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ISOLAMENTO DE Escherichia coli O 157: H7 E CONTAGEM DE MICRO-
ORGANISMOS INDICADORES EM LEITE CRU OBTIDOS POR ORDENHA
NAO MECANIZADA E MECANIZADA DE PROPRIEDADES DO RECONCAVO
BAIANO.

Autora: Aline Batista Sandes.

Orientadora: Ludmilla Santana Soares e Barros.

RESUMO: Este trabalho objetivou avaliar os parametros higiénico-sanitario em
vinte e seis propriedades do RecOncavo Baiano através de aplicacdo de
guestionario, determinacdo da contagem de micro-organismos indicadores e
isolamento de Escherichia coli O 157: H7, em amostras de leite in natura obtidos
por ordenha ndo mecanizada e mecanizada. A contagem de mesdfilos aerdbios
no leite obtido pela ordenha ndo mecanizada foi superior a mecanizada. Quanto a
contagem de fungos filamentosos e levedura os resultados sugerem que a higiene
foi insatisfatéria durante o processo de ordenha em todas as propriedades
avaliadas. Quanto ao NMP de Coliformes Totais em leite, as propriedades com
sistema mecanizado apresentou valores inferiores aos da ordenha nao
mecanizada, demonstrando melhores condi¢cdes higiénico-sanitarias durante a
ordenha e estocagem, embora a IN 62 ndo estabeleca padrées em relacdo a
estes micro-organismos. Os resultados de E. coli foram maiores no leite obtido
por ordenha mecanizada. Nao houve dados significativos com relagcdo ao niumero
S.aureus e bactérias psicrotréficas em nenhuma dos sistemas de ordenhas. Ja a
Escherichia coli O 157: H7 foi encontrada uma amostra positiva em uma
propriedade leiteira, apés ter sido realizado testes bioquimicos especificos para
esta espécie. A respeito dos parametros higiénico-sanitario 90% das 18
propriedades que realizavam ordenha ndo mecanizada, apresentaram falhas nos
procedimentos de higiene e limpeza na ordenha. Com relacdo as oito
propriedades que realizam ordenha mecanizada, s6 uma apresentou falhas nos

procedimentos de higiene.

Palavras-chave: leite in natura, parametros higiénico-sanitaria, ordenha

mecéanica e nao mecanica.



Escherichia coli O 157: H7 MICROORGANISMS AND INDICATORS IN MILK
RAW PROPERTY NOT MECHANIZED AND MECHANIZED OF RECONCAVO
BAIANO

Author: Aline Batista Sandes.

Guiding: Ludmilla Santana Soares e Barros.

ABSTRACT: This work aimed to evaluate the hygienic- sanitary parameters in twenty- six
properties Recéncavo Baiano through questionnaires, determining the count of micro -
organisms indicators and isolation of Escherichia coli O 157 : H7 in samples of fresh milk
obtained by milking non- mechanized and mechanized. The aerobic mesophilic count in
milk obtained by non-mechanized mechanized milking were higher. As the count of
filamentous fungi and yeast results suggest that hygiene is unsatisfactory during the milking
process in all the evaluated properties. Regarding the MPN of coliforms in milk,
mechanized system with properties inferior to the non- mechanized milking values ,
demonstrating best sanitary conditions during milking and storage, although the law
prescribes standards for these microorganisms. The results of E. coli were higher in milk
obtained by mechanized milking. There was no significant relationship with the number
S.aureus and psychotropic bacteria in any of milking systems data. Have Escherichia coli
O 157: H7 positive sample was found in a dairy property after specific biochemical tests
have been conducted for this species. Regarding hygiene and sanitary parameters 90 % of
eighteen properties that performed non-mechanized milking had failures in hygiene and
cleaning procedures for milking. Regarding the eight properties that perform mechanized
milking , only one had flaws in hygiene procedures.

Keywords: fresh milk, hygienic and sanitary parameters, mechanical and non-mechanical

milking.



1. INTRODUCAO

A populacdo mundial tem se preocupado cada vez mais com o consumo de
alimentos considerados saudaveis e seguros. Este fato deve-se a ampla
divulgacédo através de meios de comunicacdo sobre surtos provocados por
Doencas Transmitidas por Alimentos (DTA’Ss), consideradas uma das principais
causas de morbidade mundial, além dos alertas realizados pela Organizacdo
Mundial da Saude (OMS) sobre a necessidade de se coibir a contaminagéo de
alimentos por agentes biolégicos com risco potencial de riscos a saude dos
consumidores.

Um alimento é considerado um risco microbiolégico a salude quando esta
contaminado com microorganismos patogénicos. Diversos paises vém buscando
prevenir as DTA’s através da producdo de alimentos livres de patdégenos.
Acredita-se ser possivel alcancar essa meta através de investimento em
pesquisas na area de controle de qualidade dos alimentos, que vai desde a
selecdo da matéria-prima, processamento, transporte e armazenamento. Além
disso, estes fatores deverdo estar sempre associados a educacdo sanitaria
permanente da populagdo sobre praticas higiénicas durante a manipulagdo dos
alimentos.

Dentre os alimentos mais consumidos diariamente encontra-se o leite e seus
derivados, por desempenhar um papel nutricional importantissimo para o homem,
particularmente nos primeiros anos de vida. No Brasil, o0 consumo destes produtos
€ bastante elevado, por isso a sua qualidade assume um papel de destaque sob o
ponto de vista de Saude Publica, merecendo uma atencédo especial dos 6rgaos
competentes.

Pesquisas nacionais citam que o leite produzido no pais, de modo geral,
ainda apresenta alta contagem de micro-organismos, demonstrando com estes
dados que héa deficiéncias na higiene durante sua producéo, tendo em vista que a
gualidade do produto esta diretamente associada a carga microbiana inicial. Estes
resultados s&o fruto da inexisténcia na maioria das vezes de um tratamento
térmico, falta de higiene durante o processamento ou da temperatura inadequada
de estocagem, na qual o leite in natura € mantido. Fatores estes que contradizem
a Legislacao Federal, como o Regulamento da Inspecao Industrial e Sanitaria de
Produtos de Origem Animal (RIISPOA), (BRASIL,1997) do Ministério da
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Agricultura Pecuaria e Abastecimento (MAPA), a IN 51 (BRASIL,2002) e a IN 62
(BRASIL,2011).

E de se esperar, portanto, uma grande preocupacdo em assegurar a
integridade e a qualidade intrinseca do leite e dos produtos lacteos destinados ao

consumo humano, para obtencéo de produtos alimenticios de boa qualidade.

1.1 OBJETIVOS

1.2 OBJETIVO GERAL

- Este trabalho teve como objetivo isolar a Escherichia coli O157: H7 e determinar
microorganismos indicadores em leite cru de propriedades ndo mecanizada e
mecanizada do Recdncavo Baiano.

1.3 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Avaliar as propriedades fornecedoras do leite cru através de aplicacdo de
guestionario sobre as condi¢des higiénico-sanitaria da ordenha e da sanidade dos

animais.

- Comparar os dados obtidos das amostras pesquisadas tendo como parametro

da Instrugcdo Normativa No. 62.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Segurancga Alimentar

Desde 1880, se reconhece a contaminacdo dos alimentos por micro-
organismos produtores de enfermidades, a partir de entdo, tem-se notificado a
ocorréncia de numerosos casos, denominada toxinfecgdo alimentar (PRATA,
2001).

Os surtos provocados por bactérias correspondem a 60% das
hospitalizacbes e 70% das mortes dos casos de DTA’s, embora a presenca de
bactérias patogénicas s estejam correlacionadas somente a 30% dos casos de
etiologia conhecida e estdo diretamente relacionados ao consumo de produtos de
origem animal (IFT, 2004).

A contaminacdo microbiolégica dos alimentos tem sido objeto de
preocupacado constante em diversos paises. Nos Estados Unidos da América
(EUA), estima-se que, anualmente, entre um a dois milhdes de pessoas sdo
acometidas por gastrenterites provocadas por toxinas de Staphylococcus aureus
presentes, sobretudo, em produtos de origem animal (JAY, 2005).

N&o séo raros os casos de doencas associadas ao consumo de leite cru ou
de derivados produzidos com leite contaminado com micro-organismos
patogénicos (FAGUNDES & OLIVEIRA, 2004). Os dados existentes,
possivelmente sdo subestimados devido a falta de notificacdo dos surtos, o que
demonstra a relevancia das medidas de controle sanitario dos alimentos
destinados ao consumo humano, particularmente da matéria — prima de origem
animal.

Dados indicam que as camadas menos favorecidas da populacdo sao as
mais afetadas, pelos habitos culturais da alimentacdo e necessidade de optar por
produtos com menor preco, geralmente de pior qualidade e maior contaminacgao.
O que requer maior atencédo dos servicos estaduais e municipais de vigilancia
sanitaria, aos quais é delegado o poder de inspecionar os produtos e punir 0s

infratores.



2.2 Producéao de Leite no Brasil

O Brasil apresenta grande area territorial disponivel e uma diversidade de
sistemas de producgdo viaveis, fatores estes que potencializam a producédo de
leite, demonstrando altas taxas de crescimento na sua producdo, o que torna
viavel sua participacdo no mercado.

Além disso, a populacdo brasileira € grande apreciadora do leite e dos
produtos lacteos; é um alimento rico, que tem a capacidade de fornecer proteinas,
carboidratos, gorduras e sais minerais necessarios ao desenvolvimento do
organismo (FONSECA & SANTOS, 2000).

Segundo o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE, 2010), o
rebanho bovino brasileiro é formado de 209.541.109 cabecas, sendo que desse
total, 22.924.914 s&o vacas que foram ordenhadas no ano 2010. A producéo total
foi de 30.715.460 litros de leite, com média nacional de 1.340 litros por vaca por
ano. Os produtores que produzem menos de 10 litros por dia e comercializam a
producdo, tém aproximadamente um rebanho de 2,7 vacas ordenhadas com
produtividade média animal de 309 litros de leite/vaca/ano e volume diario 7,3
litros/dia/propriedade. Por outro lado, existem estabelecimentos com média de
3.389 litros/vaca/ano, volume de aproximadamente 1 mil litros/dia e rebanho
composto por 107 vacas (ZOCCAL, 2012).

A produtividade de leite no Brasil cresceu 12% no periodo de 2005 a 2010
(Tabela 1), sendo o sexto maior produtor de leite do mundo. E s6 em 2010, a
producao de leite bovino chegou a 30.7 bilhdes de litros, com um acréscimo de
55% em relacdo a 2009. Foram ordenhadas 22.935 milhdes de vacas,
representando 10,9% do efetivo total de bovinos (IBGE, 2010).
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Tabela 1: Produtividade de leite, segundo as grandes regides no Brasil no
periodo de 2005-2010.

Produtividade de leite (Litros/vaca/ano)

Grandes Regices 2005 2006 | 2007 | 2008 | 2009 |2010
Brasil 1194 1213 1237 1278 1297 1340
Norte 508 597 626 618 628 673
Nordeste 747 767 775 787 795 811
Sudeste 1351 1355 1347 1376 1386 1410
sul 2005 2066 2157 2265 2314 2388
Centro-Oeste 1116 1115 1129 1166 1178 1220

Fonte: IBGE, Diretoria de Pesquisas, Coordenacdo de Agropecuaria, Pesquisa da Pecuéaria
Municipal, 2005-2010.

No 1° trimestre de 2013 a aquisi¢céo de leite cru foi de 5.686 bilhdes de litros,
com quedas de 1,4% com relacdo ao 1° trimestre de 2012 e de 2,0% com relacao
ao 4° trimestre de 2012. A regido Nordeste ocupa o 4° lugar em aquisicéo regional
de leite de todo Pais, o que corresponde a 5,8% (Tabela 1) (IBGE, 2010).

Com relagéo ao tipo de inspecao, 92,5% do leite adquirido no 1° trimestre de
2013 teve origem de estabelecimentos sob inspecdo federal, 6,7% de
estabelecimentos sob inspecdo estadual e 0,8% municipal. Dados proximos
obtidos no 1° trimestre de 2012 (IBGE, 2011).
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Fonte: IBGE, Diretoria de Pesquisas, Coordenagio de Agropecudria, Pesquisa Trimestral do Leite 2011.

Grafico 1: Aquisicédo de leite no Brasil no periodo de 2000-2011.

Durante todo o ano de 2011 foram exportadas 5.610 mil toneladas de leite in
natura. Havendo uma queda de 36,3% no volume comercializado e 24,6% no
faturamento em comparacdo a 2010. O preco médio da tonelada do leite in
natura, passou de US$2.113 no ano 2010 para US$2.500 em 2011. As
exportacdes em 2011 voltaram aos niveis de 2009 e 2008, o que pode ser
observado no Gréfico 2 (IBGE, 2011).
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Grafico 2: Exportacéo de leite in natura em volume, Brasil 2005-2011.



2.3 Legislacao

No ano de 1952 o RIISPOA foi publicado, estabelecendo assim, as
condi¢cdes minimas da producdo, identidade e qualidade dos produtos de origem
animal, inclusive do leite e de seus derivados (BRASIL,1997).

