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RESUMO

Partindo-se da importancia do controle microbioldgico do
leite recebido na plataforma das indistrias de laticinios, a pes
quisa de provas especificas que oferegam resultados rapidos e com
pativeis com a perecibilidade do produto, tem sido o objetivo do
servico de inspecao sanitaria. Nesse aspecto, nao encontramos,sen
do utilizado em nosso meio,um teste que ofereca resultados que
permitam o controle efetivo da matéria prima antes que esta entre
na linha de processamento.

No presente trabalho foi, entaq, estudado o método de con
tagem microscdpica de microrganismos, com a intencao de comprovar
a sua aplicabilidade como metodo rapido para o controle microbio
10gico do leite ao chegar a plataforma. Os resultados alcancgados
‘permitiram concluir que esse método se correlacionou muito bem
com a contagem padrao em placas, tendo se comportado, também, de
forma semelhante ao método de redugao do azul de metileno.

A aplicagao do método microscoOpico na avaliagao da quali
dade microbioldgica de 319 amostras de leite cru, incluindo leite
tipo "B", apresentou resultados que permitiram recomenda-lo como
teste rapido para o controle de qualidade a nivel dJde plataforma
das industrias de laticinios. Mostrou-se Gtil, também, no forneci
mento de informacoes adicionais importantes, como por exemplo na
deteccao de leite mastitico. Ressalta-se, ainda, que sua aplica
cao a leite pasteurizado permitiu uma indicacao da qualidade  mi
crobioldgica do leite antes de ser submetido ao tratamento térmi

CO.



IT
SUMMARY

The microbiological quality is the starting point for
the milk quality control in the receiving platform of the dairy
industry,-therefore the search for specific rapid tests has
been the aim of resarchers envolved in milk quality inspection.
In Brazil we have not found a microbiological test being used
which could effectively evaluate the raw milk quality before it
enters the processing line.

In the present research work it was studied the direct
microscopic count method to show its applications as a rapid
test for contoling the milk quality.in our brazilian industries. The
results indicated a very good correlation between the microscopic.
count and the standard plate count.As a.quality control test
the microscopic method was equivalent to the methylene blue
reduction test.

In assessing the microbiological quality of 319 samples

of raw milk, including also Ttype B milk, the microscopic count

method proved to be a very good rapid test for controling the
raw milk quality in the dairy industry. This method also gave
additional informations regarding the milk quality, 1like for
instance the indication of mastitic milk. It could also be

pointed that the microscopic count when applied to pasteurized
milk gives a good idea of the microbiological quality of this

milk right before it's pasteurization.



INT RODUCAO

O leite "in natura", tal como & produzido pelas glan
dulas mamarias, € um produto naturalmente elaborado com a finali
dade de servir de alimento e, como tal, esta pronto para ser con
sumido, independentemente de qualquer conceito de qualidade. En
tretanto, devido a intervencao do homem na exploragao econdmica
das espécies leiteiras domésticas, desde a obtengao até a distri
buigao para o consumo humano, e também pelas proprias caracteris
ticas naturais do produto como alimento, nenhum outro aspecto as
sume tanta importancia quanto a qualidade microbioldgica.

A partir do conhecimento de que a presenga de micror
ganismos no leite poderia, aléem de afetar a satde do consumidor, causar
a sua deterioracao, tornou-se evidente a importancia, do nonto
de vista de satde publica e industrial, do exame bacteriologico
do leite, de forma regqular e rotineira.

Atualmente, no Brasil, através do "Regulamento da Ins
pecao Industrial e Sanitaria de Produtos de Origem Animal"lf to
dos os estabelecimentos de lacticinios sao obrigados a controlar
as condigoes do leite que recebem, mediante a realizagao de pro
vas especificas. A nivel de plataforma de recepgaos
além das analises para a determinacao da acidez, que conferem

uma estimativa indireta da carga de germes, esta prevista a toma



da de amostras individuais, por produtor, visando a determinacao
do padrao bacteriolodgico.

Com excegao da redugao rapida da resazurina, que nao
€ amplamente difundida em nosso meio, as demais anéltxw;microbig
logicas adotadas sao excessivamente demoradas, contrastando com
a perecibilidade do produto e com os objetivos de sua realizacao,
retirando o carater preventivo e passando a funcionar com carac
teristicas punitivas.

O método de contagem microscOpica de microrganismos ,
desenvolvido por R. S. BREED , alia as vantagens da obtengao ra
pida dos resultados a confiabilidade cientifica destes, além de
ser pouco dispendioso, de facil execugao, requerendo apenas pra
tica e sensibilidade, para que haja a devida precisao. Essa pre
cisao, bem como a reprodutibilidade dos resultados, dependem do
treinamento efetivo de pessoal qualificado na"performance'"e no
uso da técnica e, nessas condig&es, amostras individuais podem
ser examinadas em tempo inferior a quinze minutos.

O proposito na execucao deste trabalho foi, além
de verificar as possiveis correlagoes entre as analises microbio
logicas realizadas em nosso meio com a contagem microscopica ,
explorar as varias possibilidades de aplicagao desse método. As
sim, objetivdu-se,principalmente, verificar sua"performance" e
aplicabilidade para o controle microbioldgico antecipacdo, a ni
vel de plataforma de recepcao das indlstrias de lacticinios, de
forma rotineira, tomando como referéncia, para comparacoes, o
teste de reducao do azul de metileno e a contagem padrao em pla

cas.



REVISAO BIBLIOGRAFICA

Qualidade Microbioldgica do Leite Cru

Muitos sao os aspectos pelos quais a qualidade micro
bioldgica do leite poderia ser analisada. Entretanto, a sua
aceitagao como alimento saudavel e nutritivo faz ressaltar a im
portancia de dois aspectos a ela relacionados: o de salde publi
ca e o tecnoldgico. Quando se utilizam procedimentos de produ
gao que procuram manter a populagao total de germes a niveis mi
nimos, nao se assegura definitivamente a auséncia de organismos
patogénicos, mas assequra-se a possibilidade de contar com caracteri sti
cas organolépticas mais proximas as originai;i

Exce¢ao feita a algumas enfermidades animais e a
processos patoldgicos localizados na glandula mamaria, o leite
produzido por fémeas em lactacao é estérilt?No entanto, sua con
taminagao se inicia no proprio animal, geralmente por microrga
nismos saprofitas que tém acesso aos tetos e canais lactiferos,
todavia revestindo-se de escassa importancia, tanto quantitati

S L ag e
vamente como pelo fato de nao se desenvolverem bem no leite .



Os microrganismos presentes, desse modo, dependem qua
se que exclusivamente das fontes de contaminagao, enquanto uma
variedade de outros fatores regulam o seu desenvolvimento. Ime
diatamente apos a sua obtencao, o leite apresenta uma resis
téncia natural, da qual vantagens podem ser obtidas. Sabe-se que
a maioria dos microrganismos nao se multiplica aoos a contaminacao
¢o leite,havendo uma fase de laténcia (lag-phase) , na qual a taxa de
reprodugcao € insignificante e, conseqlientemente, nao ha producao
de metabdlitos do desenvolvimento. A duracao dessa fase, geral
mente de trés a quatro horas, & funcao quase que exclusiva da
temperatura em que o leite € mantido, sendo mais longa em baixas
temperaturas. Entretanto, mesmo sob essa condigao, a duragcao po
de ser abreviada quando os microrganismos com acesso ao leite te
nham se desenvolvido anteriormente nessé meio, como por exemplo,
em utensilios mal higienizadoszg'sz,

A marcante influencia da temperatura de estocagem so
bre o desenvolﬁimento de microrganismos no leite & bem conhecida,
sendo atribuida a responsabilidade pela acidificagao do leite
cru a organismos acido-produtores, que se desenvolvem rapidamen-
te em temperaturas superiores a 159C. Esse grupo apresenta tempe
ratura Otima de crescimento ao redor de 309C e evidencia pouco
ou nenhum desenvolvimento em temperaturas inferiores a 109C. As
Figs. 1 e 2 ilustram as relagoes existentes entre a temperatura
e o desenvolviemnto de bactérias no leite, sendo a primeira em
funcao da temperatura e do tempo de estocagem, enquanto a segun
da procura evidenciar as diferentes reagoes dos microrganismos
para uma dada temperatura, segundo GEHRIGERaz.

Ainda,de acordo com os dados levantados pelo mesmo au
toraz, com temperatura entre 2 e 49C, concluiu-se que existe um

tempo critico de estocagem do leite de misturas, situado entre

60 e 72 horas. Para esse tipo de estocagem, verificou-se que o}
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grupo de microrganismos denominados psicrotroficos apareccu em
niveis baixos, entre 1 e 10% da flora total ao final do primeiro
dia, porém tornou-se completamente dominante apos 2 a 3 dias de
estocagem, evidenciando ainda qﬁe menos de 1% da flora total se
compunha de organismos do grupo coliforme . Entretanto, um fator
muito importante apresenta grande influéncia na estocagem de
leite nessas condigoes e mesmo na qualidade do leite cru e dos
sub-produtos elaborados a partir deste, que € o nivel de contami
nacao inicial. Nesse aspecto, dos resultados levantados por va
rios autores, & possivel concluir-se que o nivel inicial de con
taminagao € particularmente dependente dos cuidados tomados du
rante a produgao, donivel de higienizagao dos utensilios e equi
pamentos, bem como do agrau de limmeza do animal, do ordenhador
T 87 00, W1 w¥ B8 2% ¥4 a8

r

e do local da ordenha ’

Dessa importante observagao, pode-se concluir também
que a utilizagao de refrigeragao em nenhum momento pode ser en
tendida como substituto das praticas de limpeza e desinfecgéo.Pg
ra ilustragao, é muito claro que um leite de qualidade ruim, mes
mo mantido em temperaturas inferiores a 59C, continuara sendo de
qualidade insatisfatoria, ao mesmo tempo que evidenciara, preco
cemente, alteragSes substanciais, sendo suas possibilidades de
estocagem sem deterioracao muito reduzidas. Por outro lado; expe
rimentos realizados com o propdosito de prolongar a estocagem do
leite cru mostraram ser perfeitamente possivel a estocagem do
produto de até quatorze ordenhas diferentes em um Gnico tanque,
quando a temperatura foi mantida entre 1,5 e 29C e partindo-se
de leite de boa qualidade, ou seja, com nivel de contaminagao
inicial muito baixo. Para essas condigﬁes foi possivel se obter,
mesmo apas sete dias, contagem totdl variando entre 2.600 e

13.000/ml , na qual o nimero de psicrotroficos variou de 0 a

2.400/ml. Entretanto, quando as condicoes foram insatisfatoérias,



ja na mistura do leite da segunda ordenha, contagens superiores

12

a 100.000 /ml puderam ser observadas .
As alteragaes observadas no leite, decorrentes da
acao dos microrganismos sao muito variaveis, denendendo principal

mente do tipo de organismos presentes. De modo geral, do desen
volvimeﬁto da flora microbiana presente, a partir dos principios
nutritivos do meio, um ou mais componentes vao sendo decompos
tos, evidenciando alteracoes de odor, sabor, aspecto fisico,
etc..., que continuarao sendo percebidas mesmo apos o tratamento
térmico, promovendo alteragoes significativas nos seus sub-produ
tos, e mesmo ao ponto de torna-lo inaproveitavel ao consumo huma
75

no .

De acordo com as condig&es brasileiras, ou seja, fato
res climaticos, diferentes graus de obtencao higiénica e de 05 o
lizagcao de refrigeracao e das praticas industriais em vigor, a
maneira mais facil e objetiva de se classificar ou agrupar a flo
ra do leite é a sua divisao em trés grupos principais: mesdfilos,
psicrotroficos e termofilos/termodiricos. Ao grupo dos organis
mos mesofilos pode-se imputar a maior importancia, tanto pelo
fato de nele estar incluida a maioria dos contaminantes do leite
e, entre estes, agueles gue apresentam um desenvolvimento acen
tuado, também chamados de culturas ou fermentos laticos, geral
mente acido-produtores e responsaveis pela acidificagao precoce
do leite cru, como também pelo fato de apresentarem temperatura
otima de crescimento ao redor de 329C. Apresentam , portanto,um
desenvolvimento exuberante em nossas condigoes ambientais, poden
do, todavia, se desenvolver entre 10 e 450¢ 7%,

Com o advento da pasteurizacao do leite, através da
qual as células vegetativas dos organismos patogénicos sao des

truidas, e de diversos programas de controle e erradicagao de

enfermidades animais, aqueles patogénicos causadores de



zoonoses apresentam, em funcao desses aspectos, diferentes niveis
de importanica para diferentes paises. A Organizagao Mundial de
Saude (OMsﬁsapresenta uma lista de cuatorze agentes de zoonoses
que podem ser transmitidos atravées do leite; entretanto, indepen
dentemente das praticas sanitarias adotadas nos varios paises, or
ganismos como Mycobactenium bovis, Brucelfla abortus, Salmonella
spp, Listeria monocytogenes e Coxiella burnetti, entre outros,per
manecem com grande evidéncia®®.

O acesso de agentes patogénicos ao leite esta basica
mente condicionado a dois fatores essenciais: a sua eliminacao
atravées do leite quando da existéncia de enfermidade animal, e
através do proprio homem, durante a manipulag¢ao. Por outrc lado,
convém ressaltar que as mesmas condigoes que favorecem a entrada
e a multiplicagao de grande numero de miﬁrorganismos podem também
favorecer a entrada e multiplicag¢do de tipos patogénicos?®®

Atualmente, tanto em formas clinicas como sub-clinicas,
as mastites constituem uma das principais causas da baixa quali
dade microbioldgica do leite, principalmente no Brasil®s 3%:,72,

Segundo TOLLE®®, aproximadamente 90% dos casos sub-cli
nicos de mastite sao devidos a: Staphyfococcus aureus, dos quais
aproximadamente 10% sao produtores de enterotoxinas, Streptococ
cus agalactiae, Sirn. dysagalactiae e Sir. ubexnis. No Brasil,essa
mesma gama de agentes foi responsavel por 71% dos casos de masti-
te sub-clinica estudados por NADER FILHO’3. Esse dado & muito se
melhante aos descritos por varios autores para diferentes regioes
brasileiras, ao mesmo tempo que reitera o que vem ocorrendo em
diversos palses.?”; 28; 3%; 13; 9%, 99

Do exposto, quando se trata de avaliar a qualidade mi
crobioldogica do leite, verifica-se a necessidade de um pragrama
de controle de qualidade através da realizagao de exames bacterio

10gicos.Contudo, estes nao sao, por si s0O, suficientes, conside

rando-se essencial a inspegao sanitaria regular dos animais e dos



locais de produgao, podendo inclusive se traduzir em maior efi
ciéncia que um programa de controle bacterioldgico isolado. Toda-
via, ambos se complementam e sao indispensaveis®’. Por outro lado,
qualguer programa de controle microbioldgico necessita, para sa
tisfagao dos objetivos, de analises uniformizadas e padroes de re
feréncia estabelecidos. Assim, do Servico de Saude Publica dos
USA - 1965, obtém-se a seguinte recomendagao: para leite cru de
grau A,nao mais de 100.000/ml antes da mistura com leites de ou
tras procedéncias,e nao mais que 300000 apds a mistura e antes da
pasteurizagdo. Outra associagao americana, a "Medical Milk Commis
sions, Inc", estabelece para leite certificado a ser consumido
cru, contagem em placas inferior a 10.000 coldénias/ml, sendo que
os coliformes nao devem ultrapassar a 10/ml.Ja o Departamento de
Agricultura do mesmo palis recomendava, em 1955, basicamente duas
classes para o leite cru: uma inferior a 200.000/ml e outra supe
rior a esta cifra e inferior a 3.000.000/ml13°. Em 1967, o mesmo
Departamento estabeleceu uma classificagéo mais completa, com uni
formizagao de interpretacao para os quatro métodos de  avaliacgao
mais usados,contagem em placas,contagem microscopica,reducao do azul de me
leno e resazurina. Nesse caso, para a classificagao do leite recebido estabele
ceu trés classes: l.- inferior a 500.000/ml; 2.- inferior . a
3.000.000; e 3.- superior a 3.000.000/ml?2,

O RIISPOA'! Regulamento da Inspecao Industrial e Sani-
taria de Produtos de Origem Animal, MA-Brasil, estabelece a clas
sificacdo do leite em trés tipos basicos: 1. tipo A, com até
10.000/ml1 antes da pasteurizacao e até 500 depois desta; 2. tipo
B, com até 500.000 antes e 40.000 depois da pasteurizagao; e £
outros tipos com até 150.000, atualmente 100.000/ml, apds a pas
teurizagao. Ainda, através da prova de redugao do azul de meti
leno estabelece: tempo de reducgao superior a 5 horas para o tipo

A, superior a 3h e 30 min. para o B e superior a 2h e 30 min. pa

ra os demais.



