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RESUMO:
rizado,

Estuda-se a contaminag¢do por S. aureus do leite a ser pasteu-
demonstrando que estd altamente contaminado.

S8do discutidas us

conseqiiéncias que a contaminacdo pode ter e conclui-se serem necessdrias
medidas urgentes para alterar a estrutura epidemiolégica da “linha de leite”.
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INTRODUCAO

O “habitat” natural do Staphylococcus
aureus € o organismo animal, onde pode
ser encontrado na saliva, na mucosa na-
sal, na pele e no tubo digestivo.

Muitos pesquisadores demonstraram a
presenca do S. aureus na mucosa nasal
de pessoas aparentemente normais (por-
tadores). Segundo esses pesquisadores, a
proporgdo de portadores desta bactéria
varia entre 30% e 60% dos examina-
dos* % 1% 1519 [Jm dos caracteres mais
importantes do S. aureus, e que motivou
a elaboragdo do presente trabalho, é a
capacidade de determinadas cepas produ-
zirem uma enterotoxina termoestavel, cau-
sadora de gastroenterites,

Ja foram descritos alguns surtos de gas-
troenterite estafilocécica atribuiveis a
leite pasteurizado, nos quais houve ou fa-

lha na temperatura de pasteurizacdo, ou
contaminagdo posterior do leite; pequeno
numero de surtos, entretanto, pode ser
atribuido a leite pasteurizado adequada-
mente, ou mesmo fervido e ndo contami-
nado posteriormente, Em uma série de
surtos devidos a leite em pd, ha evidén-
cias epidemiolégicas de que o leite con-
tinha enterotoxina estafilocéeica antes de
ser pulverizado.,

Varios surtos foram também causados
pela ingestdo de queijo. Quando o vei-
culo da toxina foi queijo fresco, péde-se
isolar, do mesmo, nGmeros elevados de
S. aureus ™ ' 2, Queijos maturados tam-
bém se constituiram em veiculos de va-
rios surtos 3 & 7 % 11,28, 17 Quando se tra-
tou de queijo maturado, entretanto, os
estafilococos foram escassos ou nao foram
isolados, presumivelmente por terem mor-
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rido durante o processo de maturacdo, nao
antes, porém, de haverem produzido to-
xina 5.

A maioria dos dados apresentados re-
fere-se ao Reino Unido ou aos Estados
Unidos da América do Norte. Em nosso
meio, nfo temos conhecimento de surtos
que tenham cido publicados. Entretanto,
os nossos ordenhadores sio de baixo ni-
vel s6cio-econémico e, portanto. tém maus
habitos higiénicos. Dada a ubiqiiidade do
agente, provavelmente existe uma propor-
cio elevada de portadores nasais entre
eles. Pequenas laceragbes ¢ abrasbes nas
maos sdo freqiientes e. embora ndo sép-
ticas, favorecem o crescimento de estafi-
lococos, que sd3o muito mais numerosos
em tais lesGes do que na pele integra,

O leite que chega & usina tem outras
possibilidades de estar contaminado com
S. aureus:

— devido as mastites estafilocdcicas mui-
to {reqiientes » M;

— a estrutura da “linha de leite” cria
condi¢bes para a multiplicagdo do S.
aureus no leite: a ordenha termina por
volta das 6:30 horas e o latdo é colo-
cado junto a porteira, a espera do ca-
minhfo coletor, exposto ao sol; quan-
do existe um abrigo, este protege o
latdo apenas do sol a pino, mas os
raios obliquos o atingem diretamente;
no caminhéo, continua sob calor in-
tenso chegando a plataforma de des-
carga na estacdo de resfriamento ou
usina, entre 11 e 13:30 horas.

De tudo o que se relatou na presente
introdugado, pode-se concluir que é impor-
tante e urgente a realizacio de uma pes-
quisa, visando identificar S. aureus em
leite das nossas bacias leiteiras,

Dessa maneira. como passo inicial. é
de suma importancia verificar qual a in-
cidéncia de contaminacio por S. aureus
no leite que chega as plataformas de re-
cepcdo das estacGes de res{riamento ou
das usinas de pasteurizagfo. assim como
o grau dessa contaminacdo devido ao cres-

cimento de bactérias, medido pelo nu-
mero de S. aureus por ml de leite, Estas
verificacbes s3o o proposito deste tra-

balho.

