Além disso, estudos que
avaliam a cadeia produtiva demonstram que a presenca de microrganismos em
diferentes pontos do sistema, incluindo agua e superficies, favorece a persisténcia e a
recirculagdo da contaminacdo, mesmo quando praticas de ordenha sdo adequadas
(MOHAMED, 2018). Dessa forma, os resultados do presente estudo indicam que o
controle microbioldgico na producdao leiteira depende nédo apenas da execucao correta
das praticas de ordenha, mas também do controle integrado de fatores ambientais, com

destaque para a qualidade da agua e o manejo de residuos.
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A analise das amostras de agua reforca essa interpretacdo. Em propriedades
onde ndo foi relatado tratamento da agua utilizada na ordenha, foram observadas
contagens detectaveis de coliformes e E. coli na dgua limpa, enquanto propriedades
gue relataram algum tipo de tratamento como cloracdo apresentaram resultados mais
proximos dos padrdes esperados. CHIMUTI et al. (2024) demonstrou que a fonte e o
manejo da agua utilizada na limpeza de equipamentos e maos dos ordenhadores
influenciam diretamente os niveis de contaminacdo microbiolégica no leite e no
ambiente. Além disso, a agua residual apresentou consistentemente as maiores
contagens microbiologicas, especialmente em propriedades com maior volume de
producédo. Esse achado, quando associado ao fato de que a maioria das propriedades
nao realiza tratamento adequado desses efluentes, sugere que a agua residual pode

atuar como fonte continua de contaminacao ambiental.

Outro padrao importante foi observado na relacédo entre as superficies de contato
e a qualidade do leite armazenado. Em propriedades onde as contagens de aerébios
mesofilos nas teteiras foram mais elevadas, também foram observadas maiores
contagens no leite do tanque, indicando possivel transferéncia de microrganismos
durante a ordenha. Esse comportamento sugere que, mesmo quando a higienizacéo é
realizada, a sua eficiéncia pode ndo ser suficiente para impedir completamente a
recontaminacao, especialmente quando ha acumulo de residuos orgéanicos ou falhas

na frequéncia e no protocolo de limpeza.

A comparacao entre leite do teto e leite do tanque também evidenciou um padréo
consistente de aumento da carga microbiana ao longo da cadeia. Em praticamente
todas as propriedades, as contagens de aerdbios mesdfilos, Enterobacteriaceae e
coliformes foram superiores no leite do tanque em relacdo ao leite do teto. Esse
resultado, quando analisado em conjunto com os dados do questionario, sugere que
fatores como tempo de armazenamento, condi¢des do tanque e contato com superficies
desempenham papel relevante no aumento da contaminacéo, independentemente das

condic¢des iniciais do leite.

No que se refere a resisténcia antimicrobiana, os dados também apresentaram
associagcao com as praticas relatadas pelos produtores. As propriedades que relataram
uso de maior diversidade de antimicrobianos, incluindo diferentes classes utilizadas no
tratamento de mastite, foram aquelas nas quais se observaram perfis mais amplos de

resisténcia, incluindo a presenca de isolados multirresistentes e produtores de ESBL.
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Esse padrao sugere que o uso frequente e diversificado de antimicrobianos pode estar
relacionado a selecdo de cepas resistentes no ambiente produtivo. Nesse sentido,
KIKUCHI et al. (2022) verificaram que propriedades com maior intensidade de uso de
antimicrobianos apresentaram maior frequéncia de isolados resistentes, incluindo
microrganismos produtores de ESBL e resistentes a meticilina, evidenciando a relagédo
entre presséo de uso e selecéo de resisténcia. De forma semelhante, KOVACEVIC et
al. (2022) confirmaram a associacdo entre o uso de antimicrobianos no tratamento de

mastite e o desenvolvimento de resisténcia em patégenos isolados do

Além disso, a presencga de microrganismos resistentes em diferentes tipos de
amostras — incluindo leite, agua e superficies — indica que a resisténcia antimicrobiana
nao esta restrita ao animal ou ao produto final, mas distribuida ao longo de todo o
sistema. Esse comportamento reforca a ideia de que o ambiente de producéao funciona
como um reservatorio de microrganismos resistentes, favorecendo sua persisténcia e

possivel disseminacéo entre diferentes compartimentos da cadeia.

