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Resumo: A qualidade microbiolégica do leite cru pode ser influenciada diretamente pela sanidade dos
animais, procedimentos de higiene realizados durante a ordenha e condi¢Bes de armazenamento do produto.
Diante da necessidade de caracterizar os aspectos microbioldgicos relacionados a producdo de leite do rebanho
bovino da raca Curraleiro Pé-Duro, foram avaliadas 226 amostras de leite cru colhidas no periodo de janeiro de
2013 a janeiro de 2014, visando a pesquisa de Salmonellasp. Os ensaios analiticos foram realizados no
Laboratério Multiusuario de Microbiologia do Centro de Pesquisa em Alimentos da Escola de Veterinaria da
Universidade Federal de Goias. A partir dos resultados obtidos foi observado a presenca de Salmonellasp. em
seis amostras de leite da raca Curraleiro Pé-Duro, com destaque aos sorovares Heidelberg e Schwarzengrund.
Apesar deste microrganismo compor a microbiota intestinal normal de seres humanos e animais de sangue
quente, ser eliminada pelas fezes e consequentemente promover a contaminacdo do ambiente e outros animais, a
identificacdo de Salmonella em leite cru ressalta a necessidade de controle no processo de obtencdo do leite,
armazenamento e processamento da matéria-prima e derivados a fim de assegurar seguranga aos consumidores.
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Abstract: The microbiological quality of raw milk can be directly affected by animal health, hygiene
procedures performed during milking and product storage condition. Faced with the need to characterize the
microbiological aspects due to the milk production of cattle herd of CurraleiroPe-Duro breed, there were
evaluated 226 samples of raw milk collected in the period of january 2013 to january 2014, for research of
Salmonella sp.. The analytical tests were performed in Multi-User Laboratory of Microbiology Food Research
Center at Veterinary Medicine School of the Federal University of Goias. According to the results in this study it
was identified the presence of Salmonella sp., serovar Heidelberg and Schwarzengrund. Although this
microorganism comprise the normal intestinal flora of humans and warm-blooded animals, be eliminated in
feces and consequently promote environmental contamination and other animals, the identification of Salmonella
in raw milk results the need for control in obtaining the milk process, storage and processing procedures of dairy
products to ensure safety to consumers.
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Introducéo

Os microrganismos patogénicos sao
responsaveis por diversas enfermidades
veiculadas pelos alimentos. Estes patogenos
podem ser transmitidos ao homem através da
ingestéo de alimentos processados
inadequadamente, manipulacdo de animais
infectados ou a presenca dos agentes no
ambiente, utensilios e equipamentos ligados a
producdo animal (SHINOHARA et al., 2008;
GENEROSO & LANGONI, 2011).

Na atualidade, a globalizacdo reflete
seus efeitos na seguranca alimentar por meio
da necessidade de producdo de alimentos de
maneira rapida e intensa, permeada por
diversos fatores de risco que incluem
principalmente  manipulacdo  inadequada,
transporte inapropriado e falhas nas condi¢des
higiénico-sanitarias em qualquer ponto da
cadeia produtiva de alimentos (LAZARO et
al., 2008; SOUZA & CASTRO, 2015).

Os  sorovares de  Salmonella
comumente isolados de leite incluem S.
Typhimurium, S. Montevideo, S. Newport, S.
Dublin, entretanto varios sorotipos podem estar
presentes nesta matriz alimentar bem como em
derivados processados sem tratamento térmico
(CHYE et al, 2004; CARDOSO &
CARVALHO, 2006; STULOVA et al., 2010).

O leite pode ser contaminado pelo
patdgeno através do  material  fecal,
equipamentos e utensilios contaminados,
poeira e outras fontes ambientais. Além disso,
a contaminacdo dos alimentos pode ser
efetuada por envolvimento de manipuladores,

gue muitas vezes sdo portadores inaparentes do

microrganismo, aliada a procedimentos
inadequados de higiene pessoal (CONNOR &
SCHWARTZ, 2005; SHINOHARA et al.,
2008; MENEZES et al., 2014).

O gado Curraleiro Pé-Duro ¢
encontrado nos Biomas Cerrado e Semiarido,
sendo  caracterizado  pela  rusticidade,
capacidade de adaptacgdo as condicGes adversas
do meio e baixo custo de producdo. As fémeas
apresentam habilidade materna e a producéo de
leite, mesmo em baixos indices, beneficia
familias rurais que utilizam estes animais como
fonte de alimento ou geracdo de renda
(SALLES et al., 2011; CASTANHEIRA et al.,
2013; FELIX et al., 2013).

Diante  disso, a pesquisa de
Salmonellasp. no leite  contribuiu  no
mapeamento da qualidade do leite cru da raca
Curraleiro Pé-Duro empregado na alimentacdo
animal e humana, bem como auxiliou na
investigacdo da raca para producdo de

alimentos, mesmo em carater artesanal.
Material e métodos

Foram avaliadas 226 amostras de leite
cru obtidas de bovinos da raga Curraleiro Pé-
Duro, pertencentes a uma propriedade rural
localizada no estado de Goias, no periodo de
janeiro de 2013 a janeiro de 2014.

