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Qualidade microbiolégica do leite refrigerado nas fazendas

[Microbiological quality of refrigerated milk on farms]
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RESUMO

Avaliaram-se a qualidade microbioldgica do leite obtido mecanicamente e refrigerado durante 48 horas,
em 24 rebanhos, e a associag@o entre a contaminag¢do microbiana e os procedimentos de higienizagdo dos
equipamentos de ordenha e armazenamento do leite. Os procedimentos de higiene foram avaliados in loco
com auxilio de questiondrios. Foram realizadas a contagem padrdo em placas, a contagem de coliformes
totais e a pesquisa de Staphylococcus aureus e Streptococcus agalactiae. No leite de 14 rebanhos, foram
pesquisadas Salmonella spp. e Listeria monocytogenes. As médias geométricas da contagem padrio
foram <1,0x10° UFC/ml em 20 rebanhos, e <7,5x10° UFC/ml em 19. Onze rebanhos apresentaram
contagem média de <1,0x10° UFC/ml. Contagens médias de coliformes >10° UFC/ml foram verificadas
em sete rebanhos. S. aureus e S. agalactiae foram isolados em 22 e 12 dos 24 rebanhos, respectivamente,
e ndo foram encontradas Salmonella spp. e L. monocytogenes. O uso de detergentes alcalino e acido, mais
o de sanitizante foi associado (P<0,05) a contagem padrio <1,0x10°, ¢ o emprego de apenas um ou de
nenhum produto foi associado a contagens >5x10° UFC/ml.
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ABSTRACT

The effect of bulk tank and milking machine cleaning procedures (determined from a questionnaire) on
bacterial contamination of 48-hour refrigerated milk was examined in 24 herds. Milk samples were
analyzed for standard plate count (SPC) and for total coliform, Staphylococcus aureus and Streptococcus
agalactiac contamination. Milk samples from 14 herds were cultured for Salmonella and Listeria
monocytogenes. Geometrical means of SPC were <1.0x10° UFC/ml in 20 herds, <7.5x10° UFC/ml in 19
herds and <1.0x10° UFC/ml in 11 herds. Geometrical means >10° UFC/ml of total coliforms were
observed in seven herds. S. aureus and S. agalactiae were found in 22 and 12 herds, respectively.
Salmonella and L. monocytogenes were not found in any of the samples. The use of alkaline and acid
detergents plus sanitizing was associated (P<0.05) with SPC <1.0x10°, and the use of either alkoline or
acid detergent or sanitizing or no chemical product was associated with SPC >5.0x10° UFC/ml.

Keywords: milk quality, microbiology, equipment cleaning procedure, standard plate count

Recebido em 8 de setembro de 2004

Aceito em 23 de setembro de 2005

E-mail: edna@cnpgl.embrapa.br

Apoio: Projeto Embrapa — PRODETAB 047-01/99



Qualidade microbiologica do leite...

INTRODUCAO

A disponibilidade de nutrientes no leite, sua alta
atividade de 4gua e seu pH proximo da
neutralidade  torna-o meio  extremamente
favoravel ao crescimento microbiano.

No leite cru encontra-se uma diversidade de
bactérias, incluindo as psicrotroficas, que podem
se  multiplicar a 7°C ou  menos,
independentemente de sua temperatura 6tima de
crescimento, as termoduiricas, que podem
sobreviver ao  tratamento  térmico da
pasteurizacdo, as laticas, que acidificam
rapidamente o leite cru nao-refrigerado, os
coliformes e as bactérias patogénicas,
principalmente as que causam mastite (Hayes e
Boor, 2001). A a¢do das bactérias ou de suas
enzimas sobre os componentes lacteos causa
varias alteragdes no leite e seus derivados. Esses
defeitos incluem sabores e aromas indesejaveis,
diminuicdo da vida de prateleira, interferéncia
nos processos tecnologicos e reducdo do
rendimento, especialmente de queijos (Hicks et
al., 1982; Champagne et al., 1994).

Muitas bactérias contaminantes do leite cru
produzem enzimas extracelulares (proteases e
lipases) termorresistentes, cuja atividade residual
afeta a qualidade dos produtos finais, mesmo na
auséncia de células bacterianas viaveis (Muir,
1996; Chen et al.,, 2003). A contaminagdo
bacteriana do leite cru pode ocorrer a partir do
proprio animal, do homem e do ambiente. Exceto
em casos de mastite, o leite ejetado apresenta
baixo nimero de microrganismos, que nao
constituem riscos a saude.

