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RESUMO

Objetivou-se avaliar os riscos a salde da populagéo
no consumo de leite cru comercializado em
Itapetinga-BA. Trinta amostras, provenientes de
trés pontos de venda (10 de cada ponto), foram
submetidas as seguintes andlises: determinacdo do
NUmero Mais Provavel (NMP) de coliformes a
35°C e de coliformes a 45°C, pesquisa de
Escherichia coli, contagem de Staphylococcus
aureus em unidade formadora de col6nias (UFC) e
pesquisa de Salmonella. O experimento foi
conduzido no  delineamento  inteiramente
casualizado, com 10 repeticbes. N&o houve
diferenca significativa entre os trés pontos de venda
avaliados quanto as médias das contagens de
coliformes a 35°C, coliformes a 45°C e S. aureus
Todas as amostras estavam contaminadas com
coliformes a 35°C e coliformes a 45°C, em
nlimeros que variaram de 1,5x10° a 24 x 10° e
1,5x10° a 9,3 x 10 NMP/mL, respectivamente. A
presenca de E.coli foi confirmada em quatro
amostras. A contagem de S. aureus variou de
2,5x107 a 2x10°UFC/mL. Com relagdo & pesquisa
de Salmonella, foram verificadas culturas com
reacdo positiva em &gar ferro triplice aglcar e &gar
ferro lisina em 93,3% das amostras, sugestivas de
bactérias pertencentes a este género. Os resultados
dessas andlises indicaram que a comercializagdo de
leite cru apresenta riscos a salde da populagéo,
aém de tratar-se de uma prética ilega em
municipios que possuem usinas de beneficiamento
deleite.

Palavras-chave: coliformes, leite informal,
patbgenos

SUMMARY

This research was carried out with the aim to
evaluate the risks to health of the population in the
consumption of raw milk sold in Itapetinga City,
State of Bahia, in Brazil. Thirty samples obtained
from three sale points (10 of each point) were
submitted the following analyses: determination of
the Most Probable Number (MPN) of 35°C
coliforms and 45°C coliforms, research of
Escherichia coli, Staphylococcus aureus count
(CFU) and research of Salmonella. The experiment
was conducted in randomized design with 10
repetitions. There wasn’'t significant difference
between the three sales points evaluated in the
averages of S. aureus, 45°C coliforms and 35°C
coliforms. All the samples were contaminated with
45°C coliforms and 35°C coliforms, in numbers
that varied from 1,5x10° to 2,4x10° and 1,5x10° to
9,3x10" NMP/mL, respectively. The presence of
E.coli was confirmed in four samples. The S
aureus count varied from 25x10° to 2x1CP.
Regarding to research of Salmonella, were verified
cultures with positive reaction into triple sugar iron
and Lysine iron agars, in 93,3% of the samples,
suggestive of bacteria belonged to that genus. The
results of these analyses indicated that the sold of
raw milk poses risks to the health of the population,
besides this is an illegal practice in cities that have
milk processing plants.
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INTRODUCAO

Em 2006, o Brasl produziu 25.398
milhdes de litros de leite fluido, sendo que,
aproximadamente, 34% deste volume
tratavaese de leite ndo inspecionado
(EMBRAPA, 2008). O destino do leite
sem inspecdo € o mercado informdl,
podendo ser vendido diretamente ao
consumidor ou ser comercidizado na
forma de derivados produzidos por
pequenos laticinios.

A venda de lete informa €& uma
importante alternativa de comercializagéo
para o pequeno produtor, que encontra uma
demanda bem estabelecida no pais (NERO
et a., 2004). Entretanto, essa forma de
comercializacdo, além de proibida por le
(BRASIL, 1952) gera problemas como
concorréncia desleal com laticinios
recolhedores de impostos e elevagcdo dos
riscos a salide do consumidor.

Em Itapetinga-BA, 0 consumo de leite
informal é elevado, podendo 0 mesmo ser
adquirido em pontos de venda ou por meio
de entrega nos domicilios. Segundo Ferréo
et a. (2003), o consumo de keite informal
nesta cidade se justifica pela baixa renda
familiar e baixo grau de instrucdo da
populacdo, tendo os aspectos higiénico-
sanitérios pouca influéncia sobre a deciséo
de compra.

O combate ao consumo de leite informal
pode ser feito por meio da conscientizagao
da populagcdo sobre os riscos a salde no
consumo deste tipo de alimento. Uma das
informacdes que podem ser fornecidas ao
consumidor € a qualidade microbioldgica
do leite que ele esta adquirindo.

