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RESUMO

SANTOS, M. L. PREVALENCIA DE PATOGENOS E DE MICRORGANISMOS
INDICADORES EM LEITE INFORMAL E PROCESSADO COMERCIALIZADOS
NO RECONCAVO DA BAHIA.

O presente estudo verificou a presenca de microrganismos indicadores de contaminacao,
assim como a prevaléncia de Escherichia coli O157:H7, Listeria monocytogenes e
Staphylococcus aureus em amostras de leite bovino cru, de venda informal, e leite Ultra High
Temperature (UHT), comercializados em cinco cidades do Reconcavo da Bahia. Para
realizacdo do estudo, foram analisadas 20 amostras de leite cru e 35 amostras de leite UHT,
totalizando 55 amostras. A contagem total de microrganismos psicrotréficos, meséfilos e
termdfilos foi realizada pelo método de plaqueamento em profundidade (Pour plate) em meio
PCA (Agar Padrdao de Contagem). Para a quantificacdo dos coliformes totais e E.coli foi
utilizado o meio de cultura Agar base Hicrome™ seletivo ECC. Para identificacdo de E. coli
0157:H7 foi utilizado o método rapido de rastreio imunoldgico Singlepath®- E. coli 0157. A
populacdo de S. aureus foi obtida pelo método rapido Petrifilm™ e a identificacdo de L.
monocytogenes foi realizada por meio do método rapido imunocromatografico Singlepath
L'mono®. A partir das analises realizadas no leite in natura, foi evidenciada que as
populagbes de microrganismos mesofilos variaram de <1 a 9,0 log UFC/ mL e sua presenca
foi confirmada em 80,95 % das amostras, das quais 76,47 % estavam acima do valor
permitido pela legislagdo de 5,87 log UFC/ mL (BRASIL, 2011). Os microrganimos
psicrotroficos encontraram-se em 85,7 % das amostras, com populacfes de <1 a 9,0 log UFC/
mL e os microrganismos termofilos estavam presentes em 14,28 % apresentando variacdo nas
populacgdes de <1 a 6,0 log UFC/mL nos municipios avaliados. Houve presenca de coliformes
totais em 100% das amostras e de 66,6% de E.coli com populacdes que variaram de <1 a 9,0
log UFC/mL e <1 a 8,0 log UFC/ mL respectivamente. Quanto aos resultados das anélises
realizadas no leite UHT, as popula¢des dos microrganismos mesofilos variaram de <1 a 1,68
log UFC/mL e estavam presentes em 14,28% das amostras, das quais nenhuma ultrapassou o
valor permitido pela legislagdo de 2 log UFC/ mL (BRASIL, 1997). Quanto aos
microrganismos termoéfilos e psicrotroficos, estes se encontram <1 log UFC/ mL. Os

coliformes totais estavam presentes em 14,28 % e E.coli em 7,14 % das amostras, com
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populagdes que variaram de 0,85 a 2,93 ¢ 0,99 a 1,64 log UFC/mL respectivamente. Por meio
da analise microbiolégica do leite in natura, foi evidenciada a presenca de Staphylococcus
aureus em 76,19 % das amostras avaliadas, com variagdo da populagdo de <1 a 9,0 log UFC/
mL. No leite UHT as amostras analisadas apresentaram valores inferiores a <1 log UFC/mL.
Quanto a presenca de E.coli O157:H7 em amostras de leite in natura e UHT foi constada a
presenca em 6,12 % e 2,04 %, respectivamente. Quanto a analise de Listeria monocytogenes,
o resultado de todas as amostras de leite estudadas foram negativos. Dessa forma, esses
resultados salientam a importancia da proibicdo da comercializacdo do leite in natura pelos
Orgdos competentes, assim como no acompanhamento das etapas de producao do leite UHT,
ressaltando a necessidade da utilizacdo das boas praticas de higiene durante o seu

beneficiamento até sua comercializacao, visando a producéo segura do alimento.

Palavras chaves: Condicgdes higiénico-sanitéarias; Comercializacdo de laticinios; Escherichia

coli O157:H7; Seguranca dos alimentos.
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ABSTRACT

SANTOS, M. L. PREVALENCE PATHOGENS AND MICRO INDICATORS IN in
natura MILK AND PROCESSED MARKETED IN BAHIA RECONCAVO.

This study verified the presence of microorganisms contamination indicators, as well as the
prevalence of Escherichia coli O157: H7, Listeria monocytogenes and Staphylococcus aureus
in raw bovine milk samples, informal sale, milk and Ultra High Temperature (UHT),
marketed in five cities of Bahia Reconcavo. For the study, they were analyzed 20 samples of
raw milk and 35 samples of UHT milk, totaling 55 samples. The total count of
psychrotrophic, mesophilic and thermophilic was performed by plating method in depth (Pour
plate) among PCA (Count Agar standard). For quantification of total coliforms and E. coli
was used for a culture medium selective agar base HiCrome ™ ECC. For identification of E.
coli O157: H7 was used fast method of immune screening Singlepath®- E. coli O157. The
population of S. aureus was obtained by the rapid method Petrifilm™ and the identification of
L. monocytogenes was performed using the rapid method immunochromatographic Singlepath
L'Mono®. From the analysis carried out in fresh milk has been shown that populations of
mesophilic ranged from <1 to 9.0 log CFU / mL and its presence was confirmed in 80.95% of
the samples, of which 76.47% were above the amount allowed by the legislation of 5.87 log
CFU / mL (BRAZIL, 2011). The psychrotrophic microbes were found in 85.7% of samples,
with populations of <1 to 9.0 log CFU / mL and thermophilic microorganisms were present in
14.28% with variation in populations of <1 to 6.0 log CFU / mL in the evaluated
municipalities. There was presence of total coliforms in samples of 100% and 66.6% with E.
coli populations ranging from <1 to 9.0 log CFU / ml and <1 to 8.0 log CFU / ml respectively.
As for the results of analyzes in UHT milk, the populations of mesophilic ranged from <1 to
1.68 log CFU / ml and were present in 14.28% of the samples, none of which exceeded the
amount allowed by 2 log legislation CFU / mL (BRAZIL, 1997). As for thermophilic and
psychrotrophic microorganisms, these are <1 log CFU / mL. Total coliforms were present at
14.28% and 7.14% of E. coli in samples with populations ranging from 0.85 to 2.93 and 0.99
to 1.64 log CFU / mL respectively. Through microbiological analysis of milk in natura, the
presence of Staphylococcus aureus in 76.19% of the samples was observed with population
variance of <1 to 9.0 log CFU / mL. In the UHT milk samples showed values below <1 log
CFU / mL. For the presence of E. coli O157: H7 in samples of milk fresh and UHT revealed
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as being the presence of 6.12% and 2.04%, respectively. As the analysis of Listeria
monocytogenes, the result of all the milk samples studied were negative. Thus, these results
highlight the importance of prohibiting the marketing of fresh milk by the competent bodies,
as well as monitoring of UHT milk production steps, emphasizing the need to use good

hygiene practices during its processing to marketing, in order to secure food production.

Key words: Sanitary conditions; Dairy marketing; Escherichia coli O157: H7; Food safety.
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INTRODUCAO

Do ponto de vista da Saude Publica, o leite € considerado um dos alimentos de origem
animal de maior valor nutricional para sociedade humana, sendo amplamente consumido no
Brasil, devido ao aumento do poder de compra da populagdo (CARVALHO e MORUZZI,
2010).

Todavia, devido a sua riqueza em nutrientes, o leite € um substrato ideal para a
proliferacdo de microrganismos deteriorantes e patogénicos, 0s quais representam um risco a
salde da populacéo, principalmente quando este alimento é ingerido sem tratamento térmico,
ou quando o tratamento é ineficiente. A presenca de altas populaces de alguns
microrganismos e suas toxinas compdem as causas mais frequentes de problemas sanitarios
no leite, além de grandes perdas econdmicas (ROCHA et al., 2015).

A venda informal do leite cru ainda é muito comum em algumas regides do Brasil,
principalmente na regido Nordeste. Normalmente esse tipo de leite é acondicionado,
transportado e comercializado sem controle higiénico-sanitério, tornando-se um veiculo de
patdgenos. Esse problema esta relacionado com os aspectos culturais, pois 0s consumidores
adquirem o leite cru por acreditarem ser saudavel e por ter baixo custo, sem considerar as
condigdes de higiene e o risco do consumo.

Com a finalidade de tornar o leite seguro e com maior prazo de conservacdo, este €
submetido a tratamentos térmicos que agem na eliminacdo de microrganismos patogénicos, 0s
quais devem ser realizados de forma eficaz, respeitando o binbmio tempo/temperatura para
garantia da qualidade do produto.

Quando héa falhas no controle sanitario durante as etapas do processamento do leite, estas
podem ocasionar uma contaminacdo poOs-processamento, representando um perigo para a
salde do consumidor, uma vez que o leite e os produtos lacteos podem veicular
microrganismos associados a surtos de Doencas Transmitidas por Alimentos (DTA) (REZER,
2010).

No Brasil as principais causas da contaminacdo do leite processado por microrganismos
deteriorantes e/ou patogénicos sao por deficiéncias no manejo e higiene durante a ordenha,
elevados indices de mastites, descuidos com a correta desinfeccdo e manutencdo de
equipamentos e falta de treinamento dos colaboradores (PADILHA; FERNANDES, 1999;
FRANCO et al., 2000; GUIMARAES, 2002; CARDOSO e ARAUJO, 2003).



Uma das ferramentas que vem sendo utilizada pela inddstria de alimentos, como forma de
avaliar e monitorar a seguranga dos processamentos € a determinagdo dos microrganismos
indicadores de qualidade, como os mesofilos, psicrotroficos, termofilos e os coliformes totais,
0s quais permitem avaliar os fatores correlacionados a contaminacao pds-tratamento térmico,
a possivel presenca de patdgenos, a estimativa do potencial de deterioracdo e a determinacgéo
do tempo de vida til do produto (FRANCO; LANDGRAF, 2008).

