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RESUMO

A qualidade microbiológica de 
leites cru e pasteurizado produzidos 
e comercializados em São Luís – 
MA foi avaliada por meio da quan-
tificação e identificação de cepas de 
micro-organismos do gênero Sta-
phylococcus. Verificou-se um alto 
nível de contaminação por Staphylo-
coccus sp. em 60% das amostras de 
leite cru analisadas, com as conta-
gens variando entre 1,7x105 e 1,1x107 
UFC/mL, sendo comprovada a pre-
sença de Staphylococcus coagulase 

positiva nessas amostras. No leite 
pasteurizado foram obtidas baixas 
contagens desse micro-organismo, 
com valores variando entre 2,7x102 
e 4,2x102 UFC/mL, não sendo de-
tectados Staphylococcus coagulase 
positiva, apenas coagulase negativa 
em 23% (n=3) das amostras anali-
sadas. As colônias características de 
Staphylococcus isoladas foram iden-
tificadas por meio de testes bioquí-
micos convencionais. Das 50 cepas 
isoladas, 38% foram positivas para o 
teste de coagulase, sendo identifica-
das as espécies S. aureus, S. hyicus, 

S. intermedius e S. delphini. Entre as 
cepas de Staphylococcus coagulase 
negativa, verificou-se a predomi-
nância das espécies S. gallinarum, 
S. cloosii, e S. xylosus. A presença 
de tais micro-organismos no leite 
é preocupante do ponto de vista da 
segurança dos alimentos, tendo em 
vista que espécies como S. aureus, 
S. hyicus e S. intermedius são poten-
ciais produtoras de enterotoxinas ter-
moestáveis.

Palavras-chave: Contaminação. 
Controle de qualidade. Intoxicação 
alimentar. Patógenos.
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ABSTRACT

The microbiological quality of raw 
and pasteurized milk produced and 
sold in São Luís – MA was evaluated 
through quantification and identi-
fication of Staphylococcus cepes. A 
high level contamination by Staphy-
lococcus sp. was verified in 60% of 
samples of raw milk, counting vary-
ing between 1.7 × 105 e 1.1 × 107 
CFU/mL, which proves the presence 
of positive coagulasis Staphylococ-
cus in these samples. In the pasteur-
ized milk low counting of this mi-
croorganism was obtained, values 
varying between 2.7 × 102 e 4.2 × 102 
CFU/mL, in where it was not found 
positive coagulase Staphylococcus, 
but only negative ones in 23% (n=3) 
of the analyzed samples. The typical 
colonies of isolated Staphylococcus 
were identified through conventional 
biochemical tests. From 50 isolated 
cepes, 38% were positive for co-
agulase test, in which S. aureus, S. 
hyicus, S. intermedius e S. delphini 
species were identified. Among the 
cepes of negative coagulase Staphy-
lococcus6,   S. gallinarum, S. cloosii, 
e S. xylosus were predominant. The 
presence of these microorganisms in 
milk is a motive to be worried about 
concerning food safety, for species 
like S. aureus, S. hyicus e S. interme-
dius are potential producers of ther-
mostable enterotoxins.

Keywords: Contamination. 
Quality Control. Food poisoning. 
Pathogens.

INTRODUÇÃO

C om base na sua compo-
sição, os nutricionistas 
consideram o leite como 
o mais nobre dos alimen-

tos, apresentando altos teores de 
proteínas, gordura, carboidratos, sais 
minerais e vitaminas. Além de suas 
propriedades nutricionais, o leite 

também oferece elementos anticar-
cinogênicos, presentes na gordura, 
como o ácido linoléico conjugado, 
esfingomielina, ácido butírico, β ca-
roteno e vitaminas A e D (MÜLLER, 
2002). 

Do ponto de vista tecnológico, o 
desenvolvimento e consolidação da 
indústria de laticínios no Brasil apre-
senta como um dos maiores entraves 
a qualidade da matéria-prima. Carmo 
e Bergdoll (2004) classificam o leite e 
seus derivados como sendo excelen-
tes meios para o desenvolvimento de 
micro-organismos patogênicos e de-
teriorantes. Entre os micro-organis-
mos patogênicos, os Staphylococcus 
merecem destaque, principalmente 
pelo fato de algumas espécies deste 
gênero estarem intimamente ligadas 
a surtos de intoxicação alimentar. Os 
fatores que contribuem para a eleva-
da frequência desses surtos incluem 
a baixa qualidade do leite cru, direta-
mente relacionada com as condições 
higienicossanitárias de sua obtenção, 
armazenamento e transporte (SENA, 
2000). 