Entre os microrganismos indicadores de
contaminagdo, incluem-se os coliformes a
45°C, grupo de bactérias Gram-negativas
com adata incidéncia de E. coli. Essa
bactéria é considerada 0 melhor indicador
de contaminagdo de origem feca e sua
presenca no leite eleva o risco de
patdbgenos, como Salmonella, estarem
presentes (APHA, 2001). Saphylococcus
aureus também é considerado um
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importante patégeno no leite, podendo
contamin&-lo principalmente quando esta
presente como agente etiolégico da mastite
ou por meio dos ordenhadores, muitas
vezes portadores assintométicos desse
microrganismo e possuidores de maus
habitos higiénicos (BRITO et a., 2002).
Uma vez presente, e encontrando
condicdes favoraveis a sua multiplicacdo, o
S aureus pode atingir nimeros elevados,
com producéo de  enterotoxinas
potencidmente  capazes de causar
toxinfecgdo alimentar (JAY, 2005).

Esse trabalho foi realizado com o objetivo
de avdiar a qualidade microbiolégica de
leite cru comercializado em pontos de
venda de Itapetinga-BA.

MATERIAL E METODOS

Amostras de leite cru foram adquiridas em
trés pontos de venda, localizados na cidade
de Itapetinga-BA, nos periodos de maio a
dezembro de 2004 e janeiro a fevereiro de
2005 (dez meses de experimento). Nesses
estabelecimentos, o leite cru era
comumente fornecido por diferentes
produtores, semdo transportado  da
propriedade rural até a cidade em latdes
(capacidade 50L), a temperatura ambiente.
A aguisicdo das amostras se deu mediante
compra, sem informar aos proprietarios
gue se tratava e uma pesquisa. Em cada
ponto de venda, foramrealizadas coletas
mensais, no periodo da manha (das 8 as 9
horas), sendo adquiridos um litro de leite
cru para andise e um litro para
determinacdo da temperatura, N0 momento
da colea As amostras foram
acondicionadas em latbes esterilizados
(capacidade  2L), identificadas e
transportadas até o laboratério de
Microbiologia de  Alimentos, da
Universidade Estadual do Sudoeste da
Bahia—UESB, Campus de Itapetinga, em
caixas isotérmicas contendo gelo. No
laboratorio, foram transferidas para frascos
com tampas rosqueaveis, esterilizados,
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sendo  homogeneizadas por inversdes
sucessivas destes (25 vezes), em arco de 30
cm. Para a diluicdo das amostras, foi
utilizada solucdo salina peptonada 0,1%,
de acordo com a metodol ogia recomendada
pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento-MAPA (BRASIL, 2003).
Um total de 30 amostras, sendo 10 para
cada ponto de venda selecionado, foram
submetidas as  seguintes  andlises
microbiologicas. determinacdo do NUmero
Mais Provavel (NMP) de coliformes a
35°C e de coliformes a 45°C, contagem de
Saphylococcus aureus (UFC — Unidade
Formadora de Colénias), pesguisa de
Escherichia coli e de Salmonella
(BRASIL, 2003).

Na determinacdo do NMP de coliformes a
35°C ede coliformes a45°C, trés diluicdes
de cada amostra foram submetidas aos
testes  presuntivo e  confirmativo,
utilizando-se uma série de trés tubos, por
diluicdo. Os tubos com cado Lauril
Sulfato Triptose (LST) foram utilizados no
teste presuntivo, sendo incubados a 36 +
1°C, por 24 a 48 horas. Posteriormente,
fezse o0 teste confirmativo  por
transferéncia de uma algada dos tubos com
producdo de gas no caldo LST, para tubos
com caldo verde brilhante bile 2% lactose
(VB) e caldo E. coli (EC). Os tubos com
cado VB, utilizados na confirmacéo de
coliformes a 35°C, foram incubados a 36 +
1°C, por 24 a 48 horas. Para a confirmagéo
de coliformes a 45°C, tubos contendo
cado EC foram incubados a 45 = 0,2°C,
por 24 a 48 horas, em banho-maria com
agitacao de agua.

