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RESUMO

A qualidade do leite é um dos maiores problemas da cadeia do leite no Brasil, interferindo
negativamente na producdo e rendimento de derivados. Bactérias acido laticas (BAL) fazem
parte da microbiota desses produtos e sao importantes na inddstria de alimentos por possuirem
propriedades probidticas e apresentarem atividades antimicrobianas em relacdo a patdgenos.
Esse estudo teve como objetivo avaliar a qualidade microbioldgica e fisico-quimica do leite
cru produzido na regido do agreste de Pernambuco, regido na qual foram coletadas 53
amostras de produtores de leite, as quais foram submetidas a enumeracdo de aerdbios
mesoéfilos (AM), coliformes totais (CT), psicrotréficos (PS), Escherichia coli (EC),
estafilococos coagulase positiva (ECP), BAL, analises fisico quimicas, teste do anel no leite e
pesquisa de residuos de praguicidas. Ainda, culturas de BAL selecionadas dessas amostras
foram testadas quanto a atividade antagonista em relacdo a Salmonella enteritidis e S. aureus.
Nas andlises microbiolGgicas, as amostras apresentaram altas contagens de AM, CT, EC, PS e
ECP. A média de aerébios meséfilos foi de 1,68 X 10’ UFC/mL, sendo 83% acima de 10°.
Listeria monocytogenes e Salmonella sp ndo foram detectadas, 47% das amostras foram
positivas para carbamatos, organofosforados ou ambos. No teste do anel no leite 24,6% das
propriedades foram positivas. Bactérias Acido laticas foram isoladas de todas as amostras de
leite cru, com uma média de 1,4 x 10° UFC/mL. das 671 amostras de BAL testadas 445
(66,3%) apresentaram acgdo antagonista frente a Salmonella sp e 80 (11,7%) apresentaram
antagonismo a S. aureus. A alta atividade antagonista das BAL em relacdo a Salmonella sp
deve estar relacionada a auséncia do patdgeno nas amostras de leite analisdas. Assim, apenas
2 (3,77%) das amostras estariam dentro dos padrdes estabelecidos pela Instru¢cdo Normativa
51(2002).

Palavras-chave: Qualidade do leite. Leite de Pernambuco. Bactérias acido laticas. Leite cru.
Salmonella sp. Staphylococcus aureus.
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ABSTRACT

The milk quality is a major problem in brazilian milk market, interfering negatively in the
production and income from derivatives. Lactic acid bacteria are part of the natural
contamination of these products and are important in food industry to have probiotic
properties and antagonism activity against pathogens. This objective of this paper is evaluate
the microbiological quality and physico-chemistry of the raw milk produced in the agreste
region of Pernambuco state, in which 53 samples were collected from milk milk-producing
proprities, which were submitted to enumeration mesophilic aerobes (MA), total coliforms
(TC), psychrotrophic (PS), Escherichia coli (EC), coagulase positive staphylococci (CPS),
Lactic acid bacteria (LAB), ring test and for residues of pesticides. Also, these selected
cultures of BAL samples were tested on the antagonist activity against Salmonella Enteritidis
and Sthaphylococcus aureus. In the microbiological analysis, the samples showed high counts
of MA, TC, EC, PS and CPS. The average mesophilic aerobes was 1.68 X 10’ CFU / mL, and
83% over 10°. Listeria monocytogenes and Salmonella were not detected, 47% of samples
were positive for carbamates, organophosphates, or both. Ring test is positive in 24.6%
samples. Lactic acid bacteria were isolated from all samples of raw milk, with an average of
1.4 x 10° CFU / mL. 445 (66.3%) LAB samples tested showed antagonistic activity against
Salmonella Enteritidis and 80 (11.7%) showed antagonism to S. aureus. Thus, only 2 (3.77%)
samples were within the standards established by Normative Instruction 51 (2002).

Keywords: Quality of milk. Milk of Pernambuco. Lactic acid bacteria. Raw milk. Salmonella
sp. Staphylococcus aureus.
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BACTERIAS ACIDO LATICAS

Bactérias Acido laticas (BAL) tém sido empregadas em alimentos ha
séculos, especialmente em derivados de leite e em produtos carneos. Além da atividade
antimicrobiana do acido, peroxido de hidrogénio e diacetil, esses microrganismos também
produzem bacteriocinas, que inibem o desenvolvimento de patégenos alimentares (ROSA;
FRANCO, 2002).

O leite cru constitui boa fonte de BAL, e podem ser utilizadas pela inddstria
de alimentos, especialmente laticinios, pelo fato de estarem adaptadas as condices da
matéria- prima. Porém, ainda sdo necessarios maiores estudos sobre suas caracteristicas
individuais e especificas (ALEXANDRE et al., 2002).

Em estudos realizados sobre o efeito e 0 modo de ag¢éo das substancias com
propriedades antimicrobianas presentes nos alimentos ou adicionadas durante o processo de
fabricacdo, pode-se perceber que o comportamento dos microrganismos €, também,
determinado pelas caracteristicas intrinsecas do alimento (atividade de &gua, temperatura e
pH) e, por aquelas inerentes ao efeito bactericida das culturas adicionadas (PORTELLA,
2006).

BAL sdo exemplos destas culturas que, além de possuirem caracteristicas
sensoriais, permitem uma maior conservacdo dos alimentos podendo, ainda, serem usadas
como probi6ticos, bactérias vivas contidas nos alimentos e que, apos a ingestdo, exercem
efeitos benéficos ao hospedeiro. Os microrganismos mais comuns encontrados nos alimentos
como probioticos séo os lactobacilos e as bifidobacérias (CEBECI;GUARAKAN, 2003). Para
qgue o probidtico produza beneficios terapéuticos, é recomendado que o alimento tenha,
aproximadamente, 10° microrganismos vivos por g ou mL do produto no momento do
consumo (SHAH, 2000).

Com isso, BAL tém grande importancia econdmica, ja que de forma natural
ou adicionada intencionalmente, desempenham importante papel na fermentacdo de grande
variedade de alimentos. Suas atividades metabdlicas ndo apenas contribuem para o
desenvolvimento de caracteristicas sensoriais desejaveis como também permitem conservar
ou aumentar o valor nutritivo da matéria-prima (MAGRO et al., 2000).

O fato das BAL proporcionarem efeitos beneficos a saude fortaleceu o
marketing de muitos alimentos contendo culturas vivas, incluindo leite ndo fermentado, leite
fermentado, iogurte, culturas secas, bebidas e doces (RICHARDSON, 1996).
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Muitos géneros de BAL (Lactobacillus,Lactococcus, Streptococcus,
Pediococcus, Leuconostoc) sdo utilizadas na producdo de alimentos fermentados, e tém
apresentado antagonismo a outras bactérias, incluindo outras espécies do mesmo género e/ou
patdgenos. (McMULLEN; STILES, 1996).

O termo probidtico deriva do grego e significa “pro-vida” sendo o antbnimo
de antibiotico, que significa “contra a vida”. Ao longo do tempo, esta denominacdo teve
diferentes acepcdes. Lilly e Stillwel (1965) usaram-na para denominar substancias secretadas
por um protozoario que estimulavam o crescimento de outros e Parker (1974), para denominar
suplementos alimentares destinados a animais, incluindo microrganismos e substancias que
afetam o equilibrio da microbiota intestinal.

