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RESUMO

A presenca de mastite bovina no rebanho, associada a falhas nas praticas de higiene,
contribuem para a queda na qualidade do leite cru, bem como pode torna-lo impréprio
para o consumo pela possivel presenga de enterotoxinas estafilocécicas. Neste trabalho,
quantificou-se Estafilococos coagulase positivo (ECP) a partir dos leites de 210
produtores armazenados em sete diferentes tanques de refrigeracdo comunitirios
localizados em municipios da Zona da Mata Mineira. As amostras foram coletadas entre
fevereiro e abril de 2009, seguindo plaqueamento em dgar Baird-Paker e incubacdo a 37
°C durante 48h. Cinco coldnias apresentando caracteristicas tipicas para Staphylococcus
foram isoladas e caracterizadas por métodos bioquimicos tradicionais. Os resultados
mostraram que em todos os tanques avaliados (7/7) foram isolados ECP. Desses,
contagens superiores a 10’ UFC /mL foram encontradas em cinco tanques de expansio
refrigerados, sendo que trés ainda apresentaram contagens superiores a 10° UEC /mL.
Estes niveis sdo alarmantes, uma vez que varios estudos t€ém demonstrado a capacidade
de produgdo de enterotoxinas por Staphylococcus spp. por mecanismos de deteccdo de
quorum nas quantidades populacionais encontradas no presente trabalho. Esta alta
pontuacdo indica problemas de contaminacdo de ECP no processo de ordenha, e
também um indicativo de animais com mastite.

Palavras-chave: mastite bovina, enterotoxinas, intoxicagao, estacio chuvosa.

ABSTRACT
The presence of bovine mastitis in herd, associated with failures in hygiene practices
contribute to reduction in quality of raw milk, and may make it unsuitable for
consumption by possible presence of staphylococcal enterotoxin. This work was
quantified coagulase positive staphylococci (ECP) from the stored milk from 210
producers in seven different community cooling tanks located in cities in the Zona da
Mata Mineira. Samples were collected between February and April 2009, following
plating on Baird-Paker and incubation at 37 °© C for 48h. Five colonies with
characteristics typical of Staphylococcus were isolated and characterized by traditional
biochemical methods. The results showed that all tanks evaluated (7/7) were isolated

ECP. Of these, counts above 10° CFU/mL were found in five expansion tanks analyzed,
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and three still had counts greater than 10° CFU/mL. These levels are alarming, since
several studies have demonstrated the capacity of production of enterotoxins by
Staphylococcus spp. by quorum sensing mechanisms in the amounts found in this study
population. This high score indicates contamination problems ECP milking process, and
also indicative of animals with mastitis.

Keywords: bovine mastitis, enterotoxins, intoxication, rainy season

1. Introducio

O setor lacteo € um dos mais importantes do agronegdcio brasileiro, empregando
aproximadamente 3,5 milhdes de pessoas somente na producédo direta. Com a presenca
de mais de um milhdo de propriedades rurais produtoras de leite no pais, a producdo
anual atinge cerca de 32 bilhdes de litros de leite (SANTOS et al, 2012).

Visando a garantia da qualidade da producdo e a posicdo de destaque do Brasil
como pais exportador de leite e derivados e devido a influéncia da globaliza¢@o do setor
lacteo com consequente competicdo internacional por mercados, implementou-se no
pais, o Programa Nacional de Melhoria da Qualidade do Leite (PNMQL) e em
consequéncia criou-se a Rede Brasileira de Laboratérios Centralizados de Qualidade de
Leite (RBQL).

A partir do PNMQL, o governo brasileiro publicou a Instru¢io Normativa n°
51/2002 (IN51), revogada pela Instru¢do Normativa 62/2011 (IN-62) do Ministério da
Agricultura, Pecudria e Abastecimento (MAPA) que estabelece regulamentos técnicos
de producdo, identidade e qualidade dos diferentes tipos de leite disponiveis no mercado
nacional. Além disso, fornece regulamentos técnicos para a coleta e transporte do leite
refrigerado, desde o momento da ordenha até sua chegada as unidades de
beneficiamento (BRASIL, 2011).

Dentre os requisitos definidos na IN62, destaca-se a coleta do leite a granel.
Nesse sistema, o leite cru armazenado em tanque de expansdo a 4°C por até 48 horas, é
transportado para a industria beneficiadora em tanques isotérmicos. Esse processo visa
reduzir o desenvolvimento da microbiota mesofilica, dentre as quais o género

Staphylococcus, que se destaca como micro-organismo patogénico, potencialmente
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reconhecido como produtor de toxinas (LAFARGE et al, 2004; ARCURI et al, 2006;
CHARLIER et al, 2009; SANTOS et al, 2012).