Na década de 90 o MAPA comecou a buscar melhorias na qualidade do leite
e juntamente com a Embrapa — Centro Nacional de Pesquisa de Gado de Leite e
de diversos representantes da comunidade cientifica criaram o Programa
Nacional de Melhoria da Qualidade do Leite (PNMQL), cuja versao definitiva deu
origem a da IN 51, que regulamenta a producdo, identidade, qualidade do leite
tipo A, B, C, além do regulamento técnico de identidade e qualidade do leite
pasteurizado e o0 regulamento técnico da coleta de leite cru refrigerado e seu
transporte a granel. Ficou preconizado que, o leite produzido nas propriedades
rurais deve ser refrigerado até o momento do seu transporte para a industria e 0os
tanques de refrigeracdo por expansao direta devem refrigerar o leite até
temperatura igual ou inferior a 4°C por no méaximo de trés horas apos o término da
ordenha e a temperatura maxima na propriedade leiteira deve ser de 7°C e no
estabelecimento processador 10°C, com objetivo de melhor as condi¢cdes
higiénico-sanitarias durante a obtencao do leite (BRASIL, 2002).

Em continuidade ao programa de melhoria da qualidade do leite foi aprovada
a IN 62 com um dos objetivos principais de criar a identidade e os requisitos
minimos de qualidade para o Leite Cru Refrigerado produzido nas propriedades
rurais do Brasil (BRASIL, 2011).

Mas vale ressalvar que o controle da temperatura somente, nao garante a
qualidade da matéria-prima. E importante que seja diminuida a contaminagdo
inicial do leite cru, através de boas praticas de higiene na ordenha, incluindo
utensilios e ambiente para que a contagem microbiana permaneca em niveis

aceitaveis.
2.4 Qualidade do Leite Bovino
Os alimentos principalmente os de origem animal, constituem-se em bons

meios nutritivos para grande parte dos micro-organismos encontrados em toda

natureza. Qualquer alimento esta sujeito as diversas formas de contaminacéo,
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seja por substancias téxicas, por bactérias patogénicas, virus ou até mesmo
alguns parasitos durante o processo de producdo, elaboracédo, transporte,
armazenamento e distribuicdo (FRAZIER, 1993).

O leite € um dos alimentos mais completos da natureza, é altamente
nutritivo, de facil obtencdo para as classes menos favorecidas, além de estar
presente na alimentacdo de pessoas de todas as idades destacando-se,
principalmente, na dieta de criancas e idosos. Quando produzido por animais
sadios, o leite encontra-se com um numero reduzido de micro-organismos, mas
alguns fatores como equipamentos e ambiente sem condi¢cdes de higiene sao
considerados como principais fontes de contaminacéo, assim como, a mudanca
de temperatura, principalmente durante o armazenamento. Surtos relacionados
ao consumo de leite pasteurizado foram atribuidos a contaminacdo pés-
pasteurizacdo, transporte e distribuicdo do produto. Devido & sua riqueza em
nutrientes, torna-se susceptivel ao ataque de grande numero de
microorganismos, provenientes do proprio animal, do homem e dos utensilios
usados na ordenha (GONCALVES & FRANCO, 1998).

Apesar do uso de tecnologia em grande parte de laticinios brasileiros para
se atingir as metas de producao, a qualidade do leite produzido no Brasil ainda é
insatisfatéria. Trata-se de um problema crénico, onde fatores de ordem social,
econbmica, cultural ou até mesmo o ambiental exerce grande influéncia. A
presenca e a quantidade de micro-organismos no leite, esta atrelada a higiene e
ao manejo durante a ordenha, ao tempo, a temperatura de estocagem e as

medidas profilaticas e preventivas a serem tomadas.

2.4.1 Microorganismos indicadores de qualidade

Dentre 0s micro-organismos que podem estar presentes no leite cru
destacam-se: 0s nao patogénicos, mas que alteram as propriedades do leite
devido a producéo de enzimas termotolerantes (FAGUNDES et al., 2006), e os
patogénicos, responsaveis pelas intoxicacbes alimentares, como a espécie
Staphylococcus aureus e os coliformes termotolerantes, que sao indicadores de
possivel contaminacgéo de origem fecal (MORAES et al.,2005).

A contaminacdo dos alimentos podem ser por meio da agua, instalacoes,

equipamentos e manipuladores. E necessario conhecimento das provaveis fontes
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de contaminacéo e dos diferentes meios de difusdo para que seu controle seja
maximizado e os patdgenos sejam excluidos sempre que possivel (FRANCO &
LANDGRAF, 2002).

O termo microorganismo indicador foi utilizado pela primeira vez em 1977.
Esse termo é mais utilizado para avaliar a seguranca e a higiene do que a
gualidade, podendo ser aplicado a qualquer grupo de micro-organismo, cuja
presenca ou auséncia indigue uma caracteristica particular do historico da
amostra, como os coliformes termotolerantes (FORSYTHE, 2002).

Os indicadores sdo especificos para cada fonte de contaminac&o. Por meio
deles, pode-se formar juizo sobre a contaminacdo dos alimentos, por micro-
organismos patogénicos ou toxigénicos e suas toxinas e apurar o estado de
higiene e sanidade dos produtos (EVANGELISTA, 2001).

2.4.2 Micro-organismos mesofilos

Os chamados mesdfilos sdo aqueles que possuem uma temperatura 6tima
de multiplicagdo entre 25°C e 40°C. Neste grupo inclui-se a maioria dos
patdgenos de interesse em saulde publica na area de alimentos (RIEDEL,1992,
FRANCO & LANDGRAF, 2002).

As bactérias acido-laticas sdo consideradas mesdfilas, portanto acidificam o
leite se este ndo for imediatamente resfriado apdés a ordenha, resultando na
fermentacdo da lactose, o que diminui a qualidade do produto mesmo apds o
tratamento térmico (TORTORA, FUNKE e CASE, 2005).

Segundo Franco & Landgraf (2002), as bactérias aerdbias mesofilas séo
indicadoras da qualidade sanitaria dos alimentos e um numero elevado desses,
indicam que o alimento € insalubre, principalmente os ndo pereciveis, o que torna-
se sugestivo do uso de matéria-prima contaminada ou processamento
insatisfatério. Ja em alimentos pereciveis pode significar abuso durante o
armazenamento em relacdo ao binbmio tempo/temperatura, sendo as maiores
fontes o préprio meio ambiente e 0 manuseio incorreto dos alimentos
(LORENZETTI, 2006).

Nas propriedades leiteiras muitas vezes a temperatura € um fator ignorado,

0 que favorece a multiplicacdo dos mesofilos. Essas bactérias comprometem a
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gualidade do leite, devido a producéo de enzimas extracelulares como as lipases
e proteases (TEBALDI et al.,2008).

2.4.3 Coliformes totais e termotolerantes

De acordo com Evangelista (2001), os coliformes totais pertencem a familia
Enterobacteriaceae, encontram-se em forma de bastonete, sédo bactérias imoveis
ou nao, aerbbias ou anaer@bias facultativas, ndo esporogénicas, gram-negativas,
oxidase negativa e catalase positiva, crescem bem na presencga de sais biliares,
degradam a lactose com producdo de acido e gas quando incubados a 36°C por
24-48h). Possui a capacidade de fermentar a lactose a temperatura de 35°C por
24-48h e capaz de fermentar acucar produzindo acidos alcool, gas carbénico
(caracteristica utilizada como base para metodologia de deteccdo de coliformes)
(GONCALVES & FRANCO, 1998).

Dentre as espécies existentes encontram-se tanto bactérias originarias do
trato intestinal de humanos quanto de outros animais de sangue quente. Inclui
trés géneros, Escherichia, Enterobacter e Klebsiella, sendo que as cepas de
Enterobacter ndo sdo de origem fecal. Ja a E. coli é a mais conhecida deste
grupo, tem como habitat o trato gastrintestinal, servindo de indicadora de
contaminagao fecal em alimentos processados (SILVA,1997).

A presenca de coliformes nos alimentos é de grande importancia como
indicacdo de contaminacdo durante o processo de fabricacdo ou mesmo poés-
processamento. Estes microorganismos sao comumente encontrados no meio
ambiente e a sua contagem elevada sugere que as praticas de higiene foram
inadequadas durante o processamento (MIRANDOLA, 2006).

2.4.4 Staphylococcus aureus

Sao considerados mesdéfilos (sobrevivem de 7°C a 47,8°C), gram-positivos e
coagulase positivo. Sao imoveis, aerbdbios facultativos, beta hemoliticos, forma
colénias pigmentadas. Podem crescer em formato de cocos agrupados
semelhantes a cachos de uva. Esse género € composto de varias espécies de

interesse médico: S.aureus, S.epidermidis e S. saprophyticus (JAY, 2005).
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Apesar de serem encontrados frequentemente na microbiota normal do
corpo humano e dos animais, 0S S. aureus Sa8o responsaveis por uma gama de
infeccdes, variando desde aquelas localizadas até as disseminadas, com elevada
gravidade. As patogenias causadas por eles podem ser classificadas como
superficiais, invasivas ou toxicas, destacando que os principais fatores de
viruléncia sdo os componentes da superficie celular, toxinas ou algumas enzimas
(TRABULSI, 2004).

Alguns estafilococos sdo capazes de produzir uma toxina do tipo sorologico
A, que é correlacionada com a produgcdo de um fator enzimatico que tem a
capacidade de converter o fibrogénio do plasma em fibrina formando um coagulo.
Esta caracteristica € importante para identificacdo fenotipica de isolados de
bactérias (TORTORA, FUNKE E CASE, 2005). Ressaltando que, Staphylococcus
coagulase positiva € o mais patogénico entre os estafilococos.

O S.aureus é considerado um dos principais agentes etioldgicos das
mastites contagiosas, sendo incidentes nos rebanhos leiteiros do mundo inteiro.
Por esta razdo, pode ser considerado um dos principais micro-organismos
transmitidos pelo consumo de leite e de seus derivados, independente dele esta
in natura ou tratado termicamente, jA que, produz enterotoxinas termoestaveis. A
contaminacgao pode ocorrer através de duas formas: do Ubere das vacas infectado
ou através de utensilios e equipamentos utilizados na ordenha que tenham a
presenca desse micro-organismo (FONSECA & SANTOS, 2000).

Rosec et al. (1997), detectaram presenca de enterotoxinas estafilococdcicas
no leite e em produtos lacteos 73,7% toxina do tipo C em 61 amostras
analisadas.NG & TAY (1993), estudaram amostras de leite cru e encontraram
32,45 % contaminado com S. aureus coagulase positivo.

Além das perdas econbmicas, é importante salientar o aspecto de risco para
a saude publica dessas cepas produtoras de enterotoxinas e de toxina. A
sindrome do choque toxico é determinada mais frequentemente pela toxina do
choque toxico, porém as enterotoxinas do tipo B e C também podem ser
implicadas (CHAPAVAL et al.,2010).

A ingestdo de toxinas produzidas e liberadas pela S. aureus durante sua
multiplicacdo no alimento, pode causar uma intoxicacao alimentar estafilococica,
caracterizada clinicamente por nauseas, vOmito, mal-estar, debilidade geral,

diarréia, cefaléia e dor abdominal (MURRAY et al., 2006). Mas, apesar dos riscos
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e da gravidade, os dados das incidéncias dos casos de intoxicacao estafilocdcica
no Brasil,ndo sao fiéis a realidade, devido as subnotificacdo das DTA’s que ocorre
no pais pelos 6rgados responsaveis pelo seu controle e notificacdo (BORGES et
al.,2008).

2.4.5 Fungos filamentosos e leveduras

Os fungos filamentosos podem crescer numa margem de temperatura maior
do que as bactérias, sendo que, a maioria sdo capazes de se multiplicar em
alimentos refrigerados ou congelados (FRANCO & LANDGRAF, 2002).

O crescimento de fungos filamentos é mais lento que as bactérias em
alimentos de baixa acidez e alta quantidade de agua, o que permite assegurar
gue dificilmente serdo responsaveis pela deterioracdo desses alimentos. A
presenca de fungos e leveduras no leite cru praticamente € inexistente logo apos
a sua obtencéo. Mas existem fatores que favorecem essa contamina¢cdo como por
exemplo os utensilios mal higienizados, o corpo do animal e o0 meio ambiente,
criando a possibilidade de deteriorar o alimento. Tornar-se um perigo a saude
publica devido a producdo de micotoxinas. Portanto, a contaminacdo constitui
causa mais frequente de problemas sanitarios, além das perdas econdmicas.
Pode-se concluir que a higiene e o controle do leite e produtos lacteos tém como
objetivo basico assegurar a sua inocuidade ao consumidor (PADINHA et al.,

2001).

2.4.6 Psicrotroficos

O resfriamento do leite logo apds a obtencdo preserva a sua qualidade
evitando sua deterioracdo, mas ocasiona outro problema ao leite, que € o
aparecimento de micro-organismos psicrotroficos.

Os micro-organismos psicrotréficos séo classificados como aqueles que tém
a capacidade de se desenvolver em temperaturas entre 0° e 7° C, o que
possibilita a sua multiplicacdo em alimentos refrigerados. A sua determinacao
avalia o grau de deterioracdo e vida util nos alimentos conservados pelo frio
(FRANCO & LANDGRAF, 2002).
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Segundo Arcuri et al., (2008) sédo considerados os principais agentes de
deterioracéo de leite cru refrigerado e de seus derivados. Tem acao deterioradora
devido a producdo de proteases e lipases que hidrolisam respectivamente a
proteina e a gordura do leite que podem causar rancificacdo, mudanca do odor,
sabor de alguns produtos lacteos como o queijo e a manteiga e a gelatinizacao do
leite UHT. N&o sobrevivem a pasteurizacdo, porém as enzimas hidroliticas sao
termorresistentes, podendo resistir mesmo ao tratamento UHT e permanecerem
ativas. Portanto, o estudo desses micro-organismos é de grande relevancia por
avaliar o grau de deterioracdo de alimentos refrigerados ou aqueles submetidos a
tratamento térmico.