Diversas espécies do gênero Sta-
phylococcus, tal como o S. aureus, 
podem contaminar o leite, princi-
palmente por atuarem como agentes 
etiológicos de diversas patologias 
bovinas. Encontrando condições 
favoráveis à sua multiplicação, os 
micro-organismos podem atingir nú-
meros elevados, bem como produzir 
enterotoxinas potencialmente capa-
zes de causar intoxicações alimenta-
res (SILVA, 1998). 

Considerando os altos índices de 
contaminação por bactérias do gênero 
Staphylococcus em amostras de leite 
verificados em diversos estudos, a 
grande participação dos pequenos 
produtores na produção leiteira 
maranhense e a deficiência no controle 
de qualidade em algumas indústrias 
de laticínios do estado, este trabalho 
teve como objetivo quantificar e 
identificar cepas de Staphylococcus 
coagulase positiva e negativa em 

amostras de leite cru e pasteurizado 
comercializados na cidade de São 
Luís - MA.

MATERIAL E MÉTODOS

Esta pesquisa foi realizada me-
diante a coleta de vinte e oito amos-
tras de leite, sendo quinze de leite 
cru e treze de leite pasteurizado co-
mercializados em estabelecimentos 
comerciais de pequeno porte (em al-
guns casos, também comercializados 
diretamente pelo produtor) na cidade 
de São Luís – MA. Durante a coleta, 
verificou-se que o leite cru comer-
cializado não estava armazenado sob 
refrigeração em nenhum dos estabe-
lecimentos estudados, diferentemen-
te do leite pasteurizado que, por sua 
vez, estava devidamente conservado 
em refrigeradores. As amostras cole-
tadas foram acondicionadas em cai-
xas isotérmicas, as quais foram con-
duzidas e analisadas no Laboratório 
de Microbiologia do Programa de 
Controle de Qualidade de Alimen-
tos e Água (PCQA) da Universidade 
Federal do Maranhão. As análises 
microbiológicas compreenderam: 
contagem, isolamento e identifica-
ção de Staphylococcus coagulase po-
sitiva e negativa por meio de testes 
convencionais recomendados pelo 
Compendium of Methods for the Mi-
crobiological Examination of Foods 
(VANDERZANT & SPLITTSTO-
ESSER, 2001).

Inicialmente, diluiram-se 25 mL 
da amostra em um frasco contendo 
225mL de solução de NaCl a 0,85% 
estéril (diluição 10-1). A partir desta 
diluição, procedeu-se com as dilui-
ções sucessivas de 10-2 a 10-7. Em 
seguida, retirou-se 0,1mL de cada di-
luição e realizou-se a semeadura em 
placas contendo ágar Baird-Parker, 
espalhando-se a alíquota com uma 
alça de Drigalsky, incubando-se as 
placas em estufa bacteriológica a 
37ºC, por 48 horas. Após o período 
de incubação, foram realizadas as 



125

Higiene Alimentar - Vol.30 - nº 258/259 - Julho/Agosto de 2016

contagens das colônias característi-
cas, multiplicado-se os valores en-
contrados pela sua respectiva dilui-
ção.

Com o auxílio de uma alça de 
níquel-cromo, isolaram-se colônias 
características de Staphylococcus 
da placa, transferindo-as para tubos 
contendo Ágar Triptona de Soja 
(Ágar TSA) inclinado, incubando-
-se por 24 horas a 37ºC. Após este 
período, transferiu-se um inóculo da 
cepa para tubos contendo Caldo In-
fusão Cérebro Coração (caldo BHI) e 
incubadas a 35ºC por 24 horas. Após 
incubação, transferiu-se 0,2mL da 
cultura obtida em BHI para um tubo 
estéril onde foi adicionado 0,2mL de 
plasma de coelho liofilizado e hidra-
tado com 3,0mL de solução salina 
0,85% de NaCl, sendo incubados em 
banho-maria a 37ºC, por 4 horas. Fo-
ram considerados positivos os testes 
que apresentaram a formação de um 
coágulo.