Do ponto de vista tecnoldgico, os
microrganismos de maior importancia sdo os que
contaminam o leite durante e apds a ordenha.
Essa contaminagdo ¢ variavel, tanto qualitativa
quanto quantitativa, em fungdo das condi¢des de
higiene existentes (Froeder et al., 1985).

A temperatura e o periodo de armazenamento do
leite antes da pasteurizagdo determinam, de
maneira seletiva e pronunciada, a intensidade de
desenvolvimento  das  diversas  espécies
microbianas contaminantes. As temperaturas
baixas inibem ou reduzem a multiplicacdo da
maioria das bactérias e diminuem a atividade de
enzimas degradativas.
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A obtengdo do leite de vacas sadias, em
condigdes higiénicas adequadas, e o seu
resfriamento imediato a 4°C sdo as medidas
fundamentais e primarias para garantir a
qualidade e a seguranca do leite e seus derivados.

No Brasil, em anos recentes, tem-se adotado a
coleta de leite a granel. Nesse sistema, o leite
cru, armazenado em tanques de expansdo a 4°C
por até 48 horas, ¢ transportado para a indastria
em caminhdo com tanque isotérmico.
Recentemente, o Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento (MAPA) publicou a
Instrugdo Normativa n® 51, que estabelece o
Regulamento Técnico de Produgao, Identidade e
Qualidade do Leite Tipo A, do Leite Tipo B, do
Leite Tipo C e do Leite Cru Refrigerado (Brasil,
2002). No regulamento constam novos requisitos
de qualidade, incluindo a contagem padrio de
bactérias do leite. O limite maximo a ser aceito
para o leite cru refrigerado, de produtores
individuais das regides Sul, Sudeste e Centro-
Oeste foi estabelecido em 1.000.000 UFC/ml,
com reducdo gradativa a partir de 2008, até
chegar ao limite de 100.000 UFC/ml em 2011.
Entretanto, até o momento, existem poucos
dados sobre a situacdo dos produtores de leite em
relacdo a esse aspecto. Este trabalho objetivou
avaliar a qualidade microbiologica do leite cru
refrigerado na fazenda, incluindo a presenca de
patogenos de interesse para a saiude do
consumidor, € a associagdo entre a contaminagao
microbiana e os procedimentos de higienizagdo
dos equipamentos de ordenha ¢ armazenamento
do leite na propriedade.

MATERIAL E METODOS

Durante um ano, coletaram-se trés amostras de
leite do tanque de refrigeragdo, em intervalo de
quatro meses, de 24 rebanhos situados nas
regides Sudeste de Minas Gerais e Norte do
estado do Rio de Janeiro. Nos rebanhos
predominava gado mestico Holandés-Zebu
(50%), seguido por animais da raca Holandesa
(29%), Jersey (17%) e Pardo-Suica (4%). A
média de produgdo de leite foi de
821+£511kg/dia, e o numero médio de vacas em
lactacdo de 58+34. Em duas propriedades, as
vacas em lactacdo eram mantidas em
confinamento total (sistema free-stall) e nas
demais adotava-se o sistema extensivo, em pasto.
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Todas as propriedades usavam a ordenha
mecanica.

Cada amostra consistiu de cerca de 500ml de
leite, retirados da parte superior e central do
tanque, apés a agitagdo programada por cinco
minutos, utilizando-se um coletor de ago
inoxidavel e frascos esterilizados. Os frascos
foram transportados em caixa isotérmica com
gelo até o laboratorio de microbiologia. Todas as
amostras foram analisadas quanto & contagem
padrdo em placas, coliformes totais, presenca de
Staphylococcus aureus (§ Streptococcus
agalactiae. Adicionalmente, em 14 das 24
propriedades, pesquisou-se a presenga de
Salmonella spp. e Listeria monocytogenes.

Para a contagem de mesofilos (contagem
padrdo), dilui¢bes apropriadas foram inoculadas
em agar padrio' a 45 °C, e as placas foram
incubadas a 32+1°C por 48%3 horas (Marshall,
1992). Para a contagem de coliformes, utilizou-
se Petrifilm™ com incubagio a 32+1°C por 24+2
horas (Marshall, 1992).