Bactérias psicrotroficas representam cerca de 10% da microbiota total do
leite cru quando produzido em condi¢gdes normais de higiene (PINTO et al., 2006).

Os micro-organismos psicrotréficos presentes no leite cru incluem bactérias
gram-positivas e gram-negativas. Entre as bactérias gram-negativas o género
Pseudomonas spp. € 0 mais frequente. Comumente sdo encontrados em agua
nao tratada, solo e vegetais e s&o introduzidos no leite como resultado da
contaminacdo dos equipamentos utilizados durante a ordenha e para o Ubere e
tetas a partir destas fontes (MOLINERI et al., 2012).

2.4.7 Escherichia coli

E um bacilo Gram-negativo, ndo esporogénico, anaerébio facultativo, sua
temperatura Otima de crescimento esta entre 30-37°C, pertencem a familia
Enterobactereaceae, fermentam a glicose e ampla variedade de outros agucares.
S&o0 bactérias oxidase negativa, catalase positiva e crescem bem em Agar Mac
Conkey, porque ndo sé&o inibidos pelos sais biliares presentes no meio
(GONCALVES et al., 2002).

Foi isolada pela primeira vez em 1885 por Teodor Eschericher, e
denominada inicialmente por Bacterium coli commune, a escolha desta
denominacdo se deve ao fato desta bactéria ser encontrada no colon.
(KONEMAN et al., 2008).

O uso da E.coli como indicador de contaminacéo fecal ocorreu a partir de
1892 e até o momento é a fonte mais importante, dentro do grupo dos coliformes

termotolerantes relacionada a seguranca alimentar, pois, € um micro-organismo
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encontrado no conteudo intestinal do homem e animais, o que permite sinalizar se
ha contaminacéo fecal direta ou indireta nos alimentos (BRENER, 1984).

As linhagens patogénicas de E.coli sédo divididas de acordo com os
mecanismos da patogenicidade e seus sintomas: as enterotoxigénicas (ETEC)
sdo muito conhecidas por causar “diarréia dos viajantes”, o micro-organismo
coloniza as proximidades do intestino delgado; as cepas enteropatogénicas
classicas (EPEC) causa em crianca diarréia aquosa contendo muco em criancas,
esta presente em todo intestino; as cepas entero-hemorragicas (EHEC) causam
diarréia sanguinolenta, sindrome urémica hemolitica e estéo incluidas neste grupo
0s sorotipos 0157,026 e O111; as enteroagregativas (EAggEC) causam diarréia
de mais de 14 dias e produzem toxina termosensivel; as enteroinvasivas (EIEC)

causam febre e diarréia profusa contendo muco e sangue (FORSYTHE, 2002).

2.4.7.1 Escherichia coli O157:H7

A Escherichia coli 0157:H7 € um sorotipo da E.coli evoluiu a partir da EPEC
e adquiriu os genes de Sh.dysenteriae via bacteriéfago.Possuem caracteristicas
gue as diferenciam de outras cepas como a nao capacidade de utilizar sorbitol.
Somente em 1983 ocorreu a primeira associacdo desta bactéria com infeccao
intestinal, quando epidemiologistas investigavam dois surtos de diarréia
sanguinolenta provocada pela ingestdo de hamburgueres nos EUA. E
considerado emergente apesar de sua incidéncia relativamente baixa, constitui
sério risco a saude, sendo, algumas vezes, fatal, principalmente para criancas e
idosos (FOODBORNE, 2002).

A E.coli 0O157:H7 ¢é um dos mais importantes micro-organismos
responsaveis pelas DTA’s, gerando um numero considerado de vitimas de sua
acao, principalmente paciente imunodeprimido, tem o bovino como o principal
reservatorio e o0 meio de transmissao mais comum é o consumo de alimentos
contaminados, como carne cruas ou mal cozidas e leite cru (GONCALVES et al.,
2002).

E considerada um patdgeno zoonético, que raramente causa doenca em
animais. Existem relatos em ovinos, caprinos, bufalos e veados, ja os suinos e
aves de capoeira ndo séo considerados portadores de EHEC. A epidemiologia

desta doenca, mudou bastante durante os ultimos dez anos e um aumento do
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namero de veiculos alimentares incomuns tém sido associados com infeccbes
humanas, como a possibilidades de transmissao para pessoas durante visitas a
fazendas e uma grande variedade de exposi¢des relacionadas com o ambiente.
(CAPRIOLI et al., 2005).

A sua ocorréncia em numero elevado principalmente em alimentos frescos
de origem animal indica manipulacdo em condicbes de higiene precaria ou
armazenamento inadequado. A criagdo intensiva de animais também favorece a
contaminacdo dos alimentos por este microorganismo, devido a possivel
contaminacgao dos rios e lencgois freaticos, pelas fezes dos animais e da circulacdo
dessa bactéria no meio ambiente quando o esterco é usado como adubo
(GONCALVES et al., 2002).

Neste grupo inclui estirpes que produzem fatores citotdxicos descritos como
verotoxinas (VTs) ou Shiga-like toxinas (SLTs) (DOYLE et al., 1997). Dentre as
cepas de Escherichia coli que produzem shigatoxinas, classificadas como E. coli
shigatoxigénicas (STEC), existem algumas que sao altamente patogénicas aos
seres humanos, entre estas, encontram-se E. coli pertencentes aos sorogrupos
0157, O111 e O113. Estes micro-organismos sao considerados uma ameaca a
saude publica uma vez que, as patologias por eles provocadas séo, geralmente,
de natureza grave.

O envolvimento de Escherichia coli STEC em casos esporadicos e surtos de
doencas pode esta ligada a ingestdo de leite e produtos lacteos. Como o0s
ruminantes sao portadores saudaveis, pode-se afirmar que as DTA’s estédo
ligadas diretamente ao consumo de leite e dos produtos lacteos, por fornecerem a
estas bactérias, condicdes favoraveis para o seu crescimento, tornando-se uma
fonte potencial (FARROKH et al., 2013).

Existem muitos relatos indicando a associacédo entre o consumo de leite cru
e a colite hemorragica ou a sindrome hemolitica urémica (KIRK et al., 1997). Em
uma pesquisa realizada, no Reino Unido, Chapman et al. (1997),confirmaram o
leite ndo tratado como fonte de E. coli O157:H7.

Até mesmo o leite tratado pode estar contaminado, se a pasteurizacdo for
inadequada ou ocorrer contaminacao pés-pasteurizacdo. Resultados obtidos por
Katic & Radenkov (1998) indicaram que a E. coli O157:H7 sobrevive em leite
pasteurizado, contaminado artificialmente com este sorotipo, mantido a 7°C e a

20°C, por mais de 21 dias.
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Matthews et al., (1997), estudando a invaséo das células epiteliais bovinas
por Escherichia coli O157:H7 shigatoxigénica, observaram que todas E. coli
0157:H7 isoladas demonstraram habilidade em penetrar nas células epiteliais da
glandula mamaria de bovinos. Este processo é importante, pois 0s bovinos
podem, por meio desta via, contaminar o leite cru. Além disso, a localizacdo
intracelular da bactéria no tecido mamario pode servir como reservatorio da
bactéria para contaminacdo de trabalhadores, equipamentos e carcacas no
momento do abate.

Estudos realizados por Randall et al., (1999) e por outros autores indicam
gque a E.coli shigatoxigénica O157:H7 (STEC) pode sobreviver por longos
periodos no ambiente rural. Sendo assim, o ambiente da propriedade rural pode
ser considerado como uma potencial fonte direta de contaminacdo para os seres
humanos, como verificado por Rice et al. (1996) que constataram a presenca da
bactéria nas fezes de um garoto que apresentava severa diarréia sanguinolenta e
estava diretamente ligado a criacdo do rebanho.

Em trabalho realizado no Rio de Janeiro, foi observada uma alta ocorréncia
(82%) de E. coli shigatoxigénica em rebanho leiteiro (CERQUEIRA et al., 1999).
Além disso, a alta incidéncia de STEC em produtos carneos crus, encontrada na
cidade do Rio de Janeiro, pode representar um potencial risco a saude publica
(CERQUEIRA et al., 1997). Talvez, também se aplique em nosso pais a
afirmacao de Swerdlow et al. (1992) de que as infec¢cbes, ndao s6 com E.coli
0157:H7, mas também com O1l1l1l e 0113, possam estar sendo
subdiagnosticadas devido a falta de exames de fezes de rotina que detectem

esses microorganismos.
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CONTAGEM DE MICROORGANISMOS INDICADORES EM LEITE CRU
OBTIDOS POR ORDENHA NAO MECANIZADA E MECANIZADA EM
PROPRIEDADES DO RECONCAVO BAIANO.

Autora: Aline Batista Sandes

Orientadora: Ludmilla Santana Soares e Barros

RESUMO: O leite devido sua composicdo rica em nutrientes, favorece a
proliferacdo de micro-organismos, juntamente com as falhas na ordenha. Por isso,
o leite deve ser sempre objeto de estudos microbioldgicos, para conhecer a sua
real condicdo de higiene. Esse trabalho teve como objetivo determinar as
contagens mesofilos aerdbios, fungos filamentosos e leveduras, psicrotréficos e
Staphylococcus coagulase positivo em leite cru obtido por ordenha néo
mecanizada e mecanizada em propriedades do Recbncavo Baiano e avaliar as
propriedades quanto a higiene da ordenha e a sanidade do rebanho. Os
resultados encontrados foram 90% das 18 propriedades ndo mecanizadas
apresentavam falhas na higiene e limpeza da ordenha, somente 01 mecanizadas
apresentou falhas nos procedimentos de higiene e limpeza na ordenha. Das
amostras de leite provenientes de ordenha ndo mecanizadas 5,55%, atendem a
IN 51 e apenas 25% da ordenha mecanizada. Quanto aos fungos filamentosos e
leveduras os resultados variaram de 7,0x10®° UFC/mL a 4,0x10° UFC/mL em
amostras de leite provenientes de ordenha nado mecanizada e de
<1,0x10'UFC/mL a 1,9x10’UFC/mL de ordenha mecanizada. Nas amostras
provenientes de ordenha ndo mecanizada néo foi verificado a presenca de micro-
organismos psicrotréficos, assim como cinco das amostras de leite obtidas por
ordenha mecanizada, enquanto nas demais amostras os resultados variaram de
3,4x10°UFC/mL a 1,0X10’UFC/mL Neste estudo ndo foi encontrada a presenca

de Staphylococcus coagulase positiva.

Palavras-chave: meséfilos aerdbios, fungos filamentosos e leveduras,

psicrotréficos e Staphylococcus coagulase positiva, leite in natura.
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COUNT OF MICROORGANISMS IN MILK OBTAINED BY MILKING
MECHANIZED AND MECHANIZED NOT OF RECONCAVO BAIANO.

Author: Aline Batista Sandes

Advisor: Ludmilla Santana Soares e Barros

ABSTRACT:The milk because its composition is rich in nutrients, favoring the
proliferation of microorganisms along with gaps in milking. By isse, milk should
always be subject to microbiological studies, exploring its real hygienic condition.
This study aimed to determine the mesophilic aerobic counts, yeasts and molds,
psychrotrophic and coagulase positive Staphylococcus in raw milk obtained by
non-mechanized and mechanized milking in the Reconcavo Baiano and evaluate
properties as the hygienic- sanitary milking and the health of the herd. The results
were 90 % of 18 non-mechanized properties presented failures in hygiene and
cleanliness of milking, only 01 had flaws in mechanized procedures of hygiene and
cleanliness in milking. Samples of milk from milking not mechanized 5.55%, IN 51
and meet only 25 % of mechanized milking. As for yeasts and the results ranged
from 7.0 x 10® CFU / mL to 4.0 x 10° CFU / ml in milk samples from non-
mechanized milking and <1.0 to 1.9 x10'CFU/mL x10’CFU/mL mechanized
milking. In the samples from non-mechanized milking has not established the
presence of psychrotrophic micro-organisms, as well as five of the milk samples
obtained by mechanized milking , while in other samples the results vary from 3.4
to 1.0x10°> CFU/mL X10'CFU/mL this not study the presence of coagulase positive
Staphylococcus.

Keywords: aerobic mesophilic, filamentous fungi and yeasts, and Staphylococcus

coagulase positive psychrotrophic, fresh milk .
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1. INTRODUCAO

Todos os alimentos sdo passiveis de contaminacdo através da acdo dos
micro-organismos patogénicos ou pelas suas toxinas podendo ocasionar DTA’s.
assim como o leite, devido sua composicao ser rica em nutrientes que favorecem
a proliferacdo de bactérias, fungos filamentosos e leveduras. Sendo sua
gualidade definida através de parametros da sua composicdo quimica,
caracteristicas fisico-quimicas e de higiene.

Até 0 momento de ser excretado nos alvéolos da glandula mamaria sadia o
leite é estéril, existindo grande possibilidade de sofrer contaminacao
microbioldgica devido a falhas durante a ordenha, processamento, transporte,
superficies e utensilios ou do préprio ambiente contaminado. Todos esses fatores
favorecem diretamente o crescimento de micro-organismos patogénicos, podendo
atingir numeros da ordem de milhdes de bactérias por mL.