Na pesquisa de E. coli, de cada tubo de
cado EC com producdo de gas em 24-48
horasfoi estriada uma al¢ada da culturaem
placas de &gar eosina azul de metileno
(EMB). Ap6s incubagdo a 35°C, por 24
horas, cinco colbnias tipicas de E. coli bem
isoladas, por placa, foram transferidas para
tubos com &gar padrdo para contagem
inclinado. Apds incubacdo a 35°C, por 24
horas, cada cultura foi submetida a
coloracdo de Gram. As provas bioquimicas
de Indol, Vermelho de Metila, Voges
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Proskauer e Citrato foram aplicadas,
posteriormente, somente aos bacilos curtos
Gram: negativos.

Na contagem de Staphylococcus aureus,
para cada diluicdo de amostra, aliquotas de
0,1 mL foram inoculadas sobre a superficie
de placas com &gar Baird-Parker, em
duplicata. Ap6s incubagdo a 36 £ 1°C, por
48 horas, placas com 20-200 colbnias
foram selecionadas para contagem. As
col6nias tipicas e atipicas foram contadas,
separadamente. Foi  selecionado  um
numero igual a raiz quadrada do total de
colbnias tipicas e atipicas contadas, para
confirmacdo. Essas foram semeadas em
tubos contendo caldo infusdo cérebro
coracdo (BHI) e incuadas a 36 £ 1°C, por
24 horas. Apos incubagdo, 0,3 mL de cada
tubo de cultivo em cado BHI foi
transferido para tubos esterilizados
contendo 0,3 mL de plasma de coelho.
Esses tubos foram incubados a 36 + 1°C,
por 6 horas. Apos incubacdo, foi verificada
a presenca de coagulos, considerando os
critérios estipulados pelo MAPA. Além da
prova de coagulase, foram realizados os
testes de coloragdo de Gram e catalase.
Foram consideradas, para expressdo dos
resultados, como S. aureus as culturas
Gram-positivas, com morfologia tipica
(cocos) catalase positivas e coagulase
positivas (reacdo 3+ e 4+). Para a obtencdo
do nimero fina de UFC/mL, foi utilizada
apenas uma diluicdo da amostra.

Na Pesquisa de Salmonella, aliquotas de
25mL  foram submetidas ao pré
enriquecimento em caldo lactosado a 35°C,
por 24 horas. Em seguida, foram
transferidas aliquotas delmL da amostra
pré-enriquecida para 10mL de caldos
selenito cistina e tetrationato, incubando
todos os tubos a 35°C, por 24 horas. A
partir de cada cado seletivo de
enriquecimento, foi transferida uma alcada
da amostra para uma placa de agar verde
brilhante e uma placa de agar Salmonella-
Shigella, estriando de forma a se obter
colbnias isoladas. As placas foram
incubadas invertidas a 35°C, por 24 horas.
Foram selecionadas de 3 a 10 colonias
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suspeitas por amostra. Essas foram
repicadas em &gar ferro triplice agUcar
(TSI) e &gar ferro lisina (LIA) inclinados,
para confirmacdo preliminar. Esses meios
foram inoculados através de picada
profunda e estriamento na syoerficie
inclinada do bisel, e incubados a 35°C por
24 horas.

RESUL TADOSE DISCUSSAO

As médias das contagens de coliformes a
35°C, coliformes a 45°C e de S aureus
estdo apresentadas na Tabela 1. N&o houve
diferenca significativa (P>0,05) entre essas
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médias, em relagcdo aos trés pontos de
venda selecionados. Todas as amostras
estavam contaminadas com coliformes a
35°C ecoliformes a 45°C, em nUmeros que
variarande 1,5x10° a2,4 x 10°e 1,5x10° a
93 x 10°NMP/mL, respectivamente.
Contagens de coliformes acima de 10°
NMP/mL, indicam deficiéncias de higiene
no processo de obtencdo do leite
(MURPHY, 1997). A presenca de E. coli
foi confirmada em quatro das trinta
amostras  analisadas. Na literatura,
verificamse com freqiéncia a presenca de
coliformes a 35°C, coliformes a45°C e
Ecoli no lete cru (CATAO &
CEBALLOS, 2001; RAMOS et a., 2002;
NERO et d., 2004; LANGE et a., 2006).

