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RESUMO

Comosobjetivosdeavaliarorisco que aqualidade daaguautilizadana producao de leite pode
representar para a qualidade do produto e para a satde da glandula mamaria foram analisadas
amostras de agua das fontes de abastecimento, saida do reservatorio e do estdbulo em 30
propriedades leiteiras. Verificou-se que 90,0% das amostras das fontes 86,7% dos reservatérios e
96,7% dos estabulos encontravam-se fora dos padrdes microbiol6égicos de potabilidade. Os
resultados mostraram o isolamento de Staphylococcus spp. em 80,0%, 63,3% e 66,7% das amostras
de agua das fontes, reservatorios e estabulo, respectivamente. Foram isolados Staphylococcus
aureus nas amostras de 4gua dos 3 pontos amostrados sendo que 100% das amostras isoladas da
agua utilizada no estabulo foram capazes de produzir enterotoxinas. Os resultados obtidos
mostraram que a agua utilizada em propriedades leiteiras pode representar risco a qualidade do
leite e a saude da glandula mamaria.
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ABSTRACT

WATER QUALITY IN DAIRIES AS A RISK FACTOR TO MILK QUALITY AND HEALTH OF
MAMMARY GLAND. Water samples from supply sources, reservoir and stable outletsin 30 dairies
were analyzedtoevaluateriskinmilk quality and in the health of the mammary gland which may
depend onwater quality inmilk production. Ninety percent of water source, 86.7% of reservoirand
96.7% of stables samples failed to comply with microbiological standards. Results showed
Staphylococcus spp. in 80.0%, 63.3% and 66.7% of water source, reservoir and stable samples
respectively. Staphylococcus aureus was isolated in water samples from the 3 sites, and all samples
(100%) of water from the stableswere able to produce enterotoxins. Results showed that water used

in dairies may be harmful to the health of the mammary gland and jeopardize milk quality.

KEY WORDS: Water, milk production, Staphylococcus, enterotoxin.

INTRODUCAO

No Brasil, de modo geral, o leite é obtido em mas
condic@es higiénico-sanitarias, apresentando conta-
gens altas de microrganismos, constituindo-se em
risco a salde publica, principalmente, quando
consumido cru, sem tratamento térmico (CERQUERA,
1994).

O leite, pela sua riqueza nutritiva, constitui exce-
lente meio de cultura para o desenvolvimento de
microrganismos podendo ser responsavel pelatrans-
missao de importanteszoonosesao homem. Torna-se
necessario que o leite produzido, processado e
comercializado para o consumo humano seja seguro

e ndo apresente risco para a salude publica (BArreT,
1989).

Varios sdo os fatores que podem contribuir paraa
contaminacdo das aguas subterraneas, principais
fontes de agua utilizada em propriedades leiteiras,
dentre os quais destaca-se a ubiqtidade de determi-
nados microrganismos, especialmente, daqueles per-
tencentes ao grupo dos coliformes e aos dos géneros
Staphylococcus e Pseudomonas (Roeinson, 1987; Fiuip et
al., 1988; ScHukken et al., 1991).

A mastite bovina constitui-se numa das enfermi-
dadesmaisimportantesdo rebanholeiteiro, capaz de
determinar consideraveis perdas econdmicas pela
reducdo da quantidade e pelo comprometimento da
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qualidade do leite produzido, ou até pela perdatotal
da capacidade secretora (NicoLau et al., 1992).

A bactériaStaphylococcus aureus é, provavelmente,
0 agente patogénico mais freqiente isolado de casos
de mastite bovina em todo o mundo (Ferrero, 1978).
FacLiar et al., (1990) detectaram S. aureus em 54,0%
amostras de leite de animais com mastite clinicae em
40,7%dasamostrasdeanimaiscom mastitesubclinica
na regido de llha Solteira, SP. O S. aureus foi 0 agente
mais isolado (28,9%) em amostras de leite de vacas
mastiticas na regido de Itaguai, RJ (Vianni & NADER
FiLHo, 1989).

Os Staphylococcus coagulase negativa e o
Corynebacterium bovis foram considerados no passado
como néo patogénicos e excluidos de dados de muitos
estudos sobre a etiologia da mastite bovina (HarvoN
etal., 1986). Timmis & ScHuLTz (1987) referem que alta
incidéncia, longa duracédo, mudanga na composicdo
do leite e queda na producao de leite pelainfeccdo da
glandula mamaria por Staphylococcus coagulase
negativa, justificamaatencaoaestes microorganismos
como causadores de mastite bovina. Juntamente com
S. aureus, os Staphylococcus coagulase negativa foram
0s agentes mais isolados de infecgdes subclinicas do
Ubere (Lan et al.,1994).