MATERIAL E METODOS
1. Bacia leiteira

Elegemos para nosso estude a bacia lei-
teira de Paraibuna. Esta bacia é explorada
por duas companhias, ambas com varias
“linhas de leite”. Estudamos todas as “li-
nhas de leite” das duas companhias e,
portanto. toda a hacia leiteira. que pro-
duz cerca de 25.000 litros de leite por dia.

2. Amostragem

Colhemos uma aliquota de 10 ml de
cada latdo, de cada “linha de leite”, apés
homogeneizacio com agitadores. Os agi-
tadores foram esterilizados entre uma agi-
tacdo e outra, Para colheita da aliquota
de 10 ml utilizamos uma concha, que foi
esterilizada entre uma colheita ¢ outra.

3. Acondicionamento das aliquotas

As aliquotas foram colocadas em fras-
cos esterilizados. fechados com rolhas de
borracha esterilizadas e acondicionadas
em geladeiras de isopor, até serem semea-
das.

4. Métodos de laboratoric
4.1 — Diluigéo

Foram feitas, inicialmente, seis diluicGes
em agua tamponada: 10° 10-% 1072
16728, 10=* e 1075, A partir destas dilui-
¢bes foram feitas as contagens em placa,
de colénias com caracteres morfolégicos
de S. aureus, usando-se a maior diluicio
que contivesse de 30 a 300 colénias por
placa. O nimero de coldnias foi multi-
plicado pela reciproca da diluicdo seguin-
te correspondente a placa.



WILSON, D.
publ,, S. Paulo, 11:1-11, 1977.

— Pesquisa de Staphylococcus aureus em leite a ser pasteurizado.

Rev. Saude

Posteriormente ficou evidenciado que
eram necessirias apenas trés diluiges:
10-3, 10~* e 10~-°. As aliquotas, entre-
tanto, foram guardadas em congelador a
—~20°C até a leitura das placas semeadas
para que, em caso de necessidade, fossem
semeadas novamente com outras diluigGes.

4.2 — Meios de cultura

— Meio “Staphylococcus 110” Oxoid.
Fste meio foi escolhido por ser seletivo e
ainda por permitir a verificacdo de fer-
mentagio de manitol (com auxilio de par-
pura de bromocresol) e produgdo de gela-
tinase (com auxilio de acido sulfosalici-
lico).

— Agar nutriente Oxoid — Meio uti-
lizado para incrementacio das colénias,
para pesquisa de plasmocoagulase e
DNase.

— Sangue de coelho citratado, para
pesquisa da plasmocoagulase.

— Meio Agar DNase Oxoid, para pes-
quisa de produgfo de DNase.

De cada placa foram colhidas duas co-
16nias para pesquisa de producdo de plas-
mocoagulase e DNase.

RESULTADOS: APRESENTACAOQO
E DISCUSSAO

Apresentaremos separadamente os re-
sultados referentes as duas companhias
que exploram a bacia leiteira estudada.
pois o destino do leite é diferente, Entre-
tanto, na discussdo, poderemos nos refe-
rir 4s duas companhias em conjunto.

As Tabelas 1 e 2 apresentam o nimero
de colénias de bactérias com caracteres
morfolégicos de S. aureus por amostra
e por “linha de leite”.

Gordon Fair *, ao se referir a escolha
de dgua a ser captada para abastecimento
plblico, afirma que se deve buscar a
4gua mais pura possivel, pois, é tanio

mais facil tratd-la e tornd-la inofensiva
a satide, quanto menos poluida ela for.
Em nossa opinifo, o mesmo se aplica ao
leite. Entretanto, de acordo com as Ta-
belas 1 e 2, o leite desta bacia leiteira, e
que serd servido a populagio, esti longe
de preencher este requisito. Podemos ver
que, considerando todas as linhas da Com-
panhia I, 92,9% das amostras apresenta-
ram crescimento de bactérias cujas colo-
nias apresentavam caracteres morfologicos
de S. aureus, em uma proporgio de
10.000 a 10.000.000 de bactérias por mi-
lilitro de leite; e 37,2% das amostras,
entre 100.000 e 999.999 organismos por
mililitro. Vemos as mesmas proporgdes
nas amostras da Companhia II.