A colheita de amostras foi realizada
procedendo a antissepsia dos orificios dos tetos
com algoddo embebido em alcool 70% iodado
(HARMON et al., 1990). A aliquota inicial
destinada ao exame microbiol6gico foi obtida

por meio de um pool dos tetos, sendo colhida
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em frasco esterilizado e sem conservantes
perfazendo um total de 40 mL em cada frasco.
Todas as amostras foram devidamente
identificadas e acondicionadas em caixas
isotérmicas, contendo gelo reciclavel onde
permaneceram até a chegada ao Laboratério
Multiusuério de Microbiologia do Centro de
Pesquisa de Alimentos da Escola de
Veterinaria e Zootecnia da Universidade
Federal de Goi&s. As amostras de leite cru
foram submetidas a pesquisa de Salmonellasp.
segundo metodologia recomendada pelo
Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento por meio da Instrucdo
Normativa n. 62 com algumas modificacdes
(BRASIL, 2003).

Pesquisa de Salmonellasp.

Inicialmente  procedeu-se  a
diluicdo da amostra, no qual uma aliquota de
25 ml foi transferida para um saco para
homogeneizacdo (Stomacher®) contendo 225
ml de &gua peptonada tamponada 1% e
posterior incubacdo a 37°C por 18-20 horas,
compondo a fase de pré-enriquecimento.

A fase de enriquecimento seletivo
consistiu na transferéncia de 1ml da amostra
pré-enriquecida para 10 ml de caldo Selenito
Cistina e 0,1ml para 10 ml de Caldo Rappaport
Vassiladis semisélido modificado (MSRV)
com posterior incubagdo a 37+1°C e 41,5°C
respectivamente por 21- 27 horas para a
realizacio  do  isolamento  bacteriano
convencional das amostras. Em seguida, foi
realizado o estriamento das amostras em &gar

Xylose Lysine Tergitol-4 (XLT4) e Agar

Verde Brilhante (VB) e incubacdo das placas a
37+1°C por 21 a 27 horas.

Apb6s o periodo de incubacéo,
procedeu-se a leitura das placas por meio da
observacdo de colbnias, mediante as
caracteristicas morfolégicas de Salmonella.
Foram selecionadas de cada meio seletivo, de
trés a cinco unidades formadoras de coldnias
(UFC), sendo transferidas para tubos contendo
agar triplice acucar ferro (TSI) e posterior
incubacéo a 37+1°C por 18 — 24 horas.

A confirmacdo bioquimica se
baseou na inoculacédo e interpretagédo dos tubos
de TSI mediante a utilizacdo ou ndo dos
acucares glicose, sacarose e lactose, sendo
selecionados 0s tubos que apresentaram
similaridades com as descritas para 0 género
Salmonella. As colbnias sugestivas de
Salmonella foram avaliadas quanto ao perfil
bioguimico em resposta aos testes de urease,
producdo de Indol, sulfeto de hidrogénio
(H2S), motilidade, prova de Voges-Proskauer
(reacdo de VP), tilizacdo de citrato
(Simmons), malonato e lisina descarboxilase.
Todos foram incubados a 37+1°C por 18 a 24
horas. Apo6s a leitura e interpretacdo dos
resultados, as amostras gque apresentaram perfil
bioquimico compativel com Salmonella, foram
submetidas ao teste sorolégico com antissoro
polivalente “O”. Apo6s a confirmacdo do
género do cultivo através da sorologia,
procedeu-se a inoculagdo das coldnias em
tubos contendo &gar nutriente e incubagdo a
35°C por 24 a 48 horas. Os isolados foram
identificados e remetidos ao Departamento de

Bacteriologia do Laboratdrio de
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Enterobactérias da Fundacg&o Instituto Oswaldo

Resultados e Discusséo

Apods a avaliacdo microbiolégica
de 226 amostras de leite da raga Curraleiro
Pé-Duro foram detectados seis isolados do
género Salmonella.

Estes resultados corroboram os relatos
de OKURA et al. (2005) que ao avaliarem a
presenca de microrganismos presentes no leite
cru produzido na regido do Triangulo Mineiro
—MG identificaram seis isolados de Salmonella
sp. bem como se aproximam das informacdes
de Jayardo & Henning (2001) que ao avaliarem
o perfil microbioloégico de amostras de leite
produzido por vacas em diferentes regiGes do
Canada observaram a presenca de oito isolados
de Salmonella sp.

Apo6s isolamento e confirmagdo
bioguimica do género, os seis isolados foram
sorotipificados, sendo o sorovarS. Heidelberg o
de maior frequéncia 4/6 (67%), seguido por
Salmonela Schwarzengrund 2/6 (33%). Estes
sorovares normalmente sdo reportados como
comuns em produtos avicolas e altamente
associados a contaminacdo cruzada, entre
espécies animais e entre alimentos de origem
animal (PANDINI et al., 2014).