Os microrganismos do género Staphylococcustam-
bém constituem risco & populacdo consumidora do
leite mastitico, uma vez que algumas cepas podem
produzirtoxinastermoestaveise provocar intoxicagao
alimentar, desencadeando severos processos de
gastroenterites principalmente em criancas e idosos
(MeLcHiaDes et al., 1993). A esse respeito, FURLANETTO et
al. (1987), constataram a presenca de cepas de S.aureus
produtoras de enterotoxinas A e B em 2 amostras de
leite mastitico num total de 468 examinadas.

MATERIAL E METODOS
Colheita de amostras

As amostras de agua foram colhidas de 3 pontos:
fonte,saidadoreservatdrioeestdbuloem30proprieda-
des leiteiras, sorteadas ao acaso, pertencentes a bacia
leiteira do Municipio de Franca, Estado de Sdo Paulo.

Determinacdo do NMP de coliformes totais e E.
coli. (APHA, 1992b)

As amostras foram submetidas as determinacg6es
dos NMP de coliformes totais e Escherichia coli. Estas
determinacdes foram realizadas utilizando-se a téc-
nica do substrato cromogénico para coliformes totais
eE.coliapartirdevolumesde 100 mL decadaamostra
de agua, ou de suas diluicdes decimais em agua
peptonada a 0,1%.

Contagem de Staphylococcus aureus e
Staphylococcus coagulase negativa (APHA, 1992a)

Essas determinac@es foram realizadas utilizan-
do-se a técnica da membrana filtrante e 4gar Baird-
Parker. Ascol6nias caracteristicas foram submetidas
aos testes da catalase e OF/Glicose (Mac FADDIN,
1976). Foram consideradas coagulase negativa as
coldnias que ndo coagularam o plasma de coelhoem
incubacdo a 37° C por até 24h.

Os Staphylococcus que apresentaram reacao posi-
tiva na prova da coagulase foram submetidos as
provasdatermonuclease, fermentacdo domanitolem
anaerobiose e producédo de acetoina paraaconfirmagédo
da espécie S. aureus (Sneathetal., 1986).

Pesquisa de cepas de Staphylococcus aureus
enterotoxigénicos

As cepas de S.aureusisoladas foram testadas para
capacidade de produzirem enterotoxinas através da
utilizagdo do Staphylococcal Enterotoxin Visual
Immuossay (Tecra Diagnostics), teste esse aprovado
pela AOAC e Ministério da Agricultura do Brasil.

Determinagdo do perfil de sensibilidade “in
vitro” das cepas de Staphylococcus aureus
enterotoxigénicos isoladas. (BAuer et al., 1966)

Para a realizacdo deste método, 3 a 5 coldnias de
Staphylococcus aureus entero-toxigénicos isoladas das
amostra de agua, foram semeadas em caldo TSB e incu-
badas a 35° C por 18 a 20h. Em seguida, alicotas dessa
cultura foram gotejadas em solucao salina esterilizada,
atéaobten¢do daturvacéo idénticaasolucao de cloreto
debario. Emseguida, utilizando-se zaragatoaacultura
foi semeada sobre a superficie de &gar Mueller-Hinton
e colocados os discos impregnados com os principios a
seremtestados. A leiturafoirealizadaapdsaincubacéo
a 35° C por 24h, sendo os resultados obtidos na
mensurac¢do dos halos de inibicdo comparados com os
da tabela fornecida pelo laboratério fabricante.

RESULTADOS

A Tabela 1 apresenta 0 nimero e a porcentagens de
amostrasdedguadasfontes (pogosenascentes), reserva-
tériosedosestabulos,segundoospadrdesmicrobioldgicos
de potabilidade (Brasi, 2004; Brasi, 1997).

ATabela2mostraosnumerosmédiosdecoliformes
totais e E. coli nas amostras da agua utilizada nas
propriedades leiteiras. Verifica-se que os coliformes
totais foi o grupo de microrganismos que se apresen-
taram com valores maiores que os padrdes em todas
amostras analisadas.
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Tabela 1 - NUmeros e porcentagens de amostras de agua
dasfontesdeabastecimento, reservatoriose dosestabulos,
das propriedades leiteiras, dentro e fora dos padrées
microbioldgicosestabelecidos pelaPortarian®518 de 25/
3/2004 do Ministério da Saude e RIISPOA, 97.

Amostra Fonte Reservatorio Estabulo

Ne° % N° % N° %
Dentrodo 3 10,0 4 13,3 1 3,3
Padrao

Forado 27 90,0 26 86,7 29 96,7
Padrao

A Tabela 3, mostra 0s numeros e as porcentagens
das amostras de agua de em que foram isolados
Staphylococcus spp., S. aureus e S. aureus enterotoxi-
génicos.