Outro ponto relevante identificado no cruzamento dos dados foi a pratica comum
de destinar o leite de descarte a alimentacdo animal, relatada em todas as propriedades
avaliadas. Embora ndo seja possivel estabelecer relacdo direta com os perfis de
resisténcia observados, essa pratica pode contribuir para a manutencdo de
microrganismos resistentes dentro do sistema produtivo, especialmente quando
considerada em conjunto com o uso de antimicrobianos e a presenca de resisténcia em
diferentes matrizes ambientais. Nesse sentido, TETENS et al. (2019) demonstraram
gue a exposicao indireta a antibidticos via leite pode favorecer a selecédo de bactérias

produtoras de ESBL em bezerros.

De forma integrada, os resultados indicam que a contaminacéo microbioldgica e
a resisténcia antimicrobiana na cadeia produtiva do leite estdo associadas a um
conjunto de fatores inter-relacionados, incluindo falhas pontuais na higiene da ordenha,
variabilidade na qualidade da agua, eficiéncia da limpeza de equipamentos e uso de
antimicrobianos. Esses achados reforcam a importancia de abordar o sistema produtivo
de forma integrada, considerando ndo apenas caracteristicas estruturais, mas

principalmente a consisténcia e a qualidade das praticas de manejo adotadas.
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4. CONCLUSAO

Os resultados obtidos neste trabalho evidenciaram variagdes nas contagens de
microrganismos indicadores de higiene, demonstrando que falhas pontuais no processo
podem influenciar diretamente a carga microbiana da matéria-prima. Além disso,
observou-se que o porte produtivo das propriedades ndo € um fator determinante da
qualidade microbiolégica, uma vez que propriedades de pequeno e médio porte também
apresentaram valores elevados de contaminacdo. Quanto ao perfil de resisténcia
antimicrobiana identificado nos isolados de E. coli, houve elevada frequéncia de
resisténcia a p-lactamicos, tetraciclinas e macrolideos, classes amplamente utilizadas na
rotina da bovinocultura leiteira. Verificou-se, ainda, que as propriedades de alta producéao
concentraram a maior propor¢cdo de isolados multidroga resistentes. Além disso, a
deteccéo de isolados resistentes a multiplas classes de antimicrobianos (MDR) evidencia
gue a resisténcia bacteriana esta consolidada no ambiente de producdo, o que impde
riscos ndo apenas a saude animal, mas também a salude publica e a seguranca de
alimentos. Destaca-se também a deteccdo de isolados produtores de B-lactamases de
espectro estendido (ESBL), todos provenientes de propriedades de alta producéo,
reforcando a importancia da adocéo de programas de manejo racional de antimicrobianos
e monitoramento microbioldgico continuo nas propriedades leiteiras. Ao integrar acées de
controle dentro de uma abordagem de Saude Unica, é possivel mitigar a contaminacio
microbiana, aprimorar a qualidade do leite e reduzir a propagacédo da resisténcia

antimicrobiana, promovendo a sustentabilidade sanitaria e produtiva da cadeia leiteira.
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Elaborado em: 20/12/23

Etapa: Coleta de amostras

NOME DA PROPRIEDADE:

CcODIGO:

ENDERECO:

QUESTIONARIO

Qual o volume de leite produzido diariamente?

Quantos animais em ordenha ?

Qual a média diaria de producao dos animais?

Qual o modelo de criacdo dos animais?

Qual a base da alimentacdao dos animais ?

Qual a raca predominante dos animais?

Qual o tipo de ordenha utilizado?

Qual o tipo de resfriador de leite utilizado?

OO (N[O [WIN]|—

Realiza pré-dipping e p6s-dipping?

10 Realiza descarte dos 3 primeiros jatos de leite ?

14 Quais os principais antimicrobianos utilizados na propriedade ?

12 Qual o destino do leite produzido?

13 Qual o destino do leite de descarte?

14 Quais os produtos utilizados na higienizacao dos utensilios?

15 Qual a origem da agua utilizada no curral ?

16 A agua recebe algum tipo de tratamento? Qual?

i Qual o destino da agua residual?

18 A agua residual recebe algum tipo de tratamento?
OBSERVACOES:

Data:
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