Pelas proprias caracteristicas brasileiras: clima
ticas, de extensao geografica, de diferentes niveis de desenvol
vimento e de uso da tecnologia disponivel, além de outras, pode
-se afirmar que, com raras excegoes a qualidade do leite produ
zido € altamente insatisfatoria. Para tanto, basta verificar - se
que, a nivel de comércio, o leite oferecido para consumo se en
quadra, na quase totalidade, em "outros tipos", enquanto o tipo
B perfaz uma pequena porcentagem,e o tipo A constitui uma rarida
de, que,quando produzido, é tao somente mérito do Impeto de al
gum empresario. Pode-se concluir, portanto, que através do requ
lamento em vigor, esta-se classificando o que deveria ser "exce-
cao", uma vez que a "regra" nao exisfe. Conseqlientemente, aléem
da baixa qualidade do leite oferecido ao consumidor, que apresen
ta periodo de conservacao irrisdrio em comparagao com paises
15,63,75 1¢0

mais desenvolvidos, o nivel de perdas é consideravel

Principais Métodos para Exame e Classificacao do Leite

A descoberta de LOUIS PASTEUR, em 1857, de que a fer
mentagao acida do leite era determinada pela atividade de cer
tos germes especificos, certamente motivou o trabalho de JOSEPH
LISTER, que, em 1873, isolou e descreveu os organismos que pro
moviam tal alteragao, aos quais conferiu o nome de Bacterium lac
tis, que conhecemos atualmente como Streptococcus lactis 5

Como anteriormente mencionado, o interesse em se veri
ficar a qualidade microbioldgica do.leite foi motivada pelo co

nhecimento de que a presenca de bactérias poderia provocar o apa

i ; ~ .
recimento de doengas no homem e a deterioragao do leite . Aparen

10



temente, a primeira investigagéo bacteriologica de uma remessa
de leite foi realizada por SEDGEWICK & BATCHELDER, em Boston,em
1892 *°”?°, embora o trabalho de PARK (1901), sobre a qualidade
higienica do leite de abastecimento de Nova Iorque tenha recebi
do maio; divulgagéo, uma vez que foi publicado no primeiro nﬁmg
ro do periodico "Journal of Hygiene"gﬂ.

A origem dos métodos para avaliagao da qualidade mi
crobiologica do leite datam dessa mesma época. Assim, por vol
ta de 1880, a equipe de ROBERT KOCH descreveu um método para o
isolamento e a identificacao, também Util para a enumeracao de
bactérias através de placas com meio de cultura solido, tendo
sido aperfeigoado por PETRI, em 1887. Os primeiros livros - tex
tos sobre bacteriologia de laticinios, contendo o detalhamento

das técnicas usadas para o exame do leite, datam de 1894 e 1895.

Do m=2smo modo, data de 1911 o classico trabalho de R. S. BREED,

50,95 "

que deu origem ao método microscopico '’

A primeira observacao da reducao de certos corantes
adicionados ao leite com o intuito de verificar o grau de higie
ne deste, foi feita por DUCLAUX, em 1887, usando o "indigo car
mine". Entretanto, NEISSER & WECHSBERG, em 1900, &€ que recomen-
daram a utilizacao do azul de metileno , enguanto que somente
em 1929, PESCH & SIMMERT sugeriram o uso da redugao da resazuri
na como indicador da gualidade higiénica do leite'? 2%, %",

Do pioneirismo de alguns pesquisadores, a literatura
mundial foi rapidamente enriquecida com uma grande quantidade
de trabalhos e publicagoes que levaram a Associagao Americana
de Saude Publica (APHA) a compor uma comissao encarregada de
estudar a padronizacao dos métodos em 1905 , sendo que, em 1910,
esse trabalho resultou na primeira edicao do atual "Standard Me
thods for the Examination of Dairy Products, atualmente nec 1442

. o~ "550595
cdicgao .
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Contagem Padrao em Placas

Sem duvida, o método de Contagem Padrao em Placas
(CPP) foi o primeiro desenvolvido e de utilidade reconhecida ’
através do qual se pode avaliar a qualidade bacterioldgica  do
leite, e obter uma indicagao das condigoes sanitarias  decorren

~ 4, 35,50 51 96

tes da producao e manuseio do mesmo . A par das qualidades
mundialmente reconhecidas, suas limitacoes sao decorrentes da
propria padronizagcao do método. Entre essas, a principal é a di
ferente capacidade dos diversos tipos de bactérias de se desen

volverem num Gnico meio de cultura com incubacao a uma dada tem

peratura e curto espago de tempo. Historicamente, essa deficien-

cia ja preocupava os pioneiros no uso do método, visto que, en
tre 1895 e 1910, a incubagao recomendada era por 3 a 4 dias, a
209C em gelatina nutriente, ou agar nutriente incubado a 37eC

1

por 2 dias. Posteriormente, em decorréncia dos resultados levan
tados pela comissao encarregada da padronizacao, em 1910, a incu
bacao das placas a 209C por 5 dias, foi preferida em detrimento
da incubacao a 379C/2 dias, emquanto o uso desta, a 30°C, foi
.também muito discutido. Entretanto, a disposicao de 379C/48 ho
ras foi muito mais difundida e aceita, prevalecendo na maioria
dos paises até 1948, havendo remanescentes até mesmo na atualida-
11,12 13,14 50,96 -

de. . Como parte dessa celeuma, a incubagao opcional a 32
ou a 35QC foi estabelecida em 1948, sendo que, atualmente, a re
comendada € 329C/48 horas para produtos de laticinios, e 359C pe
lo mesmo tempo, para outros produtos’ “»%°,

Entretanto, principalmente em funcao da disseminacao
da refrigeracao, a discussao continua com inUmeras sugestoes de
modificacoes, tanto da temperatura quanto do tempo de incubacao,

observando-se a tendéncia da diminuicao da temperatura e de uma

ampliacao do tempo. Para maiores detalhes, THOMAS °® relaciona

12



numa tabela, as principais modificagGes sugeridas por uma série
de autores, para a determinacao da contagem total de colonias em
leite resfriados’gs 5

Outras limitagoes do método se referem principalmente
a composigéo do meio de cultivo utilizado, visto que nenhum meio
pode ser considerado plenamente satisfatdrio para o desenvolvi
mento de todas as espécies de microrganismos presentes no leite.
Além da variagao na necessidade de oxigéﬁio, ha ainda a ocorrén
cia de células unicas e grupamentos de até centenas, dando ori
gem a uma unica colonia e, portanto, sendo reportadas como um
Gnico elementc,havendo também a competicao entre as espécies
presentes, sobressaindo-se as que encontram condigoes mais favo

-

raveis. Todas essas observagoes servem como argumento aos criti

cos do método, ao mesmo tempo que funcionam como alerta a pesqui
sadores menos experimentadosas’50'51’55’95'102’ .

As mais sérias criticas a esse método foram feitas por

102 103

WILSON, em 1935 , e republicadas em 1950 . Nelas o autor faz
uma extensa analise de todos os problemas concernentes a aplica
cao da técnica concluindo, entre outras coisas,que a margem de dife
renca pode ser de até 90% quando se comparam. resultadosde contacem em uma
Unica placa,caindo para 64 ou 52% quando duas ou trés placas sao contadas,res
pectivamente, assumindo-se que uma técnica padronizada seja uti
lizada, uma vez que a interpretacao dos resultados torna-se pra
ticamente impossivel se esta nao for padronizada. Entre os aspec
tos analisados pelo autor estao a tomada de amostras, os diluen
tes utilizados, os métodos de diluigao, a escolha do meio de cul
tura, o plaguamento e a quantidade de meio por placa, a agitacao
destas placas, a incubacao, o método de contagem e o numero  de
coldonias por placa.

varias modificacoes tém sido propostas para o mctodo

de placas, sendo as mais importantes aceitas através de uma se
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rie de emendas e corregoes ao método original, na tentativa de
se obter a maxima eficiéncia. Entretanto, algumas importantes 1li
mitagoes ainda persistem, tais como demora na obtengao dos resul
tados, alto custo do teste para sua aplicagao rotineira, e o fa
to da contagem nao ser uma medida precisa do numero de bactérias
presentes na amostra e sim uma estimativa dos organismos viaveis

u, 35, 5]’ 55

A gradativa selegcao de microrganismos psicrotroficos
se traduz num dos mais recentes incomodos a aplicagao dos diver
sos métodos na avaliacao da qualidade higiénica do leite. Assim,
sabe-se que esses organismos apresentem capacidade redutora mui
to baixa, tornando os métodos de reducgao insuficientes para tan
to,enquanto também apresentam a caracteristica da ocorréncia em
grupos, responsavel por erros, tanto na contagem em placas, quan
to na microscopica.Por outro lado, afeta ainda mais o método de
placas quando, por definicao, sabe-se de suas preferéncias quan
to a temperatufa de desenvolvimento, constatando-se que a 329C,
nao se consegue a enumeragéo de todos os organismos desse gru

22 R 35’51’53,66,?5’?5,3#,35’86’96.

po .

Varios outros aspectos da técnica tém merecido a aten

= - . 6,2H,31,38,39,83
cao de inumeros pesquisadores . Entre esses, HUHTA

39 g g . .
NEN , confirmando evidencias ja aventadas, constatou uma signi
ficante diminuigao nos resultados estimados pela CPP, quando se
utiliza agar a temperatura de 509C, discutindo uma possivel injua

ria irreversivel a organismos psicrotroficos, quando comparados

com resultados obtidos com a utilizacao de agar a 459C.

Métodos de Reducao

Quando ainda no Ubere,o leite apresenta capacidade

redutora. Porém, em funcao da captacao de oxigénio na ordenha,
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essa € anulada, sendo que um leite normal apresenta um potcncial
redox entre + 350 e + 400 mVolt que, entretanto, nao interfere
significativamente nas provas de redugéo. Principalmente através
da atividade dos microrganismos presentes no leite, o oxigenio
€ consumido, ao mesmo tempo que sao formadas substancias reduto
ras evidenciando, assim, um decréscimo do potencial redox até
uns -185 mvolt .

As substancias empregadas para'os testes de reducao
sao corantes que funcionam como indicadores de reducao (recepto
res de hidrocénio),resultando em mudanca de cor. Assim, o azul de
metileno, por redugao, se torna incolor, porém de maneira vrever
sivel, enquanto a resazurina evidencia uma redugao parcialmente
irreversivel, passando a resofurina, e desta a dihidro-—resofurg
na de forma reversivel, passando por varias mudancas de cor ou
matizes, ate a forma incolor t» 2% 38,102,104

Esses métodos promovem uma estimacao indireta do con
tetdo de microrganismos presentes no leite, uma vez que medem a
capacidade destes de, pelo desenvolvimento durante a incubacao ,
baixar o potencial redox da mistura que se verifica através das
mudancas de cor dos indicadores. A classificacao do leite, em
termos de qualidade higienica, se faz por intervalos de tempo re
queridos para provocar tais mudancas, sendo que o tempo & inver

samente proporcional ao conteudo de germes. Entretanto, suas
4 8 25 %894 104 )
» r r

¥

maiores limitagoes decorrem desses fatos’ .

Azul de Metileno

Com o objetivo de controlar a qualidade higiénica do
leite a ser consumido, o teste de redugao do azul de metileno
foi inicialmente introduzido na Suica e Dinamarca, em 1912 e, a

partir dai, ganhou popularidade mundial, sendo um dos testes
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bacteriologicos mais extensivamente usados em todo o mundo, o]

I')’?S,b{),(}S,BG

mesmo acontecendo no Brasil ' :

Suas maiores vantagens sao: a simplicidade, a economia,
a reprodutibilidadde e a rapida deteccao de leites de qualidade
ruim. Além de nao necessitar de pessoal especializado para a sua
realizagao,muitas amostras podem ser analisadas ao mesmo temposo.

Embora se saiba que o leite possui, independentemente
da presenca de bactérias, um sistema redutor natural constituido
por enzimas, lactose e gordura, muitos pesquisadores.procuraram
estimar o seu valor concluindo que, nas condicoes em que se rea

liza o teste, e com a modificagao introduzida, da inversao

dos tubos a cada 30 minutos para redispersao dos globulos de cor

dura e do contetdo microbiano, sua interferéncia no sistema de

reducao € minima, nao evidenciando mudancas significativas na
. 50, 104

leitura do teste ’ .

Outra hipotese aventada ¢ a de que grande quantidade de
leucocitos no leite poderia ser crczponsavel pela diminuicao do
tempo de redugac. Contudo, a maioria dos autores nao confirmou :es
te fato,tendo inclusive, como resultado de pesquisas especificas,con
cluido por pouco ou nenhum efeito do numero de leucOcitos sobre

& & = 19 62 104
o tempo de reducao, nao havendo, portanto, significancia = ' .
Por outro lado, a velocidade de reducao esta diretamente relacio
nada, ou melhor, € totalmente dependente das taxas de atividade
metabdlica dos varios microrganismos presentes nas condicoes em
que se realiza o teste,ao mesmo tempo que é amplamente conhecido

que a .capacidade de reducao de diferentes organismos varia con

sideravelmente para um mesmo equivalente populacional, indepen
35 104

»

dentemente de sua atividade metabolica .
Mais recentemente, varios outros fatores téem contribui
do para as divergéncias entre o tempo de reducao e a quantidade

de microrganismos presentes na amostra-teste. Entre esses, os
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principais estudados sao: o aumento da proporgao de d>rganismos
tanto psicrotroficos como termodiricos, que apresentam, respecti
vamente, pequena atividade a 35-3792C e baixa capacidade redutora;
a estocagem refrigerada do leite, que provoca um estado ¢c dormen
cia na maioria da flora presente, resultando num prolongamento
da faselde laténcia; a presenca de residuos no leite, principal-
mente de antibioticos, promovendo uma queda do poder de redugao;
e, nos paises que apresentam estagaes do ano bem definidas, com
acentuadas modificacoes das condicoes climaticas, varios autores
tém confirmado sua influéncia sobre o testé’;aﬁéi?SQ’h%hg'H'SI’
Entretanto, BARKWORTH8 concluiu que o teste de redugéo do azul
de metileno, com leituras realizadas a cada cinco minutos, foi
estatisticamente mais sensivel que a contagem padrao em placas ,

e ainda que o mesmo teste de reducao com leituras a cada trinta

minutos.

Resazurina

O método de reducao da resazurina & muito semelhante
‘ao do azul de metilenc, apenas utilizando um outro indicador de
6xido -redugao. Logo apds sua descrigao em 1929, teve grande de
senvolvimento e aplicagao na propria Alemanha, sendo introduzido
no Canada e USA em 1935. Sua realizacao oferece, como principal
vantagem, a obtengao dos resultados, em uma ou trés horas, depen
dendo da maneira com que & realizado, em comparagao com a demora
para obtengao dos mesmos resultados através do teste do azul de
metileno. Essa peculiaridade motivou o grande interesse dos pes
quisadores em varios paises, sendo inclusive usado em substitui
cao ao azul de metileno em varios laboratorios. O mesmo nao ocor
reu no Brasil, onde o teste nao foi muito difundido, havendo pou

" . 4 29 35 50 62 B9 9y
cas referencias ao seu uso " * * *r " |
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A leitura, no mctodo inicialmente decrito era realiza-

apds uma hora de incubag¢ao, posteriormente, um teste de triplice lei
tura,com trés horas de incubacao, foi sugerido e ceralmente adotado. Aliando
as demais vantagens descritas para o teste do azul de metileno a neanssidade

de curto periodo de incubagao,ao método foram atribuidas outras vantadens e,

entre estas,a de detectar leites fisiologicamente anormais e orqanismos de

fraco poder redutor. Sua relagao com a deteccao de leites anor
mais deriva do fato da marcante influéncia da presenca de nume
rc excessivo de leucdcitos sobre o tempo de reducao, constatada
por inumeros autores. Entretanto, esse fato é ainda controverti
do, necessitando-se de maiores estudos, uma vez que e contesta
do por outros autores '»2°5,35,80,9%. |

Em decorréncia do interesse despertado e da grande
quantidade de trabalhos desenvolvidos, muitas modificacgoes e
adaptacoes foram sugeridas aos varios aspectos da realizagao e
interpretacao da técnica. Porém, a necessidade de um teste rapi
do para a aceitacgao/rejeicao do leite a nivel de plataforma de
recepgao, fez com que o teste de rejeicao dos dez minutos, utili
zando a resazurina, em 1941, recebesse imediata aceitagao para a
rejeicao de leites de péssima qualidade higiénica, oriundos de
produtores individuais, referidos com contagem em placas supe
rior a 109/ml a 379C. Entretanto, a literatura padronizada
prevé apenas duas formas para a realizacao do teste: aquela com
una hora de incubacao e a de triplice leitura; todavia muitos paiseé
ainda usam o teste de rejeic3o dos dez minutos.’?®:°%/°"

Suas limitacoes sao muito semelhantes as descritas pa
ra o teste do azul de metileno, embora seja menos afetado que
este, pela presenca de residuos de antibidticos no leite. Toda
via, o aumento do uso adequado de refrigeracao nos dias atuais
se traduz numa crescente objecao & realizagao de simples testes

4,315,50,94,
de reducao para programas de controle de qualidade do leite. '
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Contacem Microsconica

O método de Contagem Microscopica, do inglés "Direct
Microscopic Clump Count (DMCC)", desenvolvido por R. S. BREED em
1911, bgseia—se na estimacao total dos microrganismos presentes
numa amostra de leite, independeritemente de sua viabilidade ou
atividade, enumerados com auxilio de um microscopio que providen
cia um aumento minimo de 900 vezes. Para.tanto, é realizado um
esfregago de leite sobre uma lamina de microscopia com uma &area
de 1 cm? previamente demarcada, na qual 0,01 ml da amostra é es
palhada, seca, fixada, desengordurada e corada, estando assim ap
ta ao exame sob o microscopio. Através das relagoes matematicas
entre a quantidade da amostra, a area do esfregaco e a area do
campo visual, determina-se o "fator-microscopico", o qual permi
te chegar a uma estimativa do nimero de microrganismos por ml
da amostra, conforme técnica minuciosamente descrita no "Stan
dard Methods" “.