Os principais microrganismos com propriedades probidticas sdo BAL que
apresentam algumas caracteristicas comuns, a saber: sdo Gram positivas, normalmente
catalase negativa, asporogénicas, desprovidas de flagelos, possuindo forma bacilar ou
cocobacilar, e produtoras de acido latico (FERREIRA, 2003; GOMES; MALCATA., 1999).
As BAL, por intermédio da fermentacdo, transformam alguns aclcares, especialmente, a
lactose, em acidos organicos tais como os acidos latico e acético.

De acordo com Ferreira (2003) o termo “bactéria acido lactica” inclui,
atualmente, 15 géneros: Aerococcus, Atopobium, Bifidobacterium, Brochothrix,
Carnobacterium, Enterococcus, Lac tobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Oenococcus,
Pediococcus, St reptococcus, Tetrogenococcus, Vagococcus, Weissella. Os géneros
Lactobacillus e Bifidobateium sdo correntemente utilizados em preparagdes probidticas em
grau tecnoldgico sendo ndo-patogénicas e consideradas como seguras (GOMES et al., 1999) .

Algumas BAL se destacam: Lactobacillus acidophylus (L. acidophylus) foi
isolado pela primeira vez a partir das fezes de lactentes amamentados ao peito materno;
atribuiram- lhes o nome de Bacillus acidophylus, designacdo genérica dos lactobacilos
intestinais. Estes microrganismos sdo, geralmente, caracterizados na forma de células livres,
aos pares ou em cadeias curtas, com tamanho tipico de 0,6 a 0,9 um de largurae 1,5a 6,0 ym
de comprimento. Esta espécie tem a particularidade de ser pouco tolerante a salinidade do
meio, e ser microaerofila, com o crescimento em meios sélidos favorecido por anaerobiose ou
pressdo reduzida de oxigénio (PORTELLA, 2006).

A capacidade de produzir grande quantidade de 4&cidos organicos
(principalmente acido latico), por fermentarem os carboidratos presentes nos alimentos e
consequentemente reduzirem o pH, é o fator priméario em que se baseia a atividade
antimicrobiana de BAL (MAGRO et al., 2000). Além disso, as BAL tém capacidade de
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produzir outras substancias inibitorias, tais como: perdxido de hidrogénio, diacetil,
metabolitos de oxigénio, entre outras (PIARD; DESMAZEAUD, 1991).

Nos ultimos anos, além da utilizacdo de BAL como probioticos, estuda-se
também sua aplicagdo como conservantes em alimentos. Contudo, devido a sua grande
importancia econdmica para a industria de fermentacdo, os estudos sobre a fisiologia,
bioquimica, genética e biologia molecular desses microrganismos tiveram um avanco
significativo, o que levou a deteccdo de outros compostos que ocasionam a a¢do antagonista,
como as bacteriocinas (DAVIDSON; HOOVER, 1993). A importancia econdmica das BAL
na preservacao de alimentos continua estimulando a exploracdo de bacteriocinas para 0 uso
como conservantes de alimentos (LEWUS et al., 1991; BAREFOOT; NETTLES, 1993).

Mais de 100 bacteriocinas de BAL foram identificadas (CHEN et al., 1997).
Elas sdo, em geral, pequenas proteinas catidnicas, heterogéneas e hidrofobicas, que
apresentam de 20 a 60 residuos de aminodcidos, ponto isoelétrico elevado, caracteristicas
anfipaticas; variam consideravelmente quanto ao microrganismo produtor, ao espectro de
acao, ao peso molecular e as suas propriedades bioquimicas (KAISER; MONTVILLE, 1996;
VERHEUL et al., 1997).

Segundo Bruno e Montville (1993) e Eijsink et al. (1996), as bacteriocinas
sdo proteinas biologicamente ativas e exibem propriedades antimicrobianas contra espécies
intimamente relacionadas com o organismo produtor. Os mesmos autores mencionam
algumas dessas propriedades: podem apresentar efeito bactericida ou bacteriostatico,
dependendo da concentracdo; apresentam pequeno ou amplo espectro de atuagdo; tém sua
producdo mediada por plasmidio ou cromossomo; reagem com sitios especificos ou
inespecificos de ligacdo na bactéria sensivel; e apresentam modo de acdo similar,
desestabilizando a for¢a protonica da membrana da célula sensivel.

Tradicionalmente, as bacteriocinas produzidas pelas BAL sé&o divididas em
trés grupos: Classe I: Lantibidticos — que sdo peptideos pequenos, caracterizados pela
presenca de aminoacidos pouco comuns como lantionina, U-metil alanina e V, U aminoacidos
ndo saturados como dehidroalanina e dehidrobutirina; Classe Il: compreende um grande
numero de peptideos ndo modificados e que sdo estaveis ao calor. Nesta classe incluem-se a
pediocina, bacteriocina ativa contra Listeria sp, as plantaricinas, bacteriocina produzida por
Lactobacillus plantarum, entre outras (SULLIVAN et al., 2002); Classe I1l: encontram-se as
helveticinas, produzidas por Lactobacillus helveticus (RODRIGUEZ et al., 2003).

As bacteriocinas séo sintetizadas, primeiramente, na forma de pré-peptidios

ou pre- bacteriocinas biologicamente inativos. Esses pré-peptidios contém uma seqiiéncia de
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18 a 27 aminoacidos, apresentando 2 glicinas na regido N-terminal. As funcbes dessa
sequéncia de aminoacidos sdo: evitar que a bacteriocina seja biologicamente ativa dentro da
célula produtora e servir como sinal de reconhecimento para o sistema de transporte que
envolve as proteinas do transporte e uma proteina acessério (NES et al, 1996). Segundo
MOLL et al. (1999), as duas glicinas presentes na seqliéncia de aminoacidos sdo as
responsaveis pelo reconhecimento da pré-bacteriocina no sistema de transporte. Apos o
reconhecimento do pré- peptidio, a sequéncia de aminoacidos é removida, e a bacteriocina,
excretada da célula. (ENNAHAR et al., 2000).

A nisina, produzida por algumas cepas de Lactococcus lactis, é a
bacteriocina mais bem caracterizada atualmente. Descoberta nos anos 20 e classificada como
um antibiotico (apresenta aminoacidos modificados como lantionina e b lantionina) de 34
aminoacidos e peso molecular de 3500 Da (monbémero), ela inibe a multiplicacdo de bactérias
Gram- positivas, incluindo patégenos como Listeria monocytogenes. E a Gnica bacteriocina
produzida comercialmente e legalizada para utilizacdo em alimentos (STEVENS et al., 1991;
GARCERA et al., 1993; VERHEUL et al., 1997).

Gragas a seu uso como conservantes de produtos fermentados, as
bacteriocinas produzidas por BAL tém atraido muito a atencdo de pesquisadores nos Ultimos
anos. O motivo principal € o uso comercial do lantibiotico nisina produzido por algumas
cepas de Lactococcus lactis (ROSA; FRANCO, 2002).

Estudos toxicoldgicos realizados com nisina demonstraram que a sua
ingestdo ndo tem efeitos toxicos para o organismo humano, sendo reportada uma DL50 de
6950 mg/Kg similar ao sal, quando administrada oralmente. A nisina é a unica bacteriocina
considerada pelo comité do Codex Alimentarius da FAO (Food and Agriculture Organization)
como GRAS (Generally Regarded As Safe), e de uso liberado como aditivo alimentar para
controle antimicrobiano na inibicdo do desenvolvimento pds-germinativo de esporos e
formacéo de toxina por Clostridium botulinum em queijos fundidos pasteurizados. Seu uso foi
aprovado em 47 paises (MORENO, 1995).