Os principais grupos dos patogénicos séo: os mesofilos, que se multiplicam
rapidamente quando o leite ndo €& armazenado sob refrigeracdo e o0s
psicrotréficos, que se multiplicam em temperaturas baixas.

Devido a existéncia de falhas ligadas a temperaturas inadequadas de
conservagdo, comumente pode ocorrer a existéncia de produtos lacteos com
caracteristicas microbioldgicas fora dos padrdes regulamentares. Portanto é muito
dificil se obter um leite livre de contaminantes. Por essa razdo a legislacdo define
parametros aceitaveis, com base nas alteracdes que determinado numero de
micro-organismos podem causar ao leite e seus derivados, servindo a sua
presenca como indicador das condicfes sanitarias em que o leite foi obtido até o
chegar ao consumo.

Por esta razéo, o leite deve ser sempre objeto de estudos microbiolégicos,
gue irdo refletir a sua real condicdo higiénica relacionadas com a producéo,
armazenamento, transporte e manuseio, com a finalidade de diminuir a ocorréncia

das chamadas DTA'’s.
11 OBJETIVO
- Determinar as contagens de microorganismos mesofilos aerobios, fungos

filamentosos e leveduras, psicrotroficos e Staphylococcus coagulase positivo em

leite cru obtidos por ordenha n&o mecanizada e mecanizada na regido do
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Recbncavo Baiano, avaliando as propriedades fornecedoras das amostras de

leite.
2. MATERIAIS E METODOS
2.1 Coleta de Amostras
As amostras de leite in natura foram coletadas no periodo de novembro de
2012 a abril de 2013, em 26 propriedades leiteiras na regido do Recbncavo

Baiano, nos municipios de Teodoro Sampaio, Belém-Distrito de Cachoeira, Sao

Goncalo, Conceicao de Feira e S&o Francisco do Conde.

Figural: Mapa da Bahia com destaque para aregido do Recéncavo Baiano.

Inicialmente foram divididas em 02 grupos de estudo, 18 propriedades em
gue se encontraram fazendas com ordenhas ndo mecanizadas (as amostragens
foram realizadas diretamente dos latdes nas propriedades, em pontos de coletas
ou caminh&o transportador e 08 propriedades com ordenhas mecanizadas (Figura
2) as amostragens foram retiradas diretamente do tanque de expanséo, onde as
medidas profilaticas de controle de qualidade higiénica do leite eram rigorosas e

realizadas diariamente.
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Das 18 propriedades ndo mecanizadas aproximadamente 80% dos animais
sdo mesticos mantidos a pasto, e ordenhados uma vez ao dia, produzem em
média de 66,6 litros/dia, com sistema “balde ao pé” e com a presenca de bezerro.
O leite € mantido em latdes alguns plasticos e outros de metal e recolhido
diariamente pela manha pelo caminh&o transportador ou levados diretamente até
a propriedade um.

Foram aplicados questionarios individuais em cada propriedade, com o
objetivo de conhecer as condi¢des higiénicas antes, durante e apds o processo de
ordenha e a sanidade dos animais. Contendo as seguintes informagdes: tipo de
ordenha; horario das ordenhas; volume de producdo; origem da agua e se a
mesma era clorada ou ndo; como era realizada a limpeza do estabulo; dos
equipamentos; de tetos e do ordenhador. Adicionalmente foi realizado um
levantamento sobre a sanidade das vacas e das técnicas de armazenagem do
leite pds-coleta.

Em cada propriedade foi coletada 500 mL de leite in natura (01 amostra da
ordenha matinal), sendo imediatamente armazenadas em frascos estéreis
devidamente identificados com nome da propriedade e a data de coleta. Em
seguida, as amostras foram transportadas em caixas de isopor com gelo e
enviadas para o laboratorio de microbiologia do Centro de Ciéncias Agrarias
Ambientais e Biolégicas (CAABB) da Universidade Federal do Recéncavo Baiano
(UFRB), onde foram mantidas sob refrigeracdo e imediatamente submetidas as

analises microbiolégicas.
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Figura 2. Sala especifica para ordenha mecanizada.
Fonte: Arquivo pessoal

2.2 Contagem de Mesoéfilos Aerdbios

As amostras foram homogeneizadas e em seguida retirou-se uma aliquota
de 1mL de cada amostra de leite in natura, onde foi preparada diluicdes em série
de 10%°a10® de leite diluido em 9 mL de solucéo salina peptonada a 0,1%.

Posteriormente, foi retirado 1mL das diluicbes sequenciais e transferidas
para placas de Petri em duplicata, onde verteu-se 25 mL de Agar Contagem
Padrdo (ACP) fundida anteriormente a 45° C, depois, as placas foram
suavemente homogeneizadas, numa superficie plana, com movimentos circulares
suaves, em forma de “8”. Apds a solidificagao a temperatura ambiente, as placas
foram invertidas e incubadas em estufa a 35°C, por 48+3 horas.

A contagem foi efetuada em um contador de colonias (modelo CP 608,
Phoenix — Araraquara, Brasil) (Figura 3) restringindo-se aquelas placas que
apresentaram crescimento no intervalo de no minimo 25 e no maximo 250
unidades formadoras de colénias (UFC) por placa e os resultados foram obtidos

através da média do numero de colbnias encontrados nas placas de Petri
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expresso em unidades formadores de colénia por mL de amostra (UFC/mL)
(APHA, 2001; BRASIL, 2003).

Figura 3: Contador de col6nias - meséfilos aerdbios.
Fonte: Arquivo pessoal

2.3 Fungos Filamentosos e Leveduras

A partir de 1mL de cada amostra de leite cru foram preparadas diluicbes
seriadas, empregando-se como solucdo diluidora 9 mL de solucdo salina
peptonada a 0,1%. Em seguida, 0,1mL das diluicdes sequencias foram inoculadas
sobre a superficie contendo Agar Sabouraud (ASB) (Figura 4). A incubacio das
placas foi realizada em temperatura de 25°C+1°C por 7 e 15 dias em incubadora
BOD (demanda bioguimica de oxigénio). A leitura foi efetuada no sétimo dia e no
décimo quinto dia nas placas que continham entre 30 e 350 col6nias (BRASIL,
2003).
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Figura 4. Placa de Petri colénias contendo fungos filamentosos e leveduras.

Fonte: Arquivo pessoal

2.4 Contagem de Psicrotroficos

A partir de 1mL de cada amostra de leite cru foram preparadas diluicbes
seriadas, empregando-se como solucdo diluidora 9 mL de solucdo salina
peptonada a 0,1%. Em seguida, 0,1ImL das diluicdes sequenciais, foram
inoculadas sobre a superficie contendo Agar Padrdo para Contagem (PCA). A
incubacédo foi realizada em temperatura de 8°C+2°C por cinco dias (BRASIL,
2003).

A contagem das placas efetuou-se em um contador de colénias (modelo CP
608, Phoenix — Araraquara, Brasil), observando o intervalo de no minimo 25 e no
méximo 250 unidades formadoras de col6nias (UFC) por placa e os resultados
foram obtidos através da média do numero de col6nias encontrados nas placas
de Petri expresso em unidades formadores de colbnia por mL de amostra
(UFC/mL) (APHA, 2001; BRASIL, 2003).
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2.5 Pesquisa de Staphylococcus aureus

A partir de 1mL de cada amostra de leite cru foram preparadas diluicOes
seriadas empregando-se como solugcdo diluidora 9 mL de solucdo salina
peptonada a 0,1%. Em seguida, 0,1 mL das diluicbes sequenciais foram
inoculadas sobre a superficie contendo Agar Baird-Parker. A incubacédo foi
realizada em temperatura de 35°C+2°C de 24 a 48horas. Foram selecionadas
cinco colbnias tipicas (negras brilhantes com anel opaco, rodeadas por halo claro)
e cinco coldnias atipicas para semeadura em tubos contendo Brain Heart Infusion
(BHI), a incubacédo foi realizada em temperatura de 36°C +£1°C por 24 horas
(BRASIL, 2003).

2.5.1 Prova da coagulase

Foi transferido 0,3 mL de cada tubo de cultivo em BHI, em tubos estéreis
contendo plasma de coelho. A incubacgédo foi realizada em temperatura de
36°C+1°C por 6 horas. Verificou-se a presenca de coagulos e observou-se o0s
seguintes critérios:

Reacdo 1+: coagulo pequeno e desorganizado.

Reacéo 2+: codgulo pequeno e organizado.

Reacédo 3+: codgulo grande e organizado.

Reacédo 4+: coagulacdo de todo conteudo do tubo que ndo se desprende
guando 0 mesmo € invertido.

A presenca de Staphylococcus aureus foi determinada quando a reacao for
do tipo 3+ e 4+. Quando houver reacdo 1+ e 2+ os tubos foram repicados em
caldo BHI para realizagdo de testes complementares (coloracdo de Gram,

termonuclease, catalase).
2.6 Analise Estatistica
A analise de variancia dos resultados e as médias dos mesmos foram

comparadas pelo teste de Tukey, ao final de 5% de probabilidade (BANZANATTO
& KRONKA, 1992).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

De acordo com andlise dos questionarios aplicados (Tabela 2) in loco antes
da coleta das amostras de leite, as propriedades apresentaram praticas distintas
de higiene, onde 90% das 18 propriedades ndo mecanizadas pesquisadas
apresentavam falhas nos procedimentos de higiene e limpeza antes da ordenha,
a exemplo utilizacdo de agua néo tratada e nao clorada e o ndo uso de toalhas
descartaveis.

Com relagdo aos cuidados profilaticos de doencas todas as propriedades
ndo mecanizadas vacinavam seus animais contra Febre Aftosa, Brucelose e
Raiva. Com base nas informacdes, 16 das 18 propriedades sé requisitavam o
Médico Veterinario caso houvesse problemas atipicos. Estas ndo faziam o
controle do uso de vermifugos e de carrapaticidas, ja as duas propriedades que
recebem a visita mensal do Médico Veterinario agendavam periodos, doses e
principio ativo tanto do vermifugo quando do carrapaticida a serem utilizados.

Quando questionados em relacdo a presenca de mastite nos animais, todos
os ordenhadores disseram que raramente ocorre, mesmo tendo constatado que o
teste para este diagndstico ndo era realizado rotineiramente. Relatou-se que em
todas as propriedades executavam-se praticas de limpeza dos utensilios e dos
equipamentos e higienizacdo dos tetos das vacas, porém o0 que na pratica
observou-se foi que a 4gua utilizada n&o era de fonte segura, ndo era realizada a
cloracdo desta agua nem controle microbiolégico, sendo na maioria das
propriedades proveniente de pocos artesianos e/ou aguadas onde se coletava
com vasilhames sem higienizacdo adequada, além também de serem utilizadas
pelos animais das propriedades.

Em 15 propriedades ndo mecanizadas os ordenhadores ndo utilizavam
gualquer tipo de uniforme especial para a fungéo, e as praticas de higienizacao
dos tetos e dos utensilios eram realizadas de forma inadequada e sem critérios,
principalmente por que ndo usavam papel toalha descartdveis e sim panos
reutilizaveis. Somente em uma propriedade rural foi observada a presenca de
sanitario proximo ao estabulo.

Com relagdo aos animais que pertencem as 08 propriedades mecanizadas
estes, sdo mais selecionados quando comparados ao sistema anterior. Recebem

racao e suplementos minerais nos cochos e tem acesso ao pasto. Produzem em
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média 8.000 L/dia, a ordenha é realizada duas vezes ao dia em sala especifica,
com sistema fechado. O leite obtido é refrigerado em tanque de expanséo e a
cada 02 dias transportado por um caminh&o isotérmico.

Constatou-se que somente uma das 08 propriedades mecanizadas
pesquisadas, havia falhas nos procedimentos de higiene e limpeza antes, durante
a ordenha. Em relacdo aos cuidados profilaticos de doencas e parasitoses, foi
relatado que todas as propriedades vacinavam seus animais contra Febre Aftosa,
Brucelose e Raiva e tinham maior controle das doses de vermifugo e de
carrapaticida que sao utilizados além de possuirem assisténcia mensal do Médico
Veterinario.

Com relacdo ao controle de mastite todos os ordenadores disseram que
raramente ocorre e afirmaram categoricamente que fazem o teste para este
diagnéstico diariamente. Foi verificado no estudo que a maioria das propriedades
executavam préaticas de limpeza dos utensilios e dos equipamentos e
higienizacdo dos tetos das vacas, utilizando pastilhas de cloro e as teteiras com
alcool iodado além da utilizacdo de papel toalha descartavel. A 4gua utilizada era
na maioria proveniente de pocos artesianos.

Todos os ordenhadores utilizavam uniforme especial para a funcao e tinham

sanitarios a sua disposi¢ao nos estabulos.

Tabela 2. Resultados do questionario aplicados nas propriedades né&o
mecanizada e mecanizada do Recéncavo Baiano.