Se examinarmos os resultados, linha por
linha, veremos que os dados se repetem,
com pequenas variagoes,

As Tabelas 3 e 4 mostram as médias
de bactérias por ml, cujas coldnias apre-
sentam caracteres morfologicos de S.
aureus e que apresentaram pelo menos
uma coldnia plasmocoagulase e/ou DNase
positiva.

Podemos ver, por essas tabelas, que a
situacdo é preciria e que aquele requisito
mencionado quando nos referimos as Ta-
belas 1 e 2 estd ainda mais longe de ser
preenchido,

Como o leite ao chegar & usina é mis-
turado, consideramos valido somarmos to-
dos os resultados e computarmos a média
geral de cada uma das companhias. Ve-
mos que a média da Companhia II é algo
mais baixa que a da Companhia I. Lem-
bramos neste momento que o leite da Com-
panhia I leva cerca de 45 minutos a mais
para chegar & usina do que o leite da
Companhia 1I, o que sugere haver cres-
cimento maior em um leite igualmente
contaminado. Tanto no leite da Compa-
nhia I, como no da Companhia II, as
médias mais elevadas correspondem as li-

¢ Gordon Fair, Professor de Engenharia Sanitdria da Harvard School of Public Health —

Anotacao de aula.
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TABELA 3

Médias de bactérias cujas coldnias apresen-
taram caracteres morfoldégicos de S. aurcus
e que apresentaram pelo menos uma colénia
plasmocoagulase e/ou DNase positiva, por ml
de leite. Companhia I, Paraibuna, 1975

Linhas de leite Médias de coldnias

4.923.600
1.788.300
5.080.300
205.500
631.100
322.000
1.043.800
918.100

TQHEYOW e

Todas as linhas 1.878.600

TABELA 4

Médias de bactérias cujas coldnias apresen-
taram caracteres morfolégicos de 8. aureus
e que apresentaram pelo menos uma coldonia
plasmocoagulase e/ou DNase positiva por ml
de leite. Companhia II, Paraibuna, 1975

Média de coldnias
por ml

Linhas de leite

799.400
1.323.400
906.500
T77.400
196.000
306.900
502.500
85.700

ODTVOZEHR

Todas as linhas 780.100

»

nhas que chegam mais tarde & usina, re-
forcando o que acabamos de mencionar.

O efeito para o consumidor, entretan-
to. é um pouco menos grave, consideran-
do o leite da Companhia II.

As Tabelas 5 € 6 mostram os caracte-
res apresentados pelas colénias isoladas.
Vemos, através delas. que 88,7% das

amostras provenientes da Companhia [
apresentaram-se contaminadas com col6-
nias plasmocoagulase e/ou DNase positi-
vas e. portanto, patogénicas. assim como
76.4¢ das amostras da Companhia IL
Estes fatos sdo deveras alarmantes,

Podemos ver também que 258 amostras
da Companhia I e 119 da Companhia 1I
apresentaram S. aureus. Se considerar-
mos que cada amostra corresponde a um
latao de 50 litros. teremos que as amos-
tras da Companhia I correspondem a
12.900 litros e as da Companhia II. a
7.450 litros. Vemos, entdo, que 77.05%
do leite da Companhia I e 76,45 da Com-
panhia II estdo contaminados com S.
aureus. Como este leite é misturado ao
chegar a usina, teremos as seguintes esti-
mativas:

a) o leite da Companhia I apresen-
tou 1.878.600 colénias de S. aureus por
ml, em média, nos 12900 litros conta-
minados. Este leite fol misturado a 1.650
litros de leite que ndo se apresentou con-
taminado por ocasifio da colheita do ma-
terial (mas que em outros dias podera
estar contaminado), resultando em 14.550
litros de leite. contendo 1.671.306 S.
aureus (plasmocoagulase e/ou DNase po-
sitivos) por ml de leite.

b) o leite da Companhia II revelou
780.100 S. qureus por ml, em média,
nos 7.450 litros de leite contaminado.
Com a mistura deste leite com 2.300 li-
tros ndo contaminados por ocasido da co-
lheita do material. resultam 9.750 litros
de leite contendo 596.076 S. aureus por
ml.

