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RESUMO

Validacao do Sistema CBTest para avaliagao da qualidade microbiolégica de
colostro

O colostro bovino de boa qualidade é essencial para garantir o desenvolvimento
saudavel de bezerros através da transferéncia de imunidade passiva bem sucedida.
Existe forte correlagcdo entre a contaminag&o do colostro por microrganismos e a falha na
transferéncia de imunidade passiva. Isso devido a possibilidade das bactérias se ligarem
a macromoléculas de proteinas, como as imunoglobulinas, tornando-as indisponiveis para
absorgao no intestino do bezerro. Portanto, medir a qualidade microbiolégica do colostro &
tdo importante quanto quantificar a quantidade de imunoglobulinas. O objetivo deste
estudo foi validar o Sistema CBTest, um método de mensuragédo da carga microbiana no
colostro bovino, com os resultados obtidos através da metodologia de avaliagao
referéncia. As amostras (n = 20) foram coletadas em quatro diferentes areas do estado de
S&o Paulo, Brasil, sendo metade de colostro fresco e a outra metade de colostro
congelado. A principal diferengca entre os métodos utilizados para a avaliagdo da
qualidade microbiolégica foi o diluente utilizado, sendo agua destilada para o método
referéncia e solugdo salina (0,9%) para o Sistema CBTest. Os resultados das placas
foram analisados por contagem visual e inteligéncia artificial, e essas diferengas também
foram avaliadas. A maioria das placas apresentou valores de Contagem Bacteriana Total
(CBT) acima de 300 mil UFC/mL. Para avaliagdo estatistica foi utilizado diagrama de
disperséo e considerados os valores de CBT e logaritmo de CBT (logCBT). A comparagao
entre os métodos pelos valores de logCBT resultou em coeficiente de determinagdo R? =
0,815, indicando uma correlagdo consideravel e possibilitando a validagao deste sistema.
Provavelmente o numero restrito de amostras avaliadas e a alta carga microbiana foram
fatores limitantes para uma correlagdo maior. A contagem através da inteligéncia artificial
mostrou-se muito eficiente (R*> = 0,915 para CBT e R? = 0,975 para logCBT)
principalmente para valores de CBT proximos do limite aceitavel por estar dentro da
janela de leitura ideal do algoritmo.

Palavras-chave: colostro bovino, qualidade do colostro, qualidade



ABSTRACT

Agreement analysis between CBTest System and golden standard method for
evaluation of colostrum microbiological quality

The good quality of bovine colostrum is essential to guarantee a calf's healthy
development by having a successful passive immune transfer. There is a correlation
between colostrum contamination with microorganisms and the failure of passive immune
transfer, due to the possibility of bacterias bonding with macromolecules of protein such as
immunoglobulins, becoming unavailable for absorption in calf's gut. For that reason,
measuring the colostrum microbiological quality is such important as quantifying the
amount of immunoglobulins. The objective of this study was to validate CBTest System, a
method of measuring the microbial load in bovine colostrum, comparing the results with
the golden standard values acquired from the same specimens. The samples (n=20) were
collected in four different areas of Sao Paulo, Brazil, being half from fresh colostrum, and
other half from frozen ones. The main difference between chosen methods was the
sample diluent, distilled water for the golden standard and saline solution (0,9%) for
CBTest System. The plates results were analyzed by visual counting and artificial
intelligence, and those difference were also measured. The majority of plates showed
Total Bacterial Count (TBC) values above 300 thousand CFU/mL. For statistical evaluation
were used a scatter diagram and values of TBC and logarithm TBC (logTBC). The
comparison between both methods using logTBC resulted in determination coefficient R? =
0,815, indicating a considerable correlation enabling the validation of this system. Probably
the restricted number of samples evaluated and the high microbial load were limiting
factors to a higher correlation. The artificial intelligence count was very efficient (R* =
0,915 for TBC and R? = 0,975 for logTBC) especially for values of total bacterial count
close to the acceptable limit, for being within the ideal reading window of the algorithm.

Keywords: bovine colostrum, colostrum quality, microbiological quality
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1 INTRODUGAO

Durante a gestacdo, ruminantes ndo conseguem transferir imunoglobulinas para
seus fetos através da placenta, e isso faz com que os recém-nascidos sejam totalmente
dependentes do colostro, que fornecera os anticorpos necessarios para a sobrevivéncia e
saude nas primeiras semanas de vida do animal (TIZARD in YANAKA et al., 2012).
Assim, o colostro torna-se essencial para o bom desenvolvimento dos bezerros,
principalmente devido a Transferéncia de Imunidade Passiva (TIP) que permite que o
animal tenha anticorpos circulante para se defender dos desafios até que seu sistema
imune esteja maduro.

O sucesso da TIP depende de fatores como a qualidade do colostro (quantidade de
imunoglobulinas nele presente e grau de contaminag&o por bactérias) e o volume a ser
fornecido e o intervalo de tempo em que o fornecimento deve ocorrer, referente a janela
de absor¢cdo das moléculas de imunoglobulina (BITTAR et al.,, 2018). A qualidade
nutricional do colostro pode variar de acordo com a ragca do animal, a alimentagao no pre-
parto, o sistema imunologico da matriz — uma vez que a exposi¢cao da vaca a ambientes
com patdégenos antes da gestagdo, pode contribuir para a formacado de anticorpos, o
volume de colostro produzido, o numero de lactagcbes da vaca, a duragdo do periodo
seco, a imunizagdo dos animais preé-parto, entre outros fatores (BITTAR et al., 2018;
DONOVAN et al., 1986).

A contaminagdo microbiana do colostro pode torna-lo inadequado para o
fornecimento, visto que as bactérias podem diminuir a absorcdo intestinal de
macromoléculas como as imunoglobulinas (JAMES et al., 1981). Consequentemente,
podera influenciar negativamente a imunidade que o recém-nascido desenvolvera,
aumentando as chances deste animal ter um sistema imunologico deficiente, o que pode
gerar maiores custos com medicamentos.