Caracteristicas Ordenha ndo mecanizada Ordenha mecanizada
Pré-dipping 90% faz mais com restricdes 100% faz
Diagnéstico preventivo 90% Nao realiza 100% Realiza
Numero de ordenha 01 02
Higienizacéo das tetas 90% insuficiente 90% suficiente
Resfriamento do leite 90% néo resfriam 100% resfriam

Agua tratada 90% né&o tinham 100% tinham
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Vermifugo e carrapaticida 80% nao tinham controle 100% utiliza com controle
Uso de vacina Sim Sim

Producéo de leite 66,6 litros /dia 8.000 litros /dia
Armazenamento do leite

90% Lat6es plasticos 100% Tanque de expansédo

Uso de uniforme 80% nao utilizam 100% utilizam

Segundo as Tabelas 3 e 4, a contagem de micro-organismos mesofilos
aerobios do leite obtido através de ordenha ndo mecanizada variou de
5,0x10*UFC/mL a 2,5x10°UFC/mL, enquanto para o leite obtido mediante ordenha
mecanizada variou de 3,0X10*UFC/mL a 9,0x10’UFC/mL, demonstrando que no
leite obtido através ordenha ndo mecanizada os valores encontrados foram
superiores, tendo em vista que as amostras de leite foram coletadas diretamente
do caminhdo transportador e dos latbes, em temperatura ambiente, além das
condicBes higiénico-sanitarias inadequadas durante o processo da ordenha e
transporte podem ter influenciado nos resultados. Ainda nas mesmas Tabelas 3 e
4 observa-se que ndo houve diferenca estatistica ao nivel de 5% entre os dois
sistemas de ordenha.

Tabela 3. Micro-organismos indicadores em leite cru obtidos por ordenha né&o
mecanizadas de propriedades do RecOncavo Baiano, entre os meses de
novembro de 2012 a abril de 2013.

Mesé6filos aerébios

ropriedades olores e leveduras m
Propriedad (UFC/mL) Bol leved (UFC/mL)
m

01 5,8x10° Aa 1,2X10° Aa

02 2,5x10° Aa 4,0x10° Aa

03 5,4X10° Aa 2,0x10° Aa

04 4,9x10° Aa 4,0x10° Aa

05 2,1X10° Aa 4,0X10° Aa

06 2,7X10° Aa 2,8x10° Aa

07 3,4X10' Aa 7,0X10° Aa



08 4,2X10" Aa 2.1X10° Aa
09 9,3X10° Aa 4,0x10° Aa
10 6,8X10° Aa 1,0X10* Aa
11 2,6 X10°Aa 1,3X10* Aa
12 3,0X10° Aa 1,5X10* Aa
13 8,1X10 Aa 1,9x10° Aa
14 3,0X10° Aa 8,0x10° Aa
15 7,6X10' Aa 3,0X10 Aa
16 4,9X10° Aa 1,0x10" Aa
17 5,0x10* Aa 7,5x10° Aa
18 6,0x10° Aa 4,0x10* Aa
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Em cada linha valores seguidos de letras mailsculas diferentes diferem entre si, pelo teste de
Tukey ao nivel de 5%. Em cada coluna valores seguidos de letras mindsculas diferentes diferem

entre si, pelo teste de Tukey ao nivel de 5%.

Tabela 4. Microorganismos indicadores em leite cru obtidos por ordenha
mecanizadas de propriedades do RecbOncavo Baiano, entre 0s meses de
novembro de 2012 a abril de 2013.

Mesofilos Bolores e Psicrotroficos
Fazendas Aerdbios Leveduras (UFC/mL)

(UFC/mL) (UFC/mL)
19 3,0x10% Aa 3.0x10° Aa <1,0x10"
20 6,0 x10* Aa 2,0x10° Aa <1,0x10"
21 9,0 x10’ Aa 7,0x10° Aa <1,0x10"
22 1,1x107 Aa 6,3x10° Aa 1,0X10’
23 8,3x10° Aa 7,4x10° Aa 7,7X10°
24 9,2x10° Aa <1,0x10"Bb <1,0x10"
25 4,2x10° Aa 4,5x10° Aa 3,4X10°
26 7,2x10° Aa 1,9x10" Aa <1,0x10*

Em cada linha valores seguidos de letras mailsculas diferentes diferem entre si, pelo teste de
Tukey ao nivel de 5%. Em cada coluna valores seguidos de letras minUsculas diferentes diferem
entre si, pelo teste de Tukey ao nivel de 5%.
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De acordo a IN 62 apenas 5,55% das amostras de leite obtidas através de
ordenha ndo mecanizadas atenderam a esta legislacdo, enquanto para o leite
produzido mediante ordenha mecanizada 25% estdo de acordo com oS
parametros exigidos, que é 3,0 X 10°> UFC/mL (BRASIL, 2011).

Badini et al. (1996) nos municipios de Botucatu e de Sdo Manuel, em Séao
Paulo, verificaram a ocorréncia de 8,3% e 83,3% respectivamente em amostras
com contagens de micro-organismos mesdfilos e de coliformes totais acima dos
limites maximos permitidos e a presenca de 50,0% e 18,3% amostras
contaminadas por cepas de Staphylococcus coagulase positiva e por coliformes
fecais, respectivamente. Apenas 8,3% das amostras mostraram-se dentro dos
referidos padrdes legais.

Em Brasilia, DF, das 1.030 amostras coletadas, 23% do leite tipo C dessa
amostragem foram reprovados. Os dados demonstraram que a contaminacdo do
leite ocorria, em 48,4% das vezes, nas propriedades, em 22,5% nos caminhdes
usados no transporte da matéria-prima até os entrepostos e em 28,7% nos pontos
de venda do leite (GONTIJO, et al.,1998). Beloti et al. (1999) em Cornélio
Procopio, Parana pesquisando 42 amostras de leite cru comercializado,
encontraram 59,52% das amostras com contagem de mesofilos acima do
permitido.

Catdo et al. (2001) avaliando dois grupos que foram classificadas como
amostras antes e pés mudanca no processo de higienizacao da usina observaram
elevada contaminacdo nas amostras de leite nas duas épocas. Em Salvador (BA),
foram avaliadas 20 amostras de leite no comércio varejista. Os resultados
mostraram que 13 amostras apresentaram um numero de bactérias aerdbias
mesé6filas variando de 10°a 10° UFC/mL (LEITE et al., 2002).

Santos & Bergmann (2003) pesquisando amostras de leite cru transportado
em temperatura ambiente, encontraram 57,6% das amostras com contagens de
7,0 X10°. Machado et al. (2006) estudando a CBT de amostras de leite cru
refrigerado em Santa Catarina encontraram médias geométricas superiores a um
milhdo de UFC/mL em todos os meses pesquisados no periodo de outubro de
2005 a junho de 2006.

Durr (2006), detectou valores entre 31,9% a 64,4% de amostras de leite cru
no Estado do Rio Grande do Sul em desacordo com a legislagcéo para Contagem

Bacteriana Total.
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Em andlise de amostras de tanques de expansao individuais e comunitarios
demonstram-se variacdo entre as contagens de bactérias mesofilicas nas
amostras coletadas em tanques individuais 2,5 x 10° UFC/mL a 3,0 x 10°
UFC/mL. Os autores sugeriram que, em algumas propriedades, as préticas
higiénicas utilizadas ndo garantiram uma contagem baixa do leite estocado sob-
refrigeracéo (PINTO et al., 2006).

Foi realizado um trabalho através de questionario sobre caracteristicas de
producédo, ordenha e cuidados sanitarios em 60 propriedades leiteiras localizadas
na regido de Vigcosa, MG — Brasil com contagem de aerébios mesofilos foi abaixo
de parametros nacionais e internacionais (BRASIL, 2006). De acordo com a IN
51, o padrdo de qualidade microbiolégica adotado para o leite cru refrigerado
atualmente na regido Sudeste € uma contagem de aerdbios mesofilos maxima de
10° UFC mL™, e 47 (78,3%) as amostras coletadas apresentaram contagens
abaixo desse valor (NERO et al., 2009).

Em relacdo a fungos filamentosos e leveduras os resultados encontrados
variaram de 7,0x10° UFC/mL a 4,0x10° UFC/mL em amostras de leite
provenientes de ordenha ndo mecanizada enquanto que o leite obtido através de
ordenha mecanizada os resultados variaram de <1,0x10'UFC/mL a
1,9x10’UFC/mL (Tabelas 3 e 4). A pesar da legislagdo ndo preconizar exigéncias
com relacdo a estes micro-organismos os resultados obtidos s&o de grande
relevancia, pois indicam as condi¢cfes higiénico-sanitarias em que foi produzido o
leite. Na tabela 4 observa-se diferenca significativa ao nivel de 5%, na
propriedade 24 onde o leite foi obtido através de sistema de ordenha mecanizada
e mostrou valores baixos de bolores e leveduras.

Melville et al. (2006),verificou uma média de14 X 10°UFC mL™ para fungos
em dez amostras de leite cru comercializado, informalmente e sem fiscalizacéo,
no interior do Estado de Sdo Paulo. Citadin et al.(2009) em leite refrigerado
obtidos de tanque de expanséo e de latdes encontraram contagens que variaram
de 5,5 X 10" a 1,2 X 10° UFC/mL e 64,51% das amostras apresentaram contagem
acima de 100 UFC/mL, indicando higiene insatisfatéria durante o processo de
obtencdo e deficiéncias do equipamento de ordenha..

Machado et al. (2012), no municipio de Parintins Estado do Amazonas, em
trés grupos denominados A, B e C encontraram 0s seguintes resultados médios

para leveduras, em UFC mL™, foram 2,1 x 10°no grupo A, 2,5 x 10°*no grupo B e
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1,0 x 10%para o grupo C, enquanto que as médias de bolores foram de 4,5 x
10'para o grupo A, 13,0 x 10* para o grupo B e 5,0 x 10'UFC mL™ para o grupo
C. Os autores afirmam ainda que a alta umidade relativa do ar da regiao
amazonica pode ter contribuido para maior proliferacdo destes micro-organismos
no ambiente.

Nas amostras provenientes de ordenha ndo mecanizada nao foi verificado a
presenca de micro-organismos psicrotroficos, como também em 11,5% das
amostras de leite obtidas por ordenha mecanizada, enquanto nas demais
amostras os resultados variaram de 3,4x10°UFC/mL a 1,0X10’UFC/mL (Tabela
4); apesar da legislacdo brasileira ndo estabelecer padrbes para o leite cru em
relacdo a estes micro-organismos. Estes resultados sdo preocupantes tendo em
vista a producdo de enzimas termoresistentes, além do desenvolvimento do sabor
residual no leite pasteurizado.

Schimith et al.(2003) pesquisando leite cru em diversas regides do Rio
Grande do Sul, encontraram 16,66% das amostras com contagens de
psicrotréficos entre 10° a 10° UFC/mL e 83,34% acima de 10’UFC/mL.

Em Goias, Santos et al.(2009) pesquisando microorganismos psicrotréficos
encontraram 14% das amostras de leite cru refrigerado em tanque de expansao
com 10° UFC/mL e 20% apresentaram contagens de 10°UFC/mL, enquanto
Santos & Fonseca (2003) também pesquisando leite refrigerado de tanques de
expans&o encontraram valores superiores a 10° UFC/mL.

No Rio de Janeiro e na regido da Zona da Mata de Minas Gerais, em 20
amostras de tanques coletivos e 23 tanques individuais, as contagens de
bactérias psicrotréficas nas amostras de leite para os dois tipos de tanques de
refrigeracdo variaram entre 10 > e 10’ UFC ml-!, porém, um maior nimero de
tanques coletivos apresentou contagens acima de 1x 10 > UFC ml-*. Foi verificada
a predominancia de bactérias psicrotréficas gram-negativas (81,2%). As bactérias
gram-positivas (18,8%) foram identificadas os géneros: Bacillus, Brevibacterium,
Cellum/Microbacterium, Kurthiae Staphylococcus. Os resultados ressaltam que
maior atencdo deve ser dada aos procedimentos que impegam a contaminagao
do leite por esses micro-organismos (ARCURI et al., 2006).

Foram coletadas 50 amostras de leite cru em dois laticinios no Rio Grande
do Sul entre 2005 e 2006. Do total de amostras 20 foram provenientes de tanque

isotérmico de caminhdes e 20 amostras no segundo estabelecimento. Os valores
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médios encontrados foram entre 6,0 e 6,5 log UFC/mL de bactérias psicrotroficas
nos diferentes laticinios. Estas bactérias podem ocasionar alteracdes indesejaveis
no leite UAT, como a gelatinizacdo e o desenvolvimento de sabor amargo
(NOMBERG, 2009).

Em Umuarama (Parand), foram coletadas amostras de leite do entreposto da
Associacdo de Produtores da regido no periodo de setembro de 2008 a julho de
2009. Observou-se diferenca significativa ao nivel de 5% nas concentracfes de
Pseudomonas spp. nos tempos avaliados, o0 que demonstra que a refrigeracao
inadequada e prolongada contribui para o aumento da concentragdo das bactérias
e das contagens elevadas de coliformes totais e termotolerantes (SILVA, 2010).

No presente trabalho, ndo foi encontrada a presenca de Staphylococcus
coagulase positiva nas amostras de leite analisadas diferindo do estudo em
Londrina (PR) e Pelotas (RS) realizado por Santana et al (2010) onde em 101
amostras de leite cru, 19 (18,8%) apresentaram contagem acima de 10° UFC/mL.

Em Minas Gerais Lamaita et al (2005) pesquisando 80 amostras de leite cru
refrigerado a 4°C e estocado por 48 horas em tanques refrigeradores de
propriedades rurais do estado de Minas Gerais, encontraram contagem de
Staphylococcus sp, em 100% das amostras de leite de tanque refrigerador,
variando a contagens de 1,0 x 10° a 2,5 x 10’ UFC/mL.