O leite de ambas as companhias rece-
be tratamento semelhante, E colocado em
tanque de recepcdo e, por meio de tubu-
lagGes, levado a um tanque refrigerado.

Ocorre uma diferenca. entretanto, pois
o leite da Companhia I é recebido na pré-
pria usina, enquanto que o da Companhia
IT é recebido em uma estacdo de recep-
cdo, onde ¢é refrigerado e transportado
posteriormente, em caminhdes-tanque iso-
térmicos 4 usina de pasteurizacao.
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A partir do momento em que é res-
friado, cessa o crescimento bacteriano.
Sabemos que a produgéo de enterotoxina
depende do crescimento do S. aureus pro-
dutor desta toxina e podemos concluir
que, desde o resfriamento, ndo mais sera
produzida, mesmo havendo cepas entero-
16xicas no leite. Entretanto, antes de che-
gar ao tanque de resfriamento o S. aureus
teve bastante tempo para crescer e a en-
terotoxina por ventura ja formada, néo
serq afetada pela temperatura de pasteu-
rizagdo, por ser termoestavel.

O que foi rclatado pode ter trés con-
seqiiéncias:

a) Qualquer falha no sistema de pas-
teurizacio acarretara na distribuicdo de
leite contaminado ao consumidor. Haven-
do também falha no sistema de refrige-
raciio, pré-pasteurizacdo, o problema se-
ra agravado. Lembramos ainda que po-
dera haver deficiéncia de refrigeragdo no
estabelecimento revendedor, o que ofere-
cerd ao S. aureus uma oportunidade adi-
cional para se multiplicar. Poder-se-a
argumentar que o leite da bacia leiteira
estudada é misturado com leite provenien-
te de outras bacias e que, assim, haverd
diluigdo do S. aureus. Mas, tudo leva a
crer que a situacdo das outras bacias se-
ja a mesma, pairando davidas sobre este
agente etiologico (ou sua enterotoxina)
ser realmente diluido.

Sabemos que as usinas de pasteuriza-
cAo fazem controle bacteriologico em va-
rios pontos do sistema e qualquer faiha
serd seguramente detectada. Entretanto,
dadas as exigéncias de tempo para iden-
tificacio de agentes patogénicos, quando
a falha for detectada, o leite correspon-
dente ao controle ja estara distribuido e,
na maior parte, se ndo todo, consumido.

Serdo evitados problemas futuros, mas o -

consumidor sofrerad as conseqiiéncias do
atual.

b) Niao havendo falha no sistema de
pasteurizacdo mas, apenas no de refrige-
ragio, isto poderd permitir o crescimento
do agente etiolégico e a conseqiiente pro-
ducdo de enterotoxina. Esta, sendo ter-

moestavel, atingira o consumidor, apesar
da pasteurizagéo.

¢) A enterototoxina por ventura ja
formada sera, naturalmente, distribuida ao
consumidor,

Lembramos aqui o argumento, mencio-
nado anteriormente, que o leite serd di-
luido com aquele proveniente de outras
bacias, mas, repetimos, pairam davidas,
pelo menos a nosso espirito, de que real-
mente o seja.

Admitindo que haja dilui¢do, persis-
tem duas perguntas: qual o efeito desta
diluicdo sobre o intestino do consumidor?
Eliminard a possibilidade de doenga, ou
apenas amenizarid os sintomas?

Referimo-nos aqui apenas ao leite dis-
tribuido “in natura”. No caso da produ-
¢ao de derivados, o leite permanece tem-
po mais longo em temperatura ambiente,
favorecendo-se, ainda mais, o crescimen-
to do S. aureus.