Na Tabela 4 estdo apresentadas as porcentagens
de cepas de S. aureus enterotoxigénicos resistentes a
diferentes antimicrobianos. Verifica-se que a
tetraciclina e penicilina foram os principios ativos
aos quais as cepas foram mais resistentes.

DISCUSSAO

Verifica-se nas Tabelalelevadasporcentagensde
amostras de aguas das fontes de abastecimento fora
dos padrdes microbioldgicos de potabilidade para
4dgua de consumo humano e para utilizacao na pro-
ducdodealimentos. Osresultadosobtidos no presen-
te estudo foram semelhantes aos obtidos por Vianaet
al. (1973) citados por Souzaet al. (1983) que analisa-
ramamostrasde dguaoriundasde fonteslocalizadas
no meio rural, no Estado de Minas Gerais, e verifica-

ram que 87,2% das dguas de pogos rasos e 87,5% das
aguas de minas estavam em desacordo com 0s pa-
drdes microbioldgicos de potabilidade.

Soboaspectode Saude Publicaadguautilizadana
produgdo de leite com qualidade higiénico-sanitaria
insatisfatoria,comoé o caso dasamostrasanalisadas
na presente pesquisa, pode veicular microrganismos
ao leite que sendo um excelente meio parao desenvol-
vimento de diversos microrganismos pode
potencializar a contaminacgdo veiculada, transfor-
mando-se em um produto de risco a saide dos consu-
midores. A esse respeito GALBrRaTH & Pusey (1984)
relatam, na Inglaterra, a ocorréncia de 10 surtos de
doencas transmitidas pelo leite contaminado pela
agua durante o processo de producao.

Noqueserefereasatdeanimal, vale citarRosinsoN
(1987) afirma que as dguas utilizadas na lavagem de
Ubere quando intensamente contaminadas por
coliformes pode ser responsabilizada por surtos de
mastite por esses microrganismos.

Na Tabela 2, pode-se destacar, na agua utilizada
paraoconsumo humano e no estdbulo, a presencade
E. coli, este fato é muito relevante, pois esse microrga-
nismo é considerado como o mais importante
indicativo de poluicdo fecal das dguas BAubisova,
1997) e, portanto, derisco asatde quando se consome
agua em que esta bactéria esta presente. Kravitz et al.
(1999) consideram ak. colicomo o principal indicador
de potabilidade para 4guas néo tratadas.

Ressalta-seainda, apossivel presencade cepas de
Escherichia coli causadoras de diarréias em seres hu-
manossendo, portanto, nesse caso ndo indicadorade
risco, mas agente patogénico, a esse respeito, Sato et
al. (1983) isolaram amostras de E. coli produtora de
enterotoxina termolabil em amostras de agua para
dessedentacdo humana.

Tabela2 - Valores médios de coliformes totais e Escherichia coli, nasamostras de agua de abastecimento das propriedades

leiteiras, segundo a origem da agua.

Origem da 4gua Coliformes totais

Escherichia coli

Fonte Reservatoétio Estabulo Fonte Reservatoétio Estabulo
Nascentes 15x10° 2,6 x 10° 4,6 x 10° 1,4 x10? 1,6 x 102 4,3 x 10?
Pocos 9,0 x 10? 7,5x10 2,0x10° 1,2 x 10? 3,7x10 6,0 x 102

Tabela 3 - NUmeros e porcentagens de cepas de Staphylococcus spp., Staphylococcus aureus e Staphylococcus aureus
enterotoxigénicos isoladas das amostras da agua, utilizadas em propriedades leiteiras, nos diferentes pontos de

amostragem.
Amostras Staphylococcus sp. Staphylococcus aureus Staphylococcus aureus
enterotoxigénicos
Ne° % Ne° % Ne° %
Fonte 24 80,0 4 13,3 - -
Reservatorio 19 63,3 3 10,0 - -
Estabulo 20 66,7 5 16,6 5 100

- Ausénciade isolamento
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Tabela 4 - Porcentagens de cepas de Staphylococcus aureus
enterotoxigénicos, isolados dasamostras de agua utilizada
nosestabulos, resistentesaos diferentes antimicrobianos
testados.