Santana et al. (2006) avaliaram 101 propriedade leiteiras na regidao de
Londrina e Pelotas - RG, os resultados finais demonstraram que das 101
amostras examinadas todas apresentaram contagens de estafilococos e das 552
colonias avaliadas, 256 eram coagulase positivas. Entretanto, em Itapetinga-BA
0s resultados para S.aureus em todas as amostras analisadas variaram de
2,5x10% a 2x10° UFC/mL (MACIEL et al., 2008).

Tebaldi et al. (2008) encontraram Staphylococcus coagulase positiva em 10
amostras de leite provenientes de tanques de expanséo, cuja contagens variaram
de 2,4 X10® a 1,73 X 10’ UFC/mL, os autores afirmam ainda que elevadas
concentracbes podem refletir problemas de sanidade do rebanho, como a

presenca de animais com mastite subclinica.
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CONCLUSAO

Apos analise dos resultados, concluiu-se que das 90% das 18 propriedades
nao mecanizada pesquisadas apresentavam falhas na hora da ordenha e uma
das 8 mecanizadas ndo mecanizadas. Quanto a presenca de fungos filamentoso
e leveduras ndo houve diferenca estatistica ao nivel de 5% entre os dois sistemas
de ordenha. Neste estudo ndo foi encontrada a presenca de Staphylococcus
coagulase positiva.

Diante dos dados encontrados nas propriedades leiteiras analisadas
pertencentes a regido do Recdncavo Baiano torna-se necessario a realizacao de
educacdo permanente direcionados aos manipuladores responsaveis pela

ordenha com énfase em higiene pessoal, e manejo adequado dos animais.



41

REFERENCIAS

ARCURI E.F., BRITO M.A\V.P.; BRITO J.R.F., PINTO S.M.; ANGELO F.F.,
SOUZA G.N°. Qualidade microbiologica do leite refrigerado nas fazendas.
Arg. Bras. Med. Vet. Zootec.,v.58, N°3, p.440-446, 2006.

BADINI K.B.; FILHO A.N; AMARAL L.A.; GERMANO P.M.L. Risco a saude
representado pelo consumo de leite cru comercializado clandestinamente.Rev.
Saude Publica, 30(6): 549-52, 1996.

BANZATTO, D. V.; KRONKA, S. do N. Experimentagdo agricola. Jaboticabal:
FCAV/UNESP, 1992. 247 p.

BELOTI, V.; BARROS,M.A.F.; FREITAS,J.C., NERO,L.A.,SOUZA,J.A; SANTANA,
E.M.V.;FRANCO, B.D.G.M.Fregany 0f2,3,5 Triphenyl Tetrazolium Chloride (TTC)
non-redecing bactéria in  pausteurized Milk. Revista Microbiology
v.30,p.137,140,1999.

BRASIL, Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento. Leite; Instrucéo
Normativa, n.51 de 18 de setembro de 2002. Brasilia. 95p.

BRASIL, Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento. Instrugdo
Normativa, n.62 de 26 de agosto de 2003. Métodos Analiticos Oficiais para
Anélises Microbiolégicas para Controle de Produtos de Origem Animal e Agua.
Disponivel em:<http://extranet.agricultura.gov.br/sislegis>Acesso em: 10
JAN.2013.

CATAO R. M. R., CEBALLOS B.S. O. Titulo: LISTERIASPP.,Coliformes totais e
fecais e E.Coli no leite cru e pasteurizado de uma induastria de laticinios, no
Estado da Paraiba (Brasil) Ciénc. Tecnol. Aliment., Campinas, 21(3): 281-287,
set.-dez. 2001.

CITADIN, A. S.; POZZA, M. S. dos S.; POZZA, P. C.: NUNES, R. V.; BORSATTI,
L.; MANGONI, J. Qualidade microbiolégica de leite cru refrigerado e fatores
associados. Rev. Bras. Saude Prod. AN°, v.10, N°1, p.52-59, jan./mar, 2009.

DURR, J. W.; MORO, D.V.; RHEINHEIMER, V.; TOMAZI, T. Estado atual da
qualidade do leite no Rio Grande do Sul. In: MESQUITA, A. J.; DURR, J. W.;
COELHO, K. O. Perspectivas e Avancos da Qualidade do Leite no Brasil.
Goiania: Talento, 2006. 352p. p.83-94.

GONTIJO C.M.; BRANCO A.B.A.; Avaliacdo microbiologica do leite pasteurizado
e de derivados do leite no Distrito Federal, janeiro/1990 a dezembro/1996. Rev
Saude Dist. Fed 1998; 9:27-32.



42

LAMAITA H.C., CERQUEIRA M.M.O.P., Carmo L.S., SANTOS D.A., PENNA
C.F.AM., SOUZA M.R. Contagem de Staphylococcus sp. e deteccdo de
enterotoxinas estafilococicas e toxina da sindrome do choque toxico em amostras
de leite cru refrigerado. Arg. Bras. Med. Vet. Zootec.,v.57, N°5, p.702-709, 2005.

LEITE, C.C.; GUIMARAES, A.G.; ASSIS, P. N°; SILVA, M.D.; ANDRADE, C. S.0
Qualidade bacteriologica do leite integral (tipo C) comercializado em Salvador —
Bahia. Bacteriological quality of whole milk type “c” commercialized in Salvador —
Bahia. Rev. Bras. Saude Prod. AN° 3 (1):21-25,2002. Publicagdo Online da
EMV/UFBA.

MACIEL, J. F.; CARVALHO, E. A.; SANTOS, L. S.; ARAUJO, Josy Barbosa de;
NUNES, Vanessa Santos Qualidade microbiolégica de leite cru comercializado
em ltapetinga-BA. Rev. Bras. Saude Prod. AN°, v.9, N°3, p. 443-448, jul/set,
2008.

MACHADO, P.F., CASSOLI, L.D. '_Diagnéstico da qualidade do leite na Regiao
Sudeste. In: MESQUITA, AJ., DURR, J.W., COELHO, K.O. Perspectivas e
avancos da qualidade do leite no Brasil. Goiania: Talento, 2006. 352p. 2006.

MACHADO, N. J.B.; LAUREANO, M.; M. M.;MOTA, D. A.;MATOS, i.T.S.R;
BRASIL, R.J.M.; HOSHIBA, M.A. Caracterizacdo da qualidade microbiologica do
leite cru de propriedades do municipio Parintins-AM.Rev. Cienc. Agrar.,v. 55, n.
4, p. 327-331, out./dez. 2012

MELO, B. A. de;SANTOS, T. M. C. dos;BARBOSA, Y.R. da S.; MOURA, C. T.
R.de; MONTALDO, Y. C. aspectos microbiolégicos de amostras de leite cru
coletadas no municipio de major isidoro — alagoas. Revista Verde (Mossoro —
RN — Brasil) v.5, n.5, p.01 - 05 (Numero Especial) dezembro de 2010

MELVILLE, P. A.; RUZ-PERES, M.; YOKOIA, E.; BENITES, N. R. Ocorréncia de
fungos em leite cru proveniente de tanques de refrigeracdo e latbes de
propriedades leiteiras, bem como de leite comercializado diretamente ao
consumidor. Arquivos do Instituto Bioldgico, v. 73, n. 3, p. 295-301, 2006

NERO LA; VICOSA G.N, PEREIRA, F.E.V. Qualidade microbiologica do leite
determinada por caracteristicas de producdo. Ciénc. Tecnol. Aliment.,
Campinas, 29(2): 386-390, abr.-jun. 2009.

NOMBERG M.F.B.L., TONDO E.C. & BRANDELLI A. Bactérias psicotroficas e
atividade proteolitica no leite cru refrigerado. Acta Scientiae Veterinariae. 37(2):
157-163.2009.



43

PINTO, C.LO; MARTINS M.L.; VANETT M.C.D; Qualidade microbioldgica de leite
cru refrigerado e isolamento de bactérias psicrotroficas proteoliticas; Ciénc.
Tecnol. Aliment., Campinas, 26(3): 645-651, jul.-set. 2006.

SANTANA H.V.; BELOTI V.; BARROS M.A.F;MORAES L.B.; GUSMAO V. V.
PEREIRA. M. S. Contaminacdo do leite em diferentes pontos do processo de
producédo: |. Micro-organismos mesofilos aerdbios e psicrotréficos. Semina: Ci.
Agrarias, Londrina, v. 22, N°2, p. 145-154, jul./dez. 2006.

SANTANA, E. H. W.; CUNHA, M. L. R. S.; OLIVEIRA, T. C. R. M.; MORAES, L.
B.; ALEGRO, L. C. A.; BELOTI, V. Assesment of the risk of raw milk consumption
related to staphylococcal food poisoing. Cien. Anim. Bras., Goiania, v. 11, n. 3,
p.643-652, jul./set., 2010.

SANTOS, D.; BERGMANN, G.P. Influéncia da temperatura durante o transporte,
sobre a qualidade microbioldgica do leite cru. lll - Psicrotréficos. Hig. Alim., v.17,
p.86-91, 2003.

SANTOS, M. V.; FONSECA, L. F. L. Bactérias psicrotréficas e a qualidade do
leite. Revista CBQL, v. 19, n. 1, p. 1215, 2003.

SANTOS, P.A dos; SILVA M.A.P da, SOUZA,C.M; ISEPON J. dos; OLIVEIRA,
A.N de. Efeito do tempo e da temperatura de refrigeracdo no Desenvolvimento de
microrganismos psicrotréficos em leite Cru refrigerado coletado na macrorregiao
de Goiania, GO. Ciéncia Animal Brasileira, v. 10, n. 4, p. 1237-1245, out./dez.
2009.

SCHMITT, A.; DURR, J. W.; SOARES, J. Contagens de mesdfilos e de
psicrotréficos em leite cru de diferentes regides do Rio Grande do Sul. Revista
Higiene Alimentar, v. 17, n. 104/105, p. 181, 2003.

SILVA, M.R. S., SACANAVACCA,J.;GANDRAT.K.V.SEIXAS,F.A.V.GANDRA E.A.
Avaliacdo higiénico-sanitaria do leite produzido em Umuarama (Parand)
B.CEPPA, Curitiba, v. 28, N° 2, p. 271-280, jul./dez. 2010.

TEBALDI V. M. R.; OLIVEIRA T.L.C.; BOARI C.A; PICCOLI R. H. Isolamento de
coliformes, estafilococos e enterococos de leite cru provenientes de tanques de
refrigeracdo por expansdo comunitarios: identificacdo, acdo lipolitica e
proteolitica. Ciénc. Tecnol. Aliment. vol.28 no.3 Campinas July/Sept. 2008



44

CAPITULO 2

ISOLAMENTO DA Escherichia coli O 157: H7 EM LEITE CRU OBTIDOS POR
ORDENHA NAO MECANIZADA E MECANIZADA EM PROPRIEDADES DO
RECONCAVO BAIANO ?

*Parte do Capitulo foi submetido ao comité editorial de avaliagdo do periddico Ciéncia Rural.
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ISOLAMENTO DA Escherichia coli O 157: H7 EM LEITE CRU OBTIDOS POR
ORDENHA NAO MECANIZADA E MECANIZADA EM PROPRIEDADES DO
RECONCAVO BAIANO.

Autora: Aline Batista Sandes

Orientadora: Ludmilla Santana Soares e Barros

RESUMO: A qualidade do leite é um dos temas mais discutidos no cenario nacional, por
se tratar de um alimento acessivel a varias classes sociais e por ter um grande potencial
de veicular micro-organismos patdgenos ao homem como, por exemplo, a E.coli
enterohemorragica (EHEC) sorotipo O 157: H7. A E.coli O157: H7 pode causar colite
hemorragia e uma uremia grave. O objetivo desse trabalho foi determinar e isolar
Escherichia coli O157:H7 em amostras de leite in natura obtidas por ordenha néo
mecanizada e mecanizada na regido do Reconcavo Baiano. Os resultados de NMP de
Coliformes Totais em leite cru, variaram de 1,1X10° NMP/mL a 3,6 x 10° NMP/mL no leite
obtido por ordenha ndo mecanizada, enquanto 1,1 X10° NMP/mL a 4,6x10° NMP/mL para
o leite obtido através de ordenha mecanizada, o qual apresentou valores inferiores em
relacdo ao leite obtido por ordenha ndo mecanizada, demonstrando melhores condicdes
higiénico-sanitarias durante a ordenha e estocagem, embora a legislacéo néo estabeleca
padrdes, os resultados sugerem que em alguma etapa da cadeia produtiva houve falhas,
as quais devem ser identificadas e sanadas. Verificou-se os resultados para E. coli <3,0
NMP/mL a 7,5 x 10° NMP/mL para o leite obtido por ordenha n&o mecanizada enquanto
1,5x10* NMP/mL a 1,1x10" NMP/mL para o leite obtido por ordenha mecanizada. Quanto
a Escherichia coli O 157: H7, foi encontrado uma amostra positiva em uma fazenda, apos

ter sido realizado teste bioquimico especifico para esta espécie.

Palavras-chave: Qualidade do leite, coliformes totais, condi¢cbes higiénico-

sanitaria da ordenha, Escherichia coli O 157:H7.
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ISOLATION OF Escherichia coli O 157: H7 IN MILK OBTAINED BY MILKING
MECHANIZED AND MECHANIZED NOT OF PROPERTIES RECONCAVO BAIANO.