A quantidade de imunoglobulinas pode ser mensurada indiretamente através de um
colostrdbmetro, que relaciona a densidade do colostro com a quantidade de
imunoglobulinas presentes; ou utilizando um refratbmetro de Brix, que correlaciona a
quantidade de imunoglobulinas com solidos soluveis, e esta por sua vez com a
porcentagem em Brix (FLEENOR e STOTT, 1980; BIELMANN et al., 2010; BITTAR e
PAULA, 2014).

Como a boa qualidade do colostro € indispensavel e ha correlagcdo desta com a
presencga de bactérias contaminantes, a avaliagdo da qualidade microbiolégica na prépria
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fazenda pode auxiliar no controle da qualidade e na tomada de decisdo quanto ao uso do
colostro devido a sua classificagdo. Assim, o presente estudo teve por objetivo avaliar a
concordancia do método de analise CBTest, que pode ser realizado em fazendas, com o
meétodo padréo laboratorial para a avaliagdo da qualidade microbiolégica do colostro de

vacas leiteiras.
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2 REVISAO

Os ruminantes possuem placenta do tipo sindesmocorial, que ndo possibilita a
troca sanguinea materno-fetal. Assim, ndo ha transferéncia de imunoglobulinas maternas
para o feto no periodo pré-natal. O primeiro contato do neonato com estas proteinas sera
na ingestao do colostro, e por isso a colostragem de alta qualidade nas primeiras horas de
vida é de extrema importancia (FEITOSA, 1999; BITTAR et al., 2018).

2.1 Colostrogénese

O colostro € uma secregédo lactea que se acumula nas glandulas mamarias da vaca
durante as ultimas semanas de gestacdo, e € o primeiro liquido a ser ordenhado apds o
parto. Sua produgéo €& estimulada por horménios lactogénicos ainda no periodo seco e
interrompida na hora do parto. E composto por imunoglobulinas (lg), citocinas, leucdcitos
maternos, fatores de crescimento, hormoénios, fatores antimicrobianos inespecificos e
nutrientes. As imunoglobulinas atuam como fontes imediatas de anticorpos, enquanto as
citocinas e os leucdcitos auxiliam no desenvolvimento e aumentam a rapidez da resposta
imunolégica a antigenos (BARRINGTON e PARISH, 2001; CHASE et al, 2008;
GODDEN, 2008).

Além dos anticorpos, a ingestdo de colostro nas primeiras horas de vida fornecera
ao neonato nutrientes fundamentais para sua sobrevivéncia. O alto teor de lipideos é a
principal fonte de energia e atua na produgédo e manutengao de calor, a lactose atua como
aporte energético e as demais proteinas auxiliam na absor¢do de nutrientes e
desenvolvimento do trato gastrointestinal (SANTOS et al., 2017).

As concentracbes destes componentes no colostro de primeira ordenha variam
entre os animais de acordo com diversos fatores. Godden (2008) relata que as
caracteristicas do colostro se alteram ao decorrer das ordenhas, e que em até 6 ordenhas
€ possivel obter o leite com os atributos desejaveis para a comercializagao.

2.2 Qualidade do colostro

Os bezerros nascem muito mais susceptiveis a adquirir doencas e infeccdes
(BARRINGTON e PARISH, 2001). Para garantir transferéncia de anticorpos adequada
aos bezerros recém nascidos e possibilitar que estes tenham bom desenvolvimento e

desempenho, € imprescindivel a utilizacdo de colostros de alta qualidade. A classificagao
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da qualidade de um colostro pode ser referente a quantidade de Ig nele presente ou

quanto a presenga de microrganismos nao desejaveis.

2.2.1 Concentragao de imunoglobulinas

A determinagao da quantidade de Ig pode ser realizada utilizando um colostrémetro
ou um refratbmetro de Brix, optico ou digital. O colostrometro é um hidrémetro que mede
a densidade do colostro, a qual tem relagao direta com a quantidade de Ig presente. Seus
resultados podem ser afetados pela temperatura do colostro no momento da mensuragao
e sdo expressos em miligramas por litro, sendo classificado como de alta qualidade
quando a leitura é superior a 50 mg de Ig/mL (FLEENOR e STOTT, 1980).

O refratbmetro de Brix é utilizado para medir o teor de sacarose em liquidos.
Contudo, na auséncia de sacarose existe uma alta correlagcdo entre a porcentagem de
Brix e o teor de sdlidos totais. Essa porcentagem de Brix, por sua vez, pode ser associada
com a concentragcdo de imunoglobulina G (IgG) do colostro. Os resultados sao expressos
em porcentagem e o colostro é classificado como de alta qualidade — concentragcéo de
IgG superior a 50 mg/mL - quando a leitura no refratdmetro € 22% de Brix (BIELMANN et
al., 2010; BITTAR e PAULA, 2014).

Tabela 1: Tipos de equipamento para avaliacdo da qualidade do colostro quanto a

concentrag&o de imunoglobulinas.

Equipamento Método Classificagao
Relacao entre a Alta qualidade > 50 mg de lg/mL
Colostrometro quantidade de Ig e Moderado 20 - 50 mg de Ig/mL

densidade do colostro  Baixa qualidade < 20 mg de lg/mL

Relagéo entre Brix e
teor de 1gG presente no Alta qualidade > 22% de Brix
colostro

Refratbmetro de
Brix

2.2.2 Qualidade microbiolégica

A qualidade microbiolégica do colostro pode ser mensurada através da Contagem
Bacteriana Total (CBT) em placas especificas, de acordo com o método referéncia para
inspecdes de produtos lacteos (Standard Methods for the Examination of Dairy Products -
APHA, 1992). Os resultados sao expressos em Unidades Formadoras de Col6nia (UFC)
por mililitro de colostro.