Na pesquisa de patéogenos contagiosos da
mastite, as amostras de leite foram inoculadas em
4gar sal manitol® e d4gar TKT?, seletivos para S.
aureus ¢ S. agalactiae, respectivamente. Apods
incubacao de 48 horas, as colonias caracteristicas
tipicas foram identificadas de acordo com Brito
et al. (1998).

A pesquisa de L. monocytogenes foi realizada
segundo Lait... (1990). Fez-se o enriquecimento
seletivo transferindo-se 25ml de leite para 225ml
do caldo de enriquecimento, para Listeria’,
incubando-se a 30°C/48h. Para o isolamento,
utilizou-se o agar Oxford', com incubagio das
placas a 37°C£1°C, por 48 horas. Até cinco
colonias tipicas ou suspeitas foram transferidas
para 4gar triptona extrato de levedura', e
submetidas a confirmagao bioquimica.

A pesquisa de Salmonella foi realizada segundo
Andrews et al. (1998). No pré-enriquecimento,
transferiram-se 25ml de leite para 225ml do
caldo lactosado', incubando-se a 35°C por 24
horas. Para o enriquecimento seletivo utilizaram-
se o caldo tetrationato' e o caldo selenito-cistina'

' Difco — Becton Dickinson & Company, EUA
2 Merck — Darmstadt, Alemanha
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e, para o isolamento, o 4dgar Hektoen' e agar
xilose lisina desoxicolato'. Até seis colonias por
placa com caracteristicas do género Salmonella
foram transferidas para os meios agar triplice
agticar-ferro' e  agar lisina-ferro®  para
caracterizagao bioquimica preliminar.

Os procedimentos de higienizagdo dos
equipamentos de ordenha e armazenamento do
leite foram avaliados in loco e documentados
com auxilio de questionarios considerando: 1)
tipo de produtos quimicos; 2) concentragdo e
freqiiéncia de uso dos detergentes e sanitizante;
3) procedimento de limpeza (manual ou
automatica).

Os resultados da contagem total padrdo,
contagem de coliformes totais, procedimentos de
higienizagdo do equipamento de ordenha e
tanque de expansdo foram classificados em trés
categorias. As categorias da contagem padrdo
foram: 1) até 100.000UFC/ml; 2) de 101.000 a
500.000UFC/ml; 3) maior que 500.000UFC/ml.
As categorias da contagem de coliformes totais
foram: 1) at¢ 100UFC/ml; 2) de 101 a
500UFC/ml; 3) maior que 500 UFC/ml. Com
relacdo aos procedimentos de higienizagdo do
equipamento de ordenha e tanque de expansio,
os rebanhos foram classificados de acordo com o
uso de detergentes alcalino e acido e sanitizante
da seguinte forma: 1) aplicagdo dos trés
produtos, 2) aplicacdo de pelo menos dois
produtos, 3) aplicagdio de um produto ou
nenhum. Aplicaram-se o teste do qui-quadrado
(Sampaio, 2002) e a analise de correspondéncia
pelo método de distribuicdo candnica (Souza et
al., 2002).

RESULTADOS E DISCUSSAO

As médias geométricas das trés contagens de
microrganismos mesoéfilos e coliformes totais sdo
apresentadas na Tab. 1. Os resultados estdo em
ordem crescente, de acordo com a contagem
padrdo de mesofilos. Considerando a Instrugéo
Normativa 51 (IN 51) do MAPA (Brasil, 2002),
20 rebanhos (83%) atenderiam ao requisito de
<1,0x10°UFC/ml para contagem padrio, a
vigorar entre 2005 e 2008, enquanto 19 (79%)
atenderiam ao padrio de <7,5x10°UFC/ml do
periodo de 2008/2011. Mais ainda, 11 (46%)
rebanhos atenderiam a exigéncia de <1,0x10°
UFC/ml a partir de 2011.
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Tabela 1. Médias geométricas* da contagem de
bactérias  mesofilas  (contagem-padrdo) e
coliformes totais em amostras de leite refrigerado
de 24 rebanhos

Rebanho Mesofilos Coliformes
(UFC/ml) (UFC/ml)
1 4.200 50
2 6.700 210
3 10.300 10
4 17.500 160
5 18.600 5
6 27.500 180
7 28.000 740
8 55.400 110
9 85.000 990
10 88.200 100
11 90.000 890
12 109.000 91
13 140.000 160
14 145.000 350
15 156.000 41
16 198.000 3.035
17 235.000 240
18 291.000 4.700
19 455.000 4.100
20 961.000 2.200
21 1.220.000 6.000
22 1.360.000 1.400
23 1.970.000 23.000
24 4.140.000 290

*Trés amostras/rebanho.