O grupo dos coliformes termotolerantes corresponde aos coliformes totais que
apresentam a capacidade de continuar fermentando lactose com producdo de gas, quando
incubados a uma temperatura de 44°C-45 °C (MIRANDOLA, 2006). Entre estes, um
microrganismo bastante utilizado para avaliar as condi¢fes higiénico-sanitarias de agua e
alimento € Escherichia coli, pois é o Unico indicador de contaminacdo de origem fecal
(TODAR, 2008).

A ocorréncia de E.coli em alimentos € considerada uma preocupacgdo de Saude Publica,
devido a possivel presenca de cepas enteropatogénicas e/ou enterotoxigénicas. As cepas de E.
coli enteropatogénica podem causar diarreia grave e vémito, enquanto as cepas toxigénicas
como E. coli O157: H7 podem causar colites enterohemorragicas e sindrome urémica (SUH)
(KAWANO et al., 2001; SOOMRO et al., 2002).

Outras bactérias patogénicas podem ser encontradas no leite, como Listeria
monocytogenes e Staphylococcus aureus, as quais podem contaminar o leite em qualquer uma
das etapas de producdo, beneficiamento, distribui¢do e consumo (RAIMUNDO, 2013).

Diante do exposto, enfatiza-se a importancia de avaliar a qualidade sanitaria do leite in
matura informal e o leite processado, com a finalidade de orientar a populagdo quanto ao
risco do consumo do leite sem processamento térmico, assim como aos produtores e a
industria sobre os cuidados no controle sanitario em todas as etapas do beneficiamento do
leite, afim de que estes comercializem produtos seguros a populacao.

Este trabalho foi dividido em dois capitulos: a revisdo de literatura estd representada no
primeiro capitulo, abordando aspectos importantes acerca do leite e sobre os microrganismos
mesofilos, termofilos, pisicrotroficos, coliformes totais, Escherichia coli, E.coli O157:H7 e
Listeria monocytogenes. E o segundo capitulo, em forma de artigo, relata a qualidade sanitaria
do leite in natura e UHT, por meio dos resultados dos microrganismos indicadores e a

presenca de microrganismos patogénicos nos leites.
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CAPITULO 1

REVISAO DE LITERATURA: QUALIDADE SANITARIA DO LEITE
BOVINO E RISCOS ASSOCIADOS A PRESENCA DE
MICRORGANISMOS PATOGENICOS.



O LEITE COMO ALIMENTO

Entende-se por leite, produto oriundo da ordenha completa, ininterrupta, em condicdes
de higiene, de vacas sadias, bem alimentadas e descansadas (BRASIL, 2002). Do ponto de
vista fisico-quimico a maior fragdo do leite é composta de agua, apresentando 87,3% e 12,7%
restantes de solidos totais. Os sélidos séo divididos em 3,6% de gordura e 9,1% de extrato
seco desengordurado, o qual compreende 3,3% de proteinas, 4,9% de lactose e 0,9% de
minerais (TRONCO, 2010).

O leite contém vitaminas lipossoluveis A, D, E e K, que ficam suspensas na gordura, e
hidrossollveis B1, B2 e C e os sais minerais que se encontram em dissolucdo, sendo os
principais calcio, sddio, potassio e magnesio e representam uma das principais fontes de
proteina e calcio da populacdo brasileira (VILELA et al., 2002).

Vaérios fatores como espécie, raca e genética do animal, alimentacdo, idade e periodo de
lactacdo podem contribuir para uma variagdo em sua composi¢cdo (PEREIRA, 2010). No
entanto, em um modo geral, o leite possui uma alta atividade de agua e pH proximo da
neutralidade, os quais, associados a disponibilidade de nutrientes, tornam o meio favoravel a
multiplicacdo microbiana (ARCURI et al., 2006).

Porém, nem todos os microrganismos presentes no leite causam deterioracdo. As
bactérias laticas presentes, como as do género Lactobacillus, atuam beneficamente sobre as
caracteristicas do leite e de produtos lacteos. Sdo utilizadas no processo tecnolégico como
culturas starters, pois produzem &cido latico a partir da lactose, participam do processo de
maturacdo de queijos, produzem diacetil e acetaldeido, que conferem aroma e sabor
caracteristico aos produtos (ORDONEZ, 2005).

Atualmente o Brasil é o quarto maior produtor de leite do mundo (USDA, 2015),
apresentando uma aquisicdo de 24.049, 786 mil litros de leite cru em 2015 (IBGE, 2016). O
Estado que apresentou maior producéo foi Minas Gerais, apresentando um valor de 6.439,650
mil litros de leite. Nesse mesmo ano, o Estado da Bahia contribuiu com a producéo de
332.449 mil litros em 2015, tornando-se o maior produtor da regido Nordeste (IBGE, 2016).

A producdo do leite UHT, denominado leite longa vida, corresponde a 20% da
producdo total do leite in natura adquirido no Brasil, o qual representou uma das mais
relevantes mudangas estruturais do mercado lacteo brasileiro (GALAN, 2014). Em 2014 a
producdo de leite longa vida somou 6,6 bilhdes de litros (Figura 1), um aumento de 3,4 %
sobre 2013, movimentado cerca de R$ 15 bilhGes (ABLV, 2015).



Figura 1 - Destaque da producéo leiteira no Brasil e distribuigdo do volume em milhdes de litros destinados a
cada seguimento nos anos de 2013 e 2014.
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O uso de tratamento térmico para garantir a qualidade dos produtos alimenticios tem
ocupado um espaco relevante na evolucio da tecnologia de alimentos. E possivel encontrar
indmeros produtos de origem vegetal e animal que foram submetidos a tratamentos com
temperatura ultra elevada nos mercados, associados a sistemas de embalagens com
fechamento hermético e impermeadvel a luz e oxigénio, permitindo a conservacdo a
temperatura ambiente (BASTOS, 1999).

Em 2014 o mercado mundial obteve uma produgdo de aproximadamente de 140
bilhGes de litros de bebidas em 330 bilhdes de embalagens assépticas, dessas 42% para leite e
39% de bebidas como sucos e outros produtos lacteos, sopas, molhos, produtos de tomate e
alimentos para bebés compdem o restante (WARRICK RESEARCH; ZENITH
INTERNATIONAL, 2015).

Segundo Bastos (1999), O leite UHT tornou-se um produto de destaque e de féacil
comercializacdo e consumo, fatores estes atribuidos a sua tecnologia. Sendo o mais
importante no tratamento por UHT o bindbmio tempo/temperatura, que garante a obtencéo de
um processo de esterilizagdo comercial. O leite UHT é definido como leite homogeneizado,
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submetido a uma temperatura entre 130 °C e 150 °C, durante 2 a 4 segundos, mediante um
processo térmico de fluxo continuo, imediatamente resfriado a uma temperatura inferior a 32
°C e envasado em condic¢des assépticas em embalagens estéreis e hermeticamente fechadas
(BRASIL, 1997). A esterilizacdo pode ocorrer por aquecimento direto, no qual ocorre mistura
do vapor com o leite ou por aquecimento indireto, no qual o agente térmico ndo se mistura
com o leite, mas é transferido por parede metalica (TRONCO, 2010; VARNAM,;
SUTHELAND, 1995). Apds a esterilizacdo ndo € necessario que o produto se mantenha
refrigerado enquanto fechado, no entanto € indispensavel que apos a abertura da embalagem o
mesmo fique em refrigeracdo durante o consumo dentro do prazo de validade estipulado pelo
fabricante.

De acordo com a resolucao n°® 12-2001 da ANVISA, ap0s sete dias de incubacado entre
35 a 37 °C em embalagem fechada, o leite UHT ndo deve apresentar microrganismos
patogénicos e causadores de alteracfes fisicas, quimicas e organolépticas do produto, em
condig¢Bes normais de armazenamento (BRASIL, 2001).

A qualidade da maior parte dos produtos lacteos esta diretamente relacionada com a
qualidade microbiologica do leite cru utilizado como matéria-prima. Fatores como
temperatura, condi¢cbes e extensdo da estocagem do leite, podem contribuir para a
multiplicacdo intensiva de varios grupos de microrganismos, 0s quais podem produzir altas
concentracdes de enzimas, principalmente lipases e proteinases (VIDAL-MARTINS et al,
2005).

Levando em consideragdo a producdo primaria, é importante o conhecimento da
qualidade microbioldgica do leite, das fontes de contaminagao, dos principais microrganismos
contaminantes e dos problemas decorrentes dessa contaminacdo para o leite e derivados
(OLIVEIRA et al., 2011; COSTA et al., 2012).

Para que a qualidade da matéria prima utilizada no processamento do leite UHT, ndo
interferisse no produto final, o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA),
por meio da Instrucdo Normativa n°® 62 de 29 de dezembro de 2011, instituiu a obrigacdo de
refrigeracdo do leite de no maximo 4 °C em todas as propriedades leiteiras e a necessidade de
transporte em tanques isotérmicos para manutencao do leite resfriado (BRASIL, 2011).

Sendo assim, é necessario que os produtores cumpram as regulamentacGes quanto a
obtencgdo e transporte do leite cru refrigerado, objetivando melhorar a qualidade da materia
prima a ser utilizada para o beneficiamento do leite UHT. Assim como, é de suma

importancia que as industrias possuam um sistema de monitoramento adequado do processo



de pasteurizagdo, pois se trata de uma das principais barreiras no sentido de impedir a
multiplicacdo de microrganismos indesejaveis (WESCHENFELDER et al, 2016).

Nesse sentindo, ressalta-se a importancia da submissdo do processamento térmico do
leite, 0 qual garante a destruicdo da maior parte dos microrganismos nele encontrados. De
acordo com Claeys et al (2013), o consumo de leite cru pode trazer sérios prejuizos a satde do
consumidor, uma vez que o leite € um excelente veiculo para microrganismos patogénicos,

responsaveis por diversas doencas de origem alimentar.