No Brasil, a nisina esta aprovada para uso em queijos fundidos desde 1990,
em requeijdo desde 1992 e em queijos pasteurizados desde 1996. Em 1998, a Diviséo de
OperacOes Industriais do Departamento de Inspecdo de Produtos de Origem Animal,
pertencente ao Ministério da Agricultura Pecuaria e do Abastecimento, aprovou o uso de
nisina em solucéo de 200 ppm (0,02%) para o emprego em superficies externas de embutidos,
mais especificamente de salsichas de todo tipo (ROSA; FRANCO, 2002).

Nos Estados Unidos, a nisina tem sido utilizada na producéo de queijos, ndo
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sO inibindo o desenvolvimento de esporos de Clostridium e possivel producao de toxina, mas
também intimidando microrganismos termorresistentes deteriorantes em alimentos enlatados
e aumentando o tempo de vida em prateleira do leite e seus derivados (STEVENS et al.,
1991).

As BAL estdo amplamente distribuidas na natureza, particularmente no
leite. Usando culturas produtoras de bacteriocinas, ou adicionando bacteriocinas purificadas
aos alimentos, é possivel reprimir o crescimento de alguns patdgenos ou deteriorantes
alimentares e, assim, aumentar a seguranca microbioldgica e o tempo de vida util do produtos.
Por ocorrem naturalmente em muitos alimentos fermentados, suas bacteriocinas podem ser
facilmente aceitas como bioconservantes pelas autoridades da sadde e pelos consumidores
(ROSA; FRANCO, 2002).

Neste contexto, o estudo das BAL e de sua atuagdo na conservacao de leite,
seus derivados e em outros alimentos e o desenvolvimento de tecnologias envolvendo o
emprego destas culturas € promissor e requer estudos, afim de que se possa estabelecer
definitivamente o mecanismo de acdo dessas culturas e os veiculos apropriados para que elas
exercam o seu efeito apropriadamente (OLIVEIRA et al., 2002)

Em geral, pode-se dizer que o processamento de alimentos funcionais
contendo BAL, principalmente sua incorporacdo em leites fermentados e queijos, vem
resultando em produtos com alto grau de aceitabilidade, nos quais a sua viabilidade e

funcionalidade sdo mantidas.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

Avaliar a qualidade do leite cru produzido na regido Agreste de Pernambuco
e atividade inibitéria de Bactérias Acido Laticas isoladas deste leite contra Salmonella
enteritidis e Staphylococcus aureus.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar a qualidade microbioldgica e fisico-quimica do leite cru produzido
na regido Agreste de Pernambuco;

e Detectar Salmonella sp, quantificar Estafilococos Coagulase Positiva e
Bactérias Acido Léaticas no leite cru produzido na regido Agreste de Pernambuco;

e Avaliar a atividade inibitoria de Bactérias Acido Léticas isoladas destas
mesmas amostras de leite cru da regido Agreste de Pernambuco frente aos microrganismos
Salmonella Enteretidis e Staphylococcus aureus;

e Detectar a presenca de residuos de antibioticos e praguicidas neste leite.
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ARTIGO 1

Qualidade microbioldgica e fisico-quimica do leite cru produzido na
regido agreste de Pernambuco, Brasil
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Qualidade microbiologica e fisico-quimica do leite cru produzido na regido agreste de
Pernambuco, Brasil.

RESUMO

Mesmo depois da implantacdo das especificacbes descritas na Instrucdo Normativa 51 de
2002, o leite ainda apresenta qualidade inferior a determina pela legislacdo. A qualidade do
leite € um dos maiores problemas para produtores e industrias de beneficiamento, interferindo
negativamente na produgdo e rendimento de derivados. O Agreste de Pernambuco
compreende a regido entre a Zona da Mata e o Sertdo do estado com uma producao de leite
diéria de 980 mil litros e um crescimento nos ultimos dois anos de 23%. Com o objetivo de
avaliar a qualidade microbiolégica e fisico-quimica do leite cru produzido na regido do
agreste de Pernambuco foram coletadas amostras de leite cru em 53 propriedades rurais,
distribuidas nos municipios de Saloa, Aguas Belas, S0 Bento do Uma e Bom Conselho. As
amostras foram diluidas e semeadas conforme as instrucdes do fabricante, sendo utilizadas
para enumeracdo de aerobios mesofilos placas Petrifilm™ AC (3M do Brasil Ltda.),
coliformes totais e Escherichia coli placas Petrifilm™ EC (3M do Brasil Ltda.) e
estafilococos em placas de Petrifilm™ STX (3M do Brasil Ltda.), para deteccdo de Listeria
monocytogenes e Salmonella ssp foram utilizados os sistemas VIDAS listeria e VIDAS
Salmonella (BioMeriex®), organofosforados e carbamatos foram pesquisados pela técnica de
Cromatografia em Camada Delgada, e o teor de gordura, sélidos totais, sélidos nao
gordurosos, a densidade, proteina e lactose foram obtidas por espectroscopia de em analisador
ultra-sbnico (US), calibrado para a anélise de leite de vaca, além da realizacdo de California
mastite teste (CMT) para deteccdo de mastite subclinica e ring test para monitoramento da
presenca de Brucella no rebanho. Nas analises microbioldgicas as amostras apresentaram altas
contagens de microrganismos aerébios mesofilos, coliformes totais, Escherichia coli,
psicrotréficos e estafilococos coagulase positiva, Listeria monocytogenes e Salmonella sp ndo
foram detectadas em nenhuma amostra, 47% das amostras foram positivas para carbamatos,
organofosforados ou ambos, pouca variacdo nos padrdes fisico-quimicos foram detectadas,
sendo destacadas 26,4% no teste do anel do leite. A qualidade microbiolégica do leite
produzido na regido do agreste de Pernambuco ndo atende aos padrdes estabelecidos pela
Instrucdo Normativa 51. Listeria monocytogenes e Salmonella sp ndo tem condi¢cdes de
crescimento nas amostras de leite cru destas regides. Deve-se dar atencdo a presencga de
carbamatos, organofosforados e a ocorréncia de mastite sub-clinica e brucelose nos rebanhos
estudados.

Palavras-chave: Leite cru. Microbiologia. Fisico-quimica. Leite de Pernambuco. Qualidade.
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Microbiological and physical-chemical quality of raw milk produced in Agreste region of
Pernambuco state, Brazil

ABSTRACT

The poor quality of raw milk is the main problem in dairy industries, once it can directly
interfere in the productivity and quality of dairy products. The Pernambuco is not different.
located between the Zona da Mata and the Sertdo regions, is responsible for a daily milk
production of 980,000 liters, and presented an increase of 23% in the last two years. This
study aimed the evaluation of the microbiological and physical-chemical quality of raw milk
produced in the Agreste region of Pernambuco. Raw milk samples were collected from 53
dairy farms located at the following cities: Salo4, Aguas Belas, Sdo Bento do Una and Bom
Conselho. For microbiological analysis, all samples were plated for mesophilic aerobes, total
coliforms, Escherichia coli and DNase positive staphylococci in specific Petrifilm™ (3M
Microbiology, St. Paul, USA). Listeria monocytogenes and Salmonella spp. were detected
using VIDAS system (bioMérieux SA, Marcy I'Etoile, France). Organophosphorade and
carbamates were detected by thin layer chromatography. Fat, protein, and lactose contents,
total and non-fat solids, and density were obtained by ultrasound method using am automatic
milk analyzer (Boecolac-60, Boeco, Hamburg, Germany). In addition, the raw milk samples
were evaluated to cryoscopic, California Mastitis Test (CMT), peroxidase, Dornic acidity and
Ring-test to brucellosis status of herds. In microbiological analysis, all samples presented high
counts of the researched indicators microorganisms. The average of mesophilic aerobes was
1.68 X 107 UFC/mL with 83% of samples over 10s UFC/mL. Listeria monocytogenes and
Salmonella spp were not found, 47% of the samples were positive for organophosphates
and/or carbamates, 67.9% of the samples were positive for CMT and 26.4% for ring test.
Thus, only 2 (3.77%) samples were accordance with the established parameters of Instrucédo
Normativa 51.