Quanto aos sorotipos de Salmonella,
observou-se discordancia entre os resultados
obtidos e as informagdes de Van Kessel et al.
(2004) onde ao avaliarem 861 amostras de leite
armazenadas em tanque de expansdo de
animais distribuidos em propriedades dos
Estados Unidos, encontraram um percentual de
2,6% para Salmonella sp., obtendo o

isolamento  dos  sorotipos:  Montevideo,

Cruz (FIOCRUZ) para tipificacdo soroldgica.

Newport, Muenster, Meleagridis, Dublin,
Anatum.

Posteriormente, Van Kesselet al.
(2011) relataram a deteccéo de
Salmonellaenterica em 28,1% das amostras de
leite coletadas em tanques de expanséo e filtros
contidos nas tubulacdes de ordenhadeiras nas
propriedades rurais dos Estados Unidos. Os
sorotipos encontrados foram Cerro, Kentucky,
Muenster, Anatum e Newport. Os resultados
novamente observados pelos autores puderam
confirmar e enfatizar o risco sanitario
envolvido no consumo de leite cru e derivados
lacteos visto a presenca de patdgenos.

As informagbes encontradas neste
estudo e os autores confrontados acima
corroboram a necessidade de identificacdo de
patégenos no leite, sendo que um dos
procedimentos recomendados para o controle
de Salmonella no leite e derivados bem como a
reducdo de surtos alimentares envolvendo o
patégeno, seria o tratamento térmico da
matéria-prima aliado a reducdo do consumo de
leite ndo pasteurizado e a adocdo de boas
praticas na fabricacdo de queijos e outros
subprodutos envolvendo leite (EDELSON-
MAMMEL & BUCHANAN, 2004; LEJEUNE
et al.,, 2009; VAN KESSEL et al.,, 2011).
Como o microrganismo compde a microbiota
intestinal normal de seres humanos e animais
de sangue quente, pode ser eliminada pelas
fezes e promover a contaminacdo do ambiente
e consequentemente os animais. Desta forma,
as condi¢cbes do ambiente podem contribuir

para a manutencao do patdgeno, e possibilitar a
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infecgdo de novos animais e contaminagéo de
alimentos, o que pode ter ocorrido neste estudo
(MILLOGO et al., 2010; SILVEIRA &
BERTAGNOLLI, 2014).

Considerando a infeccdo em bovinos,
apesar da associacdo de diversos sorotipos, 0s
quadros de salmonelose nesta espécie sao
relatados de forma predominante por
Salmonella entérica subsp. Enterica sorovar
Thyphimurium e S. entérica sub esp.
entericasorovar Dublin. O sorovar Dublin,
vem sendo associado a infecgdes sistémicas em
bezerros, além de casos de abortos em vacas,
enquanto o sorovar Typhimurium tem sido
associado a enterites, causando diarreia de
forma aguda grave em bezerros (NIELSEN et
al., 2007; MOHLER et al., 2009; CARRIQUE-
MAS et al., 2010). Reforcando o que foi
descrito acima, os sorovares Heidelberg e
Schwarzenground tém sido isolados com
frequéncia em carnes e ovos, destacando-se o
problema para saude publica, causando graves
infecces em humanos(HOFER et al., 1997,
CHITTICK et al., 2006; TIROLLI et al., 2006;
MARQUES et al., 2013).

No tocante a presenca dos sorotipos de
Salmonella Heidelberg e S. Schwarzenground
em amostras de leite de bovinos da raca
Curraleiro, sugere-se que o patdgeno possa
pertencer a microbiota intestinal destes animais
visto a possibilidade de muitas espécies,
inclusive bovinos, atuarem como reservatorios
do microrganismo e principalmente pela
inespecificidade da maioria dos sorovares de

Salmonella, possibilitando a disseminacéo

entre espécies e permanéncia no ambiente,
visto a eliminacdo do microrganismos pelas
fezes.

Outra hipétese que poderia
fundamentar a presenca destes sorotipos em
amostras de leite de bovinos da raga Curraleiro
Pé-Duro seria a participacdo de outras espécies
como aves, suinos, cdes, gatos, roedores,
insetos como transmissores do patdgeno por
meio de secrecBes ou excretas eliminadas no
ambiente, reservatorios de agua contaminados
e até mesmo veiculacdo pelo homem, muitas
destas identificadas no ambiente de criacdo
(D’AOUST et al., 2001; MCGUIRK & PEEK,
2003; SAAD & FRANCA, 2010; COLLA et
al., 2012; PEREIRA et al., 2012).

Conclusdes

Os resultados obtidos permitiram
verificar a presenca de Salmonellasp. com
destaque as sorovares S. Heidelberg e S.
Schwarzengrund nas amostras de leite da raca
Curraleiro Pé-Duro.

Considerando que a exploracao leiteira
venha a ser objeto de interesse aos criadores da
raca, estes resultados demonstram a
necessidade de um controle mais rigoroso no
processo de obtencdo do leite, armazenamento
e processamento, bem como principios de
higiene de utensilios e manipuladores.

Por tais resultados, por menor que seja
o perfil produtivo do rebanho, em momento
algum o tratamento térmico do leite deve ser
desconsiderado, a fim de garantir seguranca no

consumo para fins de subsisténcia como
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producéo de derivados artesanais.
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