COMERCIALIZACAO INFORMAL DO LEITE IN NATURA

A venda informal do leite in natura é realizada diretamente do produtor ao consumidor,
sem garantias que os produtores tenham seguindo as condi¢fes minimas de higiene exigidas
para sua obtencdo, transporte e comercializacdo (BELOT]I, 2002). Esse produto constitui uma
preocupacdo de salde publica, pois o leite cru pode ser veiculo de patégenos, se obtido e
manipulado em condigdes inadequadas, sendo um risco potencial para quem o consome
diretamente ou na forma de seus derivados (NERO et al., 2004; ARIMI et al., 2005;
MAKITA et al., 2012; LYE et al., 2013).

Embora haja um perigo no consumo desse tipo de produto, fatores como praticidade,
precos baixos, cultura regional e a crenca de que o produto vindo direto do produtor é mais
saudavel que o industrializado, sdo utilizados como justificativa para o consumo de leite in
natura em varias regides do Brasil. (BERSOT et al., 2010).

Além disso, muitas pessoas acreditam que o aquecimento é responsavel por destruir os
beneficios nutricionais e de saude do leite, ndo levando em consideracdo que o leite cru pode
veicular patdégenos como Salmonella spp., Campylobacter spp., Escherichia coli, e Listeria
monocytogenes e Staphylococcus aureus (HILL et al., 2012; CLAEYS al., 2013; SERRAINO
etal., 2013).

Em alguns paises como na Inglaterra, Alemanha e alguns estados dos Estados Unidos
(EUA) é permitida a comercializagdo direta do leite cru ao consumidor, no entanto os
produtores devem respeitar algumas exigéncias para sua comercializacdo. A Food Standards
Agency (FSA) lista alguns desses critérios para 0s paises europeus. Dentre eles destacam que
0 leite s6 pode ser vendido diretamente aos consumidores e ndao por meio da venda em
estabelecimentos; o leite deve ser oriundo de animais que oficialmente estejam livres de
tuberculose e brucelose; toda exploracdo de producdo, instalagdes de ordenha e produtos

lacteos, deve respeitar as normas de higiene; os produtores sdo monitorados por inspegdes
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duas vezes ao ano; o leite é submetido a analises microbioldgicas trimestralmente, sob o
controle da Agéncia para monitorar 0 cumprimento das normas para contagem bacteriana
total e coliformes (FSA, 2015).

O NMC (National Mastitis Council) dos EUA, juntamente com outras organizacdes de
salde publica, agéncias e associacbes recomendam o consumo de leite pasteurizado e
desestimulam a venda e o consumo de leite cru. Nos Estados pertencentes ao EUA nos quais
o leite cru é vendido legalmente, 0 NMC também estimula estratégias para reduzir riscos a
salide humana que séo inerentes ao consumo destes produtos (NMC, 2009).

A proibicdo da comercializacdo do leite cru no Brasil foi imposta por meio da Lei n°
1.283 de 18/12/1950 e do Regulamento de Inspecdo Industrial e Sanitaria de Produtos de
Origem Animal (RIISPOA - Decreto n° 30.691 de 29/03/1952) (BRASIL, 1952), no entanto a
sua venda informal ainda é realizada até os tempos atuais.

Quintana e Carneiro (2006) em estudo realizado no municipio de Morrinhos (GO)
analisaram 21 amostras de leite cru comercializado clandestinamente e 71,4 % amostras
apresentaram populacdes de bactérias mesofilas superiores a 10° UFC/mL; 28,5 % indicaram
niveis de Staphylococcus aureus superiores a 10* UFC/mL; os indices para bactérias
psicrotréficas e coliformes totais ultrapassam 10* UFC/mL em 58 % e 35 % das amostras,
respectivamente, e 24 % estavam contaminadas com coliformes termotolerantes. Em outro
estudo realizado por Maciel et al. (2008), com leite cru comercializado em Itapetinga (BA),
todas as 30 amostras analisadas estavam contaminadas com coliformes totais e coliformes a
termotolerantes em numeros que variaram de 1,5x10% a 2,4 x 10° e 1,5x10% a 9,3 x 10*
NMP/mL respectivamente e a presenca de E. coli foi confirmada em quatro amostras.

Barreto et al. (2012), analisando a qualidade microbiolégica do leite in natura
comercializado em 25 estabelecimentos situados em Cruz das Almas na Bahia, por meio da
quantificacdo de microrganismos heterotréficos mesofilos e psicrotroficos aerdbios, bolores e
leveduras, Staphylococcus spp., Estafilococos coagulase positiva, coliformes totais e
termotolerantes e presenca de Salmonella spp. e Escherichia coli, observaram uma elevada
populacdo microbiana em todas as amostras analisadas, independente do estabelecimento
obtido.

Frente a situacdo, é notdria a importancia de estudos que investiguem, de forma
continua, a comercializagéo e o consumo de leite cru no Brasil, buscando esclarecer as causas
que contribuem para essa pratica, oferecendo assim, subsidios para a implantacéo de politicas

publicas com o objetivo de resguardar a satde da populacdo brasileira (BASSAN et al, 2013).



QUALIDADE MICROBIOLOGICA DO LEITE

As condicBes microbiologicas do leite representam um dos principais parametros
utilizados para fornecer informacbes sobre as condi¢des higiénico-sanitarias, desde a sua
producdo até seu armazenamento e distribuicdo (FRANCO; LANDGRAF, 2008).

Segundo Silva et al. (2010), existem varios atributos para que o leite possa ser
considerado um alimento de boa qualidade, como as caracteristicas fisico-quimicas como
Acidez Titulavel, Densidade, Teor de gordura e indice Crioscopico, que conferem
estabilidade ao produto, os aspectos microbioldgicos indcuos, principalmente a presenca de
patdgenos, e procedimentos adequados de sua obtencdo, como bons padrdes higiénico-
sanitarios.

As principais fontes de contaminacdo do leite cru por microrganismos podem ser do
interior da glandula mamaria, da superficie exterior do Ubere e tetos, e da superficie dos
equipamentos e utensilios de ordenha (SANTOS; FONSECA, 2001). Outros fatores também
podem influenciar no surgimento e proliferacdo de microrganismos no leite, como falhas no
controle de temperatura dos tanques de armazenamento, transporte e processo térmico
ineficiente.

De acordo com Nascimento e Souza (2002), as caracteristicas microbioldgicas do leite
estdo inteiramente relacionadas com a contaminacdo inicial e com a taxa de multiplicacédo dos
microrganismos. Ressalta-se que a taxa exponencial de multiplicacdo microbiana é
dependente do binémio tempo-temperatura, ponto critico do sistema de transporte e
armazenamento.

Dessa forma, a analise microbioldgica desse produto fornece informacgGes Uteis que
reflete as condicGes em que este foi obtido, processado e armazenado (PIETROWSKI et al.,
2008). Por meio da populacdo de microrganismos encontrada € possivel ter um parametro do
estado geral de salde do rebanho, do saneamento do ambiente e das medidas de controle
aplicadas na fazenda (HAYES et al., 2001).

Estudos realizados no Brasil retratam a qualidade microbiol6gica do leite produzido.
Aragjo et al. (2009) analisaram a qualidade microbiologica de leite cru refrigerado de
propriedades da bacia leiteira do municipio de Luz, em Minas Gerais, e, de acordo com 0s
resultados da populagéo de coliformes totais, coliformes termotolerantes e E.coli no leite, 87,5
% das propriedades apresentaram amostras fora dos padrdes estabelecidos pela Resolugéo
RDC n° 12-2001 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) (BRASIL, 2001).



Real et al. (2013), avaliaram a qualidade fisico-quimica e microbioldgica de leite UHT
integral e detectaram que duas das trés marcas avaliadas ndo estavam em conformidade com
os padrdes microbiologicos, apresentando valores acima de 100 UFC/mL de mesofilos
aerobios.

Montanhini e Hein (2013) analisando a qualidade do leite cru comercializado
informalmente no municipio de Pirai do sul (PR), identificaram que do total de 23 amostras
analisadas, foram encontradas cinco (22%) com contagem de células somaticas; e seis (26%)
de contagem bacteriana total com resultados acima dos padrdes maximos determinados pela
Instrucdo Normativa n°® 62 de 29 de dezembro de 2011.

Na Bahia, um estudo avaliou a qualidade microbioldgica em leite cru e pasteurizado
comercializados no Recéncavo, constatou que todas as 50 amostras de leite cru e 20 amostras
de leite pasteurizado analisadas apresentam-se contaminadas com coliformes totais,
termotolerantes e microrganismos mesofilos (OLIVEIRA et al, 2012).

Um estudo realizado no municipio de Amargosa (BA), verificou a presenca de bactérias
aerobias e anaerdbias e espécies de Candida em leite cru de seis fazendas. Foram encontrados
resultados insatisfatorios devido a presenca de 9,68 e 35,48 % de mastite clinica e subclinica,
respectivamente; 12,74% de Staphylococcus aureus, 18,26% de enterobactérias, 12,5% de
Candida albicans, 7,5% de Candida krusei, 10% de Candida tropicalis e 42,5% de espécies
de Candida no leite cru produzido (BARROS et al., 2011).

Dessa forma, verifica-se que por meio de varios estudos recentes quanto a qualidade
microbioldgica do leite bovino, que o leite produzido e comercializado no Brasil, ainda se
encontra de ma qualidade. E necessaria maior fiscalizacdo por parte dos 6rgdos competentes
nas propriedades e industrias leiteiras, visando que 0s mesmos sejam conscientizados quanto
a utilizacdo de estratégias que diminuam a problemas relacionados com a contaminacdo
microbiana no leite, assim como o cumprimento das normas vigentes referentes a producao do

produto.