Keywords: Milk quality. Microbiology of milk. Physical chemistry. Milk from Pernambuco.
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1.1. Introducéo

A qualidade do leite ¢ um dos maiores problemas da cadeia do leite no Brasil,
interferindo negativamente na producdo e rendimento de derivados (SANTQOS, 2007). No
Estado de Pernambuco, ndo é diferente. Pernambuco o segundo maior produtor do Nordeste
e décimo do pais, e tem sua maior producdo de leite localizada na Regido Agreste do estado,
que fica entre a Zona da Mata e o Sertdo. A producdo de leite no Agreste cresceu 23% nos
ultimos dois anos, chegando a 980 mil litros/dia e correspondendo a 73% do leite do estado
(INSTITUTO BRASILEIRO DE GEOGRAFIA E ESTATISTICA, 2008; FIGUEIROA,
2006). No ano 2000, o Governo Federal em parceria com o Governo do Estado de
Pernambuco, langou o Programa Leite de Pernambuco que, entre outros beneficios,
contribuiu para o desenvolvimento da producdo leiteira no estado, dando destaque para as
regibes do Agreste, Zona da Mata e Metropolitana de Recife (SECRETARIA DE
PRODUCAO RURAL E REFORMA AGRARIA, 2006).

O Programa Nacional de Melhoria da Qualidade do leite, implantado no pais pela
Instrugdo Normativa n° 51 - IN51 (BRASIL, 2002), comecou a vigorar no Sul, Sudeste e
Centro Oeste a partir de 2005 e no Norte e Nordeste em 2007. A IN 51 determina, dentre
outros aspectos, parametros fisico-quimicos e microbioldgicos para o leite cru. Entretanto, o
leite produzido em varias regides do pais ainda ndo atende os padrdes determinados. Entre as
principais causas dessa situacdo, estdo as inadequadas condicdes de higiene de ordenha,
procedimentos inadequados de limpeza de utensilios e equipamentos, e problemas ligados ao
armazenamento do leite cru refrigerado e o seu transporte (NERO et al., 2008). Para a regido
Nordeste, a IN 51 determina que o leite cru deve ser refrigerado ja na propriedade e possuir
uma contagem de aerébios meséfilos maxima de 10°UFC/mL, devendo se limitar a um
méximo de 7,5 x 10° UFC/mL a partir de julho de 2010.

Este trabalho teve como objetivo avaliar a qualidade microbioldgica e fisico-quimica,
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e detectar Listeria monocytogenes e Salmonella sp e residuos de antibidticos e praguicidas

(carbamatos e organofosforados) no leite cru produzido na regido agreste de Pernambuco.

1.2. Material e Métodos

Com o intuito de representar o perfil de producgéo das unidades produtoras de leite da
regido do Agreste de Pernambuco, foram selecionadas, por indicacdo da Secretaria de
Producdo Rural e Reforma Agraria (SPRRA) do Estado de Pernambuco e da Cooperativa dos
Produtores de Leite e Derivados de Pernambuco (COOPROL), 53 propriedades rurais,
distribuidas nos municipios de Salo&, Aguas Belas, Sdo Bento do Una e Bom Conselho.

No més de junho de 2005, foram coletados aproximadamente 500 mL de leite cru de
cada propriedade em bags estéreis (NASCO®, EUA). As amostras foram coletadas
diretamente nas propriedades, em tanques de expansdo ou latdes, dependendo da tecnificacdo
de cada uma delas. Depois de coletadas, as amostras foram acondicionadas em ambiente
isotérmico com gelo reciclavel e encaminhadas para o Laboratorio de Experimentacdo e
Anélises de Alimentos (LEAAL) da Universidade Federal de Pernambuco para a realizagdo
das andlises laboratoriais.

Para pesquisa dos microrganismos indicadores, foram feitas diluicdes decimais
seriadas em solucdo salina estéril 0,85% de cada amostra, sendo posteriormente semeadas e
incubadas conforme orientagdes do fabricante em placas Petrifilm ™ AC para pesquisa de
Aerobios mesofilos (AM), e Petrifilm ™ EC para coliformes totais (CT) e Escherichia coli
(EC) e Petrifilm ™ STX para Estafilococos termonuclease positivos, que apresentam alta
correlacdo com os coagulase positivos (ECP). Para enumeragdo de psicrotréficos (PS) as

amostras foram semeados superficialmente em duplicata em agar padrdo para contagem



25

(PCA) e incubados a 21°C por 25 horas (OLIVERIA; PARMELEE, 1976; SILVA et al.,
1997). Os resultados das contagens foram corrigidos de acordo com as dilui¢des utilizadas e
expressos em UFC/mL.

Para deteccdo de Listeria monocytogenes e Salmonella ssp foram utilizados os
sistemas VIDAS Listeria e VIDAS Salmonella (BioMeriex®), respectivamente.

Realizou-se: Peroxidase (BRASIL, 2003), acidez Dornic (BRASIL, 2003),
lactofermentagdo e Ring test (BRASIL, 2004). A crioscopia foi realizada utilizando-se
crioscopio digital Laktron. LK- 7000 (LAKTRON, BRASIL). O teor de gordura, solidos
totais, sélidos ndo gordurosos, a densidade, proteina e lactose foram obtidos por
espectroscopia de em analisador ultra-sénico (US) BOECOLAC 60 (BOECO, Alemanha),
calibrado para a analise de leite de vaca.

A pesquisa de antibidticos beta-lactdmicos foi realizada com o kit Charm MRL Test
(CHARM, Estados Unidos), conforme recomendacdes do fabricante. A presenca de
organofosforados e carbamatos nas amostras de leite cru foi pesquisada pela técnica de
Cromatografia em Camada Delgada, no laboratério de toxicologia da Universidade Estadual
de Londrina, conforme metodologia AOAC (AOAC, 1995).

Os resultados foram analisados e comparados com os parametros determinados pela

legislagéo e determinou-se a freqtiéncia de amostras em desacordo com estes padrdes.

1.3. Resultados e discussao

Nas andlises microbiolégicas as amostras apresentaram altas contagens de

microrganismos aerobios mesofilos, coliformes totais, Escherichia coli, psicrotroficos e

estafilococos coagulase positivos, conforme demonstrado na tabela 1.1. Estas andlises
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também revelaram a auséncia de Salmonella spp e de Listeria monocytogenes em todas as

amostras.

Tabela 1.1 — Contagens de aer6bios mesdéfilos (AM), coliformes totais (CT), Escherichia
coli (EC), estafilococos coagulase positivos (ECP) e psicrotroficos (PS) em
53 amostras de leite cru colhidas em propriedades leiteiras da regido agreste
de Pernambuco em 2005.