Valores para CBT de até 50.000 UFC/mL de colostro classificam a amostra como
sendo de 6tima qualidade, entre 50.000 e 100.000 UFC/mL de boa qualidade e ainda
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aceitaveis. Os valores acima de 100.000 UFC/mL sao classificados como baixa qualidade
e ja ndo sao recomendados para a ingestao por bezerros, pois com o aumento da carga
microbiana n&o ha garantia do sucesso da Transferéncia de Imunidade Passiva (TIP)
(GODDEN, 2008; SANTOS et al., 2017; JAMES et al., 1981).

Segundo Guzman-Carazo et al. (2020), além da presenga de microrganismos
indesejaveis no colostro diminuirem a absor¢cdo de IgG, eles aumentam o risco de
contaminagdo por patogenos. Esta redugcdo ocorre, pois, as bactérias presentes no
colostro se ligam com as Ig livres presentes no lumen intestinal, ou bloqueiam a absorgéo
e transporte das mesmas pelas células do epitélio intestinal (JAMES et al., 1981;
STEWART et al., 2005; GODDEN, 2008).

2.3 Transferéncia de Imunidade Passiva

Além dos fatores nutricionais, o colostro ira fornecer ao recém-nascido anticorpos
através da TIP. Apesar de temporaria, ela garante um aporte de anticorpos necessarios
para o animal nas primeiras semanas de vida, até que ele desenvolva seu sistema
imunologico. A Falha de Transferéncia de Imunidade Passiva (FTIP) esta relacionada com
maior susceptibilidade a enfermidades, menor produtividade individual e taxas de
mortalidade mais elevadas, que por sua vez resultam em perdas econdmicas (McGUIRK
e COLLINS, 2004).

O sucesso da TIP depende basicamente da concentragdo de Ig presentes no
colostro, do volume que sera ingerido, da qualidade microbiolégica do colostro e da
eficiéncia de absor¢cdo dos anticorpos pelo trato gastrointestinal do animal (FEITOSA,
1999; BITTAR et al., 2018).

A concentracdo de Ig presente no colostro e o volume total ingerido, via mamadeira
ou sonda esofagica, podem ser controlados antes do fornecimento. Segundo Godden
(2008), a qualidade microbiologica do colostro afeta na eficiéncia de absorcdo dos
anticorpos, e portanto demanda atengcdo. Quando comprometida, devem ser tomadas
medidas relacionadas a sanidade dos equipamentos e utensilios usados entre a ordenha

e o fornecimento.

2.4 Contaminagao por microrganismos
A contaminacdo do colostro por microrganismos pode ocorrer ainda nas glandulas
mamarias, ao entrar em contato com patdégenos presentes neste meio, ou entdo ocorrer

durante sua manipulagdo e armazenamento (SANTOS et al., 2017). No segundo caso, a
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contaminagao pode ocorrer quando o colostro entra em contato com os equipamentos de
ordenha, recipientes de coleta, utensilios usados no fornecimento, armazenagem, e
descongelamento, que carecem de cuidados com a higiene ou n&o possuem locais
adequados para serem mantidos.

Segundo Stewart et al (2005), a contaminagédo ocorre principalmente no segundo
cenario exposto, hipotese comprovada em um estudo onde amostras de colostro
coletadas direto no teto do animal apds assepsia foram comparadas com amostras
coletadas de um balde apés ordenha. Os valores de CBT encontrados nas amostras do
teto foram baixos, diferente dos valores das amostras do mesmo colostro coletadas
diretamente no balde.

Gelsinger et al. (2015) relataram uma relacédo entre o tratamento térmico de
colostro e o aumento da absorgdo de IgG, que supostamente esta associada a
desnaturacao das bactérias nele presentes.

Um estudo comparou a eficiéncia de absorgao de Ig de acordo com os niveis de
IgG no soro apos 24 horas do fornecimento de dois tratamentos, sendo um colostro cru, e
0 outro colostro pasteurizado. As demais variaveis como quantidade de Ig no colostro,
volume e tempo entre nascimento e ingestdo foram iguais para ambas situagdes, sendo a
unica diferenca atrelada a presencga ou ndo de bactérias. Os animais alimentados com
colostro pasteurizado tiveram maiores taxas de eficiéncia de absorgédo de IgG (GODDEN,
2008).

Diversos autores citam, ainda, que o0s microrganismos presentes no colostro
podem ser prejudiciais a saude do animal recém-nascido uma vez que, desprovido de
sistema imunologico maduro, estara exposto a todos os patdgenos ali presentes. Entre os
microrganismos que podem ser transmitidos através do colostro estdo os agentes causais
de importantes doengas que acometem bezerros como diarreia (Salmonella spp. e
Escherichia coli), pneumonia (Mycoplasma spp.) e tuberculose (Mycobacterium bovis)
(STEWART et al., 2005).

Portanto, mesmo que o colostro apresente alta concentracdo de Ig e seja
classificado como de alta qualidade, a contaminag&o microbioldgica pode n&o sé diminuir
a quantidade de anticorpos absorvidos efetivamente, como infectar animais em
vulnerabilidade. Assim, é essencial o0 monitoramento da carga microbiana presente na
secrecao lactea para garantir sucesso na TIP, diminuir a ocorréncia de patologias entre os

neonatos e assegurar um bom desenvolvimento do animal.
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Vinte amostras de colostro (n = 10 frescas e n = 10 congeladas) foram coletadas

em quatro locais distintos que tiveram o nome abreviado para manter a privacidade

(Tabela 2) e processadas entre setembro e dezembro de 2020. As vacas eram da raga

holandesa, e estavam alojadas em sistema Free Stall, composto ou em pasto no periodo

que antecedeu o parto, e tinham acesso irrestrito a agua e alimento.

3.1 Locais de coleta

Das vinte amostras de colostro de primeira ordenha, doze foram coletadas no

Departamento de Zootecnia da ESALQ/USP, em Piracicaba, Sdo Paulo, sendo dez

provenientes de alojamento a pasto e duas provenientes do Free Stall. As demais

amostras foram coletadas em duas fazendas comerciais: trés na BB, em Piracicaba, Sdo

Paulo, e cinco na FT, em Sao Pedro, Sao Paulo.