MICRORGANISMOS MESOFILOS, PSICROTROFICOS E TERMOFILOS

Os microrganismos &o classificados em trés grupos de acordo com a temperatura ideal
para sua multiplicacdo. Em psicroéfilos, os quais podem crescer a 0 °C, mas apresentam uma
temperatura 6tima de crescimento de cerca de 15 °C, esses também podem ser classificados

em psicrotréficos que possui geralmente uma temperatura 6tima de crescimento entre 20 a
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30°C. Os microrganismos mesoéfilos que possuem temperatura étima de crescimento de 25 a
40 °C e os termdfilos que sdo capazes de crescer em altas temperaturas, em média 50 a 60°C
(TORTORA,; FUNKE; CASE, 2012).

A temperatura de armazenamento do leite pos-ordenha € um fator determinante para a
proliferacdo microbiana, principalmente pelos microrganismos mesofilos e esses causam
acidificacdo do leite, por meio do acimulo de acido latico resultante da fermentacdo da
lactose, diminuindo, assim, a qualidade do produto mesmo apds o tratamento teérmico.
(LORENZETTI, 2006; JAY, 2005). Os microrganismos mesofilos possuem a capacidade de
se multiplicarem em temperatura ambiente, e parte deles constituem a microbiota do leite,
sendo 0 meio ambiente e a manipulacdo inadequada dos ordenhadores os principais veiculos
de contaminacéo desse grupo (LORENZETTI, 2006).

Dessa forma o uso da refrigeracdo do leite apés a ordenha objetiva reduzir a
multiplicacdo de microrganismos mesdfilos, no entanto temperaturas baixas contribuem para
a multiplicacdo da microbiota psicrotréfica presente no leite cru, ocasionando em diversas
alteracdes no leite e seus derivados (FAGUNDES et al., 2006). Os psicrotroficos encontrados
no leite sdo de origem ambiental, provindos do solo, agua, vegetacdo, Ubere do animal e dos
equipamentos mal higienizados utilizados durante a ordenha. S&o0 microrganismos
termolabeis, no entanto, suas enzimas sdo resistentes ao tratamento térmico (SANTANA et
al., 2001), podendo assim manterem-se ativos ap0s 0s tratamentos de pasteurizacdo e UHT.

Segundo Cunha e Branddo (2000) as enzimas termorresistentes produzidas pelos
psicrotréficos sdo responsaveis pelo desenvolvimento de sabor residual no leite pasteurizado,
e pela deficiéncia de determinados processos na producdo de queijos, como a perda de
rendimento e aparecimento de defeitos, causando grandes perdas econd6micas para as
industrias de laticinios.

Os g@éneros mais encontrados nesse grupo sdo Pseudomonas, Alcaligenes,
Flavobacterium e Micrococcus (FRANCO; LANDGRAF, 2008). Brasil (2001) e Brasil
(2011) ndo estabelecem um limite maximo permitido de microrganismos psicrotréficos,
porém de acordo com o Regulamento de Inspecdo Industrial e Sanitaria de Produtos de
Origem Animal (RIISPOA) (BRASIL, 1980), o leite deve apresentar no maximo, 10% de
microrganismos pisicrotroficos em relagdo a contagem total de mesofilos. Com base nesse
parametro, diversos estudos foram realizados no Brasil (RAMOS et al., 2014; BRANDAO et
al., 2013; SAEKI, 2010), com o objetivo de analisar a multiplicagdo dos pisicrotréficos em

leite refrigerado e todos mostraram valores indesejaveis.
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Outro tipo de microbiota que pode estar presente no leite a depender da temperatura
submetida é a termdfila. Esses microrganismos sao capazes de se multiplicar em temperaturas
altas e sdo classificados em termofilos moderados, quando a faixa de temperatura de
multiplicacdo esta entre 20 °C e 55 °C; termdfilos extremos, quando seu crescimento se da em
temperaturas de 65 °C a 85 °C; ou ainda hipertermoéfilos, quando cresce entre 85 °C até 110
°C (MADIGAN:; OREN, 1999).

Normalmente o leite cru contém poucas bactérias termofilas, embora elas possam estar
presentes em numero suficiente para se desenvolverem no leite mantido em temperaturas
elevadas, ocasionando um grande nUmero desses microrganismos no produto
(LORENZETTI, 2006). Desse modo, esses microrganismos constituem problemas no leite
pasteurizado e UHT quando algumas porc6es sdo mantidas, por algum tempo, entre 50 °C a
70 °C (ICMSF, 1994).

Staphylococcus aureus

Staphylococcus sdo cocos Gram-positivos em formas de cachos de uva com didmetro
variando entre 0,5 e 1,5 um, anaerobios facultativos, imdveis e ndo formadores de esporos
(DOWNES; ITO, 2001). Normalmente sdo encontrados na pele e nas mucosas de
homeotérmicos, incluindo humanos e frequentemente isolados em uma variedade de
alimentos como carne, queijo e leite (HEIKENS et al., 2005) Quando presentes no leite e em
outros produtos, esses podem ser destruidos por meio de tratamento térmico, no entanto as
enterotoxinas responsaveis pela intoxicacdo sdo termoestaveis. (FRANCO; LANDGRAF,
2008; MHONE et al., 2011).

As enterotoxinas produzidas por Staphylococcus sdo definidas como capazes de causar
intoxicacdo alimentar estafilocdcica com atividade emética e incluemas A,BC, D, E, G, H, |,
ReTetambémas J, K, L, M, N, O, P, Q, S, U, V e X, que sdo caracterizadas por ndo
induzirem emese em seres humanos. No entanto, recentemente foi detectado em estudo
evidéncias adicionais de que estas enterotoxinas sejam capazes de causar intoxicacao
alimentar estafilococica em seres humanos (XU; MC CORMICK, 2012)

Atualmente o género é composto por 52 espécies e 28 subespécies (EUZEBY, 2016), as
quais sdo divididas em duas categorias: Estafilococos coagulase positiva (SCP) e

Estafilococos coagulase negativa (SCN), de acordo com a capacidade de coagulagdo do
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plasma sanguineo. Entre os coagulase positiva encontra-se a espécie Staphylococcus aureus,
patdgeno responsavel por muitas doencas em humanos (PERILLO et al., 2012).

Segundo Rosengren et al. (2010), as fontes de contaminacdo do leite por S. aureus sao
ocasionadas principalmente pelos animais, manipulagdo humana, agua, equipamento de
ordenha e o ambiente. E principal agente causador da mastite, especialmente em bovinos,
ovinos e caprinos, tornando-se um contaminante comum do leite cru (MHONE et al., 2011).

O consumo de alimentos contendo enterotoxinas, produzidas por Staphylococcus
enterotoxigénicos causam a intoxicacdo estafilococica, a qual constitui um dos tipos mais
comuns de DTA (LE LOIR; BARON; GAUTIER, 2003). De acordo com Germano e
Germano (2011), o tempo de incubagdo é em média de duas a quatro horas (de 30 minutos a 8
horas). Os sintomas apresentam inicio rapido e de natureza aguda, variando de acordo com 0
grau de suscetibilidade do individuo, concentracdo da enterotoxina no alimento, quantidade
consumida do alimento e o estado pregresso do paciente. Os sintomas mais comuns S&o
nauseas, vomitos, cdlicas abdominais e diarreia, normalmente sem febre. Nos casos mais
graves pode ocorrer cefaleia e prostacdo e a recuperacdo geralmente ocorre ap6s 24 a 48

horas.

COLIFORMES TOTAIS

Os coliformes totais sdo bactérias em forma de bastonete, iméveis ou ndo, aerdébias ou
anaerdbias facultativas, ndo esporogénicas, gram-negativas, oxidase negativas e catalase positivas
e se multiplicam na presenca de sais biliares. Sdo capazes de fermentar a lactose com producéo
de gés, quando incubados a 35 °C -37 °C durante 48 horas (ENVAGELISTA, 2001).

O grupo de coliformes totais € composto por bactérias da familia Enterobacteriaceae que
compreende aproximadamente 20 géneros bacterianos. A maioria destes géneros é encontrada no
trato intestinal de humanos e animais e consequentemente em suas fezes, excetuando se 0s
géneros Serratia e Aeromonas que ndo constituem géneros entéricos. Alguns coliformes nédo
entéricos usualmente sdo encontrados em amostras de plantas e solo (JAY, 2005; MOURA et al.,
2010). Por serem comumente encontrados no ambiente, a presenca dos coliformes totais nos
alimentos é de grande importancia como indicagdo de contaminagdo durante o processo de

fabricacdo ou mesmo pos-processamento (MIRANDOLA, 2006).
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COLIFORMES TERMOTOLERANTES E Escherichia coli

O grupo dos coliformes termotolerantes corresponde aos coliformes totais que
apresentam a capacidade de continuar fermentando lactose com producdo de gas, quando
incubados a uma temperatura de 44°C-45 °C (MIRANDOLA, 2006).

A ocorréncia desse grupo em alimentos frescos de origem animal, como leite, indica
falhas higiénicas na manipulacdo e/ou armazenamento (FRANCO; LANDGRAF, 2008),
sendo o género Escherichia a espécie mais prevalente desse grupo (JAY, 2005).

Escherichia coli é um patégeno Gram negativo, entérico, anaerdbio facultativo que
coloniza o epitélio intestinal e apresenta motilidade devido & presenca de flagelo peritrico. E
caracterizado bioquimicamente como sorbitol negativo, MUG negativo (enzima J3
glucoronidase nédo é fenotipicamente expressa), oxidase negativa, VVoges ProsKauer negativo,
citrato negativo, indol positivo, motilidade positiva, formacdo de gas positivo e catalase
positiva (TEIXEIRA, 2008).

Seu habitat natural é o trato intestinal dos humanos e de outros animais de sangue
quente. A transmissdo das infec¢fes causadas por E. coli seguem principalmente trés vias: o
contato direto com animais, o contato com humanos e o consumo de alimentos contaminados
(PELCZAR et al., 1997). Em hospedeiros imunossuprimidos, ou quando as barreiras
gastrointestinais sdo atravessadas, podem provocar doencas infecciosas e algumas cepas
mutagénicas podem causar doencas em hospedeiros sadios (NAKAZATO et al., 2009).