Nero et al. (2004) verificaram aderéncia ao
requisito de <10° UFC/ml da IN 51 para o leite
cru produzido em Vigosa-MG, Londrina-PR,
Pelotas-RS e Botucatu-SP, de 80,8%, 52,4%,
42,0% e 32,0%, respectivamente.

A maioria dos produtores necessita, portanto,
canalizar esfor¢os na melhoria das condigdes
higiénicas durante a ordenha e o armazenamento
do leite, e na sua refrigeracio rapida na

temperatura de 4°C, para reduzir os niveis de
contaminagdo microbiana ¢ atender ao padrio
definitivo para 2011.

O nimero de coliformes acima de
1,0x10°UFC/ml ¢é indicativo de deficiéncias de
higiene na producdo de leite (Murphy, 1997).
Contagem média de coliformes acima de 1,0x10°
UFC/ml foi verificada em sete rebanhos. Os
coliformes sdo considerados indicadores de
contaminagdo do ambiente e residuos de fezes
(Brito et al., 2002). Houve correlagdo positiva
(r=0,61; P<0,01) entre as contagens de mesofilos
e de coliformes totais, indicando a importante
contribui¢do da higiene do momento da ordenha
para a contagem bacteriana total do leite.

Observou-se associagdo (P<0,05) entre as
categorias da contagem padrdo e a aplicagdo dos
produtos de limpeza, tanto no equipamento de
ordenha como no tanque de estocagem do leite
nas propriedades. Os resultados da contagem
padraio de até 100.000UFC/ml estavam
associados com procedimentos adequados de
higienizagdo do equipamento de ordenha e do
tanque de estocagem de leite, com todos os
produtos de limpeza recomendados: detergentes
alcalino e 4cido e sanitizante. As contagens entre
101.000 e 500.000UFC/ml estavam associadas
ao uso de pelo menos dois produtos de
higienizagdo (detergente alcalino e 4&cido,
detergente alcalino e sanitizante, detergente
acido e sanitizante) e as contagens acima de
500.000UFC/ml estavam associadas ao emprego
de apenas um ou nenhum desses produtos na
higienizagdo (Tab. 2). Nao houve associagdo
(P>0,05) entre as categorias de contagem de
coliformes totais e a aplicacdo dos produtos de
limpeza no equipamento de ordenha e no tanque
de estocagem do leite.

Tabela 2. Distribuigdo de freqiiéncia da aplicagdo de produtos para higienizagdo do equipamento de
ordenha e tanque de estocagem do leite em 23 propriedades

Aplicacdo de detergente alcalino,

Equipamento de ordenha

Tanque de estocagem

detergente acido e sanitizante n % n %
Todos 4 17,4 7 30,4
Pelo menos dois produtos 7 30,4 10 43,5
Pelo menos um ou nenhum 12 52,2 6 26,1
Total 23 100,0 23 100,0
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A presenga de bactérias patogénicas no leite cru
¢ uma preocupacao de saude publica, sendo um
risco potencial para quem o consome diretamente
ou na forma de seus derivados, e até para quem o
manuseia. O leite cru contaminado pode ser,
ainda, fonte de contaminagdo cruzada para os
produtos lacteos processados, pela contaminagdo
do ambiente na industria. As freqiiéncias de S.
aureus, S. agalactiae, Salmonella spp. ¢ L.
monocytogenes no leite cru refrigerado sdo
apresentadas na Tab. 3. Verifica-se que 23 dos
24 (95,8%) rebanhos apresentaram, pelo menos,
um dos patégenos, com predominancia de S.
aureus. Sua presenga no leite é indicativo de
infeccdo da glandula mamaria e indica
deficiéncias no controle da mastite. Sugere,
ainda, risco de produgdo de enterotoxinas
resistentes a pasteurizagdo caso o leite ndo seja
mantido a temperatura de refrigeracéo inferior a
7,2°C (FDA, 1992). A concentracdo de
enterotoxina capaz de causar sintomas de

intoxicagdo ocorre quando o nimero de S. aureus
excede 10° UFC/ml (FDA, 1992). Outro
patdgeno contagioso da mastite, o S. agalactiae,
que tem o ubere infectado como Unico
reservatorio, ocorreu em 50% dos rebanhos,
quando o S. aureus também estava presente. S.

