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Abstract

The present study aimed to check for changes in the microbiological quality of milk in natura during the
process of obtaining and after cooling ,analyzing the action of teatcups as potential sources of contamination.
We analyzed 120 samples of milk samples and teatcupscollected in different periods from a dairy farm located in
Auriflama, Sao Paulo State, Brazil. Microbiological analyses were carried out in accordance with the rules in force for
determination of microorganisms in food and equipment. It was observed a high number of
Staphylococcus aureus (76.6% of the samples). In 53.33% it was found coliform contamination by total coliforms,
35% by thermotolerantcoliforms and Escherichia coli. No samples presented Sa/monella contamination. In the milk
collected after cooling, in March, it was observed high mesophilic aerobic counts. Staphylococcus aureus and
thermotolerants Coliforms were present in all samples analyzed. E. coli was isolated in samples of March and April.
On the evaluation of swabs of teatcups , It was found E. coli and S. aureus. It is concluded and that the milk shall be

*Para citar este articulo: Scabin KEM, Kozusny-Andreani DI, Frias DFR. 2012. Qualidade microbioldégica do leite in natura durante o
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collected from hygienic way, associated with mastitis control programs and hygiene equipment, mainly at the time
of greatest rainfall,once the number of microorganisms increases and the refrigeration does not improve the quality
of the product, it just keeps it.
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Resumen

El estudio actual tiene el propdsito de verificar los cambios en la calidad microbiologica natural de la leche durante el
proceso de ordefio y después de refrigerada, analizando la accion de las tazas como fuente potencial de contaminacion.
Analizamos 120 muestras de leche y las tazas recolectadas en diferentes momentos en una finca lechera en Auriflama,
estado de Sao Paulo en Brasil. Los analisis microbioldgicos se llevaron a cabo siguiendo las reglas vigentes para
determinar los microorganismos en los alimentos y en los equipos. Se encontraron una gran cantidad de estafilococos
aureus (76.6% de las muestras). Se encontré contaminacién con coliformes en un 53,33%, y en 35% con coliformes
termotolerantes y Escherichia coli. No se encontrd contaminacion con salmonela en ninguna de las muestras. En la
leche que fue recogida despues de refrigerarse, en marzo, se observaron altos niveles de mesofilicos aerobicos. Habia
presencia de Staphylococcus aureus y coliformes termotolerantes en las muestras analizadas. Se aislo el E. coli de
las muestras de Marzo y abril. Al evaluar las muestras de copitos de algodon tomado de las tasas, se encontraron
E. coliy S. aureus. En conclusion la leche se tiene que recolectar de la forma mas higuiénica posible, asociada con
programas de control de la mastitis y equipos de higuiene, principalmente durante los periodos muy lluviosos, y el
nimero de microorganismos se aumenta y la refrigeracion no mejora la calidad del producto, sino que simplemente,

la mantiene.
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Resumo

O Presente trabalho teve como objetivo verificar as alteragdes na qualidade microbioldgica do leite in natura durante
o processo de obtencdo e apos refrigeragdo analisando a agdo das teteiras como potenciais fontes de contaminacao.
Foram analisadas 120 amostras de leite e swabs de teteiras coletados em diferentes periodos provenientes de uma
granja leiteira localizada em Auriflama, Estado de Sdo Paulo, Brasil. No leite em processo de obtencdo as contagens
de microrganismos aerdbios mesoéfilos no més de margo foi alta. Os meses de margo e abril apresentaram elevadas
contagens de Staphylococcus aureus (coagulase positiva) em 76,6% das amostras. Em 53,33% encontrou-se
contaminag¢do por coliformes totais, 35% por coliformes termotolerantes e por E.coli. Nenhuma amostra apresentou
contaminagdo por Salmonella. No leite coletado apos refrigeragdo, no més de margo, constatou-se contagens de
aerébios mesofilos elevadas. Staphylococcus aureus, coliformes totais e termotolerantes estiveram presentes em
todas as amostras analisadas. Escherichia coli foi isolada nas amostras de marco e abril. Na avaliacdo dos swabs de
teteiras, encontrou-se E. coli e S. aureus. Conclui-se que o leite deve ser coletado de maneira higiénica, associado a
programas de controle de mastite e higiene de equipamentos, principalmente na época de maior indice pluviométrico

pois o numero de microrganismos aumenta e a refrigeracdo nao melhora a qualidade do produto, apenas a mantém.