A presenca de Staphylococcus no leite, normalmente, deve-se a fontes diversas
como as maos do ordenhador, equipamentos de ordenha e casos de mastite bovina.
Dentre as espécies conhecidas de Staphylococcus, as pertencentes ao grupo
Staphylococcus coagulase positivo, especialmente Staphylococcus aureus € considerada
um dos principais patégenos da mastite bovina, sendo transmitido facilmente de um
animal para outro dentro de um rebanho, e sendo o seu isolamento no leite indicativo da
presenca de mastite bovina (BRAMLEY et al, 1996; ZSCHOCK et al, 2000;
BOEREMA et al, 2006; OLDE RIEKERING et al, 2006; SRINIVASAN et al, 2006;
OLDE RIEKERING et al, 2010).

As culturas microbiolégicas utilizando leites de tanque tém sido empregadas
como método barato e pratico para avaliar a qualidade do leite em uma propriedade.
Trata-se, portanto, de uma ferramenta util para estimar a prevaléncia de patégenos
causadores da mastite (OLDE RIEKERING et al, 2006).

Neste trabalho avaliou-se a presenca de Estafilococos coagulase positivo (ECP)

em leites armazenados em tanques de refrigeragdo por expansiao comunitarios.
2. Material e métodos

2.1 Obtencdo e preparo das amostras
Foram coletadas amostras de leite de sete tanques de refrigeracdo por expansao
comunitérios, correspondente ao leite cru obtido de 210 produtores de municipios
localizados na Zona da Mata Mineira. As coletas foram realizadas em duplicata no
periodo de até 24 horas apds a transferéncia de cada leite para o respectivo tanque de
expansdo, os quais indicavam temperatura entre 4 e 7°C. As coletas ocorreram entre o
periodo de fevereiro a abril de 2009, meses que apresentaram indices pluviométricos
elevados na regido, com média pluviométrica de 161 mm (INMET, 2013).
Cada tanque foi identificado pelas letras A, B, C, D, E, F e G. A coleta nos
respectivos tanques consistiu de 500 mL de leite, retirados da parte superior e central do

tanque apds a agitacdo por 10 minutos e utilizando coletores individuais de aco
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inoxidavel limpo e estéril de acordo com a National Mastitis Coucil (NMC). As
amostras foram entdo transferidas para frascos esterilizados e acondicionadas em caixas
isotérmicas até o laboratério de Microbiologia da Universidade Presidente Antonio
Carlos, Campus VI, para realizac@o das andlises microbioldgicas.

Antes das andlises, as amostras foram agitadas e homogeneizadas. Aliquotas de
1 mL foram transferidas para tubos de ensaio contendo 9 mL de dgua peptonada estéril
a 0,1% (p/v), sendo realizadas diluicdes decimais seriadas (107, 107, 107, 10™) em

duplicata. Todas as amostras foram inoculadas e incubadas no mesmo dia da coleta.

2.2 Andlises microbioldgicas
Para a contagem de ECP, retiraram-se aliquotas de 0,1 mL das dilui¢des
preparadas, seguido de semeadura em placa contendo dgar Baird-Parker (DIFCO) pelo
método “spread plate”. Apds a incubacdo a 37 °C por 48 horas foram contadas coldnias
tipicas, as quais apresentam como caracteristicas morfoldgicas padrdo: coloragdo negra,
presenca de brilho, didmetro < 2,0 mm, delimitadas e com dois halos ao seu redor. Essas
caracteristicas devem-se a capacidade do micro-organismo em reduzir telurito de
potassio em telureto de potédssio e produzir enzimas lipoliticas e proteoliticas (BAIRD-
PARKER, 1962; SILVA et al, 2007).
Em seguida, cinco coldnias consideradas tipicas de cada isolamento, foram
selecionadas para realizacdo da coloracdo de Gram, teste de producdo das enzimas

catalase, acetoina e coagulase (AOAC, 1992; SILVA et al, 2007).
3. Resultados e discussao

As médias dos resultados das contagens de ECP e de Staphylococcus em cada

um dos tanques de expansdo estdo apresentadas na figura 1.
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Figura 1. Contagem de Staphylococcus spp e estafilococos coagulase positivos (ECP)

em tanques de expansdo refrigerados comunitdrios.

