MICRORGANISMOS INDICADORES DE CONTAMINACAO E PESQUISA DE
Salmonella sp EM AMOSTRAS DE LEITE COMERCIALIZADAS NO SUL DO
ESTADO DE MINAS GERAIS*

CARVALHO, P.L. N.?: CARVALHO, P. R3 HOFER, E.*: REIS, C. M. F.% VEIGA,
S.M.O. M5

Resumo — No total de sessenta e seis amostras de leites, sendo trinta e trés cru
(LC) e trinta pasteurizados (LPC, marcas A, B, C, X, Y e Z), quantificou-se aer6bios
mesofilos (AM), NMP de coliformes totais (CT) e fecais (CF) e pesquisaram-se E.
coli, Salmonella sp, P. aeruginosa e Listeria. A média da contagem de AM em
UFC/mL para as amostras de leite estudadas foram: LC: 2,02 x 10" (méax: 1,0 x 10°);
LPC-X: 6,63 x 10% LPC-Y: 1,44 x 10%*e LPC-Z: 9,84 x 10° (méx.: 3 x 10°> UFC/mL).
Constatouse que 40% das amostras de LC (06 em 15) e 80% das amostras de
LPC-Z (04 em 05) mostraram meédias acima do permitido pela legislagdo. Na
amostragem a positividade para E. coli foi igual a 75,76% no LC e 39,39% no LPC.
Salmonella sp foi isolada em 12,12% das amostras de LPC. A presenca de
Pseudomonas sp foi observada em 26,67% das amostras de LC e em 20% de LPC.
A bactéria P. aeruginosa foi isolada em 46,67% das amostras de LC e em 60% de
LPC. Nao se detectou a presenca da bactéria Listeria nas amostras analisadas.
Concluiu-se que as amostras de LC e LPC foram desqualificadas para consumo por
oferecem riscos potenciais a saude coletiva.

Palavras-chave: Salmonella, Pseudomonas, leite, qualidade microbioldgica.

Introducéo

O leite, tradicionalmente, é considerado indispensavel a fase inicial do
crescimento infantil, por ser um alimento completo, equilibrado em nutrientes e com
alto valor nutritivo para o desenvolvimento humano e animal.

As varias etapas que envolvem a obtencdo e producdo do leite tornam-o
susceptiveis a contaminacdo, uma vez que pode ser considerado 6timo meio de
cultura para o crescimento de microrganismos, incluindo alguns potencialmente
patogénicos, predispondo os susceptiveis as enfermidades infecto-contagiosas e
toxinfeccbes alimentares (CATAO; CEBALLOS, 2001; GUIMARAES, 2002;
OLIVEIRA, 2005; PONSANO et al, 2001). Assim, no emprego da técnica de
pasteurizacdo, o0 mntraste entre alta e baixa temperatura, visa garantir seguranca
microbioldgica ao leite como alimento, procedimento este fundamentado nos efeitos
deletérios do calor sobre microrganismos patogénicos de acordo com a Instrucéo
Normativa n°. 51 do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (IN MAPA
51/02).

Entretanto, ndo se deve descartar a possibilidade de falhas mecanicas na
pasteurizacdo ou possiveis recontaminacfes ap0s o processamento, uma vez que a
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matéria-prima e o produto sdo susceptiveis a multiplicacdo de microrganismos,
principalmente aqueles que suportam ampla faixa de temperatura, incluindo
mesofilos, termofilos e psicotroficos. Nestes ultimos, podemos destacar as bactérias
dos géneros Pseudomonas e Listeria (BEMRAH et al, 1998; D"ANGELIS et al, 2001;
FENIMAN; PASINI; MUCELIN, 2003). Os processos de producao e recepcao do leite
na plataforma industrial devem seguir as normas vigentes estabelecidas pela IN
MAPA n° 51/02 que normatiza os padrdes e condutas segundo a legislacéo,
incluindo-se metas de aperfeicoamento, modernizagdo da producdo e
industrializagéo do leite.