Contagens AM CT EC ECP F5
(UFC/mL) n 0 n o n : n T M £
ALé 107 0 0 0 0 0 0 2 38 0 0
1o®- 10° 0 0 0 0 24 453 23 434 0 0
10%- 10# i 0 il 0 16 302 7 132 0 0
104- 10° 1 1.9 1 1.9 0 189 13 245 5 9.5
10°- 10° g8 151 13 245 3 5.6 g 151 16 302
10% 107 30 56,6 32 604 0 0 o 0 23 434
107- 10° 13 245 7 132 0 0 o 0 5 9.4
maior 10 | 1.9 0 0 0 i o0 4 7.6
Total 53 100 53 100 53 100 53100 53 100

Os resultados das contagens de AM apresentaram 44 (83%) amostras com contagens
acima de 1,0 X 10° UFC/mL, limite estabelecido pela IN 51. A média das propriedades foi
1,68 X 10" UFC/mL, revelando que a maioria das propriedades apresentava alta contaminacio
durante a ordenha e que as contagens estdo acima dos padrdes antes mesmo do leite sair da
propriedade.

As altas temperaturas ambientais e dificuldades de escoamento da producdo acabam
induzindo a praticas como a adicdo de conservantes no leite. A adicdo de perdxido de
hidrogénio foi identificada, embora néo tenha sido realizada por prova especifica, na prova da
peroxidase que revela positividade com a adigdo da agua oxigenada, varias amostras se
mostraram positivas antes da adicdo deste reagente. Assim, sem a presenca de agua
oxigenada, as contagens médias seriam ainda maiores.

NERO et al. (2005) também demonstraram a ma qualidade do leite cru produzido em

quatro estados do Brasil onde 48,6% de 210 amostras estudadas em diferentes regides
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apresentaram contagens acima de 10° UFC/mL, sendo 21,3% na regi&o de Vicosa (MG),
56,0% na regido de Pelotas (RS), 47,6% na regido de Londrina (PR) e 68,0% na regido de
Botucatu (SP).

Também MORAES et al. (2005) analisaram amostras provenientes de 12 propriedades
leiteiras localizadas no Rio Grande do Sul e encontram 9 (75%) fora padrbes determinados
para AM. ROSA e QUEIROZ (2007) analisaram 20 amostras de leite cru provenientes do
municipio de Cangucu (RS) e encontraram que 80,0% das amostras apresentam contagens de
microrganismos AM acima do limite estabelecido.

Neste trabalho as amostras analisadas apresentaram contagens de CT entre 1,5 x 10°
FC/mL e 2,4x10° UFC/mL, sendo que 52 (98%) com contagens acima de 105 UFC/ml. Esses
resultados indicam que as condi¢es higiénicas de obtencdo do leite foram insatisfatorias.
Contagens de coliformes acima de 100 UFC/mL em leite indicam condices insatisfatorias de
higiene (CHAMBERS, 2002).

As contagens de Escherichia coli variaram entre 3,6x10° UFC/mL e 1,1x10° UFC/mL,
e sua presencga tem significado importante, por ser um indicador de contaminacao fecal e
eventual presenca de outros enteropatdgenos, além disso, existem linhagens patogénicas para
homens e animais.

NERO et al. (2004) encontram contagens de CT acima de 100 UFC/mL em 80,4% das
210 amostras de leite cru que estudaram em quatro regides de diferentes estados do Brasil, e a
presenca da E. coli em 36,8%. ARCURI et al. (2006) analisaram amostras de 24 propriedades
situadas nas regides Sudeste de Minas Gerais e Norte do Rio de Janeiro, e encontram
contagens de coliformes totais entre 5 e 2,3.x 10° UFC/mL sendo que em 19 (79,2%)
rebanhos as contagens foram superiores a 100 UFC/mL. MORAES et al. (2005) analisaram
amostras provenientes de 42 propriedades leiteiras, localizadas no Rio Grande do Sul,

encontraram contagens de coliformes totais entre 2.3 x 10° e 3,0 x 10°, e isolaram EC em leite
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cru em 19,0% das amostras. CATAO e CEBALLOS (2001) relataram altas contagens CT e
EC em 45 amostras de leite cru da regido de Campina Grande-PB. CAMPOS et al. (2006)
analisaram 24 amostras de leite cru coletadas em um laticinio em Goiés e encontraram a
presenca de E. coli em 19 (79,2%).

ECP foram detectados em todas as amostras, sendo que as maiores contagens
alcancaram 5,6 x 10° UFC/mL. As intoxicagdes estafilocdcicas ocorrem devido & ingest&o de
toxina pré formada no alimento, e sdo freqlientemente associadas a ingestdo minima de 100
ng de enterotoxina (EE) e contagens entre 10° e 10° UFC de estafilococos/ g ou mL de
alimento (WONG; BERGDOLL, 2002; LANCETTE; TATINI, 1992; PARK; AKTAR,;
RAYMAN, 1992). Além disso, a presenca de ECP pode estar ligada a sanidade da glandula
mamaria uma vez que o S. Aureus é um dos principais agentes da mastite bovina (SANTOS;
FONSECA, 2007). SANTANA et al. (2006) detectou ECP em 101 amostras de leite cru das
regibes de Pelotas/RS e Londrina/PR, sendo que 19 (18,8%) apresentaram contagens acima de
10°UFC/mL. Também LAMAITA et al. (2005) observaram ocorréncia de estafilococos em
100% das oitenta amostras de leite cru refrigerado estudadas na regido metropolitana de Belo
Horizonte, sendo a média das contagens igual a 3,99 x 10° UFC/mL. J& ARAUJO (1998)
estudou 100 amostras de leite das quais cinquenta foram positivas para Staphylococcus sp.

As contagens de bactérias psicrotroficas variaram entre 3,0 x 10* e 14,0 x10® UFC/mL.
ZOCCHE et al. (2002) afirmam que partir da implantagéo de sistemas de refrigeracéo do leite,
esse grupo de bactérias ganhou destaque, uma vez que sdo capazes de crescerem e se
multiplicarem bem em temperatura de refrigeracdo. Produtoras de proteases e lipases
termoestéaveis, contagens a partir de 1x10° UFC/mL causam alteracdes significativas o leite,
devido a quantidade de enzimas proteoliticas e lipoliticas termoestaveis acumuladas, mesmo

depois do tratamento térmico. Os resultados do presente trabalho concordam com os achados
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por MORAES et al. (2005) que encontraram valores acima de 10* UFC/mL em todas as
amostras de 42 propriedades de cinco municipios do Rio Grande do Sul.

L. monocytogenes e Salmonella spp néo foram detectadas em nenhuma amostra. Esses
resultados concordam com os achados por NERO et al. (2004) que também ndo detectaram
estes patdgenos em 210 amostras nos estados de Sdo Paulo, Parana, Minas Gerais e Rio
Grande do Sul. ARCURI et al. (2006) ndo detectaram nenhuma L. monocytogenes em
amostras de leite cru nos estados do Rio de Janeiro e Minas Gerais. PADILHA et al. (2001)
também ndo encontraram este mesmo patégeno em 50 amostras de leite cru na regido
metropolitana de Recife-PE. Entretanto CATAO e CEBALLOS (2001) detectaram L.
monocytogenes em 73% das 45 amostras de leite pesquisadas nos estados da Paraiba e
Pernambuco.

Os resultados das anélises fisico-quimicas estdo expressos na tabela 1.2.

Tabela 1.2 — Analises fisico-quimicas de 53 amostras do leite cru colhidas em propriedades
leiteira da regido do Agreste de Pernambuco em junho de 2005.