Tabela 2: Local, tipo e data de coleta das amostras.

Tipo de Amostra

Data de Coleta

Amostras Local de Coleta

1 Pasto

2 Pasto

3 Pasto

4 BB

5 Free Stall
6 Pasto

7 Pasto

8 Pasto

9 BB

10 Pasto
11 Pasto
12 Pasto
13 BB

14 Pasto
15 Free Stall
16 FT

17 FT

18 FT

19 FT

20 FT

Congelada
Fresca
Fresca
Fresca

Congelada

Congelada

Congelada

Congelada

Congelada

Congelada
Fresca

Congelada
Fresca
Fresca
Fresca
Fresca
Fresca
Fresca

Congelada

Congelada

25/09/20
02/10/20
13/10/20
15/10/20
18/10/20
18/10/20
19/10/20
21/10/20
22/10/20
25/10/20
31/10/20
08/11/20
10/11/20
14/11/20
16/11/20
19/11/20
19/11/20
23/11/20
04/11/20
03/11/20

3.2 Coleta de amostras

A amostragem foi realizada de forma padronizada para ambos métodos de

avaliagdo — Padr&do Ouro (PO) ou CBTest, em até 2 horas apds a ordenha. O colostro foi
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ordenhado mecanicamente dentro de um balde higienizado e com tampa. Apds a

homogeneizagdo, o colostro foi coletado em tubo tipo Falcon estéril previamente

identificado (Figura 1).

LAl 2

C

Figura 1: Homogeneizacéo e coleta do colostro recém ordenhado.

Tomou-se nota do volume total ordenhado utilizando uma jarra graduada
higienizada, e do Brix através de um refratdmetro 6tico. Apds a coleta, decidiu-se se a
amostra seria manuseada em sequéncia, sendo rotulada como amostra fresca, ou
congelada para avaliagéo posterior.

As amostras congeladas permaneceram de 3 a 30 dias em freezer convencional, e
o descongelamento foi realizado em banho-maria com temperatura maxima controlada de
50 °C, mimetizando o que o produtor realiza quando faz uso de colostro do banco. Apds
finalizada esta fase, as amostras foram diluidas, inoculadas e incubadas do mesmo modo
que as amostras frescas, de acordo com cada método de avaliacdo. Vale ressaltar que
todas as amostras foram avaliadas por ambas metodologias, PO e sistema CBTest. Todo
o processo desde a coleta até contagem das amostras foi realizado em superficies
previamente higienizadas com alcool 70% e o operador utilizando luvas descartaveis.

3.3 Padrao Ouro

As etapas do PO foram realizadas de acordo com as indicagdes nos métodos
padrbées para inspecgdes de produtos lacteos (Standard Methods for the Examination of
Dairy Products - APHA, 1992).
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A diluicdo seriada foi realizada com agua destilada conforme a Figura 2, com
auxilio de uma pipeta automatica de volume ajustavel (Eppendorf® Research, Alemanha)
e ponteiras estéreis descartaveis.

Apds a homogeneizagdo da amostra coletada, 1 mL de colostro foi pipetado e
adicionado em um tubo Falcon (A) contendo 9 mL de agua destilada, totalizando 10 mL
de solucdo (concentragdo atingida de 107). O tubo A foi invertido 20 vezes para
uniformizar a solugéo e, em seguida, 1 mL do tubo A foi pipetado e despejado no tubo B,
que ja continha 9 mL de agua destilada, totalizando 10 mL de solugdo (concentragao
atingida de 102). O tubo B também foi homogeneizado e esse processo se repetiu mais
duas vezes até o tubo D conter uma solugdo de 10 mL, com concentragdo de colostro
equivalente a 10,

PADRAO OURO
1mL

Colostro

A B C D

Figura 2: Esquema da diluicdo seriada em 4 etapas seguindo a metodologia do
padrao ouro. O diluente utilizado foi agua destilada e em cada tubo Falcon foi adicionado

9 mL de diluente antes da diluig&o.

Para a inoculacdo, 1 mL de colostro diluido a 10™ (tubo D) foi pipetado e despejado
no centro de uma placa propria para Contagem Bacteriana Total (CompactDry®TC, Nissui
Pharmaceutical Co. LTD., Jap&o) previamente identificada. A mesma amostra foi
inoculada em duas placas, duplicata 1 e 2, e o conteudo incubado de ambas foi
proveniente do tubo D (Figura 3).
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Figura 3: Equipamentos utilizados para a diluigdo e inoculagcdo de uma amostra de

colostro pelo padrao ouro.

As placas foram incubadas por 48 horas em uma estufa BOD (TE-391, Tecnal
Equipamentos Cientificos, Brasil), com temperatura controlada de 36 °C com variagao de
+ 1 °C (Figura 4).

Figura 4: Placas na incubadora BOD em dois estagios: 24 horas de incubagéo

(placas a esquerda) e 0 horas de incubagao (placas a direita).

Apés esse periodo, a leitura dos resultados se deu através da Contagem Visual
(CV) de UFC. Essa contagem foi feita em cima de uma superficie plana, com fundo
branco e boa iluminagédo (Figura 5). Cada placa foi contada 4 vezes e a média das

contagens foi utilizada como valor final de UFC para cada placa.
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Figura 5: A mesma placa (PO A9-1) apdés o periodo de incubagdo, antes (a
esquerda) e depois da contagem com auxilio de uma caneta de ponta fina (a direita).

Para calcular os valores de CBT referentes a cada placa, foi realizado o calculo
abaixo, que considera a taxa de diluicdo da amostra de 10™:

n2 UFC x 10.000

CBT (mil UFC/mL) = ————

3.4 CBTest

Para a diluicao, inoculacao, incubacao e leitura dos resultados pelo método CBTest
foram seguidas as recomendagdes do pacote tecnoldgico proposto pela OnFarm, Brasil.
Os procedimentos foram realizados no interior do mini laboratério SmartLab (OnFarm,
Brasil), conforme ilustrado na Figura 6.
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Figura 6: Etapas de diluigdo e inoculagéo pelo sistema CBTest foram realizadas no
interior do mini laboratério SmarLab (a esquerda) com auxilio do kit CBTest (a direita)
contendo tubos Falcon e ampola com solugdo salina (0,9%) para a diluicdo, pipeta

Pasteur descartavel, placas préprias para calculo da CBT e suporte para tubos.