Para a identificação bioquímica, 
além do teste de coagulase, todas as 
cepas obtidas foram submetidas aos 
testes de produção de acetoína, ca-
talase, descarboxilação de aminoá-
cidos (ornitina e arginina), esculina, 
coloração de Gram e metabolização 
de carboidratos (sacarose, xilose, ra-
finose, maltose e manitol).

RESULTADOS E DISCUSSÃO

Com base nos resultados obtidos, 
constatou-se contaminação por Sta-
phylococcus coagulase positiva em 
60% (n=9) das amostras de leite cru, 
apresentando valores de contagem 
variando entre 1,7x105 e 1,1x107 
UFC/mL. Para as demais amostras 
(n=6), verificou-se apenas o cresci-
mento de colônias características de 
Staphylococcus coagulase negativa, 
com valores entre 4,0x105 e 5,1x107 
UFC/mL. 

Apesar da Instrução Normativa 
nº62 (BRASIL, 2011) não estabelecer 

um padrão para contagens de Sta-
phylococcus sp. no leite cru, ao com-
parar essas contagens com o limite 
máximo estabelecido para bactérias 
mesófilas (1,0x105 UFC/mL), grupo 
no qual encontram-se classificados 
esses micro-organismos, observa-se 
que houve um alto nível de conta-
minação por esse micro-organismo, 
sendo, portanto, essas amostras 
consideradas impróprias para o con-
sumo. De acordo com Borges et al. 
(2008), elevadas contagens desse mi-
cro-organismo são preocupantes por 
estar dentro do intervalo considerado 
significativo para causar intoxicação 
alimentar.

Diversos pesquisadores têm veri-
ficado a presença de micro-organis-
mos do gênero Staphylococcus em 
quantidades expressivas no leite cru. 
Mattos et al. (2010) determinaram a 
presença de Staphylococcus coagu-
lase positiva em 100% das amostras 
analisadas, obtendo valor médio de 
5,6x105 UFC/mL. Ao conduzir um 
estudo semelhante com 101 amostras 
de leite cru refrigerado comercializa-
do em Pelotas - RS e Londrina - PR, 
Santana et al. (2006) também detec-
taram a presença de estafilococos co-
agulase positiva em todas as amos-
tras, concluindo que 18,8% destas 
encontravam-se impróprias para o 
consumo humano. De maneira seme-
lhante, Lamaita et al. (2005) verifica-
ram a ocorrência de Staphylococcus 
em oitenta amostras de leite cru refri-
gerado da região de Belo Horizonte 
- MG, obtendo valor médio igual a 
4,0x105 UFC/mL. 

Nos munícipios do Maranhão, 
ainda prevalece a produção e comer-
cialização de leite cru no mercado 
informal por pequenos produtores 
em desacordo às normas de Boas 
Práticas de Fabricação. Em uma pes-
quisa realizada no município de Pio 
XII – MA, Melo (2008) constatou 
que 95% dos ordenhadores entre-
vistados nunca receberam nenhum 
tipo de treinamento para realizar tal 

atividade, além de uma série de há-
bitos que podem justificar os altos 
índices de contaminação. 

De fato, Ataíde et al. (2008) cons-
tataram que a ocorrência de mastites 
nos rebanhos e as condições higieni-
cossanitárias insatisfatórias dos lo-
cais de ordenha atuam como prová-
veis fontes de contaminação do leite 
cru por Staphylococcus coagulase 
positiva e negativa, sendo, portanto, 
necessária a capacitação dos traba-
lhadores, bem como a implantação 
das Boas Práticas de Fabricação nos 
estabelecimentos produtores de leite.

A contaminação do leite cru por 
micro-organismos, como o Staphylo-
coccus, ocorre principalmente nas 
etapas iniciais da cadeia produtiva 
e está associada a fatores como, a 
falta de higiene na ordenha, a saú-
de do animal, aos procedimentos de 
limpeza inadequados ou inexisten-
tes dos equipamentos de ordenha, 
assim como do ambiente no qual os 
animais ficam alojados. Além disso, 
altas contagens microbianas em leite 
cru podem ser originadas do armaze-
namento inadequado do leite após a 
ordenha (GUERREIRO et al., 2005; 
GUIDO et al., 2010).