Fora do

Andlise Média Minima MIXima  padeio Padriio*®
Densidade (1515°C g/mL) 1,031 1,027 1,034 1 1,028 -1,0 34
Acidez Dornic (g dc.

Litico/ 100mL) | 8,06 15 26 f [4-18
Gordura (g /100 g) 3,74 1,44 5.19 3 Min. 3%
EST (g/100 2) 12,49 10,5 14,43 7 Min. 11.4
ESD (/100 g) 8,74 7,63 9,27 7 Min. 8.4
Proteina { g/100 g) 318 2,78 34 1 Min. 2.9
Lactose (g/100 g) 4.77 4,16 513

* De acordo com Instrugiio Normativa 51 de 2002

Os valores de acidez apresentaram média de 18° Dornic, no limite superior permitido.
No entanto, a prova do alcool alizarol indicou a possivel presenca de neutralizantes em
17 amostras. Os resultados da prova de lactofermentacdo também demonstram méa qualidade

do leite cru, indicando predominancia de uma microbiota proteolitica em coagulos caseosos e
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coliformes em coagulos esfacelados. O valor de indice crioscépico médio foi de -0,540°H,
sendo que em 6 amostras (3,18%) o indice estava acima de -0,530°H, indicando fraude por
adicdo de agua.

O teste do anel do leite identificou 14 propriedades positivas (26,4%) demonstrando
possibilidade da presenca de brucelose entre os animais, e tornando perigoso o consumo deste
leite sem tratamento térmico.

A presenca de antibioticos B-lactamicos foi detectada em apenas uma (1,89%)
amostra, 0 que indica utilizacdo correta de medicamentos, com respeito ao periodo de
caréncia, ou baixa freqiiéncia de tratamento dos animais ou ainda utilizacdo de outros
principios ativos. ALMEIDA et al. (2003) pesquisando residuos de B -lactamicos em 158
propriedades de Minas Gerais encontraram a presenca em 8,19%. NERO et al. (2007a)
encontraram residuos de antibidticos em 24 (11,4%) das amostras, sendo 13 (20,6%) da
regido de Londrina - PR, 4 (8,0%) da regido de Botucatu - SP, 4 (8,50%) da regido de Vigosa
- MG, e 3 (6,0%) da regido de Pelotas - RS.

Para presenca de carbamatos, das 53 amostras, nove foram positivas, em 14 detectou-
se organofosforados e duas foram positivas na deteccdo simultanea de carbamatos e
organofosforados, o que representa 47% das amostras positivas para pelo menos um dos
pesticidas. CAVALETTI et al. (2007) pesquisando residuos de praguicidas em 30
propriedades leiteiras nos municipios de Rolandia (8), Londrina (12) e Tamarana (4), no
Estado do Paranad e Presidente Prudente (6) em Sdo Paulo encontrou 12 (40%) amostras
positivas para organofosforados e 15 (50%) para carbamatos. NERO et al. (2007b) detectaram
a presenca de pelo menos um dos principios em 93,8% das 209 amostras de leite cru
analisadas. Estes principios sdo frequentemente utilizados como praguicidas na lavoura e

constituem componentes de medicamentos para animais, sendo estas suas possiveis origens.
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A exposicdo crbnica a esses compostos pode ser relacionada ao cancer, efeitos
teratogénicos, toxicidade reprodutiva, deficiéncia cognitiva e alteragdes comportamentais e

funcionais (ECOBICHON, 1996).

1.4. Conclusoes

O leite cru produzido na regido do Agreste de Pernambuco utilizado neste estudo
apresenta qualidade microbioldgica e fisico-quimica ruim, estando em desacordo com padrdes
estabelecidos pela Instrucdo Normativa 51. Listeria monocytogenes e Salmonella sp néo
foram encontradas nas amostras de leite cru estudadas. Brucelose estd presente nos rebanhos
estudados.

Quanto aos residuos quimicos, deve-se dar atencdo a presenca de carbamatos,

organofosforados, buscando sua origem.
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ARTIGO 2

BACTERIAS ACIDO LATICAS (BAL) ISOLADAS DO LEITE
CRU PRODUZIDO NA REGIAO AGRESTE DE PERNAMBUCO
COM ACAO ANTAGONISTA CONTRA Salmonella Enteretidis e

Staphylococcus aureus
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Bactérias acido laticas (BAL) isoladas do leite cru produzido na regido agreste de
Pernambuco com acdo antagonista contra Salmonella Enteretidis e Staphylococcus aureus.

RESUMO

Bactérias Acido Laticas (BAL) fazem parte da microbiota natural de leite. Além de inibir o
crescimento de patdgenos nos alimentos acredita-se que as bactérias laticas proporcionem
efeitos benéficos a salde. O objetivo deste trabalho foi quantificar as bactérias acido laticas
(BAL) presentes no leite cru produzido na regido do agreste de Pernambuco, e avaliar sua
acao antagonista diante de Salmonella Enteretidis e Staphylococcus aureus. Foram coletadas
amostras de leite cru em 45 propriedades do Agreste de Pernambuco e foram enumeradas
bactérias acido laticas. Para isso realizou-se diluicdo decimal seriada em caldo MRS, seguida
de semeadura em Petrifilm™ AC e incubacdo em jarra de anaerobiose por 72 horas a 30°C.
As culturas obtidas foram testadas quanto as seu antagonismo através da metodologia spot-
on-the-lawn modificada utilizando as cepas Salmonella Enteritidis ATCC 13076, S. aureus
ATCC 25923. BAL foram isoladas de todas as amostras de leite cru, com uma média de 1,4 x
10° UFC/mL. Das 671 culturas de BAL testadas 445 (66,3 %) apresentaram ac&o antagonista
frente a Salmonella sp e 80 (11,7%) apresentaram antagonismo a S. aureus. A atividade
antagonista destas BAL pode ter relacdo com a auséncia de Salmonella sp nas amostras
estudadas.A Frequencia de BAL com acdo antagonista a S. aureus foi menor que a obtida
contra Salmonella.

Palavras chave: Bactérias Acido Laticas. Leite cru. Salmonella Enteretidis. Staphylococcus
aureus.
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Acid lactic bacteria isolated from raw milk produced in the agreste region of Pernambuco
state with antagonist action against Salmonella enteretidis and staphylococcus aureus.

ABSTRACT

Lactic acid bacteria are part of the natural contamination of milk. Besides inhibiting the
growth of pathogens in food it is believed that the lactic acid bacteria provide beneficial
effects to health. The objective of this study was to quantify the lactic acid bacteria (LAB)
present in raw milk produced in the agreste region of Pernambuco state, and assess their
antagonist action against Salmonella Enteretidis and Staphylococcus aureus. Were collected
45 samples of raw milk from properties in Agreste region of Pernambuco and lactic acid
bacteria were enumerated. For that took place decimal serial dilution in MRS broth, followed
by seeding in Petrifilm ™ AC and incubation in the anaerobic jar for 72 hours at 30 ° C. The
cultures obtained were tested as to its antagonism of the methodology through spot-on-the-
lawn using the modified strains Salmonella Enteritidis ATCC 13076, S. aureus ATCC 25923.
LAB were isolated from all samples of raw milk, with an average of 1.4 x 10° CFU / mL. 671
cultures of LAB tested 445 (66.3%) showed antagonistic activity against Salmonella
Enteritidis and 80 (11.7%) showed antagonism to S. aureus. A Frequency antagonist action
with the S. aureus was lower than that obtained against Salmonella Enteritidis.