A diluigdo em sequéncia foi realizada com solugao salina a concentragéo de 0,9%
(Figura 7), e realizada com auxilio de uma pipeta Pasteur descartavel graduada com
volume de 1 mL, que compunha o Kit.

A amostra coletada foi homogeneizada e, com auxilio da pipeta descartavel, 1 mL
de colostro foi mensurado e adicionado em um tubo Falcon (1) contendo 10 mL de
solucdo salina, totalizando 11 mL de solugdo (concentragdo atingida de 9.117™"). O tubo 1
foi invertido 20 vezes para uniformizar a solugdo e, em seguida, 1 mL dele foi pipetado e
despejado no tubo 2, que ja continha 10 mL do diluente. O tubo 2 entao ficou com volume
de 11 mL e concentragdo de 8.112. Por fim, o tubo 2 foi homogeneizado e 1 mL da
solugao foi pipetado e despejado no tubo 3, que ficou com volume final de 11 mL e

concentracéo de 7.117,
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Colostro

1 2 3

Figura 7: Esquema da diluicdo seriada em 3 etapas do CBTest. O diluente utilizado
foi solugao salina a concentragao de 0,9% e em cada tubo Falcon foi adicionado 10 mL de
diluente antes da dilui¢ao.

A inoculagéao foi realizada com auxilio da pipeta, onde 1 mL da solugéo foi sugado
do tubo 3 e despejado no centro de uma placa prépria para Contagem Bacteriana Total
(CompactDry®TC, Nissui Pharmaceutical Co. LTD., Japdo) previamente identificada. Este
passo se repetiu para ambas duplicatas.

Em seguida, foi adicionado na tampa de cada placa um adesivo de identificagao
por QR code (Figura 8). As placas inoculadas pelo sistema CBTest foram entéo inseridas
no sistema da empresa via aplicativo préprio intitulado OnFarmApp (desenvolvido pela
OnFarm Locacgao e Suporte de Maquinas e Equipamentos Ltda).

Uma vez identificadas e inseridas no sistema, estas placas foram incubadas na
estufa microbioloégica acoplada ao mini laboratério SmartLab, programada para manter a
temperatura em 36 °C * 1° C e permaneceram por 48 horas até o momento da leitura.

E

1k
500060920

Figura 8: Placa identificada com o QR code (a esquerda) e placas no interior da
estufa microbioldgica na parte inferior do SmartLab (a direita).
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A leitura dos resultados das placas inoculadas pelo sistema CBTest foi realizada
através de dois métodos, sendo eles a contagem visual — conforme realizada no método
PO, e contagem automatica pelo OnFarmApp, utilizando modelo de aprendizagem
profunda por redes neurais artificiais (I1A).

Para a execucéao da leitura utilizando o aplicativo, as placas foram posicionadas no
suporte para placas fornecido junto com o SmartLab, com fundo branco e em local bem
iluminado. Foi feita, entéo, a leitura do QR code para identificacdo da placa, tirou-se uma
foto e foi selecionada a opgédo para contagem de colbnias “automatico”. Apds o
processamento, foi obtido o numero de colénias e valor de CBTest, equivalente a CBT,

em mil UFC/mL, calculados por IA para a placa em questao.

Ajuda: Guia de Cores 0 'r‘-a"’.li }-‘a, ﬁ’ ?m(
Contagem de colonias

£ /-
v = ————— B
 [Beeee—

Suporte para leitura do teste

S
NO
Colonias

rens 24 (D (.nFarmtm

Figura 9: Captura da tela do aplicativo apos fazer a leitura da placa (OF A15-2)

utilizando A para deteccéo de UFC e calculo do CBTest (a esquerda) e a mesma placa

480 Diluicdo 3 -

no suporte para leitura do teste.

3.5 Validagao do método CBTest
Os dois métodos de calculo de CBT foram comparados a fim de se obter a
validagao do sistema CBTest. Para isso, os dados de CBT obtidos pelo método PO foram

calculados considerando os valores de UFC médios provenientes de 4 contagens visuais,
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e a CBT calculada de acordo com a férmula especificada acima (item 3.3). Para o
CBTest, foram considerados os valores de CBT fornecidos no aplicativo, calculados pela
IA. Os valores de CBT foram transformados em logio, obtendo-se a logCBT, dada em
(log1o x UFC/mL), e entdo comparados quando a concordancia.

3.6 Validagao da IA na contagem de UFC

Para esta validagao foram utilizadas apenas as placas do método CBTest, onde
cada placa foi lida por CV e IA, e o calculo da CBT pela CV seguiu a formula especificada
no item 3.3. Os valores de CBT contabilizados pelos dois métodos de contagem foram

transformados em log1o € a logCBT foi entdo comparada.

3.7 Analise estatistica dos resultados

Para analise dos resultados foram criados graficos de dispersdo e elaboradas
curvas de regressédo atraves de planilha do Excel, para comparar relagdo entre os valores
obtidos para os métodos Padrdo Ouro e CBTest, e entre a contagem visual de UFC e a
contagem utilizando IA. Foi calculado também o coeficiente de determinac&o, para

analisar a variancia dos dados explicada por um modelo linear

4 RESULTADOS E DISCUSSOES

Os dados referentes ao volume total da ordenha e o Brix de cada amostra estao
representados na Tabela 3. A producdo média na primeira ordenha foi de 4,9 litros e o
valor médio do Brix foi de 26,9%.
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Tabela 3: Local de coleta, Classificagdo do animal, volume total, valores e
classificagdo do Brix das amostras utilizadas. Para classificacdo do Brix, valores = 22%
sdo considerados de alta qualidade (verde) e < 22% de baixa qualidade (rosa).