agalactiae pode causar diversas infecgdes
humanas, como  meningite,  pneumonia,
endometriose, pielonefrite e artrite séptica

(Flowers et al., 1992). A alta freqiiéncia deles foi
relatada em outros rebanhos da Zona da Mata e
Campo das Vertentes, no estado de Minas
Gerais, confirmando a prevaléncia diferenciada
para os dois patogenos. Brito et al. (1999), em
um estudo realizado com 48 rebanhos, isolaram
S. aureus de 47 e S. agalactiae de 29. Brito et al.
(2002) analisaram o leite dos fornecedores de um
laticinio da Zona da Mata de Minas Gerais ao
longo de um ano e encontraram S. aureus em
83,3% e S. agalactiae em 16,7% dos rebanhos.

Tabela 3. Freqiiéncia de isolamento de Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae, Salmonella spp.
e Listeria monocytogenes em leite cru refrigerado, em rebanhos leiteiros de Minas Gerais

Rebanhos com amostras de leite positivas / total de rebanhos

Trés amostras Duas amostras Uma amostra Total de
positivo positivo positivo positivo
S. aureus 16/24 2/24 4/24 22/24
(66,6%) (8,3%) (16,6%) (91,7%)
S. agalactiae 6/24 1/24 5/24 12/24
' (25%) (4,2%) (20,8%) (50%)

Patégenos da mastite causam alteragdes no
processo de sintese do leite dentro da glandula
mamaria, podendo afetar sua qualidade (Auldist
e Hubble, 1998). O processo inflamatorio resulta
no aumento do numero de células somaticas, que
¢ associado a problemas de sabor e aroma no
leite e seus derivados, menor rendimento na
fabricagdo de queijos e perda de gordura e
caseina no soro (Audist e Hublle, 1998; Ma et
al., 2000). Como sua disseminag@o no rebanho se
da principalmente durante a ordenha, pelas maos
dos ordenhadores ¢ equipamentos de ordenha, a
adocao de procedimentos higi€nicos nessa fase ¢
essencial para o controle efetivo da mastite e
para reduzir o niimero de microrganismos no
leite.

Salmonella spp. e L. monocytogenes nao foram
isolados nas amostras de leite analisadas. Outros
autores  relataram a  auséncia de L.
monocytogenes em leite cru produzido em varias
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regides do Brasil (Destro et al., 1991; Oliveira et
al., 1994; Nero et al., 2003). Dados da literatura
indicam freqiiéncias de isolamento de L.
monocytogenes em leite cru no Brasil variando
de 0 a 16,7% (Destro et al. 1991; Moura et al.
1993; Nero et al. 2003; Silva et al., 2003).

Surtos e casos esporadicos de infecgdo por
Salmonella spp. ou por L. monocytogenes t€m
sido associados ao leite ¢ derivados, sendo as
causas o consumo de leite cru ou seus derivados,
pasteurizagdo inadequada ou contaminagdo pos-
processamento (Boor, 1997).

CONCLUSOES

O leite obtido por ordenha mecanica e
refrigerado a 4°C, em algumas propriedades
rurais, apresentou qualidade microbioldgica
satisfatoria quando comparada aos padroes
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exigidos internacionalmente. A adogdo de
procedimentos de limpeza completa de
equipamentos de ordenha e estocagem do leite
contribuiu para a reducdo da contagem de
meso6filos no leite. A alta prevaléncia de
patogenos contagiosos da mastite aponta a
necessidade de implementagdo de programas de
controle dessa doenca e a auséncia de Salmonella
sp. € L. monocytogenes indica que, nos rebanhos
avaliados, esses patogenos ndo constituiram
perigo evidente no leite cru.
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