Em todos os tanques de expansdo avaliados (7/7), foram encontrados presenca
de ECP e Staphylococcus spp. Em estudos realizados na América do Norte e Europa a
prevaléncia de Staphylococcus aureus isolados de leite cru variou de 31 até 100%
(OLDE RIEKERING et al, 2006). No México, a presenca de Staphylococcus aureus foi
de 30% (MIRANDA-MORALES et al, 2008). Esses resultados sugerem que alguns
animais do rebanho, no qual o leite foi obtido, estejam com mastite ou que haja
deficiéncias no controle da infeccao dentro do rebanho ou ainda, as vacas das quais
retirou-se o leite encontram-se em condic¢des inapropriadas de limpeza. Como as coletas
das amostras foram realizadas em época quente e chuvosa, sugere-se a possibilidade
dessas altas contagens serem em razdo do maior desenvolvimento dessas bactérias em
temperatura elevada, ou mais ainda, da impossibilidade em manter uma higiene mais
adequada dos animais em virtude da grande quantidade de chuva caracteristica da
estacio (MAKOVEC; RUEGG, 2003; OLDE RIEKERINK et al, 2007;
ESMOLEMANY et al, 2010; ZUCALI et al, 2011).

A alta contagem de ECP encontrada no presente trabalho, o que indica a

possibilidade de mastite no rebanho, pode afetar qualitativa e quantitativamente, a
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produgdo de leite, de acordo com o relatado por diferentes autores. Isso ocorre devido
aos menores teores de lactose, caseina, gordura, célcio e fésforo e um aumento nas
concentragdes de cloretos, sodio, células somdticas, imunoglobulinas e lipases
frequentemente observados. Estas alteracdes podem estar relacionadas com a redugdo
na atividade secretdria das células mamarias e ao aumento da permeabilidade do epitélio
mamdrio, o que pode levar a transferéncia de componentes do sangue para o leite,
incluindo citratos, bicarbonatos e fons Cl e Na. Com estas alteracdes, o leite torna-se
inadequado para o consumo e para a producdo de derivados (SANTOS, 2003; OLDE
RIEKERING et al, 2006; OGOLA et al, 2007).

A presenga de Staphylococcus indica, ainda, risco de produgdo de enterotoxinas
resistentes a pasteurizagio caso o leite ndo seja mantido a temperatura de refrigeracao
(FDA, 1992).

Segundo FDA (1992), a concentracio de enterotoxinas capaz de causar sintomas
de intoxica¢do alimentar ocorre quando a contagem de S. aureus é superior a 10’
UFC/mL. No presente trabalho, trés tanques A, D e F (42,8%) apresentaram contagens
totais de Staphylococus spp. ¢ ECP acima de 10° UFC/mL, sugerindo a possibilidade de
intoxicacdes caso o leite seja consumido ou processado.

Tebaldi et al (2008) no isolamento de coliformes, estafilococos e enterococos de
leite cru provenientes de tanques de refrigeracdo por expansdo comunitirios,
encontraram valores de ECP (maiores que 10° UFC/mL) similares ao presente estudo.
Nessas concentragdes, as estirpes produtoras de toxinas liberam sinais, que ao serem
reconhecidos pela populagdo adjacente, ativam uma série de reagdes em cascata, para
expressdo de genes de toxinas, em resposta as condi¢des do ambiente. Esse mecanismo
de comunicagdo bacteriano € denominado quorum sensing, no qual, o “quorum”, ou
seja, a densidade populacional é extremamente importante na regulacdo de diferentes
fendtipos (sintese de bacteriocinas, toxinas, fatores de viruléncia, entre outros)
(CHARLIER et al, 2009).

A estocagem do leite em tanques comunitarios, apesar de ser economicamente
mais vidvel em comunidades mais carentes, ndo diferencia os leites de boa qualidade,
daqueles com qualidade inferior ou até mesmo improprios para o consumo. Assim, a

caracterizacdo precisa de patdgenos envolvidos com a etiologia da mastite torna-se
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essencial para a detecgdo de métodos de transmissdo entre os animais, bem como para a
deteccdo das principais fontes de contaminagdo. Acrescenta-se a isso a necessidade de
estudos mais amplos envolvendo ndo sé a identificacdo de S. aureus nos leites de
tanques comunitarios, mas a producdo de fatores de viruléncia, como as enterotoxinas,
por parte dos micro-organismos isolados, a fim de evitar intoxicacdes estafilocdcicas e
de criar condi¢des favordveis para a melhoria da qualidade do leite na regido. (SOUZA

etal., 2012)

Conclusao

Todos os tanques de expansdo apresentaram presenca de ECP e Staphylococcus
spp- H4 a necessidade de um controle mais rigido, por parte dos produtores,
principalmente na época das chuvas, periodo em que a contaminagdo pode ainda ser
mais alta. Embora ndo tenha sido realizada andlise para detectar enterotoxinas
estafilocécicas, a alta contagem daqueles micro-organismos sugere a possibilidade de

intoxicacdes alimentares.
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