A maior parte das cepas de E.coli se multiplica em baixas temperaturas (4-5 °C),
apresentando temperatura 6tima de 37 °C em média, com relatos de sobrevivéncia por mais
de nove meses em temperatura de congelamento (-20 °C) (DOYLE; SCHOENI, 1987).
Temperaturas entre 60 °C e 70 °C por 30 minutos sdo capazes de inativar a maioria das cepas.
Em relacdo ao pH, sdo consideradas neutrdfilas, multiplicando-se entre 4,5 a 9, sendo que em
pH extremo néo é capaz de eliminar a célula (VIEIRA, 2010).

Essa espécie possui aproximadamente mil tipos de antigénicos, porém apenas uma
minoria de cepas € capaz de provocar doenca ao ser humano. Os antigenos somaticos O, séo
relacionados com o0s polissacarideos da membrana externa; os antigenos flagelares H sé&o
relacionados com proteinas de flagelos e os antigenos K sé&o relacionados com polissacarideos
capsulares. O antigeno “O” identifica o sorogrupo da cepa enquanto que a combinagao do
antigeno “O” com o antigeno “H” ira identificar o sorotipo (MENG; FENG; DOYLE, 2001).

As cepas de E.coli diarreiogénicas, que causam infeccdo intestinal, sdo definidas pelas
combinagbes distintas de fatores de viruléncia, sendo subdivididos em: EHEC (E.coli

14



enterohemorragica); E.coli enteropatogénica (EPEC); E.coli enterotoxigénica (ETEC); E.coli
enteroagregativa (EAEC); E.coli enteroinvasora (EIEC) e E.coli aderéncia difusa (DAEC)
(CROXEN; FINLAY, 2010).

O patotipo EHEC esta relacionada a um amplo espectro de doengas humanas, que
compreende desde diarréias leves a quadros de colites enterohemorragicas e de Sindrome
Urémica Hemolitica (SUH) em seres humanos, sendo uma preocupac¢do para saude publica
(NATARO; KAPER, 1998; GRIFFIN; TAUXE, 1991).

Escherichia coli ENTEROHEMORRAGICA (EHEC)

EHEC é também conhecida como E. coli verotoxigénica (VTEC) ou de E. coli Shiga
Toxigénica (STEC) por ter a capacidade de produzir toxinas que sdo citotoxicas para as
celulas Vero e por ser semelhante a toxina produzida pela Shigella dysenteriae (O’BRIEN et
al., 1982). Sdo mais de 50 sorotipos de EHEC e Escherichia coli O157:H7 ¢ a bactéria mais
comum e melhor caracterizada dessa categoria (TRABULSI et al., 1999).

O bovino tem sido identificado como o principal reservatério de EHEC, uma vez que
podem excretar 0 patdgeno pelas fezes e assim contaminar alimentos, dgua e ambiente
(SHERE et al., 1998; LAEGREID et al.,1999; EFSA, 2012; CONRAD et al., 2014) . A
maioria dos surtos causados tem sido relacionados, principalmente, ao consumo de carne
moida mal cozida (KARMALI eta I., 2009; OLIVEIRA et al., 2010). Atualmente também tém
sido relatados surtos envolvendo alimentos ndo cérneos, como leite e seus derivados ndo
pasteurizados, sucos de frutas ndo pasteurizados, alface, espinafre, legumes crus e brotos de
semente (LUND; O’BRIEN, 2009; FENG, 2011).

Segundo Farrokh et al. (2013), como os ruminantes sdo portadores, pode-se afirmar que
as DTA estdo relacionadas diretamente ao consumo de leite e dos produtos lacteos, por
fornecerem a estas bactérias, condi¢bes favoraveis para o seu crescimento, tornando-se assim
uma fonte potencial.

As células bacterianas possuem a capacidade de adaptacdo no trato gastrointestinal de
bovinos, as quais podem induzir o sistema de acido resisténcia em E. coli patogénicas e ndo
patogénicas. E. coli O157:H7 com sistema de &cido resisténcia induzido pode permanecer
resistente ao acido nos alimentos por um determinado periodo. Uma vez ingeridos atravées do
alimento contaminado, 0s organismos acido adaptados sdo capazes de sobreviver a defesa
acido gastrica do hospedeiro humano e colonizar o intestino através de competicdo com 0s

organismos comensais. E. coli O157:H7 é considerado um dos sorotipos mais acido

15



resistentes (CHUNG; BANG; DRAKE, 2006), sendo capaz de sobreviver em produtos lacteos
fermentados, os quais apresentam pH baixo, tais como o iogurte e leite acidificado
(GOVARIS; KOIDIS; PAPATHEODOROU, 2002).

E. coli O157: H7 Possui essa denominagdo, por apresentar o 157° antigeno somatico
(O) e o 7° antigeno flagelar (H) (TEIXEIRA, 2008). Essa cepa foi identificada nos EUA em
1982 como o agente responsavel por surtos de colites enterohemorragicas associados ao
consumo de carnes de hamburgueres mal coccionadas e contaminadas (RILEY et al., 1983).

Apresenta temperatura 6tima de crescimento de 37 °C, porém ndo ocorre crescimento
em temperaturas abaixo de 8 a 10 °C e nem acima de 44 °C a 45 °C (FAO/WHO, 2003). No
entanto, segundo Germano e Germano (2011), este sorogrupo pode sobreviver até nove meses
a-20 °C, em carne moida, e resistir até 68 °C, podendo assim, sobreviver sob temperaturas de
refrigeracdo e congelamento. Dessa forma, leites crus e derivados, contaminados apds a
pasteurizacdo, podem representar um meio de sobrevivéncia e crescimento deste patdgeno
(GARCIA, 2006).

O leite cru foi reportado como um veiculo de E. coli O157:H7, em 1986, quando
criancas do Estado de Wisconsin nos EUA apresentaram quadros de colites
enterohemorragicas (CH) e de Sindrome Hemolitica Urémica (SUH) apds consumirem leite
cru de fazendas leiteiras (MARTIN et al., 1986). Outros estudos realizados com leite cru e
derivados verificaram a presenca de E. coli O157:H7 em diversos paises como na Malasia,
Turquia e Brasil (OKSUZ et al., 2004; CHYE et al., 2004; BATISTA et al., 2014).

A dose infectiva da espécie E. coli 0157 ainda € desconhecida. No entanto, por meio da
compilacdo de dados de surtos investigados e da habilidade do microrganismo de ser
transmitido de pessoa a pessoa, estima-se que a dose infectante encontre-se na faixa de 10
células por grama ou mililitro do alimento consumido (FDA, 2009).

O quadro de colite hemorragica apresenta diarreia sanguinolenta profusa, dor abdominal
intensa, e vomitos, com auséncia de febre. Geralmente os sintomas surgem quatro dias apés a
ingestdo do alimento contaminado, com variacdo de trés até nove dias (GERMANO;
GERMANO, 2011).

Em meédia 15 % das infeccbes por E. coli O157:H7, principalmente em criangas
menores de cinco anos de idade e idosos, podem evoluir para SUH caracterizada pela
destruicdo das celulas vermelhas do sangue e faléncia renal, a qual pode ser acompanhada de
deterioracdo neuroldgica e insuficiéncia renal crénica (EDUARDO et al., 2002; SANCHES et
al.,, 2010; FERNANDEZ-BRANDO et al., 2011). A SUH pode ser causada por outros

patogenos, no entanto em 85% dos casos a doenga ocorre depois de um episodio de

16



gastrenterite causada por EHEC, sendo E. coli O157:H7 responsavel por 70% dos casos
(PAULA et al., 2014).

O diagnostico é realizado por meio da pesquisa de bactérias nas fezes do paciente e sua
identificacdo através de métodos fenotipicos ou moleculares (TRABULSI; SAMPAIO, 1999).

Listeria monocytogenes

Dentre as espécies de Listeria, L. monocytogenes é a espécie de maior interesse para
salde publica, pois é patogénica para o ser humano e animais (SILVA, et al., 2001).

Séo bacilos Gram positivos, com 0,4 um de diametro e 1 a 1,5 um de comprimento,
formadores de esporos, produzem catalase e ndo oxidase. Se apresentam mdveis a
temperatura de 25 °C, resultando em uma motilidade em forma de “guarda-chuva”
(HITCHINS, 2003; RYSER; DONNELLY, 2001)

Trata-se de microrganismo ubiquo, que pode ser isolado do solo, agua, silagem,
plantas, esgoto, residuos de abatedouro, leite de vacas sadias e com mastite, e em fezes de
humanos e animais (MCCARTHY, 1990; FARBER; PETERKIN, 1991). Essa espécie €
sensivel a pasteurizacdo (RYSER; DONNELLY, 2001) e resistente a condigdes ambientais
adversas como baixo pH e altas concentracdes de NaCl (ROCOURT; BUCHRIESER, 2007).

L. monocytogenes € causadora da listeriose, doenca associada ao consumo de
alimentos contaminados com o patégeno, contaminacdo do recém-nascido durante o parto,
infeccdo cruzada no ambiente hospitalar e pelo contato de animais (MCLAUCHLIN, 2004).
Segundo Goulet et al. (2008) entre os alimentos frequentemente associados a listeriose de
origem alimentar estdo leite cru ou pasteurizado, queijos, sorvetes, vegetais crus, carnes e
derivados, aves, peixes e frutos do mar.