Nao pudemos, fazer pesquisa de cepas
produtoras de enterotoxina, ndo podendo
concluir seguramente por sua presenca;
entretanto, ndo podemos concluir por sua
auséncia. Lembramos, no entanto, que
segundo Chapman e Chapman e Domin-
go -2, os estafilococos causadores de gas-
troenterites produzem pigmente amarelo,
fermentam manitol, produzem gelatinase e
produzem plasmocoagulase. Pelos nossos
dados vemos que 84,35 das amostras da
Companhia I e 69,7% das da Companhia
II, apresentaram-se contaminadas com
estafilococos positivos para estes quatro
caracteres, A situagdo mostra-se portan-
to, em nossa opinido, sombria. Vemos,
pelos dados apresentados, que a estrutu-
ra epidemiolégica é bastante favorivel ao
agente etiolégico: o leite é manipulado e
o ser humano é o “habitat” normal do
Staphylococcus aureus; as caracteristicas
das “linhas de leite” oferecem as condi-
¢bes necessarias de nutrigio, umidade,
temperatura e tempo, para o crescimento
do agente, como ficou claramente demons-
trado pelos nossos dados. Podemos acres-
centar que a temperatura ambiente — e
o leite chega a plataforma de recepgdo a
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temperatura ambiente — variou por oca-
sifo da colheita do material, entre 26 e
30°C. Sabemos que a temperatura am-
biente, na regido estudada, pode atingir
graus bem mais elevados que estes, o que
agravara sobremaneira o problema,
Wilson e Miles?® afirmam que “mais
de 50% das amostras das manadas do
Reino Unido contém S. aureus, sendo,
portanto, surpreendente que surtos veicula-
dos por leite ndo sejam mais freqiientes”.
Devemos lembrar que, no Reino Unido,
100% do leite (ou uma proporgdo muito
préxima) é pasteurizado. Baseados nos
nossos dados, podemos afirmar, com segu-
ranca, que, se € surpreendente que no
Reino Unido ndo haja maior nimero de
surtos, em nosso meio € malis surpreen-
dente ainda. Por outro lado, entre nés,
a informacdo sobre surtos de toxi-infec-
¢bes alimentares é parca e ndo sabemos,
realmente, se sdo ou ndo freqiientes.
Uma explicagdo plausivel é que néo
haja cepas produtoras de enterotoxina.
Admitir que esta explicagio seja verda-
deira ndo diminui nossa preocupagéo, pois,
as condi¢des sdo favoraveis a qualquer
tipo de estafilococo e a introducdo de
cepas enterotoxicas na estrutura epidemio-
logica atual tera sérias conseqiiéncias.
Pelo exposto podemos concluir que sdo
necessarias providéncias urgentes para
alterar a estrutura epidemiolégica vi-
gente; estas devem incidir sobre a “li-
nha de leite”, no sentido de diminuir ao
maximo as condigbes favoraveis ao cres-
cimento do agente etiolégico considerado

nesse estudo, como também de outros, que
poderdo contaminar o leite, Somente assim
este precioso alimento nfo serd uma amea-
ca & saude.

CONCLUSOES

1 — As “linhas de leite”, como foi
constatado, oferecem condi¢Ges adequadas
de nutri¢do, umidade, temperatura e tem-
po, para o crescimento de Staphylococcus
aureus, levando a crer que hé crescimen-
to da bactéria no trajeto entre o produ-
tor e a usina.

2 — O leite apresentou-se fortemente
contaminado com Staphylococcus aureus.
3 — Estando o leite contaminado com

cepas enterotbxicas, as conseqiiéncias po-
derdo ser desastrosas para o consumidor,
por ser a toxina termoestavel,

4 — Falhas na pasteurizagio ou na re-

frigeragdo pré-pasteurizagio, agravardo
sobremaneira o problema.
5 — Providéncias urgentes devem ser

tomadas para alterar a estrutura epidemio-
légica da “linha de leite”, no sentido de
se desfavorecer o crescimento de bactérias
no leite.
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