A partir de sua descrigao, de 1911 a 1929, seu autor ,
juntamente com uma equipe de colaboradores, realizou uma série
de estudos referentes aos objetivos e aplicacao do método, resul
tando na publicacao de artigos originais, notas breves, e de
dois boletins especificos ilustrados com microfotografias procu
rando salientar as caracteristicas dos varios leites examinados,
tanto normais quanto anormais. Surgiu também dai a evidéncia
da utilizacao deste para a contagem de células somaticas do
leite, embora, com esse propdsito, a técnica ja tivesse sido des

80 ,97
crita por PRESCOTT & BREED em 1910 a

Em conseqliéncia dos resuLtados evidenciados nessas pu
blicacoes, em 1921 a Associagao Americana de Saude Publica(APHA)
concedeu sua aprovacao oficial ao método para o exame de leite

37
cru, incluindo-o na terceira edicao do "Standard Mcthods" .Essa
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publicagao, na sua 58 edigﬁoﬂ enumerava o0s scguintes objetivos
para sua aplicacao: a) exame rapido de amostras visando a
sua organizagao em certos graus ou classes; b) enumeragao dos
organismos existentes,em contagens de células individuais ou de
aglomerados bacterianos; e c) reconhecimento, através dos
tipos de bactérias e células somaticas presentes, das causas pro
vaveis de leites de qualidade inferior. Além disso, discutia ain
da sua aplicagéo ao leite e creme a serem pasteurizados, ao lei
te parteurizado, e a leites de alta qualidade microbiolégicaamQ{

Sua utilizagao ao longo do tempo mostrou ser um meio in
dispensavel para o rapido dominio da qualidade do leite a ser in
dustrializado, bem como, em virtude do aperfeicoamento e simpli
ficacao da técnica para a classificagao do leite recebido,a ni
vel de plataforma?h-

Anarentemente, SUPPLEE & ASHBAUGH(1922) ,citados por HEI

36
NEMANN ,foram os primeiros a propor a contagem em microscopio pa
ra a classificagao e padronizagao do leite em pd desnatado.Entre
tanto, o Departamerto de Agricultura dos USA veio a reccnhecer
a sua utilidade somente em 1956, sendo que, em 1960, o método
foi definitivamente incluido,entre outros, para avaliar a quali
dade microbiologica desse tipo de leite’'.

Visando a um ou mais objetivos enumerados, aplicados
isoladamente ou em conjunto com outros métodos, a técnica € gran
demente difundida e utilizada em todo o mundo®’.

Mais recentemente, em conseqﬂéncia de ‘'inumeros estudos,
do conhecimento de que a grande maioria dos microrganismos no
leite ocorre em grupos ou aglomerados,e visando a uma maior pre
cisao e a uma melhor correlagao com outros métodos, a contagem
de células bacterianas individuais foi desaconselhada, recomen
dando-se a contagem de grupamentos. Para tanto, conta-se, como
grupos separados, qualquer célula ou grupamento desta, aparente-

mente do mesmo tipo, que se apresentem separados por uma distég
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cia igual ou superior a duas vezes o menor diametro de duas cé&
lulas proximas. Entretanto, para células diferentes, a contagem
é individual, independentemente da proximidade, principio que
também se aplica a contagem de células somaticas, isto &, conta
gem individual.

Atualmente o método é recomendado para a estimacao do
contetdo bacteriano, uma vez que nenhum método & suficientemen-
te capaz de precisar o numero total de organismos presentes,gli
cado a amostras de leite cru e creme, tanto individuais como de
conjunto, ou mesmo de tanques de estocagem. Pode ser aplicado
ainda a leite e creme pasteurizado, independentemente da viabi
lidade ou tipos de organismos, como auxiliar no estabelecimento
de condigoes indesejaveis, bem como ao leite em pd, objetivando
a avaliacgao de sua qualidade prégressa e para programas
de controle de qualidade. Ressalta-se ainda, que a disposigao
e a morfologia das células bacterianas podem sugerir uma possi
vel causa para altas contagens, e que um nimero excessivo de
células somaticas evidencia condigoes anormais do Ubere, princi
palmente mastites. Para a orientacgao de Ppro-
gramas sanitarios nos locais de prcdugao., nesse ultimo aspecto,

tem sido extensivamente usado na maioria dos paises de tradicao

leiteira, nos programas de controle de mastites, recebendo in
clusive a recomendagao oficial da "Federacao Internacional de
nh,u4 9.7

Laticinios .

Sua aplicacao encontra respaldo mesmo quando
da utilizacao simultanea com outros métodos, inclusive a conta-
gem em placas, pois passam a se compensar convenientemente, pro
porcionando melhores informagoes que tendem a se complementa

88
rem .

Dentre os beneficios da aplicagao do método microsco-

pico citam-se: 1) a obtencao, em apenas alguns minutos, dos re
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sultados das analises, permitindo uma rapida classificagao, ou
mesmo, quando for o caso, a quase imediata rejeigao de uma parti
da ou remessa; 2) sua aplicagao minuciosa, com a contagem de
suficiente nimero de campos,permite uma estimagao numérica da
qualidade microbiologica da amostra, de modo a orientar a adogao
de medidas sanitarias legais, coﬁ a vantagem de que os resulta
dos podem ser preservados, permitindo reexames nos casos de con
testacao; 3) a interpretacao dos resultados por técnico experi
mentado permite, através de detalhada analise da morfologia e
disposig¢ao e do nUmero de organismos e células somaticas presen
tes, o reconhecimento ou pelo menos a suposicao das condigoes
que lhe deram origem; 4) pode efetivamente auxiliar na deteccao
de problemas decorrentes da industrializagao, principalmente a
recontaminagao de leite pasteurigado ou em po, ou ao menos, esta
belecer sua vida pregressa; 5) além de ser um método econdmico,

necessita de poucos materiais e equipamentos, e baixo custo de

h"50’55,97

reposicao .

Um outro aspecto a ser considerado favoravelmente ao
método &€ a possibilidade de preservacao das amostras pela adigao
de formaldeido, estudada por CLAIBORNE ' . Essa alternativa possi
bilita, entre outras varias condigoes ou necessidades, o exame
da mesma amostra por outros laboratérios ou técnicos, desde que
examinadas dentro de um prazo de até trés (3) dias. Os autores
concluiram que a adigao de 0,08% de formaldeido a amostras de
10 ml de leite permite preserva-las pelo prazo citado, sem a
ocorréncia de modificacoes significativas no numero de micror

. 20
ganismos.

Apesar de seus atributos e das conclusoes que podem
advir da sua utilizacao, o método nao fornece informagoes sobre

a viabilidade ou atividade da flora que detecta. Uma outra limi

tacao se refere a fadiga causada pelo exame de grande quantidade
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de amostras ' . Nesse aspecto, van ROSSEN, citado por THOMAS 9?,
concluiu que, em virtude do cansago ocular provocado, uma pessoa
pode examinar apenas até oitenta amostras por dia.

Uma outra condigao que impoe determinadas  limitacgoes
ou maiores dificuldades a aplicagao da técnica de modo  rotinei
ro, resulta da propria qualidade microbioldogica do leite. Isso
porque amostras de baixa contagem de bactérias, por exibirem bai
xa densidade de organismos por campo, € mesmo a auséncia destes
em muitos campos, torna necessario o exame de uma quantidade
muito grande de campos por amostra, evidenciando, também |, um
coeficiente de variagao muito amplo nas repeticoes, tornando du
vidosa sua utilidade para a classificacao de leite que apresente
contagem inferior a 200.000/m1 °'»%% **2 por outro lado, ao se
objetivar a simples classificagao do leite, deve-se ordenar as
estimagcOes numéricas em apenas duas ou trés classes, de modo que
possam representar diferengas significativas de qualidade sanita

. . - e % ? y 7
rias, isto &, com limites reais bem afastados » %»71,2%2

O conhecimento exato do contetdo bacteriano do leite é
ainda impossivel; logo, os resultados de qualquer método repre
sentam apenas estimativas. Por outro lado, a repetibilidade do
método microscopico pode evidenciar variacoes das estimativas ,
tendo como fatores responsaveis por tais variacoes a imprecisao
na medida da amostra, a preparacao e coloracao defeituosa das
laminas, a possivel deficiéncia das bactérias em se corar, a
pequena quantidade de leite examinada, a microscopia inadequada,
a contagem de nimero insuficiente de campos, a secagem do esfre
gago sobre superficie em desnivel, entre outros ' .

Segundo CASSEL'’, toda técnica de contagem microscopi
ca apresenta erros de dois tipos gerais: a) erros sistematicos
que produzem resultados que sao consistentemente muito altos ou

muito baixos, e b) erros ao acaso, que introduzem grande variagio — aos
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resultados. Os do primeiro tipo controlam a exatidao, ou seja ,
uma qualidade que se refere a habilidade do teste em conferir
uma medida correta do item que esta sendo mensurado, enquanto
que os do segundo controlam a precisao, que diz respeito a habi
lidade do teste em dar resultados consistentes em repetidas pro
vas, taﬁbém chamada de repetibilidade ou replicabilidade, sendo
muito afetada pela habilidade do executorlngf Nesse contexto ,
CASSEL'’ desenvolveu um método grafico objetivando estimar a
precisao dos resultados de contagens microscopicas para interva
los de confianga de 90, 95 e 99%. Com seu uso, elimina-se o tem
po gasto para calculos, enquanto permite ao pesquisador determi
nar rapidamente o nimero de campos que necessitam ser contados
para manter um certo nivel de precisao.

MALLMANN ° ', em andlise do método microscopico aplica
do a leite cru, teceu uma série de sugestoes e, entre elas, a
adogao de um nivel de 25% de precisao para o exame de amostras
que se refiram a produtores individuais. Nessas condic¢oes, para
uma media de até um organismo por campo, a contagem de dez (10 )
campos da.amostra & suficiente, enquanto gue, se nenhuma célula
bacteriana for encontrada nestes, pelo menos cinglienta campos
necessitam ser contados. Por outro lado, justificou que a ine
xisténcia de organismos em cinglienta campos dJdecorre de leite
com conteudo inferior a 5.000,/ml ; € que exames adicionais re
sultam em pouca significancia.

Uma das principais causas de erro na execucao da téc
nica, ainda hoje mencionada, tem sido a dificuldade de se medir
e despejar sobre a lamina, a pequena quantidade de 0,01 ml de
leite a ser analisado. Embora existissem pipetas graduadas para
tanto, seu uso eficiente demandava cuidados e tempo excessivos,
incompativeis com a rapidez pretendida para a técnica. Aproxima

damente em 1947, SMITH idealizou, desenvolveu, patenteou e colo
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cou no mercado Norte Americano um instrumento que chamou de pipe
ta mecanica, com a finalidade de medir, despejar e espalhar a
exata quantidade de 0,01 ml de leite sobre as laminas. Na reali
dade, tal instrumento operava com principio semelhante as serin
gas hipodérmicas, com as vantagens de estar calibrado para 0,01
ml de leite e de ser semi-automatizado, tendo-se tornado conheci
do como a seringa de 0,01 ml de SMITH. Seu uso rotineiro eviden

ciou um revolucionario aumento na exatidao e precisao da  técni

61 74
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ca, abreviando em muito o tempo gasto para sua execugao

Desde sua descricao até aproximadamente 1926-27, a téc
nica esbarrava num outro empecilho, o da confeccao e coloracgao
dos esfregagos, que até entao era imperfeito e demorado, uma vez
que as operacoes de "fixar, desengordurar e corar" eram realiza
das individualmente. Com a introdugao de uma Unica solucao que
combina numa sb as trés operacoes descritas, novamente a técnica
foi beneficiada, principalmente quanto a sua rapidez e eficién
cia para a classificacao do leite na plataforma de recepgéo?“.

A solucao proposta foi quase imediatamente adotada pe
la comissao encarregada da padronizacao do método, embora muitos
outros autores tivessem tido a mesma preocupagao e feito suges
toes para tanto, entre estes, os trabalhos de LEVINE & BLACﬁT’S%
LEVINE °°; OLSON JR. & BLACK °e CHARLETT'®?. Entretanto, a sélugao
descrita por LEVOWITZ & WEEERGO, derivada de modificagaes da so
lugao de NEWMAN n?® 2, combinando as caracteristicas desejadas ;
foi a aconselhada pela metodologia padrao, permanecendo em uso
até os dias atuais“’ao.

BRYAN, em 1938, descreveu uma simplificagéo do metodo
microscopico direto, peld uso de uma alca de platina calibrada
com 4 mm de diametro exterior para a tomada de 0,01 ml de amos

tra de leite, sugerindo que a extensao do esfregago fosse recali

zada sobre uma lamina comum com um retangulo demarcado de 4 por
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8 mm de superficic. Dessa maneira, os fatores de conversao perma
necem Os mesmos, ao mesmo tempo que propicia a utilizagao do mé

todo em locais desprovidos das condigoes necessarias, por exem
plo, em estabulos ! |

E evidente que a técnica é muito dependente do método
de coloragao usado e da capacidade das bactérias de se corarem .
Qualquer corante usado necessita tingir nitidamente todos os or
ganismos presentes, de modo gque possam ser perfeitamente icdenti
ficados e, no caso do leite, essa nitidez seria dada pela inten
sa coloracao das bactérias em contraste com uma coloragao minima
da pelicula de leite. Todavia, € muito conhecido o fato de que ,
como efeito da temperatura usada na pasteurizagao ou processamen
to, as bactérias perdem a capacidade de se corarem em variados
graus, em fungao do grau de plasmdlise determinado pela intensi
dade de aquecimentoss’sg 8

68 —~

Nesse aspecto, MOATS fez uma excelente revisao sobre
a coloragao das bactérias no leite para o exame microscopico di
reto. Ressaltou que o método de coloragao em vigor (LEVOWITZ- WE
BER) era, na realidade,um corante dos acidos nucleicos das
bactérias, portanto, relativamente eficiente para leite cru, mas
nao para leite submetido a tratamento térmico. Por outro lado,
considera que a maioria das bactérias & também constituida. de
outros polifosfatos, e ainda, que as Gram-positivas apresentam
uma grande quantidade de polissacarideos na parede celular, toﬁ
nando possivel, portanto, a coloracao seletiva das bactérias em
relacao a pelicula de leite, composta basicamente de proteinas .
Dessas consideracoes, o mesmo autor estudou e desenvolveu um co
rante de polissacarideos, baseado na reagao de acido periodico -
bissulfito e corantes; entre estes, os mais satisfatorios fo

ram o azul de toluidina e o "azure A". Ao cabo de uma sériec de es

tudos, concluiu que a solucaoc com azul de toluidina,tamponada a
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pH 4,0, mostrou-se eficiente para a Coloragao tanto de acidos nu
cleicos como de polissacarideos, sendo, portanto, indicada para
o exame de leite submetido a tratamento térmico. Nesses casos,
nao evidencia decréscimo nas contagens realizadas antes e apds o
tratamento térmico, e outros resultados do mesmo autor, até 1972,
confirmam essa conclusio.