Palavras chave

Escherichia coli, leite, mastite, Staphylococcus aureus, teteiras.
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Introducao

O sistema agro-industrial do leite, devido a sua
enorme participagdo no contexto social, ¢ um dos mais
importantes do pais. A atividade ¢ praticada em todo o
territorio nacional em mais de um milhao de propriedades
rurais e, somente na producdo primdria, gera inimeros
empregos ¢ agrega valores a produgdo agropecuaria
nacional. Nos ultimos anos, trés fatores marcaram o setor
leiteiro nacional: o aumento da producdo, a reducdo do
numero de produtores e o decréscimo do valor agregado
ao produto pago aos produtores®.

Em 2010, o Brasil produziu 30.715 bilhdes de litros
de leite, sendo que aproximadamente, 31,7% deste
volume era de leite ndo inspecionado’. O destino deste
leite ¢ o mercado informal, onde o produto pode ser
vendido diretamente ao consumidor (in natura) ou ser
comercializado na forma de derivados produzidos por
pequenos laticinios. A venda informal ¢ uma importante
alternativa de comercializagdo para o pequeno produtor,
que encontra uma demanda bem estabelecida no pais?.
Entretanto, esta forma de comercializacao, além de
proibida’, gera problemas como a concorréncia desleal
com laticinios recolhedores de impostos e elevacdao dos
riscos a saude do consumidor?’.

Como o leite ¢ um produto que esta presente na
alimentacao de individuos de todas as idades e classes
sociais destacando-se, principalmente na dieta de criangas
e idosos, a higiene na obten¢do e o controle de qualidade
do leite e derivados devem ser feitos com critério visando
assegurar a sua inocuidade, pois com a carga microbiana
elevada ja no momento da coleta, o resultado sera um
leite de baixa qualidade®.

No Brasil, o leite in natura apresenta, em geral, uma alta
contagem de aerdbios mesofilos e coliformes, indicando
deficiéncia na higiene de produgdo®. O ntimero de
microrganismos ¢ um reflexo da qualidade do leite, das
condigdes de ordenha e armazenamento do produto®.

Por sua composi¢do quimica, o leite ¢ um alimento de
extremo valor na dieta humana, mas pela mesma razao,
constitui-se em excelente substrato para o crescimento
de grande diversidade de microrganismos heterdtrofos
que, como o homem, utilizam os principios nutritivos
presentes nesse alimento para sua sobrevivéncia. A
atividade de alguns microrganismos também pode
ser benéfica para o homem, visto que eles participam

ativamente das mudancas fisicas, quimicas e
organolépticas do leite durante a fabricacdo de diversos
produtos lacteos. Por outro lado, a atividade microbiana
incontrolavel ¢ prejudicial e leva a alteragdo deste,
tornando-o inadequado para o consumo. Em outros
casos, 0s microrganismos patogénicos presentes no leite
podem causar graves problemas a saide humana®. Para
reduzir este problema utiliza-se a pratica do resfriamento
do leite a temperaturas abaixo de 5 °C em poucas horas
apoés sua obtencao e manutengao desta temperatura até o
processamento’.

A contaminagdo do leite pode ocorrer nas zonas
inferiores do interior do ubere, e quando o produto ¢
extraido também fica exposto a multiplas contaminagdes
externas (do animal, do ar, da agua e dos utensilios
utilizados durante sua coleta). Desta forma a saude da
glandula mamaria, a higiene da ordenha, o ambiente em
que a vaca fica alojada e os procedimentos de limpeza do
equipamento ordenha sdo fatores que afetam diretamente
a qualidade do leite cru. Atualmente a contaminacao de
maior relevancia € a dos utensilios da granja leiteira
(ordenhadeiras, tanques, cisternas transportadoras,
tubulagdes e silos). Adicionalmente sdo também
importantes a temperatura e o periodo de armazenagem
do leite, uma vez que estes dois fatores estdo diretamente
ligados com a multiplicagdo dos microrganismos, por
isso, € necessario que o leite chegue a industria o mais
rapido possivel e com temperatura de refrigeragdo
proxima a 4 °C%.