O presente estudo teve como objetivo investigar microrganismos indicadores de
contaminacdo e pesquisar a presenca de Salmonella sp, P. aeruginosa, E. coli e
Listeria sp em amostras de leites cru e pasteurizado comercializados em Alfenas-MG
e regido, avaliando assim, o padrdo higiénico-sanitario dos produtos conforme
legislacdes vigentes.

Material e Métodos

Foram analisadas, em duplicata, 66 amostras, sendo 33 de leite cru (LC) e 33
do leite pasteurizado tipo C (LPC), das diferentes marcas constituindo a amostragem
de LPC- A, LPC- B, LPC- C, LPC- X, LPC- Y e LPC- Z para determinacdo de
coliformes totais (CT), coliformes fecais (CF) e aerébios mesdéfilos (AM) e cultivo e
isolamento para E. coli, Salmonella sp, Listeria sp, Pseudomonas sp.

A coleta da amostragem foi conduzida aleatériamente no comércio de Alfenas-
MG e regido. Os experimentos foram desenvolvidos no Laboratério Saide Coletiva e
Microbiologia de Alimentos da UNIFAL-MG, abrangendo o periodo de setembro de
2005 a fevereiro de 2007.

As andlises microbiolégicas foram realizadas em amostragem representativa,
guantificando-se AM, CT e CF e pesquisa de E. coli, Salmonella sp (SILVA,
JUQUEIRA; SILVEIRA, 2001), P. aeruginosa e Listeria sp (SILVA et al, 2005),
conforme preconiza a Resolugdo RDC n° 12 da ANVISA de 02 de janeiro de 2001
(RDC n° 12/01) e a IN MAPA 51/02, com estabelecimento de padrbes
microbiolégicos para alimentos destinados ao consumo humano no varejo e na
plataforma industrial, respectivamente.

Resultados e Discussao

Na contagem de AM (UFC/mL), as média e o maximo (max) permitido pela
legislacdo para cada tipo de leite estudado, segundo amostragem representativa,
foram: LC: 2,02x10° (méax: 1,0x10°%):; LPC-X: 6,63x10% (max: 3,0x10°); LPC-Y:
1,44x10* (max: 3,0x10% e LPC-Z: 9,84x10° (méax: 3,0x10°) UFC/mL. Constatou-se
gque 40% das amostras de LC (06/15) e 80% das amostras de LPC-Z (04/05)
estavam em desacordo com a norma IN MAPA 51/2002, diferindo (P<0,05) do
padréo pelo teste t de médias (Figura 1). Goncgalves e Franco (1998) analisaram 30
amostras de leite pasteurizado tipo C de oito diferentes marcas, adquiridas no
comércio varejista da cidade do Rio de Janeiro, e obtiveram cinco amostras
(16,66%) com contagens acima do estabelecido pela legislacao.

Os resultados da determinagéo de CT e CF (NMP/mL) na amostragem de LC e
LPC e as respectivas diferencas significativas estdo apresentados na tabela 1. Os
microrganismos avaliados nas contagens mostraram diferencas entre médias e em
desacordo com a RDC n°12/01 e IN MAPA 51/02.



Para a contagem média de CT (Tabela 1), o LPC (34 NMP/mL) apresentou
melhor qualidade (P<0,0001) em relacdo ao LC (338,84 NMP/mL). Em estudo
realizado por Oliveira (2005), foi verificado também que os valores encontrados de
NMP de CT/mL de LC foram superiores aos encontrados para as amostras de LPC,
reforcando a importancia da pasteuwrizacéo do leite. O autor ressalta ainda, que néo
existam parametros microbiolégicos para CT em LC.
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* - significa poténcia do Log na base 10. Linhas tracejadas representam valor maximo permitido pela
IN 51/02. Na amostragem, 40,0% de LC e 26,67 % de LPC mostraram-se em desacordo com a
legislagéo (P<0,05)

Figura 1. Quantificacdo de Aerdbios Mesdfilos em amostras de leites Cru (LC) e
pasteurizado tipo C (LPC) das marcas X, Y e Z comercializados em Alfenas-MG e
regiao.