Os estudos comparativos ou associagoes sempre se cons
tituiram numa preocupagao para inimeros pesquisadores, objetivan
do graus de equivaléncia entre os métodos. Desse modo, ao longo
do tempo, inlmeras correlagoes foram obtidas, e suas variacoes
explicadas. Dentre estas, algumas serviram para a definicao de
alguns parametros comparativos importantes. Assim, ficou eviden-
ciado que a contagem microscopica, quando enumera grupos ou aglo
merados de microrganismos, se correlaciona bem melhor com a con
tagem em placas, uma vez dque, tanto uma célula quanto um grupa
mento, dao origem, respectivamente, a uma Gnica colonia no méto
do de placas His Benalahas iR

Por outro lado a contagem microscoOpica tende a suplan

tar os resultados da contagem em placas para leite de Otima qua

lidade microbioldgica, isto €, com contagens inferiores a
200.000 /m1. Essa observagao decorre do fato de que, nessas
condicoes, a.maioria das bactérias presentes no leite se encon
tram como células isoladas ou em pares, enquanto muito poucos
grupos sao encontrados. Para valores variando entre 200.000 e
600,000/ml , a correlacao verificada entre as técnicas € muito

maior, sendo as diferencas negligenciaveis e possivelmante devi
das a inabilidade na execugao. Ja para leites com contagens su
periores a 500-600.000 /mL ou com o aumento do numero de bac
térias no leite, muito maior nimero de grupamentos bacterianos
sao observados. Nesses casos, a partir das cifras mencionadas,co

meca a aparecer uma relacao inversa entre os dois métodos, isto
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€, a contagem em placas comega a suplantar a contagem microscoOpi
ca de grupos, muito provavelmente devido a quebra ou divisao das
cadeias ou grupos durante as diluicoes e plaqueamento das amos
tras == %%,

A literatura especifica brasileira é totalmente caren
te de qualquer tipo de estudo relativo a contagem microscopica
de bactérias. Assim, apenas vagas citagoes ao emprego do método
sdo obtidas dos trabalhos de STEPHAN' e MARTINS®®, enquanto RO
GICK’’ concluiu pela inexisténcia de diferencas significativas no
numero de microrganismos entre leite integral e padronizado, tan
to cru quanto pasteurizado, utilizando os métodos de contagem mi
croscOpica e em placas.

Resultados muito interessantes sao observados no traba
lho de DABBAH '°, pela comparagdo de virios métodos de classifica
gao do leite destinado a industrializagao; dentre estes, os coe
ficientes de correlagéo obtidos. Respectivamente, ag correla
coes observadas para a contagem em placas versus a microscépica,
azul de metileno e resazurina, foram: 0,78; 0,82 e ~0,79. A com
paracao da contagem microscopica com o azul de metileno e resazu
rina mostrou, respectivamente, r= 0,75 e 0,68; enquanto a compa
racao do azul de metileno com a resazurina mostrou r= 0,86.

A correlacao de diversos testes com as condigoes de hi
giene na produgao, e mesmo com o trabalho de inspecao sanitaria
a nivel de campo, mostrou graus de associag¢ao muito baixos, ge
ralmente ao redor de 0,2. Tais resultados sugerem que os testes
bacterioldgicos e a inspecao a nivel de campo sejam  utilizados
concomitantemente, uma vez que parecem avaliar diferentes fato
res sanitarios da qualidade de produgéofa’s Por outro lado,cor
relacao significativa com as condig¢oes de produgao foi observada

apenas para a contagem de psicrotroficos e, curiosamente, entre

a contagem de leucdcitos e as condigoes de produgao(r= 0,64), su
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ggrindo que a ignorancia dos preceitos de higiene e sanificacao
na produgao se traduzam em dificuldades na manutencao da satde

85,97
do rebanho .

Nesse aspecto, sabe-se que. os leucocitos se encontram
presentes em grande numero no leite, quando da existéncia de
infecgéé do ubere ou no colostro e, excetuando-se essas condi

967 101 -
¢oes, as células presentes sao predominantemente epiteliai's .

Esses fatos assumem importancia pelo conhecimento de
que o conteudo de células somaticas parece estar relacionado
com dois diferentes aspectos da qualidade bacterioldgica do
leite. Primeiro que o alto conteldo celular significa uma maior probabili
dade da ocorréncia de organismos patogénicos e, segundo, que a
grande quantidade de células retarda o desenvolvimento de cul
turas lacticas*® . No desenvolvimento.de mastites, a sugestao
da seqliéncia de eventos é: 1) a presénca do agente causal, 2)
o aumento do numero de leucdcitos, 3) aumento na  porcentagem
de cloretos, e 4) aumento da alcalinidade do leite. Portanto ,
de acordo com esses, o0 aurento do nimero de leucocitos poder ser a
primeira indicacao de uma condigao anormal e, por conseguinte ,
passivel de ser prematuramente detectada pelo método microscopi

43 67 . . )
co . Entretanto, embora muitos paises incluam a conta
gem de células somaticas para a avaliagao da qualidade do leite
produzido, a técnica nao & ainda internacionalmente aceita como

- . . W3
padrao para a classificacgao @



MATERIAL E METODOS

Amostras
Leite Cru - Dependendo da existencia de um ou mais latoes, as
amostras foram tomadas individualmente ou de um "pool" dos la
toes de um produtor,objetivando representar a producao de uma

determinada propriedade. Para tanto, as amostras foram colhidas
assepticamente em frascos previamente esterilizados, providos de
tampa hermética, com capacidade média de 250 ml, perfeitamente
identificados e acondicionados em embalagem isotérmica com gelo,
para transporte até o laboratodrio.

Numa fase preliminar, objetivando principalmente o}
comportamento do método microscOpico, foram examinadas 100 amos
tras de leite coletadas junto ao estabulo leiteiro da Faculdade
de Ciencias Agrarias e Veterinarias de Jaboticabal-UNESP. Nesse
caso, visando a diferentes niveis de qualidade microbioldgica ,
parte das amostras foram examinadas imediatamente apOs a coleta,
representando leite recém-ordenhado; parte foi examinada apds 3
a 4 horas de permanéncia em temperatura ambiente; e parte foi
examinada, em média, 18 horas apo0s a obtencao, representando lei

te resfriado da ordenha vespertina do dia anterior.



As demais amostras, leite tipo "Especial - 3,2%'de Gordu
ra® e tipo "B" , foram colhidas diretamente dos latoes dos
produtores a nivel de plataforma de recepcao, respectivamente de
Posto de resfriamento e Indistria de laticinios da regiao.

Transportadas até o laboratdrio, mantidas sob refrigera
cao, as amostras foram prontamente examinadas, sendo que o tempo

transcorrido, desde a coleta até a realizacao dos exames, em

nenhum momento foi superior a noventa minutos.

Leite Pasteurizado - Tais amostras foram adquiridas periodicamen
te no comércio local (Jaboticabal), provenientes de estabeleci
mentos variados e de trés marcas distintas (A,B e C)para o tivo"Esne
cial" e uma unica marca (A) para o leite tipo "B". Do nrimeiro
tipo, de um total de trinta (30) amostras adquiridas, doze (12 )
corresponderam & marca A, doze (12) & marca B e seis (6) a C;sen
do as sub-amostras coletadas diretamente da embalagem original ,
apos vigorosa agitagao. Trinta (30) foi também o total de amos
tras analisadas para o tipo "B", perfazendo, no total, sessenta

(60) amostras de leite pasteurizado.

Contagem Microscopica (CM)

Essa técnica foi desenvolvida e aplicada de acordo com o
método descrito no "The Standard Methods for the Examination of
Dairy Products -l978"q . Para tanto, os seguintes materiais ou
equipamentos foram utilizados:

a) pipeta especial (Breed) com capacidade para medir e
transferir exatamente 0,01 ml de leite a 209C (W-CGermany) ;

b) lamina microscopica especial, de vidro, medindo 2,6 x
7,6 cm, com cinco areas circulares demarcadas de 1 cm2 cada )

espaco marginal suficiente para a identificaqao:
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c¢) lamina micrométrica Zeiss - 1 mm/0,01;

d) microscdpio binocular composto, da marca Zeiss, com
iluminagao prépria, dotado de condensador de Abbé, objetiva de
imersao (100x) e oculares (10x);

e) O0leo de imersao de nd a 209C = 1,515; e

f) caixa de luz, em nivel, como fonte de calor controla
do (40-459C) para a secagem rapida dos esfregacos.

Com o auxilio da lamina micrométrica, previamente foi
determinado o "fator-microscopico" (318.000), utilizado no de
correr de todo o trabalho. Baseado neste e nas especificacoes do
"Standatd Methods"l', e dado o desconhecimento prévio da aquali
dade microbioldgica do leite a ser examinado, fixou-se em 32 o
numero de campos para exame de cada amostra. A média da conta
gem destes, multiplicada pelo "fator-microscopico" determinado,
proporcionou a estimativa do numero de microrganismos por mili
litro de cada amostra, reportadas no maximo, com trés algaris
mos significativos.

Procedeu-se, em todas as amostras, a contagem de grupa
mentos ou aglomerados ("clumps") de microorganismos, isto €,con
siderou-se como grupos distintos, qualquer célula ou grupamento
desta ,aparentemente do mesmo tipo, separados por distancia
igual ou superior a duas vezes o menor diametro de duas células

proximas. Para células de tipos diferentes, a contagem realiza-

da foi individual, independentemente da proximidade.

Contagem Padrao em Placas (CPP)

Esse método foi realizado seguindo-se estritamente as

-~ 4
especificagoes do "Standard Methods-1978" . Utilizou-se o meio
desidratado " Bacto Plate Count Agar", da DIFCO, prenarado de

acordo com as instrucoes do fabricante. Realizou-se 2
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plagqueamento em duplicatas e a incubacao a 32 + 19C por 48 + 3

horas. A leitura e a interpretagao dos resultados foram t ambém

baseadas nas recomendacoes da literatura padronizada.

Teste de Reducao do Azul de Metileno (TRAM)

Para o preparo das solucoes do indicador, utilizou-se o
reagente azul de metileno em po, puro, da MERCK. {C16H18C1N3S
2H20 - CI ne 52015).

Como método de referéncia para comparagoes, seguiu-se a
metodologia preconizada pelo"Standard Methods—1978"1|, com incu
bagao em banho-maria a 36 + 19C, em duplicatas, realizando-se
leituras a cada 30 minutos, com suave inversao de todos os tubos
gue nao apresentavam inicio de rédugao, a cada leitura, até a
completa redugao. |

Uma vez que a solugao preconizada pela metodologia promo
ve uma concentragao final de 1:250.000, isto &, uma parte do in
dicador para 250.000 partes de leite e gque, em nosso meio, € uso
corrente uma solugao que proporciona, respectivamente, uma con
centracao de 1:200.000, paralelamente realizou-se uma dupla pPro
va de reducao em cem (100) amostras de leite.

Em todos os casos, as solugBes de uso foram renovadas

semanalmente.

Contagem de Células Somaticas (CMCS)

Paralelamente a contagem microscopica de microrganismos ,
utilizando-se o mesmo material e procedimento, realizou-se a con
tagem de células somaticas de todas as amostras de leite (379).

Indepcndontemente da proximidade, aglomeragao ou tipo ,

promoveu-se a contagem individual das células presentes no
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esfregaco, reportando-as genericamente de "cclulas somaticas" ,

uma vez que a contagem diferencial nao foi praticada.

Analise Estatistica

Todos os dados do presente trabalho foram estatisticamen
te analisados com auxilio de computador (Edisa-ED-300) da Unida
de de Processamento de Dados da Faculdade de Ciéncias Agrarias
e Veterinarias de Jaboticabal-UNESP.

O principal método estatistico utilizado foi o de analise
de correlagaes, atraves do qual foram obtidos os coeficientes de
correlacdo linear, bem como, pelas analises de regressao, as
equacoes das retas ’'.

Nos casos de tipos de leite diferentes, com a obtencgao de
diferentes retas de regressao, realizou-se o teste de coincidég
cia e/ou paralelismo de retas, verificando-se o grau de signifi
cancia dessas diferencas .

Para a comparacao da dupla prova de redugao do azul de me
tileno com concentracoes diferentes, além da analise de correla
coes, realizou-se um teste(t) de comparagao de médias com dados pa

91
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Adaptacao do Método

Ao se pretender correlacionar o método microscopico com
outros métodos de contagem ou classificagao do leite de uso cor
rente, bem como avaliar suas possibilidades de aplicagao rotinei
ra, tornou-se necessario utiliza-lo de acordo com técnica mais
semelhante possivel a internacionalmente padronizada, para que a
confiabilidade cientifica fosse mantida. Para tanto, algumas di
ficuldades iniciais tiveram que ser superadas, principalmente de
vido ao fato do método ser praticamente desconhecido e muito ra
ramente utilizado em nosso meio. Nesse aspecto, a principal difi

culdade diz respeito & aquisicao de material indispensavel, nao

encontrado no comércio especializado e com obstaculos a sua im

portacao.
e . - - . 2
As laminas microscopicas, com areas circulares de 1 cm
(d=11,28 mm) previamente demarcadas, se constituiram na princi

pal dificuldade a ser superada, uma vez que a utilizagao de car
tao-guia, que possui areas demarcadas e €& colocado sob _aminas
comuns, & pratica nao recomendavel. A industria nacional especia
lizada no assunto nao demonstrou interesse na sua confeccao, tor

nando-se necessarias, portanto, algumas adaptagoes. Dessa manei



ra, a melhor adaptacao consequida, que atendecu aos requisitos
técnicos, foi a gravagao em laminas comuns de microscopia velo.
processo de "silk-screen". Embora por tal processo as laminas te
nham atendido satisfatoriamente a necessidade, a provavel falta
de habilidade no processo de gravacao, na grande maioria dos ca
sos 1iﬁitou O seu uso a apenas uma vez, em virtude da perda par
cial ou total da gravacao durante o uso, ou na limpeza posterior.

Outro aspecto a ser contornado, foi quanto ao instrumen
to adequado a medicao e transferéncia da amostra de 0,01 ml de
leite, inicialmente solucionado pela aquisicao de pipetas impor
tadas e, posteriormente,pelo teste e aplicacao de seringas meta
licas nacionais, semi-automatizadas e similares a de SMITHTq,com
capacidade para 10 ul (0,01 ml) a 20¢cC.

A preparacao da solugao corante de NEWMAN-LAMPERT, de
acordo com a modificagao de LEVOWITZ-WEBER, conforme preconiza a
metodologia % por envolver a utilizacao de reagente importado,es
teve sujeita as mesmas dificuldades ja aventadas. Até a  aquisi
cao do reagente especifico, modificagoes da solugao foram testa
das, embora os resultados do presente trabalho tenham sido apro
veitados somente apds a satisfacao de todos os aspectos envolvi
dos pela metodologia padronizada. Embasados na propria literatu
ra * de que a SOIugéo recomendada baseia-se em principio total
mente empirico, procedeu-se & substituicao simples, por volume,
do reagente tetracloroetano (C2H2C14) em questao, cuja finalida
de & desengordurar o esfregago, por outro de classe semelhante ,
o clorofdormio (CHC1,) . Aliado ao fato de ser menos toxico e fa
cilmente encontrado, a solugao preparada com este, embora pareca
nao promover uma agao desengordurante tao efetiva quanto o pri
meiro, revelou-se perfeitamente viavel, uma vez que nao se evi
denciou qualquer alteracao significativa tanto nas caracteristi-

cas do esfregaco corado, quanto no nivel das contagens realizadas.
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Por fim,cabe ressaltar ainda a necessidade de inclusao da
lamina micrométrica (1 mm/0,01) dentre as dificuldades iniciais
a implantagao do método, uma vez que, aliado ao fato de ser in
dispensavel a medigao do campo visual para calculo do "fator -mi

croscopico", trata-se de um acessdrio que normalmente nao acompa

nha a maioria dos microscOpios que podem ser utilizados.

Aplicacao do Método

Visando ao comportamento sistematico do método em nossas
condicoes, inicialmente realizou-se uma série de contagens de
amostras provenientes do estdbulo leiteiro da propria Universida
de (Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veéterinarias de Jaboticabal
UNESP) . Objetivando-se a aplicagao dos métodos a leites com dife
rentes niveis de contagem, procurou-se obter trés grupos distin
tos de amostras. Assim, parte destas foram examinadas imediata
mente apOs a coleta, com leite recém-ordenhado, parte apds perma
necerem 3 a 4 horas em temperatura ambiente, e parte, de leite
resfriado, da ordenha vespertina do dia anterior, tendo em média
18 horas de estocagem; sendo que, no conjunto, foram analisadas
100 amostras. (Apéndice).

Uma sinopse desses resultados pode ser avaliada no Quadro I,
que procura mostrar o comportamento da contagem microscopica (CM)
frente a amostras de leite com niveis de contagem variados, isto
e, de baixa, média e alta, selecionados entre os demais resulta
dos, tendo como referéncia classes delimitadas pela contagem pa
drao em placas (CPP).