A qualidade microbiologica do leite ndo indica apenas a
saude da glandula mamaria, mas também as condicdes
gerais de manejo e higiene adotados na fazenda e
industrias processadoras. Esse aspecto microbiologico
de maneira geral interfere na qualidade industrial do leite
e derivados®’. Além disso, esta diretamente relacionado
a vida util dos produtos lacteos, ao desenvolvimento de
sabores indesejaveis no produto e, em menor escala, a
diminui¢do no rendimento industrial®®.

Mundialmente, industria leiteira atravessa um periodo
de intensas transformac¢des em sua estrutura®.
Recentemente, o Ministério de Agricultura, Pecudria
¢ Abastecimento criou a Instrucdo Normativa n° 51,
que estabelece o Regulamento Técnico de Produgao,
Identidade e Qualidade do Leite de Tipo A, Tipo B, Tipo
C e Leite Cru Refrigerado visando atender a demanda
dos consumidores por qualidade e seguranca alimentar,
porém a oferta de leite de boa qualidade exige uma série
de medidas de controle em todas as etapas da cadeia.
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de produgao’,’’. Por isso, o presente trabalho objetivou
avaliar leite in natura no momento de sua obtencao e
apos refrigeragdo e também a condi¢do higiénica das
teteiras utilizadas durante a ordenha mecanica, com a
finalidade de verificar se existe alteracdo na qualidade
microbioldgica do produto durante o processo de
obtencdo até a refrigeracdo, e se as teteiras atuam como
potenciais fontes de contaminagao do produto final.

Material e metodos

O trabalho foi realizado no Laboratorio de Microbiologia
da Universidade Camilo Castelo Branco, Campus de
Fernanddpolis, Sdo Paulo. Foram empregadas, para
analise da qualidade microbiologica amostras de
leite cru (in natura) e para verificagdo da higiene dos
equipamentos, foram colhidos swabs de teteiras.

Amostragem de leite

As amostras de leite cru foram obtidas em uma granja
leiteira do municipio de Auriflama, Sdo Paulo. Os animais
utilizados no experimento eram mantidos em piquetes e
conduzidos ao curral apenas no momento da ordenha.
A obtengdo do leite era realizada mecanicamente e o
mesmo resfriado imediatamente em tanque de expansao
proprio.

Aselecao dos animais se deu de forma casualizada. Foram
realizadas 4 amostragens em diferentes periodos (margo
a junho), totalizando 30 amostras por amostragem.

O leite foi colhido de todos os quartos mamarios.
ApoOs a retirada e descarte dos primeiros jatos de leite,
foi realizada uma cuidadosa anti-sepsia dos tetos com
solucdo de Iodo e posterior secagem com papel toalha
descartavel. Em seguida, foi realizada a desinfeccao da
extremidade posterior do teto e esfincter do teto com
algodao embebido em dalcool a 70% (v/v). Os jatos de
leite foram colhidos diretamente em frascos estéreis com
rosca. As amostras do tanque de expansdo também foram
colhidas no mesmo tipo de frasco. Todas as amostras
de leite cru (in natura e resfriado) foram identificadas,
colocadas em caixas isotérmicas com gelo e encaminhadas
imediatamente ao laboratorio para processamento.

Coleta de swabs de teteiras

Visando verificar a higiene das teteiras swabs foram
coletados. Ap0s colheita das amostras os swabs foram

depositados em tubos de ensaio contendo meio Stuart
e conservados em caixas isotérmicas contendo gelo
sendo mantidas refrigeradas até o momento da andlise
microbiologica.