A listeriose se apresenta de duas formas, uma mais branda, que se apresenta como
doenga gastrintestinal autolimitada e ndo invasiva, caracterizada pelo desenvolvimento de
febre, diarréia, ndusea, vémito, dor de cabega e mialgia, dentro de 12 a 24 horas apés a
exposicdo (SALAMINA et al.,, 1996). A segunda forma é mais grave, e compromete
principalmente o sistema nervoso central, manifestando-se pelo aparecimento de meningite,
encefalite e abcessos ou provocando aborto. Endocardites e osteomielites também podem
ocorrer, mas sdo raras, sendo que o periodo de incubacdo pode variar de um dia a varias
semanas (RYSER, 1999).
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O primeiro relato de surto de listeriose associada ao consumo de alimentos ocorreu em
1979, em um hospital em Boston nos Estados Unidos. L. monocytogenes foi isolada em 20
pacientes internados ap0s o consumo de verduras contaminadas, que foram preparadas no
hospital (GAHAN; HILL, 2005). Outros surtos de listeriose envolvendo alimentos de origem
vegetal e animal foram relatados, incluindo surtos causados por consumo de leite
contaminado. Mais de 150 casos de listeriose, incluindo 54 mortes, foram relatadas pelo
consumo de leite pasteurizado e queijo estilo mexicano contendo o patdgeno nos Estados
Unidos (JAY, 2005).

Catéo e Ceballos (2001) em um estudo realizado com leite cru e pasteurizado de uma
indUstria de laticinios, no Estado da Paraiba, observaram que 33 (73,3%) das amostras de leite
cru e 9 (30%) das de leite pasteurizado estavam contaminadas com Listeria spp., sendo
identificadas L. monocytogenes em 17 (51,5%) amostras de leite cru e em 9 (100%) de leite
beneficiado (4 recém-pasteurizadas e 5 ensacadas).

Um estudo realizado por Almeida et al. (2013), os quais avaliaram a qualidade
microbioldgica de 30 amostras de leite in natura e 30 de leite pasteurizado, provenientes da
bacia leiteira do Médio Mearim no Estado do Maranhéo, detectaram que 10 % (n=03) das
amostras estavam contaminadas com Listeria spp.

Silva et al. (2003) em um estudo na Bahia, observaram a ocorréncia de L.
monocytogenes em 1% (2/218) das amostras avaliadas em duas inddstrias processadoras de
queijo tipo Minas frescal. A bactéria foi detectada no leite cru e no piso da sala de estocagem
de leite em apenas uma das inddstrias envolvidas no estudo.

Esper et al. em 2011 avaliaram a qualidade microbioldgica de ricotas comercializadas
na regido de Campinas, Sdo Paulo e caracterizaram o potencial patogénico das cepas isoladas
de Listeria monocytogenes. Os mesmos detectaram a presenca de L. monocytogenes em 6,7%
(3/45) das amostras, as quais se apresentaram com perfil genético, potencialmente patogénico
ao homem.

Com um numero frequente de surtos provocados por microrganismos patogénicos
presentes em leite e derivados € necessario um controle eficiente da contaminacdo na
producdo leiteira, desde sua producdo até ao seu beneficiamento nos laticinios. (STEELE et
al., 1997).
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Resumo — O presente estudo objetivou avaliar a qualidade sanitéria e a presenca de patdégenos
de amostras de leite bovino informal e processado. No periodo de maio a julho de 2015 foram
analisadas 55 amostras adquiridas em cinco municipios localizados no Recdncavo da Bahia.
A contagem de microrganismos psicrotréficos, mesofilos e termofilos foi realizada pelo
método de plagqueamento em profundidade em meio &gar padrdo de contagem e para a
quantificacdo dos coliformes totais e E.coli foi utilizado o meio Hicrome™ seletivo ECC. A
identificacdo da espécie Escherichia coli O157:H7 foi realizada utilizando o método rapido
Singlepath®- E. coli O157. A populacdo de Staphylococcus aureus foi estimada utilizando
placas Petrifilm™ ¢ a identificagdo da presenca de Listeria monocytogenes por meio do kit
Singlepath L'mono®. Foi evidenciada que houve maior contaminacdo e presenca de
patdgenos no leite cru informal quando comparado ao leite processado. No entanto observou-
se a presenca de coliformes totais em 14,28 %, Escherichia coli em 7,14 % e Escherichia coli
O157:H7 2,04% no leite processado. Sendo assim, salienta-se a importancia dos 6rgaos
competentes na fiscalizagdo contra a comercializacdo informal do leite informal, assim como
no acompanhamento das etapas de producéo do leite processado até sua comercializagéo.

Termos para indexac¢do: condi¢Oes higiénico-sanitarias, industria de laticinios, seguranca dos

alimentos.

Prevalence of pathogens and microbiological quality of milk marketed in the Bahia
Reconcavo

Abstract — This study aimed to evaluate the sanitary quality and the presence of pathogens of
informal bovine milk samples and processed. In the period from May to July 2015 were
analyzed 55 samples acquired in five municipalities in the Bahia Reconcavo. The count of
psychrotrophic, mesophilic and thermophilic was performed by plating method in depth
among count standard agar and for the quantification of total coliforms and Escherichia coli
was used through HiCrome ™ selective ECC. The identification of the species Escherichia
coli O157: H7 was performed using the fast method Singlepath®- E. coli O157. The
population of Staphylococcus aureus was estimated using Petrifilm ™ plates and identifying
the presence of Listeria monocytogenes by means of Singlepath L'Mono® Kit. It was evident
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that there was a greater contamination and presence of pathogens in the informal raw milk
when compared to processed milk. However it was observed the presence of total coliform
14.28 % Escherichia coli 7.14 % and Escherichia coli O157: H7 2.04 % in the processed
milk. Therefore, it stresses the importance of authorities in enforcement against the illegal
sale of informal milk, as well as the monitoring of milk production steps processed until
marketing.

Index terms: sanitary conditions, dairy industry, food safety.

Introducéo

Atualmente o Brasil € o quarto maior produtor de leite do mundo (USDA, 2015),
apresentando uma aquisicao de 24.049, 786 mil litros de leite cru em 2015. O Estado que
apresentou maior producdo foi Minas Gerais, apresentando um valor de 6.439,650 mil litros
de leite. Nesse mesmo ano, o Estado da Bahia contribuiu com a producdo de 332.449 mil
litros em 2015, tornando-se o maior produtor da regido Nordeste (IBGE, 2016).

No entanto as condicGes higiénicas deficientes durante os processos de obtencdo,
manipulacdo e conservacdo sdo as principais razdes para diminuicdo da qualidade do leite
produzido no Brasil (MENEZES et al., 2015), prejudicando o desenvolvimento econémico do
pais quanto a producdo leiteira.

Embora a legislacdo ndo permita a comercializa¢do do leite in natura, 0 seu consumo no
Brasil é uma pratica comum, a qual esta associada a fatores culturais, regionais e sociais
(BERSQOT et al., 2010). Este habito pode trazer sérios prejuizos a saude do consumidor, uma
vez que o leite € um excelente veiculo para microrganismos patogénicos, responsaveis por
diversas Doencas Transmitidas por Alimentos (DTA) (CLAEYS et al., 2013).

Buscando alternativas de comercializar um alimento mais seguro, quanto ao aspecto

higiénico sanitario e aumento do tempo de prateleira, as inddstrias de laticinios utilizam
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processamentos térmicos que diminuem a carga microbiana inicial do leite cru, como a
pasteurizacdo e a Ultra High Temperature (UHT).

Todavia, estudos comprovam essa realidade da ma qualidade do leite processado
produzido no Brasil ( WESCHENFELDER et al., 2016; PEREIRA et al., 2013; TAMANINI et
al., 2011), a qual é influenciada ndo somente pela matéria prima, mas também pela falta de
controle sanitario pos-processamento, principalmente no momento do envase do produto.
Sendo assim, tornam-se imprescindiveis os cuidados com a contaminacdo do leite durante a
ordenha e armazenamento, visando diminuir a multiplicacdo microbiana e obter-se um
produto de qualidade (SALVADOR, 2012).

Diante da importancia econdmica que o leite representa no pais, assim como o risco que o
seu consumo pode ocasionar a populacdo, vista ser um produto que favoreca a multiplicacdo
microbiana, o presente estudo tem como objetivo avaliar a qualidade sanitaria do leite cru
informal e UHT, comercializados em cidades do Reconcavo da Bahia. Assim como ser um
instrumento de alerta para os 6rgdos competentes quanto a importancia da fiscalizacdo nas

propriedades leiteiras e no comércio da regido.

Material e Métodos

No periodo de maio a julho de 2015, foram analisadas no total 55 amostras de leite
bovino, das quais quatro amostras de leite informal e sete amostras de leite UHT integral de
diferentes marcas nacionais de cada municipio. As amostras foram adquiridas por meio de
compra em cinco municipios localizados no Recéncavo da Bahia (Cruz das Almas, Sapeacu,
Governador Mangabeira, Muritiba e S&o Felipe). Durante a coleta das amostras de leite UHT,
a integridade fisica, hermeticidade e conformacdo das embalagens, assim como os lotes,

foram considerados como critérios de selecéo.
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Apbs a coleta as amostras foram mantidas em caixas isotérmicas contendo gelo
reciclavel, sendo imediatamente encaminhadas para o Laboratorio de Investigacdo Analitica
de Alimentos e de Agua do Centro de Ciéncias Agrarias, Ambientais e Bioldgicas da
Universidade Federal do Recdncavo da Bahia.

As embalagens de leite informal e UHT inicialmente foram lavadas com é&gua e
detergente neutro, secas com papel descartavel branco, higienizadas com etanol a 70 % e
homogeneizadas (invertendo-se 25 vezes). Previamente as amostras de leite UHT foram
incubadas a 35-37 °C durante sete dias, segundo a legislacdo vigente (BRASIL, 1997;
BRASIL, 2001).