Conforme se verifica, a contagem microscopica promoveu uma
super-estimativa dos resultados em relacao a contagem padrao em

placas para leites com nivel de contagem baixa, isto &, inferior
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Quadro I - Comportamento da contagem microscopica frente a amostras

de baixa, média e alta contagem, tendo como referéncia a

contagem padrao em placas.

Baixa Contagem

CPP <200000/ml

Média Contagem

CPP <600000/ml

Alta Contacem

CPP >1000000/ml

Ne CPP CM CPP CcM CPP CM
1 28000 57000 212000 229000 1210000 912000
2 37000 67000 278000 298000 1210000 1020000
3 73000 206000 315000 407000 1660000 1890000
4 76000 120000 340000 420000 1820000 1180000
5 88000 108000 380000 432000 2230000 1260000
6 89000 146000 390000 391000 2780000 3190000
7 93000 121000 390000 435000 3000000 3740000
8 93000 175000 410000 525000 3350000 2100000
g 98000 146000 420000 445000 4100000 2660000
10 112600 175000 460000 477000 4150000 3940000
11 146000 305000 480000 464000 5600000 5440000
12 174000 276000 480000 458000 6150000 8210000
13 193000 200000 480000 521000 12200000 11500000
14 193000 187000 510000 566000 13200000 10200000
15 198000 203000 580000 594000 14800000 13100000
Média 113000 166000 408000 444000 5160000 4690000
CPP = Contagem Padrao em Placas. CM = Contagem Microscopica.



a 200.000/ml , sendo as diferencas praticamente anuladas para
contagens médias, e promovendo uma inversao nos casos de conta
gens altas. Esse comportamento, embora aqui demonstrado com ba
se na média de apenas quinze resultados para cada classe, & tfpi
co e praticamente invariavel (conforme pode ser comprovado adian
te, pelé analise da Fig. 15), estando também de acordo com a 1li
teratura compulsada"“® "%%'

A par de algumas variagoes individuais inexplicaveis, se

gundo JENSKINS '° e SCHONHERR'®, as diferencas evidenciadas em
baixas contagens resultariam, provavelmente, das variagBes ine
rentes a cada método; variagoes muito amplas para amostras com

nivel médio diriam respeito a inabilidade de execug¢ao, enquanto
a inversao que ocorre para altas contagens encontra explicacao
na fragmentagcao de grupos ou aglomerados de microrganismos duran
te as diluigoes e plagueamento para o método da contagem em pla
cas. Entretanto, cientes de que a contagem microscdpica realiza
a estimativa total dos microrganismos presentes na amostra, inde
pendentemente de sua viabilidade, tais variagoes podem ser desti
tuidas de qualquer valor pratico, principalmente se faixas de
classificagao adequadas forem adotadas, onde as diferencas sejam
abrangidas e, portanto, anuladas. Por outro lado, na avaliagao
do nivel higiénico da produgao, por nao distinguir viabilidade ,
a contagem microscopica pode refletir melhor tais condicgoes.
Apds a devida familiarizacao necessaria a aplicacao de
qualquer técnica, o método mostrou-se plenamente satisfatdrio no
atendimento aos objetivos pretendidos. Assim, sua utilizagao ro
tineira € realmente simples e rapida, sendo necessario um minimo
de materiais e equipamentos, sem sofisticacao técnica, de baixo
custo e, principalmente, se traduzindo em informacao confiavel
em tempo recorde, caracteristicas essas ja enfatizadas por va

. 4 ,50,55 ,97 d et
rios autores . Dessas qualidades resulta a possibilida
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de de uma cilassificagao prévia e rapida do leite recebido pelas
indistrias de laticinios, que atende nao s6 as necessidades tec
noldgicas como principalmente o aspecto sanitario, uma vez  que
uma remessa problema pode ser quase imediatamente detectada e
preventivamente desviada do consumo humano, o gque efetivamente
nao ocorre na atualidade. Por outro lado, nesses casos, um exame
mais detalhado pode sugerir providéncias a serem adotadas pron
tamente, a nivel de producao
50,97 -

Conforme enfatizam alguns autcres , O uso da tecnica
pode ser cansativo devido a fadiga ocular provocada pelo exame
de grande quantidade de amostras. Entretanto, pela experiéncia
adquirida, pode-se imputar muito pouco significado a esse fato
quando se objetiva a simples classificagao do leite recebido.Con
corda-se,por outro lado,que alguma fadiga pode sobrevir nos casos de
uma analise minuciosa de grande quantiﬁade de amostras com repor
tagem numérica das estimativas das contagens para altos interva-
los de confianéa, geralmente acima de 90 a 95%, quando entao um
grande e variavel numero de campos,por amostra,necessita ser
examinado, fato que, todavia, nao € muito diferente daquele pro
vocado pela execucao detalhada e trabalhosa da contagem em pla
cas.

A exemplo, para a simples classificagao do leite recebi
do na plataforma, seja para consumo ou uso industrial, e com um
"fator-microscopico" de aproximadamente 300.000, o exame de uma
amostra que evidencie em média um microrganismo ou grupamento
por campo ou menos, sugere uma contagem inferior a 300.000/ml;
uma amostra que apresente até quatro microrganismos ou grupamen-
tos por campo sugere um leite de qualidade média, com contagem
inferior a 1:200.000/ml ; amostras com mais de gquatro e menos
que cinglienta por campo sugerem um leite de qualidade regular ,

com contagem oscilando entre 1200.000 e 15.000.000 /m1. Qual
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quer cifra superior a cinglienta microrganismos por campo cfetiva
mente diz respeito a um leite de qualidade ruim, muitas vezes
nao necessitando de qualquer contagem numérica e sim a simples
verificacao da distribuigdo homogénea destes no esfregago corado.
Dessa mapeira, a contagem de alguns campos, como por exemplo dez,

64 . . e
, € posteriormente a simples e rapida

conforme sugeriu MALLMANN
varredura visual do esfregaco seria suficiente para a comprova
cao de classes de qualidade e mesmo para‘a deteccao de alguns
problemas sanitarios sendo,desse modo, um exame rapido, confia
vel e em nada cansativo, aplicavel a qualquer nivel de qualidade.

A seqgliéncia de fotografias, Figs. 3 al0 procura justa
mente evidenciar os aspectos aqui discutidos, com amostras enqua
dradas dentro das respectivas classes:; ao mesmo tempo que sugere
ao técnico nao familiarizado com © método, a aparéncia de varios
campos microscopicos da forma como sdo examinados, isto &, atra
vés da distribuicao dos organismos e/ou grupamentos no esfrega
¢o, mantendo-se a ampliacao usada para a contagem, isto &, 1.000
vezes. Embora tais fotografias sejam em branco e preto, pode -se
verificar o bom contraste entre os microrganismos, fortemente co
rados, e a pelicula de leite que se cora debilmente. Assim, a
Fig. 3 mostra um campo que representa uma amostra de exce;ente
qualidade; a Fig. 4 mostra um leite de boa qualidade onde dois
grupamentos sao facilmente visualizados; as Figs. 5 e 6 sugerem
a aparéncia de um leite de qualidade regular, com varios micror;
ganismos e/ou grupamentos espalhados pelo campo, praticamente re
presentando o melhor leite a nivel de plataforma de recepgao do
tipo "Especial"; enguanto que as Figs. 7 a 10 sugerem diferentes
aspectos de leites de qualidade ruim, que podem ser instantanea-
mente detectados, evidenciando contaminagoes macigas. As Figs. 9
e 10 se referem a uma mesma amostra de leite de péssima qualidade;

enquanto a primeira mostra a aparéncia de um campo incontavel
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Figura 3. Leite de excelente qualidade, contagem nula. (Represen
tagao 1000X) .

Figura 4. Leite de boa qualidade. (1000 X)
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Figura 5. Leite de qualidade regular.

Figura 6. Leite de qualidade regular
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Figura 7. Leite de qualidade ruim. (1000 X)

Figura 8. Leite de qualidade ruim. (1000 X)

44



Figura 9. Leite de péssima qualidade. (1000 X)

Figura 10. Representagao da Fig. 9 no aumento de 400X.
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com aumento de 1.000 vezes, a seqgunda procura mostrar a disiri
buicao praticamente homogénea dos microrganismos na amostra, com
o campo ampliado, isto €&, um aumento microscopico menor, de 400
vezes.

Do mesmo modo, outros problemas sanitarios nodem ser
diagnosticados por técnico experimentado ou, pelo menos, efetivar
a suspeita de um leite anormal, conforme mostram as Figs. 11
e 12, Assim, a Fig.l] evidencia um campo‘visual com uma quantida
de anormal de células somaticas, o que sugere ao menos um trans
torno secretdrio. A fig. 12, além de grande numero de células
somaticas, mostra longas cadeias de estreptococos indicando, com
enorme probabilidade, a existéncia de mastite estreptocdcica nos
animais de producao. Deve-se observar que tais leites se referem
a amostras de latdes tomadas a nivel de plataforma de recepcao,
representando produtores individuais. Desse modo, torna-se extre
mamente facil a identificacao e a possivel sugestao de medidas
adequadas a resolugao dos problemas evidenciados, como  também
a partir de sua detecgao, manté-lo sob vigilancia mais estreita,
inclusive com a realizagao de exames detalhados.

Como as fotos até agui apresentadas sao em branco e pre
to, dificultando a imaginacao de um esfregago corado, incluiram-
-se nas Figs. 13 e 14, duas fotos coloridas, com o proposito de
mostrar mais fidedigamente,esfregacos corados como sao realmente
vistos ao microscdpio. Assim,a Fig. 13, apesar de alguma defici
éncia de iluminac¢ao, mostra um leite de excelente qualidade,onde
nem microrganismos nem células somaticas sao visualizados no cam
po; enquanto a Fig. 14, embora se trate de um leite efetivamente
anormal, mostra os varios contrastes entre os microrganismos, as
células somaticas e a pelicula de leite, promovidos pela colora

cao emprecada no método.
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Figura 1ll. Leite anormal, excesso de células somaticas. (1000X)

Figura 12. Leite anormal, evidéncia de mastite estreptococica.
(1000 X).
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Figura 13. Campo visual tipico de uma pelicula corada, sem
a presenca de células. y (1000 X)

Figura 14. Contrastes entre microrganismos, células somati
cas e pelicula de leite. (1000 X)

48



Comparacio do Método Microscopico com a Contagem em Placas

Com o objetivo de se verificar os niveis de afinidade
entre as técnicas, 215 amostras de leite cru, respectivamente
100 do tipo "Especial 3,2% G". e 115 do tipo "B", foram analisa
das atrévés da contagem microscopica e em placas.

O resultado grafico mostrado na Fig. 15, visa a sinte
tizar as inter-relagoes observadas na aplicacdo de ambas as téc
nicas. Pode-se verificar, como foi discutido anteriormente, que
as maiores diferencas entre as tecnicas ocorreram para contagens
inferiores a 200000/ml. Nesse aspecto, a observagao detalhada
mostra que, a par do bom coeficiente de correlacao encontrado
(r= 0,89), a reta de regressao determinada pelos pontos apresen
ta uma nitida diferenga de inclinagao éuando comparada a um seg
mento de reta tracado no angulo de 459 que representaria, hipote
ticamente, perfeita identidade entre os métodos. O segmento de
terminado mosﬁra claramente, em comparagao, o que se poderia cha
mar um "desvio superior" para leites de baixa contagem e um
"desvio inferior" para leites de contagens muito altas, justamen
te como sugerem os dados de JENSKIN§5e SCHONHERﬁ? com ponto de
inflexao proximo a contagens de 1000000/ml.

A analise estatistica comparativa, independentemente do
tipo de leite, mostrou um coeficiente de correlacao linear entre
as técnicas de r= 0,89, configurando que aproximadamente 79%(r2)
dos resultados perfazem fielmente o segmento de reta determinado,
para intervalo de confianca de 95%.

Os mesmos resultados, agora levando em conta o tipo de
leite, evidenciam algumas pequenas diferengas. Assim, o coefi

ciente de correlacgao determinado para o leite tipo "Especial"foi
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Figura 15. Comparacao grafica dos resultados da contagem micros

copica com a contagem padrao em placas, em 215 amos
tras de leite cru.



de r=0,91, enquanto para o leite tipo "B" foi r=0,86. Mais uma
vez, aqui, os resultados confiquram que as maiores diferencas
ocorrem para leites de melhor qualidade.

A correlacgao linear encontrada nos resultados acima ,
independentemente do tipo de leite, foi sensivelmente melhor
que a citada por DABBAHZZ, muito provavelmente em funcao das di
ferentes condicoes de trabalho e da qualidade dos leites anali-
sados.

A observagao de correlacao tao significativa. aliada a
exequibilidade impar, sugere que o método microscopico seria um
dos mais indicados, dada as nossas condicoes , para a classi
ficagao do leite recebido nas indUstrias de laticinios, indepen
dentemente do seu tipo, configurando-se ainda numa alternativa
viavel que supre uma necessidade atual para a classificagao do
leite tipo "B". Além desses fatos, coﬁo o 6rgao encarregado da
fiscalizagcao a nivel dos laticinios & o mesmo que fiscaliza as
condicoes de produgao, sua eficiéncia poderia ser melhorada,uma
vez que a contagem microscOpica oferece informacoes adicionais

importantes, fato que nao acontece com os demais métodos.

Comparacdo do Métedo Microscopico com o Teste da Redutase

Objetivando-se verificar as correlagoes entre a conta
gem microscopica e o teste de reducao do azul de metileno, fo
ram analisadas 319 amostras de leite cru, sendo respectivamente
204 de leite tipo "Especial" e 115 do tipo "B". Os resultados
foram representados graficamente, Fig. 16. O coeficiente de cor
relagéo linear de r=0,86 foi muito bom, semelhante ao encontra

do entre a contagem microscopica e a padrao em placas no presen

22
te trabalho, e ao citado por DABBAH
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Nessa comparagao, o tipo de leite apresentou mcnor in
fluéncia, uma vez que os coeficientes determinados foram, respec
tivamente, 0,84 e ~0,86 para o leite "Especial" e o "B". Foi in
teressante verificar que houve uma inversao dos valores da cor
relagao, uma vez que,nesse caso, o leite tipo "B" mostrou uma
melhor correlacgao.

Atravées do tracado da reta que representa a regressao
determinada, verifica-se que nenhuma associagao satisfatoria
existe entre contagens ao redor de 500000/ml e tempo de reducgao
de 3:30 horas, padrao até pouco tempo adotado pelo Minstério da
Agricultura '’visando i classificagao do leite "B" produzido. Nes
se aspecto, se nao a ideal, uma melhor identidade é oferecida en
tre contagens de 500000/ml e tempo de redugao de 5h e 30 min. Es
sas afirmativas sao também consubstanciadas pela analise da Fig.
17, que correlaciona os resultados dalcontagem padrao em placas
com o tempo de redugao do método do azul de metileno, onde inter
pretagéo semelhante é observada, inclusive com coeficiente de
correlacao muito proximo ao determinado para a contagem microsco-
pica, ou seja, r=0,88. A analise conjunta das Figs. 16 e 17,além
desta, oferece outras interpretagoes, como por exemplo, pelo tra
cado quase idéntico das regressoes, verifica-se as inter- rela
coes entre os métodos, oferecendo subsidios para a identidade em
quaisquer niveis de contagens, fatos que exprimem a necessidade
de seu estudo para a elaboracao de padroes.

Tendo em vista que, normalmente, a solucao de azul de
metileno utilizada em nosso meio para a realizacao do teste pro
porciona uma concentracao final de aproximadamente 1:200000 par
tes, respectivamente de azul de metileno e leite, enquanto a
metodologia preconizada internacionalmente" prevé uma concentra-
¢ao de 1:250000 partes, paralelamente, foi objeto de compara

¢oes, também, a concentragao de azul de metileno na solugao em
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pregada na realizacao dos testes de reducao. Para tanto, cem
(100) amostras de leite foram submetidas a dupla prova de redu
g¢ao7 nas respectivas concentragoes citadas. Os resultados  6bti
dos, embora evidenciem algumas diferencas individuais: principal
mente em casos de pequeno tempo de reducao uma vez que uma con
centraqao maior (1:200000) exige mais tempo para evidenciar alte
ragées de cor, nac mostraram,entretanto, diferencas estatisticamen
te significativas a 5% de probabilidades no teste de comparacao
de dados pareados, confirmado também pelo excelente coeficiente
de correlacao determinado, da ordem de r=0,99, conforme se veri

fica na Fig. 18.