Analises microbiologicas

Para realizagdo das analises microbiologicas os meios
de cultura empregados foram: agar triptone soja (TSA),
agar Hektoen, agar de Levine (EMB), agar Baird-Parker,
caldo Lauril sulfato e caldo verde brilhante.

De cada amostra de leite, foram colhidos assepticamente
25 mL, os quais foram transferidos para 225 mL de dgua
salina peptonada 0,1% (p/v) estéril (diluigdo 1:10). A
partir da dilui¢do inicial (1:10), a diluigao 1:100 e 1:1000
foram preparadas. As trés dilui¢des foram usadas para
posterior procedimento microbiolédgico.

Procedimentos microbiologicos

O material dos swabs foi inoculado em placas de Petri
contendo meio de cultura, e em seguida as placas foram
incubadas em estufa a 37 + 0,5 °C por 48h.

Para a analise de bactérias aerobias mesoéfilas, foram
pipetadas, em Placas de Petri (100x20 mm) esterilizadas,
aliquotas de 1mL de cada uma das trés dilui¢des da
amostra de leite, fazendo de cada diluicdo placas em
duplicata. Foram adicionados, a cada placa, 15 a 20
mL de Agar Padrio para contagem, previamente
resfriado a temperatura de 44 a 46 °C. Em seguida, foi
homogeneizado com movimentos suaves em forma de
oito (cerca de 10 vezes) e deixado a temperatura ambiente
até a completa solidificacdo. A amostra foi incubada a
35-37 °C por 48 horas. Para a contagem, foram
consideradas somente as placas da mesma dilui¢do que
apresentaram de 30 a 300 coldnias. A média aritmética
das colonias foi multiplicada pelo respectivo fator
de diluicdo e o resultado foi expresso em Unidades
Formadoras de Colonias/ 1,0 mL de amostra (UFC/mL).

Para contagem de coliformes totais, termotolerantes e
Escherichia coli foi empregado o método clédssico do
Numero Mais Provavel (NMP) descrito por Silva ef al.
(2007). As amostras de leite diluidas em 4gua peptonada
(0,1%) foram submetidas a teste presuntivo. Foram
utilizadas trés dilui¢des por amostra. Foram inoculadas
trés aliquotas por diluicdo. A leitura foi realizada
apos 24 - 48h de incubagdo a 35 °C, e a observagdo

[ 14] Revista CES Medicina Veterinaria y Zootecnia / Volumen 7 / Nimero 1 / Enero — Junio de 2012/ ISSN 1900-9607
L ‘ -




de crescimento com produ¢do de gas foi considerada
suspeita (presuntiva).

Para a confirmagao de positividade, uma algada de cada
tubo suspeito foi transferida para tubos de Caldo Verde
Brilhante Bile 2% (VB) e Caldo Escherichia coli (EC).
A observagdo de crescimento com producdo de gas
nos tubos VB, apds 24 — 48 h de incubagdo a 35 °C,
foi considerada confirmatoria para coliformes totais.
Crescimento com producdo de gas nos tubos EC, apods 24
h de incubacdo a 45,5 °C, foi considerada confirmatoria
para presenca de coliformes termotolerantes. Os tubos
de EC positivos para coliformes termotolerantes foram
considerados suspeitos para presenca de E. coli. Para
confirmag¢do, uma algada de cada tubo foi estriada em
Agar Levine Eosina Azul de Metileno (L-EMB). Quando
se observou desenvolvimento de colonias tipicas de
E. coli, estas foram isoladas para as provas bioquimicas
de indol, vermelho de metila (VM), Voges Proskauer
(VP) e citrato (método denominado IMViC). Foram
consideradas positivas, as culturas com perfis: ++--
(biotipo 1), ou -+--(biotipo 2).

Parapesquisa de Salmonella utilizou-se o método classico
de presenca/auséncia. Este método ¢ desenvolvido
basicamente por quatro etapas: pré-enriquecimento
em caldo seletivo, enriquecimento em caldo seletivo,
plaqueamento diferencial seletivo e confirmagao.