Para a realizacdo da contagem de microrganismos psicrotroficos, mesofilos e terméfilos
foi utilizada a técnica de plagueamento em profundidade (Pour plate), a qual foi realizada
com o meio de cultura Agar Padrdo de Contagem (PCA), (APHA 1.05463.0500). Foi
transferido 1 mL de cada diluicio para placas de Petri esterilizadas contendo 25 mL do Agar
previamente fundido e aquecido a 43-45 °C. Ap6s homogeneizacdo e solidificacao, as placas
foram incubadas em estufa em 7 °C/10 dias, 35 °C/48h, 50 °C/48h para psicrotréficos,
mesofilos e termofilos respectivamente.

A quantificacdo dos coliformes foi realizada utilizando o meio Agar HiCrome™
Seletivo ECC - M1294 Himedia® (ISO 9001:2008). Toda a metodologia foi realizada
conforme orienta¢Oes do fabricante. Sendo consideradas colonias tipicas de coliformes totais
as coldnias que apresentavam coloragéo salméo a vermelham e Escherichia coli col6nias azul
escuro a violeta.

A populagédo de Staphylococcus aureus foi estimada por meio do método rapido em
placas (3M Company) Petrifilm™ (AOAC 2003.11), as instrugdes foram seguidas conforme
o fabricante. As colbnias que se apresentaram na cor vermelho-violeta foram consideradas

tipicas de S.aureus.
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Para analise de E. coli O157:H7 inicialmente foi realizada uma etapa de
enriquecimento, as amostras foram adicionadas ao caldo de enriguecimento seletivo MTSB
Novobiocina da MERCK™ e incubadas a 35 °C a 37 °C durante 18-24 horas (AHMED;
SHIMAMOTO, 2014).

Para identificacdo da espécie E. coli O157:H7 foi utilizado o método rapido de rastreio
imunolodgico Singlepath®- E. coli 0157 da MERCK™ (AOAC 010407) e as instrucdes foram
seguidas conforme orientacdes do fabricante. Os dispositivos de teste foram incubados a
temperatura ambiente e observou-se o resultado do teste em 20 minutos imediatamente apds
aplicacdo da amostra ao dispositivo. O resultado da presenca da cepa de E. coli O157:H7 foi
considerado negativo quando somente uma linha vermelha apareceu na zona de controle (C) e
considerada positiva quando as linhas vermelhas apareceram em ambos os testes (T) e de
controle (C).

A identificacdo de Listeria monocytogenes foi realizada por meio do kit rapido
Singlepath L'mono® da MERCK™ (1.04148.0001). Para o enriquecimento seletivo, as
amostras de leite foram previamente adicionadas ao caldo Infusdo de Cérebro e
Coracdo (BHI) e incubadas a 29-30 °C durante 24 horas. Foi considerada positiva a presenca
de Listeria monocytogenes nos Kits que apresentaram uma linha vermelha na zona teste (T) e
na zona de controle (C) do dispositivo. E considerada negativo quando nenhuma linha
vermelha apareceu na zona de teste (T), mas apareceu claramente na zona de controle (C).

A média do numero de coldnias contadas em todas as placas foi multiplicada pelo fator
de diluicdo correspondente e os resultados foram expressos em log UFC/ mL (BRASIL,
2003).

A anélise estatistica foi realizada por meio do software SPSS versdo 17. Por meio da
analise descritiva foram calculadas as meédias e desvio padrdo das contagens de

microrganismos encontradas.

38



As medias foram comparadas pelo teste T student para amostras independentes
avaliando se hé diferencas na quantidade de microrganismos segundo tipo de leite. . Para
analise das categorias qualitativas foi utilizado o teste de qui-quadrado de Pearson. Valores de

p <0,05 foram considerados significantes.

Resultados e Discussao

Como a comercializagdo do leite cru é ilegal, ndo existem parametros pela legislacao
para esse tipo de produto. Utilizando a Instrugdo Normativa n° 62 de 29 de dezembro de 2011
(BRASIL, 2011) para leite cru refrigerado utilizado para processamento, a presenca de
microrganismos mesofilos foi confirmada em 80,95 % das amostras, das quais 76,47 %
estavam acima do valor permitido pela legislagao de 5,87 log UFC/mL (BRASIL, 2011). Das

cinco cidades avaliadas trés apresentaram médias acima do valor aceitavel (Tabela 1).

Tabela 1. Médias e variacBes das populacbes microbianas em amostras de leite cru
comercializados informalmente em cidades do Recéncavo da Bahia 2015.

Microrganismos Municipios Legislacéo
(log UFC/ mL) A B C D
IN 62/2011
Mesofilos 9,17 8,7 6,34 5,84 5,13 5,87
(761a9,75) (6,6a9,75) (<la875) (<la875) (<la5,13)
Pscicrotrdéficos 7,11 4,93 4,57 3,80 2,18 SD
(<1a9,75) (4a5,48) (<1 a8,75) (1,9a5,62) (<1a2,18)
Termofilos 6,17 <1 <1 1,62 <1 SD
(<1a6,17) (<1a2,23)
Coliformes 8,17 6,29 6,56 5,32 5,03 SD
Totais (5,86a9,75) (521a6,94) (4,18a8,75) (1,6a8,75) (<la5,03)
E.coli 2,35 1,63 3,49 1,85 1,60 SD

(095a6,2) (<lal95) (<1a875) (<1al85) (<1a1,60)

Fonte: Dados da pesquisa SD: Valores sem determinacdo na legislagéo.
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A alta populacdo de microrganismos mesoéfilos no leite informal analisado pode ser
atribuida a provaveis inadequacOes sanitarias durante a ordenha e principalmente pela
auséncia de refrigeracdo no transporte, armazenamento e comercializacdo desse produto. Foi
observado durante a coleta que grande parte das amostras eram comercializadas sem
refrigeracdo, contribuindo diretamente para a proliferacdo de microrganismos mesofilos, vista
que sua temperatura ideal para crescimento encontra-se em torno da temperatura ambiente.

Silva et al. (2010) avaliaram a qualidade fisico-quimica e microbiologica do leite cru
de uma Granja Leiteira no Rio Grande do Sul e verificaram que das seis amostras analisada
do leite , trés estava acima dos valores preconizados em Brasil (2011) para microrganismos
mesofilos. Assim como o atual estudo, Silveira e Bertagnolli (2014) analisaram a qualidade
do leite cru comercializado informalmente em feiras livres no municipio de Santa Maria-RS,
detectaram que trés das dez amostras analisadas estavam em desacordo com os parametros da
Instrucdo Normativa n° 51, de 20 de setembro de 2002 para microrganismos mesofilos em
leite refrigerado.

Em contrapartida, as amostras de leite UHT estavam de acordo com a Portaria n® 146
de 07 de marco de 1996, que considera aceitavel valores até 2 log UFC/ mL para meso6filos.
Um estudo realizado por Frata et al. (2014) apresentou resultados semelhantes, em que todas
as amostras analisadas apresentaram-se dentro do limite maximo para mesofilos em leite
UHT. No entanto DOMARESKI et al. (2010) ao avaliarem leites UHT comercializados em
trés paises do Mercosul, sendo eles Brasil, Argentina e Paraguai, encontraram,
respectivamente 37,5%, 62,5% e 12,5% de bactérias aerobias mesofilas presentes no produto
aestando em desacordo com 0s critérios microbioldgicos estabelecidos para o leite UHT.

A temperatura de armazenamento associada ao tipo e carga microbiana inicial s@o
parametros que contribuem para proliferacdo de bactérias durante o armazenamento do leite

cru, mesmo quando este € submetido a baixas temperaturas. O leite cru, quando submetido a
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baixas temperaturas por longos periodos pode apresentar microrganismos psicrotréficos e sua
concentracdo no leite pode estar associada as condi¢des de obtencéo do produto.

A legislacdo brasileira (BRASIL, 2001; 2011) ndo estabelece um limite méaximo
permitido de microrganismos psicrotroficos e termdfilos, porém de acordo com o
Regulamento de Inspecdo Industrial e Sanitaria de Produtos de Origem Animal (RIISPOA)
(BRASIL, 1980), o leite deve apresentar no maximo 10% de microrganismos psicrotroficos e
termofilos em relacdo a contagem total de mesofilos.

Seguindo essa recomendacdo, somente 9,52 % das amostras de leite cru se apresentaram
com os padrdes ideais para microrganismos pisicrotroficos no presente estudo. Zeni et al.
(2013) verificaram a incidéncia de microrganismos psicrotréficos e mesofilos no leite cru
destinado a producao de leite UHT. As amostras de leite cru refrigerado mostraram contagens
para mesofilos e psicrotréficos acima de 6 log UFC/mL, valores estes que podem interferir na
qualidade e no tempo de vida de prateleira do produto final.

Normalmente o leite cru apresenta poucos microrganismos termdfilos, no entanto o
atual estudo obteve valores divergentes da literatura, pois 0s municipios A e D apresentaram
contagem desse microrganismo no leite cru com médias de 6,17 log UFC/mL e 1,62 log
UFC/mL respectivamente, representando 14,28 % das amostras que estavam acima de 10 %
guanto aos microrganismos mesoéfilos, estando em desacordo com a legislacdo (BRASIL,
1980). No leite UHT houve multiplicacdo microbiana de <1 log UFC/mL em todas as
amostras.

Quanto a quantificacdo de coliformes totais no leite cru, 90,47 % das amostras
apresentaram-se acima de 5 log UFC/ mL. Embora néo exista limite maximo permitido para
coliformes totais em leite cru pela legislacdo sanitaria vigente, considera-se uma alta carga

microbiana nas amostras avaliadas. A presenca desse grupo de microrganismos indicam
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falhas no controle higiénico do produto, assim como a possivel presenca de microrganismos
patogénicos.

Corraborando com os resultados do atual estudo, Dias et al. (2015) avaliaram as
condicdes higiénico-sanitarias de leite cru comercializado em mercados publicos no norte do
Piaui e 100 % das 16 amostras analisadas de leite cru apresentaram-se positivas para
coliformes totais e termotolerantes.