Author: Aline Batista Sandes

Guiding: Ludmilla Santana Soares e Barros

ABSTRACT:The quality of milk is one of the most discussed topics on the national
scene, because it is one of the various social classes affordable food and to have
a great potential to serve the man pathogens micro-organisms, eg,
enterohemorrhagic E.coli ( EHEC ) serotype O157 : H7 . The E. coli O 157: H7
can cause bleeding colitis and severe uremia . The aim of this study was to
determine and isolate Escherichia coli O 157:H7 in fresh milk obtained by non-
mechanized and mechanized milking in the Reconcavo Baiano region. The results
of MPN of coliforms in raw milk ranged from 1.1 X10°> MPN / mL to 3.6 x 10° MPN /
ml in milk obtained by non-mechanized milking , while 1.1 X10° MPN / mL to 4.6 x
10° MPN / mL for milk obtained through mechanized milking , which showed lower
values for milk obtained by non-mechanized milking , demonstrating best sanitary
conditions during milking and storage , although the legislation does not set
standards, the results suggest that at some stage of the production chain were no
failures , which should be identified and remedied. Found that the results for E.
coli<3.0 MPN / ml at 7.5 x 10® organisms / ml for not milk obtained by milking
mechanically as 1.5 x104 organisms / ml 1,1 x107 organisms / ml for mechanized
milk obtained by milking. As for Escherichia coli O 157: H7, a positive sample was
found on a farm after specific biochemical test has been conducted for this

species.

Keywords: Milk quality, total coliforms, hygienic and sanitary conditions of milking,
Escherichia coli O 157:H7.
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1. INTRODUCAO

O leite € um alimento consumido ha séculos pela humanidade, possui uma
excelente qualidade nutricional e exerce um importante papel econémico e social
em todo mundo.

Por essa razdo, no cenario nacional a qualidade do leite € um dos temas
mais discutidos. Entretanto, o leite obtido no Brasil ainda € processado sob
condic¢des higiénico-sanitarias insatisfatérias e algumas vezes implicado como um
veiculo de surtos de doengas gastrointestinais de origem alimentar. Geralmente é
proveniente de pequenas propriedades, onde ndo héa investimento em tecnologias
e nem assisténcia técnica, o que resulta em baixa qualidade do produto final.

Um dos principais meios de avaliacdo dessa qualidade € a enumeracao de
micro-organismos indicadores higiénico-sanitarios, dos quais pertencem o0s
grupos aerdbios mesofilos, coliformes totais e termotolerantes. Entre eles
podemos destacar a Escherichia coli O157:H7, que tem como principal
reservatorio o trato intestinal dos bovinos. A principal fonte de transmisséo € a
ingestdo de alimentos contaminados como: carne, leite e agua.

Pode causar colite hemorragia e uma uremia grave, muitas vezes sendo
fatal. O que permite afirmar que o monitoramento da qualidade microbiolégica do
leite é um fator indispenséavel e de valor inegociavel independente da viabilidade
de sua obtencdo, servindo como alerta a populacdo sobre o perigo do consumo
de produtos de baixa qualidade.

1.10BJETIVO

Isolar Escherichia coli O 157:H7 em amostras de leite in natura em

propriedades ndo mecanizada e mecanizada do Recdncavo Baiano.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Coleta de Amostras

As amostras de leite in natura foram coletadas em 26 propriedades leiteiras
na regido do Recdncavo Baiano, nos municipios de Teodoro Sampaio, Belém-
Distrito de Cachoeira, S&o Goncalo dos Campos, Conceicdo de Feira e Sao
Francisco do Conde no periodo de novembro de 2012 a abril de 2013

Inicialmente foram divididas em 02 grupos de estudo, 18 propriedades em
gue se encontraram fazendas com ordenhas ndo mecanizadas (as amostragens
foram realizadas diretamente dos latdes dos caminhdes transportadores) e 08
propriedades com ordenhas mecanizadas as amostragens foram retiradas
diretamente do tanque de expansdo (Figura 6) no dia da ordenha, onde as
medidas profilaticas de controle de qualidade higiénica do leite eram rigorosas e

realizadas diariamente.

Figura 5. Sala de ordenha em uma propriedade mecanizada.
Fonte: Arquivo pessoal
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Figura 6 Tanque de expansao nas propriedades em que o leite foi obtido por sistema de
ordenha mecanizada.
Fonte: Arquivo pessoal

2.2 Niumero mais Provavel de Coliformes Totais (NMP)

A técnica consistiu na inoculacdo de amostras em Caldo Lauril Sulfato de
Triptose e Caldo Verde Brilhante Bile Lactose 2%, onde a presenca de gas nos
tubos de Durhan é indicativo da presenca de coliformes, que é capaz de
fermentar lactose presente no meio de cultura (APHA, 2001; BRASIL, 2003).

2.2.1 Prova presuntiva

Foi utilizado a técnica de tubos mdultiplos para determinar o NMP de
coliformes totais. Inoculou-se 1 mL de cada amostra do leite in natura diluido em 9
mL de solucéo salina peptonada a 0,1%. Em seguida 1 mL de cada diluicédo foi
misturado em 03 tubos de ensaio contendo Lauril Sulfato de Triptose (LST) com

tubos de Durham invertidos (Figura 7), que em seguida foi incubado a 36° C por
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24-48 horas, onde observou-se a turvagdo e producdo de gas (BRASIL, 2003;
MACIEL et al., 2008).

Figura 7. Prova de Lauril Sulfato com Triptose.
Fonte: Arquivo pessoal

2.2.2 Prova confirmativa para detecg¢éo de coliformes totais

O material dos tubos positivos, caracterizados pela producéo de gas no
caldo Lauril Sulfato Triptose (LST), foram transferidos para tubos com Caldo
Verde Brilhante Bile Lactosado a 2%. Os tubos inoculados foram incubados a 36+
2°C por 48 h. Os resultados positivos foram confirmados pela turvacdo do meio e
pela producdo de gas ou efervescéncia quando suavemente agitados. Em
seguida foram anotados os tubos positivos e 0 Numero Mais Provavel (NMP) de
coliformes totais foi determinado mediante a tabela de Mc Crade com base no
namero de tubos positivos em cada uma das trés diluicbes (BRASIL, 2003;
MACIEL et al. 2008).
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2.2.2 Prova confirmativa para detecgdo dos coliformes termotolerantes

Os tubos positivos na prova confirmativa foram inoculados em caldo
Escherichia coli (EC) e incubados a 45°C + 0,2°C por 24 h em banho-maria com
agitacdo. Os resultados positivos dos tubos no caldo EC foram confirmados pela
formacéo de gas ou efervescéncia quando levemente agitados e o NUmero Mais
Provavel (NMP) de coliformes termotolerantes determinado mediante a tabela de
Mc Crade com base no numero de tubos positivos em cada uma das trés
diluicbes (BRASIL, 2003).

2.2.3 Confirmacao de Escherichia coli

Os tubos positivos no caldo EC foram semeados em Agar Eosina Azul de
Metileno (EMB) (Figura 8). Posteriormente foi efetuada a incubacéo das placas a
35°C por 24 horas, em seguida foram selecionadas cinco coldnias tipicas de E.
coli (colébnias escuras e lisas com ou sem brilho metalico). Estas foram
transferidas para Agar Nutriente Inclinado (Figura 9). Posteriormente procedeu-se
a incubacéo a 35° C por 24 h, e logo apos efetuou-se a coloragdo de Gram das
culturas. As culturas que apresentaram bacilos Gram negativos curtos foram
submetidas as provas bioquimicas (BRASIL 2003; MACIEL et al., 2008).

L xh

Figura 8. Placa de Petri com Agar Eosina Azul de Metileno (EMB).
Fonte: Arquivo pessoal
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Figura 9. Agar Nutriente inclinado.
Fonte: Arquivo pessoal

2.2.5 Painel para enterobactérias — PROBAC

Utilizou-se um painel (Figura 10) que possui um amplo nimero de provas
bioguimicas que permite determinar com maior seguranga as espécies e
subespécies dos isolados através das seguintes provas: Indol, Voges Proskauer,
Citrato de Simons, Producdo de H,S hidrélise da ureia, triptofanodesaminase,
controle de descarboxilagdo, descarboxilagdo de lisina, descarboxilacdo de
arginia, descarboxilacdo de ornitina, maionato e oxidacao de glicose, fermentagéo
de lactose, fermentacdo de sacarose, fermentacdo de manitol, fermentacdo de
adonitol, fermentacdo de mioinositol, fermentacdo de sorbitol, fermentacdo de
rafinose, fermentacdo de ramnose, fermentacdo de maltose, fermentacdo de

melobiose, B-D-galactosidase, hidrolise de esculina.
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Figura 10. Método Probac

Foi utilizado 3 a 4 mL da solucéao Inoculante Probac do Brasil na escala 0,5
Mc Farland, distribui-se 0,1 mL desta turvacdo, bem homogeneizada, em cada
pocinho da microplaca.

Nos pocos controle de descarboxilacdo, descarboxilacdo de lisina,
descarboxilacédo de arginia, descarboxilagdo de ornitina, adicionou-se uma gota
de solucéo estabilizante de aminoacidos que acompanha o kit e a seguir pingou-
se duas gotas de Oleo mineral estéril nas provas de producdo de H,S, hidrélise de
uréia, controle de descarboxilacdo, descarboxilacdo de lisina, descarboxilacao de
arginia, descarboxilacédo de ornitina.

Em seguida, realizou-se a prova de oxidase do isolado. Retirou-se uma fita
do kit e com o auxilio de uma alca de platina, foi realizado um esfregaco da

bactéria a ser identificada.

2.2.6 Singlepath - Glisa — E.coli 0157 : H7

Utilizou-se GLISA-Rapid Test (Gold Labelled ImmunoSorbent Assay) para
deteccdo qualitativa da E. coli )157 em alimentos da Merck KGaA. Sobre uma
superficie plana, coletou-se o caldo da cultura, sendo utilizada 05 gotas na area

circular do dispositivo do kit, a uma temperatura de 26° C. Apos 20 minutos
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observa-se o resultado com uma ou duas linhas vermelhas com sensibilidade e

especificidade acima de 99%.

Singlepath® Singlepath®
E.COLI 0157 E.COLI 0157
—  C — C
T . T

Fig. 11 Singlepath® E. coli 0157 mostrando resultado teste negativo e positivo
respectivamente

2.3 Anélise Estatistica

A analise de variancia dos resultados e as médias dos mesmos foram

comparadas pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste estudo, foi encontrada uma amostra de leite suspeita STEC. Tal
deteccado ocorreu na propriedade N° 1, em que o leite foi obtido por ordenha n&o
mecanizada.

Nas Tabelas 5 e 6 estdo expressos os resultados de Namero Mais Provavel
de Coliformes Totais em leite cru obtidos em propriedades com sistema de
ordenha ndo mecanizada e mecanizada na regido do Recbncavo
Baiano.Observa-se que os resultados variaram de 1,1X10® NMP/mL a 3,6 x 10°
NMP/mL no leite obtido por ordenha nd&o mecanizada, enquanto 1,1X10° NMP/mL
a 4,6x10° NMP/mL para o leite obtido através de ordenha mecanizada, o qual
apresentou valores inferiores em relacdo ao leite obtido por ordenha néo
mecanizada, demonstrando melhores condi¢cdes higiénico-sanitarias durante a

ordenha e estocagem, embora a legislacdo ndo estabeleca padrées em relacéo a
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estes micro-organismos, os resultados sugerem que em alguma etapa da cadeia
produtiva houve falhas, as quais devem ser identificadas e sanadas.

Ainda nas mesmas Tabelas 5 e 6 verificam-se os resultados para E. coli
<3,0 NMP/mL a 7,5x10° NMP/mL para o leite obtido por ordenha ndo mecanizada
enquanto 1,5x10* NMP/mL a 1,1x10° NMP/mL para o leite obtido por ordenha

mecanizada.

Tabela 5. Numero Mais Provavel (NMP) de coliformes totais e E. Coli em leite cru
obtidos em propriedades com sistema de ordenhas ndo mecanizadas na regido
do Recbncavo Baiano, durante o periodo de novembro de 2012 a abril de 2013.

Coliformes totais E. coli
Fazendas
(UFC/mL) (NMP/mL)

01 3,6 x 10° Aa <3,0 Ba
02 1,9x 10°Aa <3,0 Ba
03 3,6x10°Aa <3,0 Ba
04 2,3x10°Aa <3,0 Ba
05 1,1 X10°Aa <3,0 Ba
06 4,3X10%°Aa 3,0x10°Bb
07 2,4X10°Aa <3,0 Ba
08 1,1 X10°Aa <3,0 Ba
09 2,4x10°Aa <3,0 Ba
10 2,4x10°Aa <3,0 Ba
11 2,4x10°Aa <3,0 Ba
12 1,1X10%Aa <3,0 Ba
13 2,4X10°Aa 2,3x10°Ab
14 1,5X10"*Aa 0,36X10° Ab
15 9.3X10°Aa 0,7 x10 *Ab
16 1,5X10°Aa 1,1x10° AA
17 1,1X10°Aa 1,5 x 10° AA
18 1,1 X10° Aa 7,5x10° Aa

Em cada linha valores seguidos de letras mailsculas diferentes diferem entre si, pelo teste de
Tukey ao nivel de 5%. Em cada coluna valores seguidos de letras minUsculas diferentes diferem
entre si, pelo teste de Tukey ao nivel de 5%.
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Tabela 6. NUumero Mais Provavel (NMP) de coliformes totais e E. Coli em leite cru
obtidos em propriedades com sistema de ordenha mecanizada na regido do
Recbdncavo Baiano, durante o periodo de novembro de 2012 a abril de 2013.