Outras Comparacoes

Concomitantemente & contagem microscdpica de microrganis
mos, realizou-se a contagem de células somaticas do leite, procu
rando verificar, principalmente, a correlacao ou influéncia do

numero destas no tempo de reduqéo do teste do azul de metileno e,

| =4

aproveitando os dados disvoniveis, foram avaliadas também voss
veis associacOes entre a contagem de células somaticas e as  de
mais provas microbioldgicas realizadas, ou seja, contagem riicros
copica e contagem padrao em placas. Com relagcao a contagem de
células somaticas verifica-se aque os coeficientes encontracdos
foram muito baixos, variando de ~0,11 a 0,24, confirmando evidég
19,23,51,8%,97,103 104
cias de outros autores £ ., Observa-se, ainda, aue le]
menor coeficiente (r=0,11) ocorreu entre a contagem microscopi-
ca de células somaticas e o tempo de reducao do azul de metileno.
Nesse aspecto, a evidéncia de que nenhuma correlacao significati

va , a nivel de plataforma, existe entre essas duas variaveis ,

pode ser também comprovada na Fig. 19, sendo esses resultados
19 103, 104

consoantes com as observacoes de CHARLETT e WILSON , ao
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Figura 18. Correlagao entre tempos de reducao proporcionados
por solucgoes de azul de metileno com concentracoes Fi

nais de 1:200000 e 1:250000.
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62
mesmo tempo que contradizem as observagoes de LOPES e NADER

FILHO?2 ,ecmbora este ultimo tenha trabalhado especificamente com
leite mastitico.

Com a finalidade de sumarizar as informagoes discutidas
no texto, bem como facilitar possiveis comparag¢oes com base nas
inter-relagoes, todas as correlagoes estimadas no presente tra
balho foram agrupadas no Quadro II, inicialmente subdivididas
quanto ao tipo de leite e, no final, representadas pelos valo
res obtidos com base no total dos resultados, independentemente

do tipo de leite.

Qualidade Microbioldogica do Leite Cru

No total, foram examinadas 319 amostras de leite cru,sen
do 204 do tipo "Especial" e 115 do tipo "B", pelos métodos des
critos, o que, conseqlientemante, permitiu uma avaliacao da quali
dade microbioldgica do leite ao chegar a plataforma de recepcao
das indistrias de laticinios. (Apéndice).

De um modo geral, pode-se concluir que a qualidade micro
bioldogica do leite tipbo "Especial" recebido é muito variavel ,
havendo contrastes absolutos. Nesse aspecto, ao lado de produtg
res que conseguem manter um nivel aceitavel de qualidade, veri
ficou-se a existéncia de leites, tanto de oOtima quanto de
péssima qualidade. Contudo, pela inexisténcia de qualquer controle
pratico, e muito provavelmente em funcao dos desestimulos a
producao, de um modo global, pdode-se concluir por uma qualidade
microbioldgica insatisfatoria do leite recebido. Alquns fatos ,
entretanto, chamaram atengao. Observou-se gue, normalmente, o
leite recebido na plataforma até as 9h ¢ 30 min. da manha, tanto

na entrega individual pelo proprio produtor quanto de "linhas"



Quadro II. Coeficientes de correlagao linear (associagoes) esti
mados entre as tecnicas, dos resultados referentes a
leite tipo "Especial", tipo "B" e do total dos resulta

.dos, independentemente do tipo de leite. -

Variaveis CPP TRAM CMCS

Leite tipo "Especial"

CM 0,9061 -0,8444 0,4389
CPP - i P 0,6422
TRAM - - =0,3347

Leite tipo "B"

cM 0,8565 -0,8639 0,4062
cPP % -0,8284 0,2194
T RAM | & 2 -0,2294

Total dos resultados

CM 0,8874 -0,8592 0,2218
CPP = ~0,8788 0,2391
T RAM = - =0;1071

CPP=Contagem padrao em placas. TRAM=Teste de redugao do azul de
metileno. CMCS=Contagem microscoOpica de células somaticas. CM =
Contagem microscopica de microrganismos.



de coleta,apresentaram um nivel de qualidade aceitavel para as
nossas condicoes de producao, sendo que excepcionalmente o leite
\

de um produtor ultrapassoucifras de 10000000 de microrganismos /
ml.

Essa condigao, todavia, se inverte apls esse horario p
quando predomina a recepcao de leite proveniente de "linhas"mais
distantes, que geralmente congregam uma grande quantidade de
pequenos produtores. Nessas condigoes, raramente se verificou a
existéncia de leites com contagens microscopicas inferiores a
cifra citada, sendo que, de modo geral, as contagens situaram-se
em faixa superior a 15000000. Ao mesmo tempo que essas contamina
¢Oes macigas sao detectadas principalmente em leites de pequenos
produtores, que muito provavelmente encontram maiores dificulda-
des tanto para o conhecimento quanto para a adogao de preceitos
técnicos na producdo e mesmo na manutencio do estado sanitario do re,
banho, & muito comun a deteccao de leites anormais,representados por
grande quantidade de células somaticas no esfregaco corado, e
mesmo pela presenca destas associadas a microrganismos, sugerin
do a existéncia de mastite nos animais da produgao.

A nivel de plataforma de recepcgao de leite tipo "B", ou
tros fatores chamaram atencao. Cbservou-se, por exemplo, ser muito
freqlente, eﬁ dados obtidos dos laboratorios de controle de qua
lidade das indUstrias, as alteracoes de crioscopia, prova de clo
retos positiva e baixa acidez, determinada por titulagao. Foi
possivel comprovar, que embora o numero de microrganismos esti
vesse dentro do normal, a contagem de células somaticas geralmen
te ultrapassava a 1500000/ml, sugerindo a existéncia de algum
transtorno secretdrio, mesmo que sub-clinico. Outro aspecto veri

B3, 77 100
ficado, e ja enfatizado por outros autores RS E a incapacida
de da maioria dos produtores desse tipo de leite em manter seu

produto dentro dos padroes microbioldgicos estabelecidos. Nesse
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caso, pela legislacao vigente, das amostras analisadas pela con
tagem microscépica,49%iestiveram acima do limite de 500000/m1,eg
quanto pela contagem padrao em placas, essa cifra caiu para 44%.
Por outro lado, com a prova de redugéo do azul de metileno, ten
do como referéncia para interpretacao o tempo de 3h e 30 min. con
seguiu-se detectar apenas 18% das amostras com contagem acima de
500000. No entanto, quando se aumentou o tempo para 5h e 30 min.,
essa técnica teve sua eficiéncia aumentada para 40%, praticamen-
te se igualando a contagem om placas . Esses fatos sao confirma
dos pela média global das contagens realizadas, que pela CPP se
situou aproximadamente em 725000 e pela CM em 890000/ml.
Independentemente da legislacao em vigor e do tipo de
leite, pelo total dos resultados obtidos na execugao dos trés mé
todos para a classificacao do leite, tegtou-se ordena-los em cin
co. classes, Quadro III, cada uma corfespondendo a um nivel de
qualidade, definidos pelos valores médios obtidos para cada méto

do.

11,12

Pela analise da legislacao especifica ,de alguma 1i

& , ~13 1k,15 68
teratura referente as nossas condigoes s2',100.

H

e dos proprios re
sultados obtidos, verifica-se 2 total impropriedade dos padroes
atuais, conforme salienta OLIVERIA & BORGES??, para a produgao
dos varios tipos de leite. Esse fato é agravado pela adogao
de um uUnico padrao para um pais de caracteristicas continentais
e de contrastes absolutos, onde conceitos empiricos se misturam
a padroes rigidos importados de paises onde a tecnologia &  bem
mais avancada. Assim, nossa legislagao estabelece um tipo de lei
te de Otima qualidade, denominado de "A", com o maximo 10000/ ml
antes da pasteurizacao e nao mais que 500 depois desta; um leite
tipo "B", com ata 500000 antes e até 40000 apds a pasteurizagao;
e nao estabelece qualquer cifra para o que denomina "outros ti

pos de leite", limitando-se a fixar em 100000 o numero maximo de
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Quadro III. Classes de qualidade definidas pelos valores médios
obtidos dos resultados da contagem microscopica (CM),
contagem padrao em placas (CPP) e teste de reducao do
azul de metileno (TRAM). '

Classe Qualidade CM CPP T RAM
NQ@ Mo./mL Né Mo./mL Tempo ( Min.)

I Otima 320000 200000 > 330

: i & Boa 850000 650000 > 210

III Reqular 3400000 2300000 > 120

v Ruim 9000000 7500000 > 60

\Y% Péssima 20000000 @ —==———- < 60

Mo.= Microrganismos.
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microrganismos apésa'pasteurizagao, embora inexplicavelmente ou
infelizmente .. dentro desse Gltimo tipo se situe
a quase totalidade do leite consumido no pais, mais de 75% do
consumido no Estado de Sao Paulols.

‘Ao contrastarem-se as condicoes socio-econdmicas vigentes
com as condigoes necessarias a produgao de leite tipo "A", veri
fica-se a quase total impraticabilidade de tal iniciativa,que
embora possa motivar algum empresario previlegiado, provave lmen
te nao se sustente no mercado pela falta de consumidores. Essa
hipotese nao &, todavia, uma suposigao, uma vez que o proprio Bo
letim Estatistico 81-82'° relaciona trés granjas leiteiras no
Estado de Sao Paulo,sem entretanto:estabelecer qualgquer volume . de
produgao desse tipo de leite.Por outro lado, o estabelecimento de
um padrao tao rigoroso somente encontra paralelos nos antigos pa
droes internacionais que objetivaram ﬁm tipo de leite de otima
qualidade para ser consumido cru, em hospitais e estabelecimen-
tos afins.

As mesmas restricoes se aplicam ao leite tipo "B". Segun

15 = - . i 3
; sua producao esta praticamente estabiliza-

do o mesmo Boletim
da desde 1977,em cerca de 300 milhoes de litros anuais no Estado
de Sao Paulo, representando aproximadamente 23% da produgéo to
tal de leite do Estado, ao mesmo tempo que esta experimentou um
decréscimo de mais de 200 milhoes de litros de 1977 a 1982. Con
siderando-se que pelos dados de outros autoresba’mu, mais de 50%
do leite "B" produzido apresenta mais de 500000/ml, verifica- se
que além da rigidez e inadequacao dos padroes, essas condicgoes
depoem contra o proprio servico encarregado de sua execugao e

fiscalizacao, gerando aparente ineficiéncia, descréditos e criti

cas de outros sectores.

Diante de tal situacgao, e dispondo dos resultados do nre

sente trabalho com base nos trés principais métodos recomendados
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para a classificagao do leite, bem como de suas inter- relagoes
determinadas estatisticamente, foi possivel ser determinado, Qua
dro Tv, com base nos dados obtidos, um sistema de classificagao
mais homogénéo, nao com o objetivo de fixar novos padroes, mas
de incentivar a sua discussao e de oferecer alguns subsidios a
futuros estudos nesse sentido.

Uma vez que mais de 75% da populacao & abastecida com leite
que praticamente nao & controlado, acredita—se que a classifica-
cao proposta como subsidio nao se traduz em retrocesso, e sim
numa adequagao a nossa realidade, mais especificamente a do Esta
do de Sao Paulo. Nada impede que, sem qualguer prejuizo e em
qualquer época, padroes sejam reestﬁdados e alterados, em funcao
do estagio de desenvolvimento dos setores envolvidos.

Aplicacao da Contagem Microscopica a Leite Pasteurizado

Os métodos foram também aplicados a 60 amostras de leite
pasteurizado, sendo 30 amostras de leite tipo "Especial" com
trés marcas distintas: A (12), B (12) e C (6), e 30 de leite ti

o "B", de uma Unica marca: A. Esse tipo de leite foi adquirido
P q

no comércio da cidade de Jaboticabal-SP, representando as marcas

comercializadas, sendo estas procedentes de diferentes regioes
do Estado de Sao Paulo. O objetivo maior dessa etapa foi o de
comprovar o comportamento da contagem microscdpica a esse tipé
de leite.

Quanto ao aspecto técnico da execugao da contagem micros
cOpica, verificou-se que o leite pasteurizado da origem a um es
fregaco de qualidade excelente, provavelmente devido a alguma re
ducao no tamanho dos globulos de gordura, durante o = beneficia
mento, notando-se também uma baixa incidéncia de grupamentos bac

terianos, que talvez pelo mesmo fato, faz com que predomine a
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Quadro 1IV. Sistema de classificagﬁo obtido com base nas inter-
-relagoes dos resultados da contagem microscopica (CM),
contagem padrao em placas (CPP) e teste de reducao do
azul de metileno (TRAM).

Qualidade CM CPP T RAM

N¢ Mo./mL Ne MQ./mL Tempo ( Min.)
Otima < 300000 3 200000 > 360
Boa < 1200000 < 1000000 > 210
.Regular < 6000000 < 6000000 > 120
Ruim < 15000000 < 15000000 > 60
Péssima > 15000000 > 15000000 < 60

Mo.= Microrganismos.
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existéncia de microrganismos isolados. Evidenciou -se também,que
em comparagao ao leite cru, apresenta uma baixa quantidade de
células somaticas por mililitro, também provavelmente devido as
etapas tecnologicas a que & submetido, como a filtracao e a pa
dronizagao. De um modo geral a pelicula cora-se bem, sendo que
os micrbrganismos se coram em variados graus, O que torna neces
sario um constante reajuste do foco através do micrometro,enquan
to as células somaticas continuam se corando muito bem, inclusi-

ve parecendo aumentar seu poder de definigao.

H,SB’bg

Conforme salienta a literatura , 0 método de conta
gem microscopica utilizando a solugao corante modificada por
LEVOWITZ-WEBER,usada no presente trabalho, nao encontra uma indi
cacao plena para esse tipo de leite, uma vez que sendo basicamen

te um corante de acido nucleicos, faz com que aquelas células 1li

sadas pelo tratamento térmico nao sejam detectadas. Ja existe ,

68, 69

»

entretanto, na literatura - descrigéo de método de coloragao
apropriado, que nao mostra diferencas entre contagens realizadas
antes ou apos a pasteurizacao, fazendo com que o método possa
ser utilizado para a estimacao da vida pregressa desse tipo de
leite, quando ja no mercado ou em qualquer tempo.

Os resultados de todas as analises executadas em leite
pasteurizado foram tabulados nos Quadros V e VI , sendo . as
contagens reduzidas a uma Gnica poténcia dentro de cada método.,
objetivando-se facilitar as comparacoes. Embora nao dispondo da
avaliagéo do mesmo leite quando cru, pode-se perfeitamente esti
mar sua vida pregressa, em termos de qualidade microbiologica,pe
la contagem microscopica. Esse aspecto pode ser melhor visualiza
do pela comparagao com os resultados da CPP, que traduz os mi
crorganismos viaveis remanescentes. Assim, baseando-se nesse prin

cipio, ao se comparar os dois tipos de leite pastecurizados é

possivel ter uma retrospectiva através da CM da sua qualidade
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Quadro V. Resultados das contagens microbioldgicas (CPP e CM) ,
de células somaticas (CMCS) e tempo de redugao do azul
de metileno (TRAM), em amostras de leite pasteurizado,
tipo "Especial", de trés diferentes marcas.

Amostras Marca CPP CM CMCS T RAM
N?/mLx103 NQ/mLx105 NQ/mLxlO4 Min.

1 A 80,0 84,0 14,0 390

2 A 85,0 83,0 1340 390

3 A 130,0 98,0 150 420

4 A 150,0 98,0 11,0 450

5 A 180,0 91,0 4,1 420

6 A 220,0 104,0 14,0 390
7 A 240,0 67,0 8,9 390

8 A 280,0 68,0 8,9 390

9 A 480,0 94,0 342 480
10 A 570,0 102,0 1140 450
11 A 580,0 101,0 650 510
12 A 590,0 100,0 5, 510
(%) A (298,7) (90,8) (8,9) (433)
1:3 B 23,0 26,0 5,4 450
14 B 24,0 31,;0 9,8 390
15 B 24,0 3150 3 390
16 B 25,0 37,0 5 420
17 B 26,0 30,0 bad 450
18 B 26,0 51,0 8,9 480
19 B 27,0 32,0 12,0 450
20 B 2:4 0 43,0 12,0 420
21 B 28,0 50,0 6,4 480
22 B 30,0 34,0 7 450
23 B 110,0 32.0 5.1 240
24 B 130,0 30,0 11,0 240
(x). B (41,7) (35,6) (8,0) (405)
25 2 19,0 71,0 9,8 4380
26 c 20,0 56,0 14,0 480
27 o 21,0 63,0 10,0 450
28 c 22,0 55,0 3,8 480
29 @ 22,0 44,0 4,0 450
30 C 23.0 45,0 4.1 450
(%) C (21;2) (55,7) (7,6) (465)
Média 140,4 61,7 8,3 428
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Quadro VI. Resultado das contagens microbioldgicas (CPP e CM) ,
de células somaticas (CMCS) e tempo de reducao (TRAM),
em amostras de leite pasteurizado tipo "B".