Amostra Animal Local Volume (L) | Brix (%)
1 Novilha Pasto 4,50 21
2 Vaca Pasto 3,50 23,5
3 Novilha Pasto 5,25 30
4 Vaca BB 7,90 21
5 Vaca Free Stall 13,90 28
6 Vaca Pasto 8,00 25
7 Vaca Pasto 2,35 30
8 Vaca Pasto 7,00 30
9 Vaca BB 4,00 29
10 Vaca Pasto 0,90 30
11 Novilha Pasto 5,85 18
12 Vaca Pasto 1,80 26
13 Vaca BB 9,10 30
14 Vaca Pasto 5,00 30
15 Vaca Free Stall 4,90 30
16 Novilha FT 2,50 30
17 Vaca FT 4,80 22
18 Vaca FT 1,20 26
19 Vaca FT 5,00 30
20 Novilha FT 1,50 29

Apenas 3 amostras apresentaram valores de Brix inferiores a 22%, sendo
classificadas como colostro de baixa qualidade quanto a concentragdo de Ig. Estes
valores podem ser associados a novilhas nuliparas ou primiparas (amostra 1 e 11), ou
devido ao elevado volume de colostro produzido (amostra 4).

De modo geral, a CBT calculada pelo PO é numericamente mais elevada do que os
valores adquiridos pelo método CBTest (Figura 10). A CBT média do Padr&o Ouro foi de
2.917 mil UFC/mL, enquanto para o CBTest foi equivalente a 503 mil UFC/mL.
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Valores de CBT adquiridos pelos métodos CBTest e
PAdrao Ouro

14000.00
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0.00 JJJJJJJJJ,,JJJJJJJJ_._.__JJ__JJJJ_,  mms.
Amostras

Valores de CBT
(mil UFC/mL

Padrao Ouro (mil UFC/mL) B CBTest (mil UFC/mL)

Figura 10: Valores de CBT (mil UFC/mL) calculados pelos métodos CBTest e
Padrao Ouro.

A maioria dos valores de CBT determinados via CV e utilizando |IA ficaram acima
do limite aceitavel de 100 mil UFC/mL, estabelecido pelo Standard Methods for the
Examination of Dairy Products (APHA, 1992). Assim, com a finalidade de distinguir as
amostras com valores superiores a 100 mil UFC/mL por niveis de contaminagdo, os
valores de CBT foram divididos em grupos e categorizados de acordo com seus valores.

Tabela 4: Categorizagao dos valores de CBT por cor.

Verde <100 mil UFC/mL

Amarelo 101 < 200 mil UFC/mL
Rosa 201 < 300 mil UFC/mL
Roxo = 301 mil UFC/mL

Como exemplificado na Tabela 2, o maior numero de amostras (10 de um total de
20) foi coletado no local denominado Pasto. Dessas amostras, apenas 20% das placas
obtiveram valores dentro do limite aceitavel para CBT, tanto pelo PO quanto pelo CBTest,
e para a CV ou IA. Para os valores de CBT acima de 200 mil UFC/mL houve divergéncia
entre os resultados adquiridos tanto entre os métodos de calculo da CBT quanto entre os
meios de contagem de UFC (apenas para as placas do CBTest).
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Tabela 5: Valores de CBT das amostras coletadas no local denominado como

Pasto, para ambos métodos de analise: Padrao Ouro e CBTest.

Contagem Visual

IA (OnFarmApp)

ID Placa CBT (mil UFC/mL) CBTest (mil UFC/mL)
PO A1-1 200,65 -
PO A1-2 193,99 -
OF A1-1 277,18 360,4
OFA1-2 281,17 438,9
PO A2-1 222,28 -
PO A2-2 210,63 -
OF A2-1 542,38 356,4
OF A2-2 522,08 417,6
PO A3-1 781,63 -
PO A3-2 901,75 -
OF A3-1 1593,87 1404,5
OF A3-2 1756,59 14351
PO A6-1 29,61 -
PO A6-2 25,29 -
OF A6-1 121,12 114,4
OF A6-2 116,46 115,7
PO A7-1 195,99 -
PO A7-2 229,26 -
OF A7-1 584,97 590,5
OF A7-2 573,33 4921
PO A8-1 190,33 -
PO A8-2 197,99 -
OF A8-1 613,92 565,3
OF A8-2 563,35 562,6
PO A10-1 1562,59 -
PO A10-2 1755,59 -
OF A10-1 1451,23 806
OF A10-2 1172,94 972,2
PO A11-1 90,18 -
PO A11-2 87,18 -
OF A11-1 145,08 142,30
OF A11-2 173,36 176,90
PO A12-1 1096,41 -
PO A12-2 1042,84 -
OF A12-1 7,99 5,3
OF A12-2 5,32 5,3
PO A14-1 397,30 -
PO A14-2 381,33 -
OF A14-1 44,59 39,9
OF A14-2 49,91 41,2
Média 509,74 452,13
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As duas amostras coletadas no local denominado Free Stall apresentaram valores
de CBT acima do limite aceitavel, sendo superiores a 201 mil UFC/mL para o método PO
e superiores a 301 mil UFC/mL pelo CBTest. As propor¢des para ambos meios de
contagem de UFC foram iguais para o ultimo método.

O elevado indice de contaminagdo microbiolégica nas amostras coletadas na
Esalg/USP, tanto em alojamento a Pasto quanto Free Stall podem ser relacionadas a
higienizacdo dos equipamentos e utensilios usados para a ordenha, uma vez que 0s
animais foram ordenhados no mesmo sistema.

Quando notou-se que os valores de CBT para estas amostras muito acima do
aceitavel, foi adotado um novo protocolo para limpeza dos baldes e mangueiras utilizados
para ordenha e amostragem, o que resultou na diminuicdo dos valores de CBT para
algumas amostras.