No que diz respeito ao leite pas-
teurizado, não foi verificado o cres-
cimento de colônias características 
de Staphylococcus coagulase po-
sitiva em nenhuma das amostras 
analisadas. Observou-se, porém, o 
crescimento de colônias típicas de 
Staphylococcus coagulase negativa 
em três amostras de leite pasteuri-
zado, cujas contagens variaram en-
tre 2,7x102 e 4,2x102 UFC/mL. Ao 
comparar esses resultados com os 
limites estabelecidos para contagem 
padrão em placas de bactérias me-
sófilas, observa-se que essas conta-
gens encontram-se abaixo do limite 
mínimo (5,0x102 UFC/mL). Vale 
ressaltar, entretanto, que existem ou-
tros micro-organismos mesófilos que 
podem estar presentes nessas amos-
tras, podendo esse valor ser muito 



126

PESQUISA

superior para bactérias mesófilas.
Ainda que bactérias do gênero Sta-

phylococcus sejam reconhecidas por 
serem bastante sensíveis às tempera-
turas de pasteurização (NADER FI-
LHO, 1994), diversos fatores podem 
estar associados à presença desses 
micro-organismos no leite pasteuri-
zado, dentre eles destacam-se, a ele-
vada carga microbiana no leite cru, 
contaminação pós-processamento ou 
condições inadequadas de armazena-
mento do produto final.

Ataíde et al. (2008) também ve-
rificaram a efetividade do processo 
de pasteurização ao estudarem as 
propriedades microbiológicas do lei-
te cru antes e após o processamento 

Tabela 1 - Staphylococcus spp� isolados de amostras de leite cru e leite pasteurizado comercializado na cidade de São Luís - MA�

Espécies isoladas Coagulase Quantidade %

S. arlettae ( - ) 2 4

S. aureus ( + ) 7 14

S. cascolyticus ( - ) 1 2

S. chomogenes ( - ) 1 2

S. cloosii ( - ) 7 14

S. delphini ( + ) 7 14

S. epidermidis ( - ) 2 4

S. equorum ( - ) 2 4

S. gallinarum ( - ) 5 10

S. haemolyticus ( - ) 1 2

S. hyicus ( + ) 2 4

S. intermedius ( + ) 3 6

S. lentus ( - ) 2 4

S. seiuri ( - ) 2 4

S. warnery ( - ) 1 2

S. xylosus ( - ) 5 10

TOTAL 50 100

em uma indústria da Paraíba, de tal 
forma que não foi verificado o de-
senvolvimento de Staphylococcus 
nas amostras coletadas após a pas-
teurização, enquanto que as mesmas 
apresentaram valor médio inicial de 
3,9x104 UFC/mL para S. coagulase 
positiva.

A identificação por testes bio-
químicos, inclusive de produção da 
enzima coagulase (Tabela 01) re-
velou que das 50 cepas isoladas de 
Staphylococcus sp., 38% correspon-
deram a Staphylococcus coagulase 
positiva, enquanto que, a maioria das 
cepas isoladas foram referentes à co-
agulase negativa.

Stamford et. al. (2006) verificaram 

percentuais superiores ao do presen-
te estudo para Staphylococcus coa-
gulase positiva isolados de leite cru, 
sendo 72,3% das 109 cepas positivas 
para coagulase. De maneira seme-
lhante, Santana (2006) também veri-
ficou a predominância de Staphylo-
coccus coagulase positiva em 85,8% 
das amostras de leite cru oriundas de 
vacas da região de Londrina - PR e 
Pelotas - RS.

As espécies predominantes de Sta-
phylococcus coagulase positiva iden-
tificadas foram S. aureus e S. delphi-
ni. Entre as cepas de Staphylococcus 
coagulase negativa identificadas, ve-
rificou-se a predominância das espé-
cies S. gallinarum (10,0%), S. cloosii 
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(14,0%) e S. xylosus (10,0%). 
Em Belo Horizonte, Lamaita 

et al. (2005) também verificaram 
um alto índice de contaminação 
em amostras de leite cru por 
Staphylococcus sp. com potencial 
enterotoxigênico e, semelhante a este 
estudo, identificaram espécies de S. 
aureus, S hyicus, S. epidermidis, S. 
intermedius, S. delphini e S. seiuri, 
além de S. schleirferi e S. cohnii, por 
meio de identificação bioquímica. O 
S. aureus foi a espécie predominante, 
representando 34,6% das 138 cepas 
identificadas.