O pré-enriquecimento em caldo seletivo foi realizado
através da incubacdo da amostra em meio caldo
lactosado (CL), por 18 h. Apos este periodo as amostras
pré-enriquecidas foram cultivadas em meios de
enriquecimento seletivos (Rappaport-Vassiliadis soja
(RVS) e Caldo Tetrationato).

Ap6s o cultivo em meios de enriquecimento, foi realizado
plaqueamento diferencial nos meios Agar Entérico
Hectoen. As colonias tipicas obtidas nas placas foram
confirmadas por meio de provas bioquimicas (Sistema
API20E).

A presenca de Staphylococcus aureus foi analisada pelo
método de contagem direta em placas. De cada amostra
de leite foram retirados 25 mL e diluidos em 225 mL de
agua peptonada (0,1% p/v). A partir desta solucdo, foram
realizadas dilui¢des seriadas, as quais, foram inoculados
0,1 mL e espalhadas, com pérolas de vidro, em Placas de
Petri contendo Agar Baird-Parker (BP). Também foram
inoculadas placas, trés com 0,3 mL ¢ uma de 0,1 mL da
primeira dilui¢do. Este procedimento foi realizado como

método e seguranga, presumindo que poderiam existir
amostras com contagem de S.aureus inferiores a 100
UFC/mL de leite. As placas inoculadas foram incubadas
a 35°Cpor45-48h, e em seguida foi feita a contagem
das colonias tipicas de S.aureus.

Para confirmagao foram selecionadas 5 coldnias tipicas
para o teste de coagulase e catalase. Cada colonia foi
transferida para tubos de Caldo Infusao Cérebro Coracao
(BHI), onde foram perfeitamente homogeneizadas. Estes
tubos foram empregados para o teste de coagulase. Em
seguida, uma alcada de cada tubo de BHI foi transferida
para tubos com Agar triptecase Soja (TSA) inclinados.
Os tubos de TSA foram utilizados para teste da catalase
e reservados também para possiveis testes adicionais. Os
tubos de BHI e TSA foram incubados a 35 °C por 24 h. O
testes de catalase e coagulase foram realizados de acordo
com a metodologia descrita por Cappuccino ¢ Sherman
(1996).

Andadlise dos resultados

Os dados referentes as contagens microbianas nas
amostras dos diferentes grupos de microrganismos, foram
analisados comparando-se as médias entre os diferentes
meses por meio da andlise de variancia e teste de Tukey
com 5% de probabilidade. Empregou-se, para as analises
estatisticas, o Sistema de Analise Estatistica - SAS.

Resultados e discussao

Os valores médios das contagens de aerobios mesofilos,
coliformes  totais, coliformes termotolerantes,
Escherichia coli, Salmonella, e Staphylococcus aureus
do leite colhido no momento da ordenha, para o periodo
compreendido entre os meses de marco e junho de estdo
demonstrados na tabela 1.
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Tabela 1: Valores médios das contagens de aerdbios mesdfilos, coliformes totais, coliformes

termotolerantes, Escherichia coli, Salmonella spp, e Staphylococcus aureus isolados de leite colhidos no

momento da ordenha, durante o periodo de marg¢o a junho de 2008 em Auriflama, SP, Brasil.

Meédia das contagens de microrganismos

Epoca de colheita
de leite Aerobios mesdfilos  Coliformes Coliformes E.coli Salmonella  S. aureus
(UFC/mL) totais (NMP/mL) termotolerantes (NMPm/L) (UFC/mL) (UFC/mL)
(NMP/mL)
MARCO 1,2x106a 81x104a 45x 104 a 4,8x103a Ausente 46x 107 a
ABRIL 7,7x 105 b 6,2x 104 b 2,9x 104 b 3,9x 103 ab Ausente 3.5x107a
MAIO 53x10°c 33x104 ¢ 1.8x 104 ¢ 29x103 b Ausente 34x10°b
JUNHO 2,5x104d 2,1x104 d 1L,5x 104 ¢ 2,0x 105 b Ausente 2,5x 104 ¢
CV.% 9 13 18 17 - 11

abed T etras diferentes na mesma coluna indicam que houve diferengas estatisticas (p<0,05); NMP: Numero Mais Provavel, UFC: Unidade

Formadora de Colonias.