Key words: Lactic acid bacteria. Raw milk. Salmonella Enteretidis. Staphylococcus aureus.
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2.1. Introducéo

Bactérias acido laticas (BAL) fazem parte da microbiota natural de leite e derivados,
carnes e subprodutos e algumas hortalicas (RAMIREZ et al.,2005). Compreendem um grupo
heterogéneo de microrganismos Gram positivos, ndo esporulados, na forma de cocos ou
bastonetes em sua maioria, com caracteristicas fisioldgicas e metabolicas semelhantes,
principalmente a capacidade de fermentar aclcares produzindo &cido latico, peroxidos e
peptideos de baixo peso molecular (AXELSSON, 1993; DURLU-OZKAYA et al., 2001).

Muitas espécies de BAL (Lactobacillus, Lactococcus, Streptococcus, Pediococcus,
Leuconostoc), utilizadas na producéo de alimentos fermentados, tém apresentado antagonismo
a outras bactérias, incluindo as do mesmo género e/ou patdégenos. (McMULLEN e STILES,
1996).

Além de inibir o crescimento de patdgenos nos alimentos como Salmonella, Shigella e
Helicobacter (BERNET-CAMARD et al., 1997; HUDAULT, et al., 1997; AIBA et al., 1998;
HAMMILTON-MILLER, 2003; SGOURAS et al., 2004), linhagens de BAL também
determinam efeitos benéficos a saude. Isso fortaleceu o marketing de muitos alimentos
contendo culturas vivas de BAL, incluindo leite ndo fermentado, leite fermentado, iogurte,
culturas secas, bebidas e doces. Esses alimentos com bactérias promotoras de beneficios a
salde sdo denominados probiéticos (RICHARDSON, 1996).

Somado a utilizacdo de bactérias laticas como probidticos, estuda-se também sua
aplicacdo como conservantes em alimentos. Para isso, 0 estudo da bioquimica, genética e
biologia molecular desses microrganismos tiveram um avanco significativo, o que levou a
deteccdo de outros compostos que ocasionam o fenémeno da antibiose, como as bacteriocinas
(DAVIDSON e HOOVER, 1993). A importancia econémica das BAL na preservacdo de

alimentos continua estimulando a exploracdo de bacteriocinas para 0 uso como conservantes
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de alimentos (LEWUS et al., 1991; BAREFOOT e NETTLES, 1993).

O potencial antimicrobiano de BAL estimula a sua utilizacdo para o controle efetivo
de patogenos em alimentos, em especial os causadores de toxinfecgdes alimentares. Em leite e
derivados estafilococos assumem significativa importancia por serem constituintes naturais da
pele dos animais de producdo e potenciais causadores de mastite. As intoxicagoes
estafilocOcicas, causadas na maioria das vezes por S. aureus, ocorrem devido a ingestdo de
toxina pré formada no alimento, e sdo freqlientemente associadas a ingestdo de, no minimo,
100 ng de enterotoxina e contagens entre 10° — 10° UFC de estafilococos/ g ou mL de
alimento (WONG; BERGDOLL, 2002).

Outro patégeno relevante em leite e derivados é a Salmonella spp, que sdo
freqUentemente descrito como o patégeno mais envolvido em surtos de toxinfecgdes
alimentares, tanto em paises desenvolvidos como em desenvolvimento (AVILA e GALLO,
1997). Estima-se que US$ 6 milhdes sejam gastos anualmente nos EUA no tratamento por
intoxicacBes associadas a este patégeno (VILLAR et al.,2008).

O teste de atividade inibitoria direta constitui o primeiro passo na avaliacdo do
potencial antimicrobiano de BAL. Diante do exposto, propde-se quantificar BAL e
Estafilococos coagulase positivos e detectar Salmonella sp, presentes no leite cru produzido
na regido do agreste de Pernambuco, e avaliar a atividade inibitoria das BAL isoladas destas
amostras de leite frente aos microrganismos patogénicos Salmonella Enteritidis e

Staphylococcus aureus.



41

2.2. Material e métodos

Foram coletados em 2005 aproximadamente 500 mL de leite cru em bags estéreis
(NASCO®, EUA) de 45 propriedades leiteiras dos municipios de Saloa, Aguas Belas, Sdo
Bento do Una e Bom Conselho, regido agreste do estado de Pernambuco. As propriedades
foram indicadas pela Secretaria de Produgdo Rural e Reforma Agraria (SPRRA) do Estado de
Pernambuco e da Cooperativa dos Produtores de Leite e Derivados de Pernambuco
(COOPROL) e representavam o perfil das propriedades de leite da regido Agreste de
Pernambuco, pequenas, com poucos animais, baixa produtividade e baixo nivel de
tecnificagdo.

As amostras foram coletadas diretamente nas propriedades, em tanques de expansao
ou latBes. Foram, entdo, acondicionadas em ambiente isotérmico com gelo reciclavel e
encaminhadas para o Laboratorio de Experimentacdo e Analises de Alimentos (LEAAL) da
Universidade Federal de Pernambuco para a realizacdo das anélises laboratoriais.

Para quantificacdo de estafilococos coagulase positivos utilizou-se a semeadura em
Petrifilm™ STX (3M do Brasil Ltda) das amostras de leite previamente diluidas. Os
resultados das contagens foram corrigidos de acordo com as dilui¢Ges utilizadas e expressos
em UFC/mL. Para a deteccdo de Salmonella sp utilizou-se o sistema VIDAS Salmonella
(BioMeriex®).

BAL foram enumeradas a partir de diluicbes seriadas em escala decimal em caldo
MRS e semeadura em Petrifilm™ AC (3M do Brasil Ltda). Apds formacdo do gel as placas
foram incubadas por 72 horas a 30°C em microfilia (NERO, 2006). O valor obtido foi
corrigido multiplicando-se pelo inverso da diluicdo. Ap6s a contagem, as placas foram

congeladas.
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O antagonismo das BAL a Salmonella Enteritidis e Staphylococcus aureus foi
realizado no Laboratério de Inspecdo de Produtos de Origem Animal da Universidade
Estadual de Londrina através da metodologia spot-on-the-lawn modificada (LEWUS;
MONTIVILLE, 1991. As cepas utilizadas: Salmonella Enteritidis ATCC 13076, S. aureus
ATCC 25923.

Para isso, foram selecionadas 671 col6nias de BAL isoladas de 45 amostras
recuperadas das placas de Petrifilm com as amostras congeladas. Cada cultura de BAL
recuperada foi semeada pontualmente em quatro placas contendo PCA (Acumediae, Estados
Unidos). Foram semeadas oito culturas por placa e incubadas a 30°C por 48 horas. Duas
placas se destinaram a avaliacdo de atividade antagonista com relacdo a Salmonella
Enteritidis e duas para S. aureus.

Apo6s o crescimento as placas receberam aproximadamente 7 mL de uma sobre-
camada contendo o patdgeno na concentracdo aproximada de 1,5 x 108 UFC/mL (escala 0,5
de Mc Farland). Para a formagdo da sobre-camada foi retirado 0,1 ml de cada cultura do
patégeno em TSB-YE e adicionado ao TSA semi-sélido, preparado com metade da proporcao
indicada pelo fabricante e adicionado como sobre-camada as placas contendo as cepas de
BAL.