Levando-se em conta a amostragem representativa do LPC para CT, as
marcas A, C, X, Y e Z, ou seja, 75,76% (25 amostras no total de 33) mostraram-se
em desacordo com a legislacao (IN MAPA 51/02).

Os valores encontrados por pesquisadores (GONCALVES; FRANCO, 1998;
FREITAS; OLIVEIRA; SUMBO, 2002) variaram de 8,00 a 1,70x10> NMP/mL, estando
proximo ao intervalo encontrado no presente estudo: 0,00 a 1,10x10> NMP/mL,
conforme valor de médias apresentados na tabelal. Entretanto, em relacdo a norma
vigente, as médias revelaram qualidade em desacordo quando analisada
amostragem representativa (n>5; c>1; m>2; M>2).

Considerando a contagem de CF (Tabela 1), o LP (20,16 NMP/mL)
apresentou qualidade significativamente (P<0,0001) melhor em relacdo ao LC (89,16
NMP/mL).

Para o LC , o intervalo encontrado durante as analises foi de 0,00 a 2,39x10?
NMP/mL (Tabela 1). Em andlise de amostras de LC, realizada em Piracicaba-SP,
Oliveira (2005) encontrou valores de CF de 4,6 a 9,2x10?> NMP/mL. No trabalho, o
autor menciona os beneficios do tratamento térmico na reducdo da carga bacteriana.
Vigano et al. (2007) analisaram o total de 300 alimentos, dentre eles, 115 amostras
de LC 4e detectaram CF em 98% das amostras, sendo a contagem em UFC/mL de
3,0x10"

O LP, de acordo com a tabela 1, apresentou variacdo de 0,00 a 1,10x10°> NMP
de coliformes fecais/mL. Oliveira (2005) encontrou valores de CF de até 2 NMP/mL



em analises de amostras de LPC. Catdo e Ceballos (2001) também evidenciaram
elevada contaminagéao por CT e CF em amostras de LC e LPC. Das 30 amostras
analisadas, 10 (33,3%) apresentaram contaminacdo por CT e 3 (10%) para acima
dos padrées vigentes.

Tabela 1 — Numero Mais Provavel de coliformes total (CT) e fecal (CF) em amostras

de leite cru (LC) e leite pasteurizado (LPC) e estudo estatistico pelo teste t de
médias.

CT (NMP/mL) CF (NMP/mL)
LC | LPC LC | LPC
Valor minimo 1 0 0 0
Valor maximo 738 110 239 110
Média* 338,84" 34,008 89,16" 20,168
Teste t 5,64 4,31
Probabilidade t 0,0001 0,0001
Padrao IN n°51/02 - n>5; ¢>2; m>2; M>4 - n>5; ¢>1; m>1; M>2
RDC n°12/01 - - - n>5; c>1; m>2; M>4

* médias com letras distintas (A; B) nas linhas diferem significativamente (P<0,0001) pelo teste t

O microrganismo Pseudomonas sp, considerado oportunista, foi isolado em
73,33% das amostras do LC (11 em 15), sendo a distribuicdo para P. aeruginosa de
46,47% (7 em 15).

No LPC, 26,67% da amostragem (04 em 15) continham Pseudomonas sp,
sendo que em 20,0% (03 em 15 amostras) foi isolado P. aeruginosa. Fagundes et al.
(2006) encontraram contagem elevada de Pseudomonas sp, tanto em leite recém-
obtido quanto em leite refrigerado, em propriedades leiteiras, sendo que houve uma
maior concentracdo de Pseudomonas sp em leite cru refrigerado, quando
comparado com o leite recém-obtido. Possivelmente, este fato se deve a
recomendacgdo atual de refrigeracdo do leite in natura (IN MAPA n° 51/02), pois
favorece o desenvolvimento de microrganismos psicrotroficos. Avilla e Gallo (1996)
encontraram positividade para Pseudomonas sp em 10 amostras de leite cru para
amostragem total de 30 leites analisadas.