Principio ativo Cepas de Staphylococcus aureus

enterotoxigénicos

B11 G24 J13 J17 S4 % de cepas

resistentes
Neomicina R S S S S 20
Cefoperazone S S S S S 0
Ampicilina S S R S S 20
Penicilina R R R R S 80
Norfloxacina S S S S S 0
Tetraciclina R S S S S 20
Eritromicina R S S R R 60
Cloranfenicol S S S S S 0

Verifica-se na Tabela 3 que foram isoladas bacté-
rias do géneroStaphylococcus nasamostras de todos 0s
pontos amostrados. Apesivun et al. (1997) citam que a
agua utilizada nalavagem de equipamentos de orde-
nha quando contaminada é uma importante fonte de
Staphylococcus para o leite, fato esse de suma impor-
tancia sob o aspecto de saude publica, pois uma vez
no leite, caso exista condi¢cdo de temperatura e a
presenca de S.s aureus produtores de enterotoxinas,
esses microrganismos podem se multiplicar e atingir
nameros que produzem uma quantidade de toxina
capaz de produzir intoxicacdo. Ressalta-se que a
toxina estafilococica é termoresistente, ndo sendo
destruida durante o processo de pasteurizacdo do
leite, causando severos casos de gastroenterites em
criancas e idosos (MeLcHiapes et al. 1993).

Pode-se observar, ainda, na Tabela 3, que foram
isoladas das amostras de agua das propriedades
rurais cepas de S.aureus produtoras de enterotoxinas,
em percentagens de 41,7% das amostras isoladas.
Este resultado foi bem superior ao verificado por
LeCHevaLLIER & SeibLer (1980) que verificaram capa-
cidade enterotoxigénica em 4,0% das cepas de S.
aureus isolados de amostras de agua.

Sob o aspecto de Satde Publica é importante res-
saltar que aaguadas propriedades representam uma
importante fonte de S. aureus para o leite o que é
agravado pelo fato de que uma grande percentagem
das cepas de S. aureus isoladas, em especial as isola-
das das amostras de agua utilizada na producéo de
leite (41,7%)foramcapazesde produzirenterotoxinas,
sendo que podem chegar ao leite e assim representar
risco a sallde dos consumidores desse produto. Um
exemplo que pode ilustrar essa afirmagao anterior é 0
trabalho realizado por Eveson et al. (1988), nos Esta-
dos Unidos, que investigaram um surto de intoxica-
¢docausado por leiteachocolatado ndosendoisolado

S.aureusdo leite, mas foram detectadas enterotoxinas
AeBnoproduto. Osautoresatribuiamapresengadas
toxinas no leite j pasteurizado a falhas na producéao
e resfriamento do leite cru, antes do processamento
térmico.

No que se refereasadde animal, osresultados do
presente estudo mostram que a dgua utilizada na
producédo de leite pode ser uma fonte importante
desses microrganismos para o Ubere, principalmen-
te, considerando-se que a bactériaS. aureus é, prova-
velmente, 0 agente patogénico mais freqliente isola-
do de casos de mastite bovina em todo o mundo
(Ferreiro, 1978). Os Staphylococcus spp. foram consi-
derados no passado como hdo patogénicos e exclu-
idos de dados de muitos estudos (HarvoN et al.,
1986). Timmis & ScHuLTz, (1987) refere que alta inci-
déncia, longa duragdo, mudanga nacomposic¢do do
leite e queda na producdo pela infeccdo por
Staphylococcus coagulase negativa, justificam a aten-
¢do a estes microorganismos como causadores de
mastite bovina.

Verifica-se que as cepas de S. aureus
enterotoxigénicosisoladas dasamostras de 4gua uti-
lizada nos estdbulos apresentaram, para alguns
antimicrobianos, bastante utilizados no tratamento
da mastite bovina, principalmente, eritromicina e
penicilina, elevados percentuais de resisténcia, o que
poderia levar ao insucesso no tratamento com essas
drogas, caso essas cepasfossemveiculadas peladgua
para a glandula mamaria dos animais causando
mastite e chegando ao leite, por serem
enterotoxigénicas, gerar risco a saude do consumi-
dor. McDonalb & AnbersoN (1981), verificaram, tam-
bém, alta resisténcia de cepas S. aureus isolados de
casos de mastite com percentuais de 72,4% e 74,4%
para ampicilina e penicilina, respectivamente.

Dessa observacdo pode-se extrair dois pontos
importantes: a necessidade do tratamento da agua,
garantindo sua qualidade microbioldgica
minimizando o risco da veiculacao de Staphylococcus
parao leite e para o Ubere e aimportancia do teste de
sensibilidade dos agentes mastitogénicos frente a
antibioticos e quimiotergpicos, para maximizar o
sucessonotratamento damastite bovinacausadapor
esses agentes.

CONCLUSAO

A agua utilizada em propriedades leiteiras pode
ser veiculo de microrganismos patogénicos para o
leite e para a glandula mamaéria. Portanto, existe a
necessidade da desinfecgdo e controle da qualidade
da 4gua utilizada na producéo de leite com os objeti-
vos de minimizar os riscos a saude humana e saude
animal.
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