Verificou-se na tabela 1 que o valor médio das contagens
dos microrganismos aerobios mesodfilos isolados das
amostras de leite cru, no més de mar¢o excedeu os
limites estabelecidos pela Instrugao Normativa S1(INS1),
encontrando-se em desacordo com a legislagdo vigente,
que determina no maximo 10° UFC/mL.

Fagan et al (2008)"’ pesquisando padroes microbiologicos
do leite em diferentes fases da lactagdo nas diferentes
estagdes do ano, verificaram que no outono e primavera
as contagens médias de aerdbios mesofilos foram
superiores aos valores permitidos pela IN51. Este
trabalho foi realizado durante o outono, porém, como
na regido de Auriflama ndo existe diferenga acentuada
entre as estacdes do ano, e as amostras ndao foram
coletadas durante outras estagdes para poder realizar a
comparag¢do, ndo podemos afirmar, somente sugerir, que
houve influéncia de sazonalidade na detec¢ao de aerobios
mesoOfilos nas amostras analisadas por estes motivos.

A legislacao vigente nao estabelece limite maximo para
presenga de coliformes totais, coliformes termotolerantes
e E. coli em leite cru. Verificou-se que 53,33% das
amostras de leite avaliadas estavam contaminadas por
coliformes totais, 35% por coliformes termotolerantes e
por E.coli, em nimero acima de 103 (tabela 1).

O que pode ser compreendido nesta situacdo ¢ que

segundo outros autores coliformes totais e coliformes
termotolerantes sdo encontrados com freqiiéncia no

[1¢]

leite cru’®?"?, principalmente devido as deficiéncias no
controle sanitario do rebanho e na higiene do processo
de obtencdo do leite”.

As amostras de leite colhidas nos meses de margo ¢
abril apresentaram contagens de Staphylococcus aureus
(coagulase positiva) superiores aos estabelecidos pela
IN51 (10° UFC/mL). A contaminagdo nestes meses
correspondeu a 76,6% das amostras. Brito et al (1998)?
analisaram o leite de fornecedores de um laticinio da
Zona da Mata de Minas Gerais ao longo de um ano e
encontraram S. aureus em 83,3% dos rebanhos. Nos
meses de maio junho verificou-se diminuicdo das
contagens de S. aureus nos animais avaliados (24,9%).

A alta incidéncia de S. aureus nas amostras de leite cru
pode ser conseqiiéncia, entre varios fatores, da mastite
bovina, pois a bactéria ¢ o agente mais frequentemente
isolado em animais com esse tipo de enfermidade. A
presenca deste microrganismo no leite e derivados pode
ser considerada comum, pelo fato de serem encontrados
naturalmente na microbiota de animais como cabras,
ovelhas e vacas®.

Nos meses de margo e abril, no Brasil, ha uma maior
concentragdo de chuvas. Ferreira et al. (2006)7, relatou
uma maior frequéncia de isolamento de S aureus em
periodos com maior indice pluviométrico, por dificuldade
de manter as condi¢des higiénicas. Este fato pode explicar
o aumento do nimero desta bactéria durante este periodo
no estudo.

Revista CES Medicina Veterinaria y Zootecnia / Volumen 7 / Nimero 1 / Enero — Junio de 2012/ ISSN 1900-9607




Em rela¢do a Salmonella nenhuma amostra apresentou
contaminagdo. Este género bacteriano ¢ considerado
o principal agente de doengas de origem alimentar em
varias partes do mundo?’. A auséncia ¢ um fator muito
importante em razdo de que surtos esporddicos de
infecgdo por Samonella foram associados ao consumo
de leite e derivados, sendo as causas a ingestdo de
leite cru, pasteurizacdo inadequada ou contaminacao

pos-processamento’.

A maior variagdo entre as contagens de microrganismos
observou-se nas amostras de leite refrigerado coletadas no

tanque de expansao (Tabela 2). Estes resultados sugerem
que as praticas de higiene adotadas ndo garantiram
uma baixa contaminacdo do leite cru armazenado
sob refrigeragdo.