Tabela 6: Valores de CBT das amostras coletadas no Free Stall, para ambos
meétodos de analise: Padrdo Ouro e CBTest.

Contagem Visual | IA (OnFarmApp)

ID Placa | CBT (mil UFC/mL) Cﬁ:g?;‘(f)‘"
PO A5-1 833,87 -
PO A5-2 717,74 ;
OF A5-1 841,52 828,6
OF A5-2 828,77 703,6
PO A15-1 214,96 -
PO A15-2 263,54 -
OF A15-1 716,74 742,1
OF A15-2 693,12 638,4

Média 638,78 728,17

As trés amostras coletadas na fazenda comercial BB apresentaram valores de CBT
superiores a 301 mil UFC/mL, independente do método ou meio de contagem de UFC
utilizados (Tabela 7).

O tempo médio entre a ordenha do colostro e a coleta das amostras nesta fazenda
foi entre 1 a 2 horas. Neste intervalo, o colostro ficou em um balde com tampa em local
nao refrigerado. Os fatores tempo e refrigeracdo podem ter contribuido na proliferacéo de

microrganismos, que por sua vez resultou em altos valores de CBT.
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Tabela 7: Valores de CBT das amostras coletadas na fazenda comercial BB, para
ambos métodos de analise: Padrao Ouro e CBTest.

Contagem Visual IA (OnFarmApp)

ID Placa | CBT (mil UFC/mL) Cﬁ:gi(l_")“'
PO A4-1 456,87 -

PO A4-2 536,39 -

OF A4-1 566,12 395

OF A4-2 625,57 912,4
PO A9-1 487,81 -

PO A9-2 487,15 -

OF A9-1 1543,29 1702,4
OF A9-2 1225,85 1065,3
PO A13-1 471,84 -
PO A13-2 466,85 -
OF A13-1 796,94 597,2
OF A13-2 790,95 626,4

Média 704,63 883,12

Na outra fazenda comercial, intitulada FT, foram coletadas cinco amostras de
colostro. Houve divergéncia dos valores de CBT encontrados tanto entre os métodos PO
e CBTest, quanto entre os meios de contagem de UFC. Nas placas onde se utilizou a
metodologia PO, apenas 2 placas obtiveram valores dentro dos limites aceitaveis,
enquanto a maioria das placas (60%) resultou em CBT acima de 301 mil UFC/mL.

Ja pelo CBTest, apenas uma das placas (10%) analisadas através da CV estava
abaixo do limite, enquanto que 50% (5 placas) apresentaram valores superiores a 301 mil
UFC/mL. Das placas que tiveram a CBT calculadas por IA, 60% obtiveram valores abaixo
ou iguais a 100 mil UFC/mL.

Esta foi a localidade mais distante do laboratério, e o intervalo de tempo entre a
ordenha e congelamento ou processamento das amostras sdo fatores que afetam o
desenvolvimento de microrganismos. Contudo, as coletas em tubo Falcon esterilizados
foram realizadas minutos apos a ordenha e estes foram mantidos refrigerados, o que
explica os valores numéricos médios de CBT préximos a 350 mil UFC/mL para os
métodos PO e CBTest, com excegcdo da amostra 16 (Tabela 8). A CBT média pelo
meétodo PO foi de 1.951 mil C/mL e do CBTest de 318 mil UFC/mL, mas desconsiderando

a amostra 16 esses valores caem para 375 mil UFC/mL e 63 mil UFC/mL,
respectivamente.
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Tabela 8: Valores de CBT das amostras coletadas na fazenda comercial

denominada FT, para ambos métodos de analise: Padrao Ouro e CBTest.

Contagem Visual IA (OnFarmApp)

ID Placa | CBT (mil UFC/mL) | CBTest (mil UFC/mL)
PO A16-1 6312,50 -
PO A16-2 6695,00 -
OF A16-1 10840,00 1259,50
OF A16-2 9183,33 1413,80
PO A17-1 300,00 -
PO A17-2 250,00 -
OF A17-1 172,50 25,30
OF A17-2 355,00 43,90
PO A18-1 100,00 -
PO A18-2 90,00 -
OF A18-1 105,00 20,00
OF A18-2 130,00 30,60
PO A19-1 397,50 -
PO A19-2 310,00 -
OF A19-1 1222,50 134,30
OF A19-2 1720,00 191,50
PO A20-1 370,00 -
PO A20-2 172,50 -
OF A20-1 100,00 27,90
OF A20-2 205,00 30,60

Média 1951,54 317,74

4.1 Comparacao entre métodos

Os valores de CBT pelo PO foram majoritariamente altos, com apenas duas placas
provenientes da mesma amostra (18) com valores dentro dos aceitaveis, o que representa
5% do total. Foram 3 as placas com valores entre 201 e 300 mil UFC/mL e 33 com
valores superiores a 301 mil UFC/mL (82,5%), sendo o valor médio de CBT para as

placas acima deste limite equivalente a 3.600 mil UFC/mL.
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2 (< 100 mil
UFC/mL)

2 (101 <200
mil UFC/mL)
3
(201 <300
mil UFC/mL)
33
(> 301 mil

UFC/mL)

Figura 11: Classificagao da CBT calculada pelo método Padrdo Ouro. Os numeros
indicam a quantidade de placas com valores de CBT em cada categoria, e estas estao

indicadas entre paréntesis.

As placas resultantes do CBTest apresentaram classificagdes melhores, onde 10
atingiram CBT inferior a 100 mil UFC/mL e 6, CBT entre 101 e 200 mil UFC/mL. Assim,
40% das placas processadas por este método teve CBT inferior a 200 mil UFC/mL. Sao
24 as placas com CBT superiores a 301 mil UFC/mL, e o valor de CBT médio calculado

para esta categoria equivale 804 mil UFC/mL.

10
(< 100 mil
UFC/mL)
24
(> 301 mil
UFC/mL) 6
(101 < 200
mil UFC/mL)

Figura 12: Classificagdo da CBT calculada pelo método CBTest. Os numeros
indicam a quantidade de placas com valores de CBT em cada categoria, e estas estao

indicadas entre paréntesis.