Tabela 1. Médias das contagens de coliformes a 35°C, coliformes a 45°C e S. aureus em trés
pontos de venda que comercializavam leite cru em Itapetinga-BA

Microraanismos Ponto de Pontode Pontode Meédia Vaor Vaor
9 vendal venda 2 venda 3 Gerd minimo  maximo

Coliformesa35°C a 4a a 4 3 5
(NMP/mL) 1,8x10°® 61x10"® 33x10™ 37x10* 15x10° 24x10
Colif 45°C

olformesa 10x 10 15x10% 25x10% 16x10° 15x10° 93x 10°
(NMP/mL)
S aureus(UFC/mL) 15x10%* 26x10*° 4,0x10* 10x10° 25x10° 2,0x 10°

abe|_etrasiguais na mesma linhaindicam que n&o houve diferenca significativa entre as médias (P>0,05)
NMP - Nimero Mais Provéavel; UFC - Unidade Formadora de Colnia

O uso de 4gua ndo potavel e a manutencao
a temperaturas inadequadas s&o alguns dos
fatores que podem ter contribuido para a
ocorréncia do elevado numero de
coliformes nas amostras de leite
analisadas. A temperatura do leite cru, no
momento da coleta, variou de 26,2 a
31,9°C, o que era esperado, tendo em vista
gue a populacdo de Itapetinga prefere
comprar esse tipo de leite ndo refrigerado,
no periodo da manhd, aproximadamente,
das 7:30 as 11 horas.

S aureus esteve presente em todas as
amostras andisadas, em numeros que
variaram de 2,5x10% a 2x10° UFC/mL. Em

33,3% das amostras, contagens na ordem
de 10°-10°UFC/mL foram verificadas. O
nimero minimo de células de Saureus
necessario para produzir niveis de
enterotoxinas considerados suficientes para
causar gastrenterite em humanos (1ng/g)
parece diferir entre os alimentos e entre 0s
tipos de enterotoxinas. No leite, as
enterotoxinas A e D foram detectadas em
contagens de 10'UFC/mL (JAY, 2005).
Esse valor estd acima do obtido nesta
pesquisa, entretanto, alguns autores
consideram que contagens na ordem de
10°-1CPUFC/mL  podem ter significado
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epidemiol6gico para causar intoxicacdo
alimentar (CARMO et d., 2002).

Consderando que nesta pesguisa 0s
resultados das contagens referemse
somente aos estafilococos coagulase-
positivos, é possivel que o nimero de
estafilococos potencialmente capazes de
produzir enterotoxinas sga superior ao
verificado, tendo em vista que linhagens
coagul ase-negativas produtoras de
enterotoxinas tém sido isoladas em leite cru
e outros produtos lacteos (CARMO ¢t al.,
2002). Borges et al (2005) verificaram
contagens elevadas de S aureus em 25
amostras de leite cru (2,7 x 105a1,2 x 107
UFC/mL), indicando dto potencial para
producdo de enterotoxinas sob condicoes
ambientais adequadas. Carmo et a. (2002)
relataram um surto envolvendo
Saphylococcus coagulase negativa em leite
cru, em nimeros que excediam a 2 x 108
UFC/g. A dta incidéncia de Saureus nas
amostras de leite cru pode ser uma das
consequéncias, entre varios fatores, da
mastite bovina, pois a bactéria é o agente
mais frequentemente isolado em animais
com esse tipo de enfermidade (ROSEC &
a., 1997). A presenca desse microrganismo
também pode ser devida as condigdes
higiénicas insatisfatérias dos locais onde
foram feitas as ordenhas dos latbes usados
no transporte e dos manipul adores.

Com relacdo a pesquisa de Salmonella,
foram detectadas culturas com reacéo
positiva em agar triplice aglcar ferro (TSl)
e &ar lisna ferro (LIA) em 93,3% das
amostras,  sugestivas de  bactérias
pertencentes a este género. Entretanto, a dta
incidéncia de colOnias suspeitas ndo
assegura a ocorréncia de Salmonella. Avila
& Gallo (1996) isolaram colénias com
caracteristicas biogquimicas idénticas ou
muito proximas as exibidas por Salmonella,
gue ndo foram confirmadas pela andise
sorolégica realizada pelo Instituto Adolfo
LutzSP. No Brasll, a incidéncia de
Salmonella nas toxinfeccOes alimentares €
desconhecida, uma vez gque pegquenos surtos
ndo sdo frequentemente relatados para as
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autoridades de salde publica (GIOMBELLI
& SILVA, 2001).

Os resultados dessas andlises indicaram que
a comercidizacdo de leite cru em pontos de
venda de Itapetinga-BA apresenta um
grande risco a salde dos consumidores,
tendo em vista a presenca de coliformes a
45°C em todas as amostras e as contagens
elevadas de S aureus em agumas destas.
Além disso, € uma prética ilegal, pois o
municipio possui usina de beneficiamento
deleite.
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