Tabela 2. Contagens de aerobios mesofilos, coliformes totais, coliformes termotolerantes, Escherichia coli,

Salmonella spp, e Staphylococcus aureus isolados de leite colhidos do tanque de expansao, durante o periodo de
marco a junho de 2008 em Auriflama, SP, Brasil.

Meédia das contagens de microrganismos

Epoca de colheita

de leite Aerobios mesdfilos Coliformes Coliformes E.coli Salmonella S. aureus
(UFC/mL) totais (NMP/mL) termotolerantes (NMPm/L) (UFC/mL) (UFC/mL)
(NMP/mL)

MARCO 1,9x 107 a 1,4x 103 a 1.5x 101 a 0.7 x 10! Ausente 1,6 x 107 a
ABRIL 1,5x 105 b 1,0x 103 a 03x10 a 0.1x 10! Ausente 1.2x100a
MAIO 1,2x 104 ¢ 0,5x 10" b ~01x10a Ausente Ausente 1,7x103b
JUNHO 1,2x 103 ¢ 0,1x10" b >0.1x 10! a Ausente Ausente 1,1x102bh

CV.% 10 8 4 - - 8

abed T etras diferentes na mesma coluna indicam que houve diferengas estatisticas (p<0,05); NMP: Numero Mais Provavel; UFC: Unidade

Formadora de Colonia.

Na amostra de leite colhida no més de margo
constatou-se  contagens de aerdbios mesofilos,
(1,9 x 107 UFC/mL), que ndo atendeu ao requisito
microbioldgico proposto pelo Ministério da agricultura
a partir de 01/07/2005 para as regides Sul, Sudeste e
Centro-Oeste, que ¢ de 10 x 10° UFC/mL e de 7,5x 10° a
partir de 01/07/2008°. Estes resultados sdo superiores aos
constatados por Pinto ez al. (2006)?° em amostras de leite
refrigerado coletado na Zona da Mata Mineira.

A bactéria Staphylococcus aureus esteve presente em
todas as amostras analisadas, em niumeros que variaram
de 1,1 x 10° a 1,6 x 107. Nos meses de marco e abril
os valores encontrados ficaram acima do proposto pela
IN51. Esta bactéria produz uma enterotoxina muito
importante por isso a contamina¢do do leite deve ser
a minima possivel j4& que ¢ um produto destinado a
alimentacdo, principalmente de criangas e idosos. O
nimero minimo de células de S.aureus para produzir
niveis de enterotoxinas considerados suficientes para
causar gastroenterite em humanos (1ng/g) parece diferir
entre os alimentos e entre os tipos de enterotoxinas?/. No

leite, as enteroxinas A e D foram detectadas em contagens
de 107 UFC/mL". Esse valor e semelhante ao obtido nas
amostras do més de marco nesta pesquisa, entretanto
alguns autores consideram que contagens na ordem de
10°— 109 UFC/mL podem ter significado epidemiologico
¢ causar intoxica¢do alimentar’ . Borges et al. (2008)*
verificaram contagens elevadas de S.aureus em leite cru
refrigerado, indicando alto potencial para producdo de
enterotoxinas em condi¢des adequadas.

Todas as amostras estavam contaminadas com coliformes
totais e termotolerantes em nimeros que variaram de 1,4
x10°a0,1x107¢1,5x 107 ¢>0.1 x 107, respectivamente.
Escherichia coli foi isolada nas amostras de marco ¢
abril. Brito et al (2002)% observou que as contagens de
coliformes acima de 10° UFC/mL, sdo considerados
indicadores de contaminacdo do ambiente e de residuos
de fezes, ja Murphy (1997)* relacionou o fato as
deficiéncias de higiene no processo de obteng¢ao do leite.
A presenca de coliformes totais e termotolerantes, assim

como E.coli sdo verificados com freqiiéncia no leite
Cm]0,19,21,30'
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Durante a avaliacdo dos resultados, notou-se um maior
isolamento de microrganismos nos meses de margo e
abril, tanto nas amostras coletadas diretamente do teto,
como das coletadas no tanque de expansdo. No Brasil,
de acordo com Barbieri (2005)°, a estagdo chuvosa se
inicia no final de setembro e termina no inicio de maio.
Sugere-se entdo, que este aumento se deu devido a maior
precipitagdo neste periodo, o que pode ser justificado pela
dificuldade em manter as condi¢des higiénicas adequadas
nas instalacdes, animais e equipamento de ordenha.