Stamford et al. (2006) observaram 
a predominância das espécies de 
Staphylococcus coagulase positiva, 
representando 67,8% das cepas iso-
ladas das amostras de leite cru anali-
sadas, ao contrário deste estudo, no 
qual prevaleceram cepas coagulase 
negativa. Foram identificadas espé-
cies de S. aureus, S. intermedius e 
S. hyicus para a coagulase positiva 
e as espécies de S. chromogenes, S. 
epidermidis, S. xilosus, S. lentus, S. 
seiuri, S. haemolyticus e S. Warneri 
para coagulase negativa.

O leite e seus derivados estão entre 
os principais alimentos veiculadores 
de surtos ou casos de intoxicação esta-
filocócica.  Em alimentos, as espécies 
de maior importância são S. aureus e 
S. intermedius por produzirem entero-
toxinas com maior frequência, sendo 
S. aureus a principal espécie associada 
aos casos de intoxicação alimentar, 
representando, em média, 98% dos ca-
sos (ZSCHÖCK et al., 2000; BORGES 
et al., 2008; SANTANA et al., 2010). 

A produção de enterotoxinas por 
algumas espécies de Staphylococcus 
coagulase negativa também já 
tem sido relatada (STAMFORD 
et al., 2006). Desta forma, é 
preocupante a ocorrência de cepas 
de Staphylococcus tanto coagulase 
positiva como coagulase negativa 
nas amostras analisadas, devido seu 
potencial enterotoxigênico, pois esse 
alimento pode tornar-se um veículo 

de intoxicação alimentar, colocando 
em risco a saúde do consumidor.

   
CONCLUSÃO

Com base nos resultados obtidos, é 
possível concluir que os altos índices 
de Staphylococcus verificados nas 
amostras de leite cru indicam falhas 
durante a ordenha e armazenamento 
do produto, bem como as condições 
insatisfatórias de sanidade do animal 
ordenhado, evidenciadas pela preva-
lência das espécies de S. delphini e S. 
aureus entre as cepas coagulase posi-
tiva identificadas, diferindo, por sua 
vez, do leite pasteurizado, cujo índi-
ce de contaminação por Staphylococ-
cus foi menor. Os resultados deste 
estudo, principalmente referentes ao 
leite cru, denotam a necessidade de 
implantação de programas eficazes 
de controle, a fim de determinar pos-
síveis pontos críticos no processo de 
produção e garantir a qualidade mi-
crobiológica do produto final.
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VERME AMEAÇA A PRODUÇÃO DE OSTRAS NO BRASIL.

A produção nacional em cativeiro de ostras, vieiras e mexilhões corre riscos 
devido à infestação de um verme anelídeo da classe Polychaeta, chamado Polydora 
hoplura, uma espécie invasora natural do oceano Pacífico. É o que alertam os biólo-
gos Álvaro Migotto, do Centro de Biologia Marinha da Universidade de São Paulo, 
e Vasily I. Radashevsky, especialista mundial em poliquetas, do A.V. Zhirmunsky 
Institute of Marine Biology, de Vladivostok, da Rússia.

A constatação da presença de Polydora no Brasil é uma ameaça em potencial para 
a aquicultura de ostras em Santa Catarina. Segundo dados do Instituto Brasileiro de 
Geografia e Estatística (IBGE), o estado produziu 21,65 mil toneladas do molusco 
em 2014, ou 98% da produção brasileira. De acordo com Migotto, pesquisadores 
da Universidade Federal de Santa Catarina já confirmaram a presença de poliquetas 
nos plantéis de ostras catarinenses, mas ainda não se sabe quais seriam as espé-
cies de Polydora, nem os possíveis impactos negativos que elas poderiam causar 
a esses cultivos�

Migotto e Radashevsky identificaram a presença da poliqueta P. hoplura em os-
tras selvagens coletadas em Ilhabela, litoral norte do Estado de São Paulo. É a 
primeira vez que se constata sua presença no Atlântico Sul. O estudo acaba de ser 
publicado no periódico Marine Biodiversity. (Agência Fapesp, jul/2016)