Amostras Marca CPP CM CMCS T RAM
No/mLx10°  No/mLx10° NO/mLx10% Min.

1 A 3,2 10,0 8,9 540
2 A 4,3 6,9 7 ;0 540
3 A 4.5 1.0 11;0 540
4 A 4,7 20,0 30,0 540
5 A 4,9 8.7 14,0 540
6 A 552 24,0 29,0 540
2 A 5,2 23,0. 28,0 540
8 A 5,4 6,5 5,7 540
9 A T 230 29.,0 540
10 A 19,0 8,7 28,0 480
1.1 A 20,0 8,6 18,0 510
12 A 22,0 8,6 12,0 510
13 A 23,0 10,0 33540 450
14 A 26,0 95 34,0 450
15 A 28,0 e 38,0 450
16 A 29,0 6,4 28,0 450
17 A 29,0 7,4 34,0 450
18 A 30,0 10,0 30,0 420
19 A 30,0 7.8 25,0 420
20 A 94,0 18,0 27,0 420
21 A 120,0 20,0 33,0 420
22 A 120 ;D 21,0 210 390
23 A 120,0 19,0 34,0 390
24 A 150,0 14,0 27,0 420
25 A 180,0 17,0 23,0 420
26 A 210,0 24,0 27,0 390
27 A 230,0 24,0 23,0 390
28 A 240,0 22,0 21,0 390
29 A 240,0 22,0 30,0 360
30 A 250,0 23,0 25;0 360
x A Th ;2 14,8 24,4 460




antes da pasteurizagao, verificando-se que o leite tipo "B" e
sensivelmente melhor que o tipo "Especial", apresentando uma
media de 1480000/mL contra 6170000/mL. Ao se visualisar a mesma
comparagao utilizando a contagem de microrganismos viaveis, em
bora em valores numéricos relativamente menores, 75000 e 140000
para o tipo "B" e "Especial", respectivamente, depara-se com a
mesma diferenca de qualidade em beneficio do leite tipo "B". Pe
las distintas marcas dentro do leite “Eépecial", referindo - se
a diferentes regioes, verifica-se claramente que a qualidade mi
crobioldgica do leite recebido pelas industrias B e C, é sensi
velmente melhor que a do recebido pela A.

Ainda, pela contagem microécépica, agora com respeito
ao numero de células somaticas, observa-se também grande varia
cao. Entretanto, sobressai a constatacao de que o nimero médio
destas para o leite "Especial" foi de 83000/mL, enguanto para
o tipo "B" foi quase trés vezes maior, de 244000/mL, fato esse
dificil de ser explicado, a nao ser pelas hipoteses de diferen
cas de manejo, a nivel de produgao e/ ou tecnologico.

O teste de reducao do azul de metileno mostrou-se pra
ticamente invariavel para o leite pasteurizado em geral, promo-
vendo a reducao do indicador com tempo médio superior a 7 ho

ras, oferecendo poucas informacoes.



CONCLUSOES

A analise dos resultados do presente trabalho, aliada a
nossa realidade nos setores de produgao, industrializagao e con
trole higiénico-sanitario do leite, possibilitou, pela avaliacao
do método de contagem microscopica, a obtencao das seguintes con
clusoes:

1.- O método de contagem microscopica correlacionou- se
muito bem com a contagem padrao em placas (r=0,89) e com o teste
de reducgao do azul de metileno (r= ~0,86), quando aplicado a lei

te cru,independentemente do seu tipo;

2.- 0 método de contagem microscopica mostrou-se atil
para a avaliacao da qualidade microbioldgica do leite cru, poden
do, portanto, ser utilizado rotineiramente para esse tipo de con
trole, tanto isoladamente como em conjunto com outros métodos ,

aplicado a qualquer tipo de leite;

3.- A contagem microscopica revelou-se util, também, no
fornecimento de informacoes adicionais importantes, como por

exemplo na detecgao de leite mastitico;

4,- Aplicada a amostras de leite pasteurizado, a conta-
gem microscopica,tal como foi realizada, promoveu uma indicagao

da qualidade microbioldgica pregressa desse tipo de leite.



RECOMENDACAO

Principalmente em fungéo da atual realidade brasileira,
e tendo em vista as qualidades do método de contagem microscopica,
os resultados do presente trabalho permitem recomendar a sua ado
cao para um eficiente controle de qualidade, a nivel de platafor
ma de recepcao de leite nas indistrias, podendo-se utilizd-lo de
modo preventivo,beneficiando,sobremaneira, a qualidade do produ

to comercializado nos aspectos tecnoldgico e de saude publica.



10‘

ll.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ABELE, C.A. 1945. The Methylene Blue Reduction test as a means
of estimating the bacterial content of milk, to determine
its suitability for pasteurization or as a basis for gra
ding. J. Milk Technol., 8: 67-79.

AMERICAN PUBLIC HEALTH ASSOCIATION (APHA). 1948. Standard Me
thods for the Examination of Dairy Products. 9th. Edition .
APHA e AOAC, New York e Washington, DC.

AMERICAM PUBLIC HEALTH ASSOCIATION (APHA). 1976. Compendium of
Methods for the Microbiological Examination. Washington,DC.

AMERICAN PUBLIC HEALTH ASSOCIATION (APHA). 1978. Standard Me
thods for the Examination of Dairy Products. 1l4th Edition .
Elmer H. Marth, PhD. Editor, NY.

ARANALDE, A.A. e cols. 1974. Ocorréncia de Staphylococcus coa-
gulase-positiva no leite cru da bacia leiteira de Pelotas ,
RS. Rev. C. Ci. Rur. Sta Maria., 4 (2): 155-158.

BABEL, F. J. e cols. 1955. The Standard Plate Count of Milk as
affected by the temperature of incubation. J. Dairy Science.
38: 499-503.

BARKWOCRTH,H. 1955. Relation betweem Methvlene Blue and Plate

Count and equivalent in keeping quality. Dairy Industries,
February: 123-126.

BARKWOORTH, H. 1959. Comparing two milk tests. Dairy Industri
es., May: 343-346. :

BLACKBURN, P.S.; LAING, C.M. & MALCON, D.F. 1955. A compari-
son of the diagnostic value of the total and differential
cell counts of bovine milk. J. Dairy Research., 22: 37-42.

BORTREE, A.L. & SPENCER, R.D. 1948. A combination of the resa
zurin and the microscopic count for the bacteriological
examination of milk. J. Milk Food Technool., 1ll: 255-268.

BRASIL. 1962. RIISPOA. Regulamento da Inspecao Industrial e Sa
nitaria dos Produtos de Origem Animal. DIPOA. M.A. (Aprova-
do pelo Decreto n? 30691 de 29/03/52 e alterado pelo Decre
to n@ 1255, de 25/06/62).




12.

13,

14.

15
le.
3 1S
18.
195
20.
.21.
22.

23,

24,

25

26.

BRASIL. 1977. Normas para Producao de Leite tipo "B". DILEI -
DIPOA. M.A. Publicada no D.0O.U. de 02/02/77, fls. 1395 e
1399,

BRASIL. MINISTERIO DA AGRICULTURA, SNDA. 1979. Padronizacao de
Técnicas de Analises Microbiologicas de Produtos de Origem
Animal. Ante-projeto. Informativo LANARA.

BRASIL. MINISTERIO DA AGRICULTURA, SNDA. 1981. Métodos anali-
ticos Oficiais para Controle de Produtos de Origem Animale
seus ingredientes. I. Metodos Microbiologicos. Brasilia ,
D.F.

BRASIL. MINISTERIO DA AGRICULTURA. Boletim Estatistico. 1981-
1982, SERPA-SP. 1983. DFA-SP. Servico de Inspecao de Produ
to Animal em Sao Paulo. '

BREW, J.D. 1920. The comparative accuracy of the direct Mi
croscopic and Agar Plate Count Methods in determining num-
bers of bacteria in milk. J. Dairy Science., ig: 304-319.

CASSEL, E.A. 1965. Rapid graphical method for estimating the
Precision of Direct Microscopic Data. Applied Microbiology,
13 (3): 293-296.

CHARLETT, S.M. 1954. An improved staining method for the Di
rect Microscopical Counting of bacteria in milk. Dairy 1In
dustries. August: 652-653.

CHARLETT, S.M. 1955. The Methylene 'Blue Reduction Test. Dairy
Industries. July: 576-579.

CLAIBORNE, F.B. & COX, K.E. 1951, The direct microscopic co
unt on preserved milk samples: an effective measure for
uniform State-Wide control. J. Milk Food Technol. 14: 105-
108.

DABBAH, R. & MOATS, W.A. 1966. Correlation between Standard
Plate Count and four Direct Microscopic Count procedures
for milk. J. Milk Food Technol. 29: 366-371l.

DABBAH, R.; TATINI, S.R. & OLSON JR., J.C. 1967. . Comparison
of methods for grading milk intended for manufacturing purnoses.
J. Milk Food Technol. 30: 71-76.

DABBAH, R.; MOATS, W.A. & OLSON JR., J.C. 1971. Evaluation of
production conditions of manafacturing-grade raw milk by
fieldmen ratings and by bacterial tests. J. Milk Food Tec-
nol. 34: 200-203.

DONNELLY, C.B.; HARRIS, E.K.; BLACK, L.A. & LEVIS, H.H. Sta
tistical analysis of Standard Plate Counts of milk samples
Split with State Laboratories. J. Milk Food Tecnhol. 23:
315-319,

DYETT, E.J. 1976. Summary of dye reduction tests in the dairy
industry. Dairy Industries. February: 49-51.

EGDELL, J.W. & BIRD, E.R. 1951. Bacteria in pasteurized milk.
The effect of bacteria in pure culture on keeping quality
and on reduction of Methylene blue dye. Dairy Industries

Egbruarz: 143-156.

73



27. FERREIRO, L. 1978. Agentes etioldgicos e terapéutica da masti
te bovina no Brasil. Arq. Fac. Vet. UFRGS, Porto Alegre,6:
77-88. -

28. FERREIRO, L.; SANTOS, E.C. dos & SILVA, N. da. 1981. Ocorrén-
cia e Etiologia da Mastite Bovina na "Zona da Mata" do Es
tado de Minas. Arg. Esc. Vet. UFMG, Belo Horizonte, 33(1):
31-37. T

29, FOSTER, E.M. e cols. 1965. Microbiologia de la Leche. México,
Df, Ed. Herrero.

30. FRAZIER, W.C. 1972. Microbiologia de los Alimentos. Zaragoza.
Editorial Acribia. (Espana).

3l. FRUIN, J.T. & CLARK JR., W.S. 1977. Plate count accuracy: Ana
lysts and Automatic Colony Counter versus a True Count. J.
Food Protection. 40 (8): 552-554.

32. GEHRIGER, G. 1980. Multiplication of bacteria in milk during
farm storage. In: Factors influencing the Dbacteriological
quality of raw milk. IDF. Doc. n? 120. Chapter 5: 22-24.

33. HARRIS, E.K.; THOMAS, R.C. & BLACK, L.A. 1956. A statistical
analysis of reduction times in relation to plate counts.J.
Milk Food Technol. 19: 243-247.

34, HARROP, M,H.V.; PEREIRA, L.J.G.; BRITO, J.R.F. & MELLO, A. M.
B. 1975. Incidéncia de mastite bovina na bacia leiteira da
zona do agreste meridional de Pernambuco. Pesq. Agrop.Bras.
Sér. Vet., 10: 65-67.

35. HARTLEY, J.C.; VEDAMUTHU, E.R. & REINBOLD, G.W. 1969. Bacte
riological methods for eveluation of raw milk quality. A
review. II. Bacterial tests used to measure milk gquality .
J. Milk Food Technol. 32: 4-15.

36. HEINEMANN, B. 1960. Factors affecting the Direct Microscopic
Clump Count of Nonfact Dry Milk. J. Dairy Science. 43:317-
328,

37. HUHN, S. e cols. 1980. Qualidade microbioldgica do leite cru
obtido por meio de ordenha manual e mecdnica e ao chegar a
plataforma. Rev. do ILCI'. Maio-Junho: 3-8.

38. HUHTANEN, C.N. e cols. 1972. A comparison of two and . _three
days incubation for enumerating raw milk bacteria. J. Milk
Food Technol. 35 (3): 136-140.

39. HUHTANEN, C.N. e cols. 1975. Temperature equilibration times
of plate count agar and a comparison of 50 versus 459C for
recovery of raw milk bacteria. J. Milk Food Technol. 38(5):
319=322.

40. INTERNATIONAL DAIRY FEDERATION (FIL-IDF). 1961. Annual Bulle-
tin, Part III. IDF Seminar 1960. "Keeping quality of milk".
Doc. n@ 5.



41,

42,

43.

44.

45,

46.

47.

48.

49.

50.

al.

52,

1

54,

D9

INTERNAT IONAL DATRY F'EDERATION (FIL-IDF). 1964. Annual Report
(Annual Report). Bulk collection of milk (Report of a Semi
nar held in Kield).

INTERNAT IONAL DAIRY FEDERATION (FIL-IDF). 1964. Part. V. The
coolding of milk on the farm (Doc. n? 20).

INI'ERNAT IONAL DAIRY FEDERATION (FIL-IDF). 1978. Somatic cells
in milk. Their significance and recomended methods for co
untig. Doc. 114.

INTERNATIONAL DAIRY FEDERATION. (FIL-IDF). 1981. Laboratory
Methods for use in mastitis work. (Doc. n® 132).

JENSKINS, H. 1941. A comparison of Microscopic and 32Q0-T-G- M
Agar Plate Counts on raw milk. J. Milk Technol. 4: 314-317.

JENNINSON, M.W. 1936. The relationship between the plate count
and direct microscopic count of E. cofi during logarithmic
growth  period at various temperatures. Thirty - seventh -an
nual meeting. Dairy Science Abstr. G-14: 11-12. N

JOERGENSEN, K. 1980. Bacteriological contamination from the
surface of the teat & udder. In: Factors influencing the
bacteriological quality of raw milk. IDF. Doc. n® 120.Chap
ter 3¢ 11=15.

JOHNS, C.K. 1945. Observations concerning the Methylene Blue
Reduction Test. J. Milk Technol. 8: 80-82.

JOHNS, C.K. 1954. Relation between reduction times and plate
counts of milk before and after pasteurization. J. Milk
' Food Technol. 17: 369-371.

JOHNS, C.K. 1959. Applications and limitations of quality
tests for milk and milk products. A review. J. Dairy Scien
"ce. 42 (10): 1625-1650.

JOHNS, C.K. 1971. Bacteriological testing of milk for regula-
tory purpuses -Usefulness of current procedures and recomen

dations for change. II. Bacteriological testing of raw
milk for regulatory purposes. J. Milk Food Technol. = 34:
173-180.

LA GRANGE, W.S. & NELSON, F.E. 1961. Bacteriological ' evalua
tion of manufacturing-grade bulk tank milk. J. Dairy Scien
ce. 44: 1440-1445.

LA GRANGE, W.S. 1971. Manufacturing milk quality a re-evalua-
tion. J. Milk Food Technol. 34: 249-255.

LANGENEGGER, J. e cols. 1970. Estudo da incidéncia da mastite
bovina na bacia leiteira do Rio de Janeiro. Pesd. Agrop.
"Bras. 5: 437-440.

LECHE: PRODUCION Y CONTROL. 1969. Wm. Clunie Harvey - Harry
Hill. Editorial Academia. Ledn. Espana.



56.

5?.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

LERCHE, M. Inspecion Veterinaria de la leche. 1969. Editorial
Acribia, Zaragoza. (Espana).

LEVINE, B.S. & BLACK, L.A. 1948. A comparative study of com
monly used staining procedures for the Direct Microscopic
Examination of milk. J. Milk Food Technol. 11: 139-148.

LEVINE, B.S. & BLACK, L.A. 1949. Direct microscopic clump co
unts of pasteurized milk by carbolated, Newman-Lampert n?
2, and the acid-and-water free methtlene blue staining pro
cedures. J. Milk Food Technol. 12: 69-75. -

LEVINE, B.S. 1950. Improving staining procedures in the ai
rect microscopic examination of milk. J. Milk Food Technol.
13: 321-329,

LEVOWITZ, D. & WEBER, M. 1956. An effective "Single solution"
stain. J. Milk Food Technol. 19: 121-128.

LEVOWITZ, D. 1957. An inguiry into the usefulnes of the Stan-
dard Methods Direct Microscopic Count. J. Milk Food Tech
nol. 20: 288-293.

LOPES, C.F.; SILVA FILHO, F.S. & PORTO, E. 1964. Contribuicao
para o estudo da redutase do leite, pelo emprego da resazu
rina e do azul de metileno. I., II., III. Bol. Ind. Animal.
22: 145-170. d

MACHADO, E.S.V. 1975. Flora dominante do leite cru e pasteuri
zado. Tese de Mestrado. FEAA - UNICAMP.