Com relacdo a avaliacdo de formacdo de biofilmes
nas teteiras, encontrou-se E. coli e S.aureus (fig. 1),
com contagem de 1,3 x 10 ¢ 1,75 x 107 UFC/cm?,
respectivamente. Desta forma, ¢ possivel afirmar,
comparativamente a outros trabalhos, que ocorreu
um processo de formacdo de biofilme. Wirtanen et al
(1996)* ¢ Ronner & Wong (1993)*? consideram como
biofilme um nimero de células aderidas de 10° e 10° por
cm2, respectivamente. No entanto, se compararmos ao
estudo realizado por Andrade et al. (1998) apenas houve
formacao de biofilme por S aureus, pois eles consideram
que ¢é necessario no minimo 107 células aderidas por cm?
para caracterizar um biofilme.

Escherichia coli

Staphylococcus aureus

Figura 3: Colonias de Escherichia coli e
Staphylococcus aureus 1soladas de teteiras

A qualidade microbiolédgica do leite cru ¢ um fator muito
importante a ser considerado e depende da satde da
glandula mamaria, das condi¢des de manejo do rebanho,
da higiene na obtencdo do leite e da sala de ordenha,
equipamentos e utensilios usados, do estado de satde
do ordenhador e das condi¢des de estocageml1’/%/” Se
estes parametros nao forem considerados e nao haver
a realizacdo das normas de boas praticas de produgao,
a populacdo bacteriana ird aumentar e este aumento
¢ indesejavel para o consumidor, pois coloca em risco
a saide do mesmo devido a maior probabilidade de
veiculagcdo doencas, muitas vezes de alta patogenicidade
e para a industria, devido a problemas na estocagem e no

processamento do leite, além de caracteristicas sensoriais
indesejaveis’??2?7,

A maioria dos paises ja tem consciéncia da importincia
da qualidade do leite. Nos Estados Unidos, por exemplo,
os parametros exigidos sdo de 100 mil microrganismos
por ml, e existem cidades que as normas sao ainda mais
exigentes, como por exemplo, na Califérnia, onde os
niveis ndo podem ultrapassar 50 mil microrganismos
por ml. O Japdo, a Coréia do Sul, Formosa e Tailandia
ja estdo se empenhando para melhorar seu produto,
enquanto outros paises exportadores estdo se adequando
aos padrdes europeus que exigem a comercializagdo de
um produto de melhor qualidade’.

Conclusoes

Baseado nos resultados encontrados chegamos as
seguintes conclusdes:

1. O leite deve ser obtido da maneira mais higiénica
possivel, pois se o mesmo chegar ao tanque de
expansao com um alto numero de bactérias, mesmo
apos a refrigeragao, este nimero continuara elevado e a
qualidade do produto sera inferior.

2. O aumento do indice pluviométrico em uma regido
tende a aumentar o nimero de microrganismos isolados
dos diversos géneros estudados.

3. Deve ser implementado programas eficientes de
controle de mastite na propriedade, j& que grande
quantidade de patogenos causadores da enfermidade
foram isolados no leite cru in natura e refrigerado,
sugerindo a ocorréncia de mastite subclinica no rebanho.

4. Implantacao da realizacdo do CMT (Califérnia Mastitis
tests) visando a deteccdo de mastite subclinica para
descarte dos animais positivos € com isso a eliminacao
de potenciais fontes de contaminagdo do rebanho.

5. Programas eficientes de higiene de equipamentos
devem ser implementados através de correta limpeza e
utilizacdo de produtos adequados visando a eliminacao
dos biofilmes.
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