Considerou-se antagonistas as coldénias em torno das quais se formou um halo
translcido, provocado pela inibicdo de crescimento do patdégeno semeado na sobre-camada.
Halos bem definidos foram classificados como inibicdo total e halos difusos, foram
classificados como inibicdo parcial (NERO, 2005).

Os dados finais foram obtidos pela observacdo da porcentagem de culturas de BAL

com capacidade antagonista aos patégenos estudados.
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2.3. Resultados e discussao

BAL foram isoladas de todas as amostras de leite cru, com uma média de 1,4 x 10°
UFC/mL, sendo que esses valores variaram entre 11 mil e 9,9 milhdes (tabela 2.1). O leite cru
constitui boa fonte de BAL passiveis de serem utilizadas pela inddstria de laticinios nacional,
especialmente pelo fato de estarem adaptadas a matéria-prima, sendo ainda necessarios
maioresestudos sobre suas caracteristicas individuais e especificas (ALEXANDRE et al., 2002).

Né&o foi detectada a presenca de Salmonella spp em nenhuma das amostras estudadas.
Esse resultado concorda com os achados por Moraes et al. (2005) que também nédo detectou o
patdgeno no leite cru de 42 propriedades leiteiras com diferentes tipos de ordenha em cinco
regibes do Rio Grande do Sul. Também NERO et al. (2004) também nédo detectaram a
presenca de Salmonella spp em 210 amostras de leite cru pesquisadas nas regides de
Londrina/PR, Vicosa/MG, Pelotas/RS e Botucatu/SP.

As contagens de estafilococos coagulase positivos estdo expressas na tabela 2.1.

Tabela 2.1 — Contagens de bactérias &cido laticas e estafilococos coagulase positivos

em 45 amostras de leite cru produzido na regido agreste de
Pernambuco, 2005.

tafi cos coagulase
Estafilococos coagulase L
Bactérias dcido laticas

positivos
m (%) n ()
Faixa de Contagem em UFC/mL

< 1000 16 {35,5) 0 {0,0)

1.000 }10.000 11 (24,4) 0 (0,0)
10.000 }100.000 12 (26,7) 13 (28,9)
100.000 | 1.000.000 6 (13,3} 13(28,9)
= 1.000.000 D (0,0) 19 {42,2)

Total 45 (100,0) 45 (100,0)
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Estafilococos coagulase positivos foram isolados em todas as amostras estudadas,
sendo a média 4,1 X 10* UFC/ml e uma variagdo entre 10* a 5,6 X 10° UFC/ml. Esses
resultados sdo similares aos encontrados por SANTANA et al. (2006) onde 101 amostras de
leite cru foram analisadas, sendo 51 da regido de Londrina/PR e 50 da regido de Pelotas/RS,
todas apresentaram contagens de estafilococos coagulase positivos (ECP). Destas, 19 (18,8%)
apresentaram contagem de ECP acima de 10° UFC/mL no leite cru refrigerado. Na regio de
Londrina, 13 (25,5%) amostras apresentaram contagens entre 10° e 10° UFC/mL e duas acima
de 10° (3,9%). Em Pelotas foram 04 (8,0%) as amostras com contagens entre 10° e 10°
UFC/mL.

O resultado da agdo antagonista das colonias isoladas de BAL frente a S. Enteritidis e

Staphylococcus aureus estdo na expressos na tabela 2.2.

Tabela 2.2 — Acdo antagonista de BAL isoladas de 45 amostras de leite
cru frente a Salmonella Enteritidis e Staphylococcus aureus
coletadas em propriedades do Agreste de Pernambuco em

2005.
Arividade auragorisa em relapdo a
Salmonella Enteritidis Sraphwococcus auresus
n % n
Culbaras antagonistas 445 66,3 80 119
Inibigio Total 2 03 1 01
Inibigio Parcial 443 66,0 79 1.8
Culharas nio antagonistas 226 EEN 591 88,1
Taotal arl 100 a7l 100

Apresentaram inibicdo parcial de Salmonella Enteritidis 443 culturas de BAL (66%) e
de S. aureus 79 (11,8%). Apenas duas (0,3%) culturas inibiram totalmente S. Enteritidis e
uma (0,1%) S. aureus.

A presenca de acdo antagonista das BAL diante de Salmonella Enteretidis em leite cru
também foi relatada por NERO et al. (2007) que detectou acéo antagonista em 33 (9,16%) de

360 amostras testadas, resultado inferior ao do presente trabalho.
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O antagonismo de BAL diante deste patdgeno pode ser um dos fatores relacionados a
auséncia de Salmonella spp. Nas amostras de leite cru encontradas neste trabalho e em acordo
com AVILA & GALLO (1996), GARRIDO et al. (2001) e NERO et al. (2004).

PRADO et al. (2000), ao testarem a atividade inibitoria direta de cepas de bactérias
laticas isoladas de embutidos cérneos, observaram que, das 330 cepas isoladas, 40 (11,9%)
inibiram cepas de Staphylococcus aureus. Valores semelhantes foram encontrados por
ALEXANDRE et al.(2002), no qual 15,6% (30 cepas) foram capazes de inibir esse mesmo
microrganismo. DABES et al. (2001) encontraram resultados semelhantes, 13,5%, enquanto
que COVENTRY et al. (1997) observaram que 13% das cepas isoladas de produtos carneos
inibiram o crescimento do S. aureus e 25% das cepas originarias de produtos lacteos
conseguiram essa inibicéo.

JAY (1995, 1996) sugerem que elevados niveis de contaminacdo pelos
microrganismos enddégenos dos alimentos interferem diretamente na sobrevida e
desenvolvimento de patdgenos, que precisam de condigdes muito especificas para crescer. Por
isso, baixos niveis de agentes patogénicos presentes nos alimentos esta associado a elevados
niveis de contaminagdo endogena. Varios sdo os estudos que relacionam produtos de origem
animal com ma qualidade microbioldgica e que apresentam baixa incidéncia de patdgenos
(KOZAK et al.,, 1996; LOPEZ e SANCHEZ, 2000; CORDANO e ROCOURT, 2001;
DHANASHREE et al., 2003).
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2.4. Conclusoes

Bactérias Acido Laticas foram isoladas nas amostras de leite cru produzido na regio
do agreste de Pernambuco. Estafilococos Coagulase Positivos foram isolados de todas as
amostras estudadas, contudo, Salmonella sp ndo foi detectada em nenhuma amostra.

Grande parte das culturas de BAL isoladas das amostras de leite cru coletadas na
regido apresentam atividade antagonista a Salmonella Enteritidis e a Staphylococcus aureus.

O antagonismo das BAL a Salmonella enteritidis foi mais frequentemente verificado

do que em relacdo ao Staphylococcus aureus.
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CONCLUSOES

O leite cru produzido na regido do Agreste de Pernambuco apresentou ma
qualidade do ponto de vista microbioldgico e fisico-quimico.

Estafilococos coagulase positivos estdo amplamente disseminados no leite
cru utilizado neste estudo. Entretanto, Salmonella sp ndo representa um risco associado ao
leite cru desta regido.

Em se tratando de Residuos quimicos, de praguicidas representaram um
importante risco quimico associado ao leite cru e B-lactamicos nédo teve relevancia.

Grandes quantidades de BAL foram isoladas das amostras de leite cru desta
regido, sendo que a maioria destas BAL apresentaram atividade antagonista a Salmonella
Enteritidis e a Staphylococcus aureus. Bactérias Acido Laticas sdo importantes
microrganismos isolados no leite cru, uma vez que apresenta atividade antagonista frente a

patdgenos, como a salmonelas.