MALMANN, W.L.; BRYAN, C.S. & BATEN, W.D. 1944, A study of me
thods for the microscopic examination of raw milk with sug
gested improvements. J. Milk Food Technol. 7: 315-321.

MARTINS, A.F. 1942. Sobre o padrao bacterioldgico do leite em
Sao Paulo. Leite de granjas. Rev. do Inst. Adolpho Lutz.II
(2): 369-389.

MAXCY, R.B. 1971. Bacteriological testing of milk for regqula-
tory pruposes-Usefulnes of current procedures and recommen
dations for change. IV. Quality at the point of cdnsumB
tion. J. Milk Food Technol. 34: 264-267.

McKENZIE, D.A. 196l1l. A review of cell count and solids-not =
fat content of milk. Dairy Industries. March: 184-186.

MOATS, W.A. 1964. Staining bacteria in milk for direct micros
copic examination- A review. J. Milk Food Technol. 27:308-
310.

MOATS. W.A. 1972. A comparison of three staining methods for
direct microscopic counting of bacteria in milk. J. Milk.
Food Technol. 35 (8): 496-498.

MORGAN, M.E.; MAC LEOD, P. & ANDERSON, E.O. 1952. An improved
procedure for microscopic grading of milk intended for pas
teurization. J. Milk Food Technol. 15: 3-7.

76



11.

725

73.

74.

19

76.

77.

78,

79.

80.

81.

82,

83.

84.

85.

MORGAN, M.E, & MAC LEOD, P. 1953. A more critical sequential
procedure for microscopic crading of raw milk. J. Milk TFo
od Technol. 16: 228-231.

NADER FILHO, A. 1983. Prevaléncia da Mastite Bovina: Estudo
comparativo de métodos para_ sua deteccao e do comportamen-—
to de varios agentes etiologicos frente a prova de reducao
do azul de metileno. Tese de Doutoramento. FSP-USP.

NADER: FILHO, A.; SCHOCKEN-ITURRINO, R.P: & ROSSI,JR., O. D.
1983, Mastite subclinica em rebanhos produtores de leite
tipo B. Arqg. Bras. Med. Vet. Zoot. 35 (5): 621-630.

NEWMAN, R.W. 1952, The Smith 0,01 ml syringe in the microsco
pic grading of milk. J. Milk Food Technol. 15: 101-103.

OLIVEIRA, J.S. 1976. Qualidade microbiologica do leite. Rev.
do ILCT. julho-agosto: 15-20.

OLIVEIRA, J.S. & PARMELEE, C.E. 1976. Rapid enumeration of
psychrotrophic bacteria in raw and pasteurized mulk. il
Milk Food Technol. 39 (4): 269-272.

OLIVEIRA, J.S. & BORGES,S.F. 1983. Qualidade do leite pasteuri
zado. Higiene Alimentar. 2 (3): Set. 113-116.

OLSON JR..J.C.&BLACK,L.A. 1951. A comparative study of stains
proposed for the direct microscopic examination of milk,
J. Milk Food Technol. 14: 49-64.°

PALMER, J. 1980. Contamination of milk from the milking enviro
ment. International Dairy Federation. Chapter 4: 16-21.

PEARSON, J.K.L.; WRIGHT, C.L. & GREER, D.O. 1970. A study of
methods for stimating the cell content of bulk milk. J. Dai
ry Research. 37: 467-480.

PEDRAJA, R.C.R.; MENGELIS, A. & SMALL, E. 1963. Joint collabo-

rative study of Direct Microscopic Clump Count Method in
Dry Milks and its statistical considerations. J. Dairy

Science. 46: 810-818.

Qualidade higiénico-sanitaria do leite: medidas para melhora -
la. 1982. Consideracoes da Comissao Técnica instituida pela
Delegacia Federal de Agricultura-SP. 24/03/80. Higiene Ali-

‘mentar. 1 (1): abril. 48-50.

READ JR.,R.B.e cols. 1969. Effect of freezing raw milk on ‘Stan
dard Plate Count. J. Dairy Science. 52: 1720-1723.

READ JR., R.B. 1971. Bacteriological testing of milk for regu-
latory purposes-Usefulness of current procedures and Yeco
mendations for change. I. The problem. J. Milk Food Technol.
34: 172,

REINBOLD, G.W. 1971. Bacteriological testing of milk for regu-
latory purposes=Usefulness of current procedures and reco
mendations for change. III. Raw milk quality-Were do we go
from here. J. Milk Food Technol. 34: 260-263.

4



»i

B6.

87.

88.

89.

90.

al.

92.

93.

94,

95.

96.

97.

98.

99.

Report of the Committee on Applied Laboratory Methods. 1955,
1956, Relative merits of various tests for . determining
bacteriological quality of milk for pasteurization. J.
Milk Food Technol. 19: 7-12, o

ROGICK, F.A. & LOPES, C.P. 1968. Padronizacao do leite de con
sumo. B. Parte bacterioldgica. l. Contagem microscdpica de
bacterias. 2, Contagem de bactérias em placas, Bol, Ind.
Animal. 25: 267-277.

SCHONHERR, W. 1959. Manual pratico de analises de leche. Ed.
Acribia. 1959. Zaragoza (Espana).

SILVA, T.M.P, 1946, Redutase e emprego de resazurin nos
exames de leite. Rev., do Inst. Adolfo Lutz. II (2): 228~
234. "“

STEPHAN, O. & LEME, T.A. 1936. Pela producao do bom leite.Rev.
de Ind. Animal.'g (2): 49-90,.

SNEDECOR, G.W. 1966. Métodos estatisticos: aplicados a la in
vestigacion agricola e biologica. Comp. Editorial Continen
tal. Mexico. 22 ed. 626 p.

STRYNADKA, N.J. & THORNTON, H.R. 1937. The accuracy of the Di
rect Microscopic (Breed) Count of bacteria and leucocvtes
in milk., J. Dairy Science. 20 (1ll): 685-692,

THOMAS, S5.B. 1974, The microflora of bulk collected milk, Dai
" ry Industries. Part. 1. July: 237-240, Part. 2. August:
279-282. :

THOMAS, S.B. & THOMAS, B.F. 1974, The development of dye reduc

tion tests for the bacteriological grading of raw .milk.

" Dairy Industries. Jan-Feb.: 31-34., March: 59-62, April:113-
116.

THOMAS, S.B, & THOMAS, B,F. 1975, The bacteriological grading
of bulk collected milk. Historical Introducticon. Dairy In
“dustries, March: 84-85.

THOMAS, S.B. & THOMAS, B.F. 1975. The bacterioclogical grading
of bulk collected milk. The total colony count. Dairy In
" dustries, May: 176-179.

THOMAS, S.B. & THOMAS, B.F. 1975. The bactericlogical grading
of bulk collected milk. The direct microscopic count. Dai-
rv Industries, August: 292-294.

THORNER, R.M. & REMEIN, 0Q.R. 1961. Principles and Procedures
in the evaluation of screening for disease. Public Health
‘Monograph n® 67. (publication n® 846} US, Governmente Prin
ting Office 10. :

TOLLE, A. 1980. The microflora of the Udder., In: Internatio
nal Dairy Federation. Doc. 120. Chapter 2: 4-10.

78




100,

101.

102,

103.

104.

VILLAFANE, H.H.M. 1975. Aplicacdo de um método rapido para
contagem de microrganismos psicrotroficos no leite. ( Te
se de Mestrado). FLAA~UNICAMP. -

WAITE, R. & BLACKBURN, P.S. 1957. The chemical composition
and the cell count of milk. J. bairy Research. 24: 328-
339, -

WILSON, G.S. 1935. The bacteriological grading of milk. Med.
Regsearch Council, London (Special rept. n? 206) HMSO.

WILSON: G.S5. 1950, The bacteriological grading of milk. The
plate count., Dairy Industries. July: 729-730, August:829-
835, Sept: 926-927.

WILSON, G.S. 1950. The bacteriological grading of milk. Me
thylene blue reduction test. Dairy Industries.  October:
1043-1044, November: 1166-1167.

79



APENDICE

RESULTADOS INDIVIDUAIS DAS ANALISES REALIZ ADAS

l.Leite Procedente do Estabulo Leiteiro da FCAVJ/UNESP. (Especial)

N Tog.NoMo./ml Log.NeMo. /ril Loqg.NQCél.Som. /ml T. de Reducao (min)
cep* Ccm* CMCS* T RAM*
1 Sl 6,13 5,56 240
2 5,21 5,55 5,74 330
3 4,89 5,74 5,58 360
4 536 572 5,69 330
5 5,24 5,83 5,65 330
6 7,26 671 6,18, 90
7 5,19 5,43 5,50 450
8 5,76 5 .17 5,74 270
9 7,12 7,01 5,58 60
10 5,98 5,88 5,79 330
| 6,93 6,25 5,78 150
12 7,09 6,71 5,64 90
13 5,42 5,49 5,60 360
14 6,98 6,60 - 6,02 90
15 7,06 7,18 6,02 30
16 5,29 5,61 5,38 330
17 5,68 5,66 5,49 330
18 6,07 Sy 11 5,51 300
19 6,87 6,44 . 5,92 120
20 6,39 6,06 5,76 150
21 5,95 557 54553 300
22 6,64 6,30 5,79 120
23 6,16 6,35 5,86 90
24 5,98 5,78 5,74 270
25 5,83 5,96 5. 57 300
26 6,35 6,10 5,65 210
27 6,46 6,11 5,59 210
28 6,05 5,96 557 270
29 6,26 6,07 5,69 270
30 6,83 6,59 582 60
31 6,92 6,74 5,77 60
32 5,94 5,99 5,69 270
33 5. 15 5,92 5,54 270
34 6,39 6,18 5,75 150
35 6,19 6,09 5,71 180
36 6,24 6,05 5,79 240
37 6,16 6,01 5,76 240
38 5,19 5,61 5,78 330
39 5,16 5,48 5,74 330
40 5,35 5,76 5.73 330
41 5,46 5,83 5,73 330
42 5,65 5,79 5,67 270
43 6,06 6,03 521 210
A 4,50 5,49 5,50 360
45 6,52 6,32 5,51 60
46 5,69 5,90 5,57 300
47 5,05 5,68 5,75 360
48 5,67 6,03 5,79 240
49 5,99 6,09 5,64 180
50 6,61 6,43 5,70 60
51 5,99 5,62 5.25 300
52 6,05 5,80 5.5 300
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4,94
7,26

7,24

4,76
4,86
4,95
4,97
5,05
4,89
4,57
4,45
6,92
7,06
6,79
6,63
7,09
7,17
4,51
4,63
5,52
5,61
5,28
5,33
4,99
4,88
6.11
6,22
6,58
6,62
5,58
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5,89
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5,49
5,99
6,14
4,97
5,23
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6,72
6,75
6,74
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5,16
5,08
6,04
5,12
5,34
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5,73
5,43
5,96
5,68
5,97
5,65
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6,19
5,24

5,57 .

6,57
6,68
6,73
6,84

5,29
5,47
5,56
5,44
5,41
5,44
5,83
5,82
5,54
5,48
5,35
5,44
5,47
5,54
5,49
5,30
5,70
5,68
5,38
5,68
5,77
5,82
5,12
5,42
5,49
5,62
5,39
5,43
5,33
5,46
5,66
5,66
5,74
5,77
5,38
5,10
5,47
5,60
5,63
5,39
5,72
5,66
5,06
5,28
5,75
5,83
5,90
5,69

330
300
330
360
330
360

60

60
330
360
360
330
330
360
420
420

60

60

60

60

30

30
420
420
330
330
330
330
360
390
180
150

60

60
330
330
210
330
210
330
180
180
420
390

o0

60

40

60

2.Leite Procedente de Plataforma de Recepgao

de Posto de Resfriamento

(=AW S SOV V.

6,83
7,51
6,74
7,80
6,96
6,89

81

6,21
5,76
6,20
5,73
6,51
5,88

360
60
15

150

210

150
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6,56
6,40
6,47
6,74
6,24
6,18
6,67
6,34
6,36
6,28
5,93
6,13
6,16
6,57
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7,81
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7,09
5,80
6,09
6,59
6,42
6,27
6,61
6,70
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6,18
6,10
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6,26
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6,43
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6,47
6,24
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6,82
6,72
6,28
5,98
6,38
6,30
6,75
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7,27
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5,96
6,72
6,55
6,28
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7,45
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5,46
5,40
5,96
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5,58
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5,50
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6,43
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5,10
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5,86
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5,80
5,58
5,86
5,62
5,40
5,50
5,58
5,10
6,07
5,73
5,58
5,73
5,95
5,71
6,10
5,88
6,01

210
210
150
90
240
180
180
240
360
390
330
420
240
150
270
15
120
60
120
120
240
330
90
150
270
240
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330
330
330
390
120
390
120
330
120
180
240
300
120
30
90
15
150
180
360
360
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60
60
240
210
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300
15
30
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5,58
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90
60
50
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30
180
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15
90
150
15
60
180
300
30
20
g0
60
120
270
120
90
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90
60
30
90
40
60
30
15
20
150
80
90

3.Leite Tipo "B" procedente de Plat.de Recep

.de Ind.de Lacticinios
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5,81
5,81
5,81
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4,89
4,89
4,97
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5,22
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5,99
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5,95
5,59
5,84
5,61
5,31
5,57
5,44
5,50
6,28
6,31
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5,66
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5,44
5,36
5,27
5,53
5,65
5,66
6,43
5,61
5,62
5,78
5,74
5,38
5,31
5,59
5,64
6,57
6,59
5,82
5,85
5,81
5,89
5,77
5,79
5,70
5,62
5,72
5,7
5,69
5,64
5,55
5,48
5,47
5,42
5,51
5,44
5,36
5,31
6,67

84

5,98
5,89
6,15

. 6,18

5,68
5,70
5,79
5,64
5,62
5,74
6,36
6,31
5,90
5,72
6,20
6,03
5,97
5,91
5,65
5,57
5,97
5,94
6,00
5,87
5,90
6,31
6,30
5,93
5,87
5,53
5,44
5,82
5,78
6,08
6,13
5,86
5,83

5,95

5,92
5,53
5,61
6,09
5,95
5,87
5,81
5,93
5,84
6,12
6,06
5,93
5,86
5,66
5,53
5,74
5,64
6,11

330
330
450
450
330
330
210
180
300
300
300
300
360
360
330
330
330
330
390
390
390
390
330
330
240
300
300
360
360
450
450
330
330

30

30
210
210
210
210
240
240
390
390
300
300
330
330
420
420
420
420
480
480
390
390

90

Continua...




Continuagao...

69 6,48 6,65 6,09 90
70 5,62 5465 5405 360
71 5,59 5559 5,72 360
72 5,44 5,46 5,92 330
73 5,56 5,42 5,79 330
74 6,60 6,84 6,10 90
75 6,60 6,80 6,09 90
76 6,60 6,76 6,09 150
77 6,60 6,71 6,13 150
78 4,54 5,62 5,74 450
79 4,72 5,53 5,64 450
80 4,62 5,68 6,11 390
81 4,75 5,61 6,06 390
82 5,94 6,01 6,05 210
83 5,97 5,97 6,00 210
84 6,44 6,50 6,00 60
85 6,43 6,47 5,97 60
86 5470 5,92 5,95 270
87 5,67 5,88 5,93 270
88 5,69 5,84 5,91 270
89 5;72 5,87 5,93 270
90 5,76 5,96 6,27 360
91 5,78 6,00 6,29 360
92 4,78 94,53 5,91 420
93 4,75 5,49 5,89 420
94 4,49 5,33 5,83 420
95 4,45 5:17 5418 420
96 5,83 5;98 5,86 360
97 5,80 : 9,97 5,82 360
98 5,50 5,66 6,07 360
99 5,46 5,60 5,99 360
100 5,66 5,68 5,93 360
101 5559 5,64 5,85 360
102 6,48 6,50 6,24 90
103 6,50 6,53 6,15 90
104 6,02 5:95 3533 150
105 6,08 6,01 5,57 150
106 5,72 5,99 6,06 360
107 5,71 5,96 6,03 360
108 5,50 5,94 6,22 360
109 5,43 5,87 6,19 360
110 5,85 5,96 6,05 330
111 5,83 5,92 6,00 330
112 7,00 7,13 5,98 30
113 7,00 7,10 5,97 30
114 5,68 5,72 5,66 330
115 5,71 5475 5,62 330
Mo. = Microrganismos. *CPP = Contagem Padrao em Placas. *CM = Conta-
gem Microscopica de Microrganismos. - *CMCS = Contagem Microscopica

de Células Somaticas. *TRAM = Teste de Redugao do Azul de Metileno.
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