A positividade para E. coli foi de 75,76% para a amostragem de LC e 39,39%
para LPC, refletindo a influéncia relativa, ainda que ndo efetiva, da pasteurizacéo
sobre o total de microrganismos presentes na amostragem.

Verificou-se auséncia de Salmonella sp nas amostras de LC. Porém, o LPC
revelou 12,12% de positividade para este microrganismo (04 amostras em 33
analisadas). Corroborando com resultados da presente pesquisa, Avilla e Gallo
(1996) realizaram analise de qualidade em LC e LPC comercializados no municipio
de Piracicaba-SP, em funcdo da deteccdo de Salmonella sp, a qual ndo foi
encontrada em nenhuma das 19 amostras analisadas de cada tipo de leite. Ao
contrario, Padilha et al. (2001) realizaram isolamento de Salmonella sp em uma
amostra de LPC (total de 250 amostras) e em uma de LC (total de 50 amostras).
Vigano et al. (2007) também isolaram a referida bactéria em 11% do LC analisado
na Tanzania. De acordo com o Centro para Controle e Prevencdo de Doencas
(CDC, 2007), o Ministério da Saude e o Departamento de Agricultura da Pensilvania
confirmaram que 29 casos de doencas diarréicas foram causadas por Salmonella
entérica sorotipo Typhimurim. A confirmacdo destes surtos estava associada com o
consumo de LC e derivados.



Todas as amostras de LC e LPC analisadas nesta pesquisa, mostraram
auséncia de Listeria sp. Resultados semelhantes foram descritos por D"Angelis et al.
(2001) ao analisarem 48 amostras de leite tipo C em funcdo da deteccdo de
L. monocytogenes e encontraram auséncia de Listeria sp em 100% das analises.
Entretanto, contrastando com as informacdes acima, Catdo e Ceballos (2001)
reportaram resultados positivos para microrganismos do género Listeria ao
analisarem 75 amostras de leites (45 de LC, 15 recém-pasteurizado e 15 de leite
ensacado) e relataram que 33 (73,3%) das amostras de LC e nove (30%) das de
LPC estavam contaminadas com Listeria sp, sendo identificadas L. monocytogenes
em 17 amostras de LC e em 09 de leite beneficiado. Com relacéo a diversidade de
espécies relatada pelos autores acima citados, nas amostras de leite cru foram
isoladas: L. monocytogenes (66,6%), L. innocua (25,3%), L. ivanovii (3,9%), L.
welshimeri (2,5%) e L. grayi (1,5%). Nas amostras de leite pasteurizado foram
isoladas: L. monocyogenes e L. innocua.

Na Turquia, Uraz e Yucel (1999) analisaram 211 amostras de LC de
diferentes areas e detectaram a presenca de L. monocytogens em 2 amostras
(0,94%). Da mesma forma, em Séo Paulo, Moura, Destro e Franco (1993) avaliaram
a incidéncia de Listeria sp em LC e LPC. No total de 440 amostras, a porcentagem
de amostras positivas para L. innocua no LPC foi de 0,9% e no LC foram de 9,5%
para L. innocua, 0,9% para L. welshimeri e de 0,4% paral. grayi.

Conclusdes

A amostragem de LPC revelou a presenca de microrganismos potencialmente
patogénicos, tais como, P. aeruginosa, Salmonella sp e E. coli, portanto, em
desacordo com a legislagéo atual.

A presenca de CF, acima dos limites estabelecidos pela legislacdo, nos
produtos analisados, reafirma potenciais riscos quanto a presenca de patdgenos
intestinais.

A semelhanca estatistica entre a qualidade microbiolégica das amostragens
de LC e LPC em relacdo aos microrganismos indicadores de contaminacédo, mostra
gue ambos os produtos ndo atendem as normas de seguranga alimentar.
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