Fazendas Coliformes Totais Escherichia coli
19 4,6x10°Aa 2,3x10°Aa
20 7,5x10°Aa 9,3x10'Aa
21 1,1 X10°Aa 1,1x10'Aa
22 1,1 X10%Aa 2,1x10°Aa
23 9,3x10°Aa 1,5x10%Aa
24 2,0 x10° Aa 4,6x10°Aa
25 2,1x10°Aa 4,6x10°Aa
26 1,1 X10%Aa 1,1x10'Aa

Em cada linha valores seguidos de letras mailsculas diferentes diferem entre si, pelo teste de
Tukey ao nivel de 5%. Em cada coluna valores seguidos de letras minasculas diferentes diferem
entre si, pelo teste de Tukey ao nivel de 5%.

Devido as caracteristicas patogénicas da E. coli O:157 H:7, é importante que
sua prevaléncia em produtos alimenticios seja a mais baixa possivel (TUTENEL
et al., 2002).

Araujo et al. (2009) em Minas Gerais realizaram uma pesquisa em 32
propriedades na bacia leiteira do municipio de Luz, durante o periodo de 2005 a
janeiro de 2006, para avaliar a qualidade do leite produzido nessa regido e 0s
dados demonstraram que 87,5% das propriedades estavam fora dos padrées
estabelecidos pela legislacdo RDC 12, principalmente no que se refere a pesquisa
de coliformes totais, termotolerantes e Escherichia coli.

Além disso, aqueles que manipulam a carne deveriam ter certeza de que
todos os equipamentos e superficies que entram em contato com ela sao
adequadamente higienizados e sanitizados antes de serem utilizados em

alimentos que nao seréo cozidos (RODRIGUE et al., 1995).
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Um dos maiores surtos de Escherichia coli O157: H7 associado ao consumo
de leite foi relatado por Upton & Coia (1994). Foram afetadas mais que 100
pessoas, um ter¢o das quais foram hospitalizadas, nove criangas desenvolveram
sindrome urémica hemorragica, seis precisaram de dialise, uma mulher idosa
desenvolveu purpura trombocitopénica trombotica. Investigacdes epidemioldgicas
revelaram que mais que 90% dos infectados haviam consumido leite pasteurizado
envasado em caixa de papeldo ou garrafas, procedente de um laticinio local.
Acredita-se gue sete casos resultaram do contagio secundario, pessoa-a-pessoa,
nas proprias casas. Varias amostras foram colhidas e E. coli 0:157 H:7 foi
encontrada na tubulacdo que conduzia o leite do pasteurizador a maquina de
engarrafamento e numa borracha da maquina de engarrafamento.

Adesiyum et al. (1997) isolaram 18,5% de STEC do leite do tanque de
resfriamento, Hussein & Sakuma (2005) isolaram 3,8% e Klie et al. (1997)
relataram incidéncia de STEC em 3,9% do leite cru e 2,1% no leite certificado na
Alemanha.

Em quatro regifes da peninsula da Malésia, Sul (Johor / Melaka), Central
(Selangor / Negeri Sembilan), Norte (Perak / Kedah)e Leste (Kelantan /
Terengganu), cerca de aproximadamente 90% das amostras estavam
contaminadas por bactérias coliformes e 65% foram positiva para E. coli, com
contagens média que variaram de 10° - 10* UFC mL™. Enquanto isso, E. coli
0:157 H:7 foi também detectada em 312 (33,5%) amostras (CHYE et al., 2004).

A marca da patogenicidade do sorotipo 0O157:H7 é uma evidéncia
epidemiolégica de que apenas algumas células sdo necessarias para causar a
doenca em humanos (GRIFFIN & TAUXE, 1991). A dose infectante pode ser de
apenas 10 bactérias, que ndo precisam multiplicar-se no alimento, sendo a
contaminac&o original ja suficiente para causar doenca (WAHLSTROM, 2001). O
regulamento do Servico de Inspecdo de Seguranca Alimentar dos EUA declara
gue a presenca de uma unidade formadora de colbnia de E. coli O157: H7 em 25g
constitui uma carne bovina com risco a saude publica (JOHNSON et al., 1998).

E uma preocupacdo da industria leiteira o fato de bactérias patogénicas
serem transmitidas aos seres humanos por meio do leite e seus subprodutos
(VASAVADA, 1988). A E. coli O:157H:7 € um destes patébgenos humanos.
Préaticas de higiene durante o processo de ordenha podem diminuir a

contaminacgdao fecal do leite cru, mas a pasteurizagdo adequada e a prevencgao da
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contaminagcdo poés-pasteurizacdo sdo medidas necessarias para garantir a
seguranca deste alimento (HEUVELINK et al., 1998). Ademais um modo efetivo
na prevencdo de surtos associados ao leite é evitar sua ingestdo na forma crua
(BLEEM, 1994).

Diversos trabalhos demonstraram a possibilidade de contaminacdo do leite
cru com E. coli patogénicas esta potencialmente presente durante o processo de
ordenha em propriedades leiterias. Uma vez que as fontes sdo as fezes, o
contetdo ruminal e o ambiente da propriedade, 0os micro-organismos podem
contaminar o couro, Ubere e superficie do teto das vacas

A transmissdo direta de STEC O157: H7 de animais para humanos ja foi
varias vezes relatada. Rebanhos que pastejam em piquetes tratados com esterco
podem apresentar uma prevaléncia de STEC e O157 maior (HANCOCK et al.,
1998). Segundo Kudva et al. (1995) a Escherichia coli O157:H7 pode sobreviver
por pelo menos seis semanas nas fezes e possivelmente se multiplicar neste
material. Porter et al. (1997) relataram que o sorotipo O157: H7 foi isolado com
maior frequéncia de amostras ambientais colhidas proximas ao depdsito de
esterco dos animais.

A contaminacéo superficial do teto pode conduzir a uma futura contaminacéao
do leite cru (MATTHEWS et al., 1997). A mais, a contaminagao do teto, conforme
foi relatado previamente, conduz a infeccéo intramamaria com E. coli (BRAMLEY
et al., 1981).

Em estudo realizado por Belongia et al (2003) durante as visitas era
permitido as pessoas tocar e alimentar os animais, assim como comer e beber
enquanto interagiam com eles. Chegou-se a conclusdo de que criancas que
moram em fazendas sdo comumente expostas a E. coli O157: H7, mas nao ha
um correspondente aumento na incidéncia de diarréia clinicamente aparente.
Acredita-se que o estimulo antigénico repetido nessas criancas poderia prevenir a
doenca.

De acordo com Hussein & Sakuma (2005), considerando a ampla
distribuicdo de STEC em propriedades leiteiras, as altas taxas de prevaléncia ja
relatadas e o isolamento de varios sorotipos de alta viruléncia de rebanhos
leiteiros e seus produtos, deveriam ser desenvolvidas estratégias em longo prazo
para garantir a seguranca de alimentos provenientes desses rebanhos. Estas

estratégias poderiam incluir o estabelecimento de programas para conscientizar
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fazendeiros, trabalhadores e consumidores do risco das STEC. E essencial
desenvolver e implementar métodos de controle pré e pos abate para reduzir
efetivamente o numero de bovinos portadores de STEC e eliminar a
contaminacgao dos seus produtos durante o processamento.

Vicente et al. (2005), em 10 propriedades leiteiras em Jaboticabal, SP,
Brasil, pesquisaram a prevaléncia de Escherichia coli STEC e TEC 0157
sorogrupos, O111 e O113 em respectivamente 454, 54 e 30 amostras de fezes,
agua e leite. Os dados afirmam que nenhum dos sorogrupos foram identificados
em amostras de leite.

Além do manejo adequado de dejetos, existem outras medidas a serem
tomadas a fim de reduzir a disseminacdo das STEC, tais como, evitar a
introducéo de animais infectados no rebanho, principalmente bezerros e novilhas,
fazer a desinfeccdo adequada das baias antes de introduzir novos animais,
controlar o contato entre bezerros e vacas, oferecer agua potavel, manter
bebedouros e comedouros limpos, prover cama adequada e acomodacdes limpas
(RAHN et al., 1997, LAHTI et al., 2003).

Embora a incidéncia de infeccdo em humanos por STEC seja, relativamente,
baixa, a gravidade dos sintomas e a frequéncia de sequelas renais e neuroldgicas
sdo motivos de preocupacdo. A doenca € de relevancia em saude publica e existe
a necessidade de desenvolver tratamento ou medidas de prevencdo. Ja houve
um consideravel progresso em compreender a ecologia das STEC em
hospedeiros animais e os modos de transmissao aos seres humanos. Estratégias
para reduzir a prevaléncia em bovinos sao cruciais para a diminuicdo da
incidéncia de infecgcdo em humanos (STEVENS et al., 2002).

Vacinas para evitar a infecgcdo em animais segundo Dean-nystrom (2002) e
em criancas (AHMED et al., 2006) também estdo sendo desenvolvidas e podem
ajudar a diminuir a incidéncia em seres humanos.

Clough et al., (2009) realizaram uma avaliacdo quantitativa da provavel
exposicdo a VTEC O157:H7 através do leite vendido como pasteurizado no Reino
Unido, com o objetivo de saber se existe qualquer risco diferencial entre o leite
gue é processado em on- e off- fazenda laticinios. O estudo foi realizado da
cadeia de producdo de leite da fazenda até o ponto de varejo, onde em

comparacao entre estes dois ambientes, detectou-se que o leite processado na
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fazenda apresenta comparativamente maior risco, embora esse risco ainda seja
pequeno.

Na Italia entre os anos 2009 a 2011, foi realizada uma pesquisa de
monitoramento do leite cru num total de 618 amostras de leite cru foram coletadas
a partir de 112 rebanhos leiteiros. Das amostras coletadas, 0,3 % tinham
Salmonella spp positiva, 0,2 % E. coli O: 157, 1,5 % de Campylobacter spp, e
1,6% para Listeria monocytogens (BIANCHI et al.,2013).

Foram coletadas 297 amostras de leite cru na Nova Zelandia a E. coli estava
presente a <100 UFC / mL em 99% das amostras e excedeu 10° UFC / mL em
0,7% de amostras. E. coli 0157: H7 nao foi detectada enquanto que as estirpes
nao patogénicas E. coli 0157 foram detectadas em 1% das amostras. Os
resultados demonstram que leite cru coletados na Nova Zelandia, assim como em
outros paises, inevitavelmente contém patégeno, portanto o controle por

pasteurizacdo continua a ser fundamental (HILL et al., 2012).
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CONCLUSAO

As analises das amostras de leite in natura revelaram quantidades
importantes de coliformes e de E.coli tendo sido identificado uma amostra
contendo a E. coli O157: H7. Os resultados demonstraram maiores contagens de
coliformes nas propriedades mecanizadas e curiosamente as propriedades néo
mecanizadas foram responsaveis pelo maior numero de E. coli. Sendo assim, o
estudo aponta para a necessidade da adocdo de melhorias nas medidas de
controle para contaminagdo por microrganismos em ambos os sistemas de
producao.

Novos estudos podem ser realizados com a finalidade de esclarecer o
porqué de haver tdo poucas infec¢cdes por STEC relatadas no Brasil, uma vez que
este e outros trabalhos ja mostraram que a prevaléncia desses patégenos, ndo so

no rebanho, mas também em produtos alimenticios, € real.
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APENDICE A

Universidade Federal do
Reconcavo da Bahia

Universidade Federal do Recdncavo Baiano
Programa de Pds-Graduacao em Ciéncia Animal

Linha de Pesquisa Producdo de Ruminantes

Projeto:
Pesquisador:

Orientador:
IDENTIFICAC}AO DA PROPRIEDADE

Nome da propriedade:

Nome do proprietério:

Endereco da propriedade:

Area total:

Numero total de animais:

Numero total de vacas em lactacéo:

Producéo diéria:

66



INFORMAC}OES SOBRE O LOCAL DA ORDENHA
Curral é coberto S() N()

Curral tem piso S() N()

Existe curral de espera S() N()

Fonte de 4gua:

Caixa d"4gua:

Poco artesiano:

Onde fica a fossa:

Tem banheiro:

INFORMACOES SOBRE O LOCAL DA ORDENHA

Numero de ordenhas:

Horario:

Tipo de extracéo:

Quem é o responsavel:

Quiais os utensilios utilizados:

Como ¢ feita a higienizacdo dos utensilios:

Se é feita a limpeza das tetas antes da ordenha:
Se é feita pos-dipping

Qual o produto utilizado:
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Existe tanque de expanséo:

Controle de pragas e roedores:

INFORMACOES SOBRE OS ANIMAIS

Existe esquema de vacinagcdo?Quais?
Existe controle de vermifugacéao:
Existe controle de carrapaticida:

Existe assisténcia Médica Veterinaria? Qual a frequéncia da presenca desse

profissional na propriedade?

Existe controle de mastite? S () N()

Qual a frequéncia de mastite na propriedade?

Recebe informacao sobre a qualidade do leite produzido?

O proprietario recebe pagamento empresa pg pela qualidade