Entretanto, quando comparado os valores de logCBT em um diagrama de
dispersao, a concordancia entre os dois métodos € evidenciada (figura 13). A correlagéo
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entre os métodos Padrédo Ouro e CBTest € consideravel para o conjunto de amostras

avaliado (R? = 0,815), indicando que o sistema avaliado pode ser validado.

Comparacgao da logCBT entre os métodos CBTest e Padrao

Ouro
35
y =0.8747x - 0.2319
—_ R2=0.815
—E' 3.0
O
WD 25
O _
b E
O x 20
o
15
1.0
1.0 15 2.0 25 3.0 35 4.0 45

Padrao Ouro
(log10 x mil UFC/mL)

Figura 13: Diagrama de dispers&o dos valores de logCBT pelos métodos CBTest e

Padrao Ouro.

Contudo, algumas ressalvas fazem-se necessarias. O numero de amostras (n=20)
utilizado neste estudo foi baixo e a maioria das placas apresentou carga microbiana muito
superiores ao limite aceitavel (Figuras 14 e 15). Ademais, foram feitas 3 diluicbes pelo
método CBTest e 4 pelo método Padr&o Ouro, fator que também influencia nos resultados
e deve ser considerado.

A comparacgao entre os valores de CBT sugere erroneamente que os métodos nao
possuem correlagdo, mas usualmente para analises microbiologicas sao utilizados valores

em logaritmo, que neste estudo indicou correlagéo consideravel.
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Figura 14: Placas com alta carga microbiana. Método Padrédo Ouro na parte
superior, da esquerda para a direita: amostra 10 duplicata 2 (CBT = 13.190 mil UFC/mL),
amostra 12 duplicata 1 (CBT = 7.835 mil UFC/mL) e amostra 16 duplicata 2 (CBT = 6.695
mil UFC/mL). Método CBTest na parte inferior, da esquerda para a direita: amostra 3
duplicata 2 (CBT = 1.435,1 mil UFC/mL), amostra 9 duplicata 1 (CBT = 1.702,4 mil
UFC/mL) e amostra 16 duplicata 2 (CBT = 1.413,8 mil UFC/mL).
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Figura 15: Placas contaminadas que apresentaram mudanga na coloragéo e

colbnias de fungos.

4.2 Comparacao entre os métodos de contagem

Para a quantificagdo de UFC nas placas foram considerados a CV e a contagem

automatica através da IA. Visando validar o sistema de leitura utilizado pelo aplicativo

OnFarmApp, foi feito um diagrama de dispersdo considerando os valores de CBTest

fornecidos pela IA e os valores de CBT calculados através da CV.

Foram analisados os valores de CBT (Figura 16) e logCBT (Figura 17) dos dois

métodos utilizados. O alto valor do coeficiente de determinacéo (R?) em ambos diagramas

indicam que os dados calculados pela IA possuem elevada de correlacdo com a CV,

91,5% e 97,5%, respectivamente, validando este sistema.

CBT via Inteligéncia Artificial
(mil UFC/mL)

Comparacgao dos valores de CBT vialA e CV

1800.00 y =0,116x + 24,541
1600.00 ¢ R=0915
1400.00
1200.00
1000.00
800.00
600.00
400.00
200.00

0.00
0.00 2000.00 4000.00 6000.00 8000.00 10000.00 12000.00 14000.00

CBT via Contagem Visual
(mil UFC/mL)

Figura 16: Diagrama de dispersao de dados da contagem visual e inteligéncia artificial
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utilizando os valores da CBT.

Comparacgao dos valores de logCBT via IA e CV
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(log4p * mil UFC/mL)

Figura 17: Diagrama de dispersdo de dados da contagem visual e inteligéncia
artificial utilizando os valores da logCBT.

Nota-se na Figura 16 que a correlagédo entre os valores mais baixos de CBT (até
200 mil UFC/mL para IA e até 2000 mil UFC/mL para CV) é ainda maior, estando mais
proximos a linha de tendéncia, enquanto numeros maiores se distanciam um pouco mais
da mesma.

Isso pode ser explicado devido a IA funcionar com uma faixa ideal de contagem,
que vai de 10 a 300 colénias. O algoritmo calcula um erro de contagem toleravel,
admitindo cerca de 8% de variacdo para CBT préximas ao limite aceitavel e dentro da
faixa ideal. Valores muito elevados influem no erro exponencialmente, aumentando a

diferenca entre os dados calculados via CV e IA.

5 CONSIDERAGOES FINAIS

Os resultados de Contagem Bacteriana Total obtidos através do método Padrao
Ouro foram, em sua maioria, superiores aos do sistema CBTest. A alteragdo do diluente,
o numero de diluigdes e a alta carga microbiana influenciaram na variagdo em escala dos

valores obtidos.



37

O sistema CBTest e o0 método Padrdo Ouro apresentaram, contudo, concordancia
consideravel nas condi¢cbes deste estudo (R2 = 0,815 para comparagdes entre logCBT),
validando este método. O baixo numero de amostras e a alta carga bacteriana na maioria
delas podem ter sido responsaveis por limitar essa correlagdo. O cuidado com a higiene
dos locais e utensilios de coleta mostraram-se essenciais e proporcionalmente
relacionados com altos valores de CBT.

A replicacdo da mesma metodologia em escala maior pode clarificar as correlagdes
entre os métodos avaliados, garantindo maior assertividade nas analises. Sugere-se que,
em estudos futuros, um protocolo padronizado de limpeza de sistema de ordenha seja
adotado, uma vez que a alta carga microbiana nas amostras dificultou analises entre os
diferentes métodos de calculo de CBT avaliados.

A contagem de UFC pelo aplicativo do sistema CBTest mostrou-se condizente com
a contagem visual, sendo ainda mais eficiente para amostras com baixa carga

microbiana.
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