Em um estudo realizado na cidade de Solanea, na Paraiba, por Amaral e Santos
(2011), as amostras de leite cru comercializadas por ambulantes apresentaram valores
superiores a 1.100 NMP/mL de coliformes totais e termotolerantes. Outro estudo com
resultados semelhantes foi desenvolvido por Maciel et al. (2008), os quais analisaram 30
amostras de leite cru informal e todas as amostras apresentaram presenca de coliformes
totais.

Os municipios A e B apresentaram médias de populacdo de coliformes totais no leite
UHT de 0,87 log UFC/mL e 2,25 log UFC/mL respectivamente. Dessa forma esses produtos
foram considerados improprios para o consumo, haja vista que de acordo com a Portaria n°
370 de 04 de setembro de 1997, o leite UHT ndo deve conter microrganismos capazes de se
proliferar em condicBes normais de armazenamento e distribuicdo, apds uma incubacdo na
embalagem fechada a 25-37 °C, durante sete dias.

Segundo Menezes et al. (2015) o manejo higiénico da ordenha, a lavagem e
desinfeccdo de utensilios e equipamentos sdo também fundamentais para evitar a
contaminacdo do leite por coliformes. Sendo assim, € de suma importancia que haja
treinamento com os produtores leiteiros quanto as condic¢des higiénicas em todas as etapas de
obtencéo e comercializacao do leite cru, visando garantir a qualidade sanitaria do produto que

sera usado para industrializagéo.
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A presenca de E. coli foi detectada em amostras de leite cru de todos 0s municipios,
com variagdo de <1 e 1,64 log UFC/ mL e no leite UHT somente em um municipio com
média de 1,46 log UFC/ mL. Sua presenca e populagdo elevada no leite sdo de grande
importancia para saude publica, pois esse microrganismo é considerado como o principal
indicador de contaminacédo de origem fecal, além de existirem cepas patogénicas.

Por meio da analise microbioldgica do leite cru, foi evidenciada a presenca de
Staphylococcus aureus em 76,19 % das amostras avaliadas, com variacdo da populagédo de <1
a 9,0 log UFC/mL. No leite UHT as amostras analisadas apresentaram valores inferiores a <1
log UFC/ mL. Ao realizar-se a analise de comparacdo de médias através do teste T student,
verificou-se que houve diferenca estatistica em relacdo ao leite in natura e o leite UHT,
considerando o leite in natura com maior contaminacao (p<0,05).

Embora ndo exista um limite maximo permitido para Staphylococcus aureus em leite
cru, sabe-se que a presenca desse microrganismo esta associada a ma higienizacdo das maos
dos manipuladores, utensilios utilizados durante a ordenha, mas condi¢bes de
armazenamento, transporte e comercializacdo. Esses possiveis meios de contaminacdo foram
observados durante a coleta das amostras. Algumas se encontravam em recipientes
inapropriados, sem identificacdo e apresentando sujidades, outras ndo estavam refrigeradas, o
que pode ter contribuido para a multiplicacdo desse microrganismo na maioria das amostras.

Quando observada a média da contagem das popula¢des de S.aureus nos municipios
pode-se concluir que estes apresentaram valores semelhantes, demostrando que a presenca e a
populacéo elevada de S.aureus é comum no leite cru informal (Tabela 2).

Tabela 2. Médias e variacGes das populacbes de Staphylococcus aureus encontradas em

amostras de leite cru comercializados informalmente em cidades do Recbncavo da Babhia,
2015.

Microrganismos Municipios Legislacéo
(log UFC/ mL) A B © D E IN 62/2011
Staphylococcus 6,06 2,70 2,69 2,04 3,12 SD
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aureus (354a9,75) (1,78a418) (<la413) (<1a204) (<la312)

Fonte: Dados da pesquisa SD: Valores sem determinacdo na legislacgéo.

Corraborando com os resultados do presente estudo foi realizada um pesquisa que
avaliou a qualidade microbiologica do leite cru, comercializado informalmente na cidade de
Areia (PB) e foi observado que 80 % das amostras estavam contaminadas por Staphylococcus
sp, sendo que em 30 % delas presumiu-se tratar de S. aureus (SOUZA; NOGUEIRA,;
NUNES, 2011). Alves et al. (2009) avaliaram a qualidade microbioldgica do leite cru
comercializados informalmente na cidade de S&o Luis (MA), e detectaram a presenca de
cepas de Staphylococcus coagulase positiva em 31,0 % das amostras.

Em relacéo ao leite UHT, resultados semelhantes foram encontrados por Nascentes e
Araljo (2012) em trabalho que objetivou realizar a comparagdo da qualidade microbioldgica
de leite cru, pasteurizado e UHT comercializados na cidade de Patos de Minas (MG),
observou que 100 % das amostras leite cru analisadas estavam contaminadas por S.aureus,
enguanto nenhuma das amostras apresentou crescimento desse microrganismo no leite UHT.

Quanto a presenca de E.coli O157:H7 em amostras de leite cru e UHT foi constada a
presenca em 6,12 % e 2,04 %, respectivamente, sendo um potencial risco ao consumidor, pois
se trata de uma cepa patogénica. Verificou-se a partir da analise das categorias qualitativas
pelo o teste de qui-quadrado de Pearson, que ndo houve diferenga significativa entre os tipos
de leite estudados quanto a presenca de E.coli O157:H7 (p>0,05).

Por se tratar de um microrganismo sensivel aos danos causados pelo calor, este pode ser
facilmente destruido durante o seu processamento, no entanto a contaminacdo pos-
processamento pode ocorrer, devido a sua capacidade de formar biofilmes e, assim, estar
presente nos utensilios e equipamentos. Segundo Pillai e Jesudhasan (2006), a capacidade de
E.coli O157:H7 em formar biofilme pode ser atribuida ao sinal auto-indutor-2 (Al-2),

envolvido na regulacéo dos genes da quimiotaxia, sintese flagelar e motilidade.
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Batista et al. (2014) avaliando os parametros higiénico-sanitario do leite cru em vinte e
seis propriedades do Recdncavo da Bahia (BA), encontraram uma amostra positiva de E.coli
O157:H7.

Esses dados justificam a importancia de estudos permanentes com leite cru e
processado, que enfatizem a necessidade da ndo comercializacdo do leite informal
diretamente para o consumidor, assim como o0s cuidados higiénicos durante o poés-
processamento do leite.

Salienta-se que a presenca da E. coli O157:H7 no leite UHT ¢ ainda mais preocupante,
pois se trata de um alimento submetido a processamento de esterilizacdo comercial, no qual o
consumidor pode ser um possivel alvo de contaminacdo por esse microrganismo patogénico,
por adquirir um alimento inseguro.

Quanto a analise de Listeria monocytogenes, o resultado de todas as amostras de leite
estudadas foram negativos. Em estudo que objetivou analisar a presenca de Listeria spp. em
leite cru e pasteurizado, 10 % das amostras do leite cru apresentaram contaminacdo por esse
microrganismo e nenhum das amostras de leite pasteurizado apresentou presenca
(ALMEIDA; PEREIRA; COSTA, 2013).

Embora os resultados deste estudo sejam negativos quanto a presenca de Listeria
monocytogenes, sabe-se que a sua presenca no leite é preocupante, pois trata-se de um
microrganismo altamente patogénico responsavel por surtos de listeriose disseminados pelo
mundo. A auséncia de deteccdo desse microrganismo patogénico também pode estar
relacionada com a baixa capacidade de competi¢do por nutrientes que 0 mesmo apresenta,
podendo estar presente, porém nédo detectavel.

Dessa forma considerando todos os aspectos avaliados e os resultados encontrados dos
microrganismos indicadores da qualidade sanitaria e patogénicos no leite cru informal nos

municipios avaliados, as amostras analisadas estdo em desacordo com a legislacdo utilizada
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para leite cru refrigerado (BRASIL, 2011), no que tange aos aspetos microbioldgicos. Sendo
um risco a saude publica podendo veicular surtos de DTA.

A implantacdo de Boas Praticas de manipulacdo deve ser realizada pelos produtores,
objetivando reduzir os problemas ocasionados pela obtencdo e manipulagéo incorreta do leite
cru nas fazendas, assim como no armazenamento, transporte e comercializacdo do produto
final, apds o processamento adequado. Medidas eficientes de erradicacdo da comercializacdo
do leite cru também devem ser tomadas pelos 6rgdos publicos competentes, ja que ndo deve
haver a comercializacdo desse produto diretamente para o consumidor.

Quanto a qualidade microbioldgica das amostras de leite UHT comercializados nos
municipios avaliados, foi possivel constatar que algumas amostras se encontravam improprias
0 consumo, possivelmente pela contaminacdo microbiana pos-processamento, inclusive de
patégenos como E.coli e E.coli O157:H7.

No presente estudo, o fato dos microrganismos estudados ndo serem resistentes a
temperaturas extremas, como no processamento do leite UHT, sugere-se que as amostras que
apresentaram contagem e presenca de microrganismos patogénicos, foram contaminadas pos-
processamento térmico, no momento do envase ou por meio de biofilmes presentes nos
equipamentos, ou que o processamento foi ineficiente. Segundo Vittori et al. (2008) a
contaminacdo pds-processamento pode ser decorrente da deficiéncia na esterilizacdo das
embalagens ou de uma recontaminacgdo provocada pelos manipuladores.

O surgimento de biofilmes em ambientes de processamento de leite contribui para
aumento da probabilidade de contaminacdo microbiana dos produtos lacteos processados,
podendo conter microrganismos deteriorantes e/ou patogénicos (MARCHAND et al., 2012).

A ma qualidade do leite cru utilizado como matéria prima e problemas na preservacao

durante a comercializacdo também podem resultar em contaminacdo microbiana no leite
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processado, havendo chances de deterioragdo do leite muito antes do que o tempo de
preservacdo recomendado (DEY; KARIM, 2013).

Sendo assim, € necessario que a indastria produtora de leite processado garanta a
qualidade do produto por meio do controle sanitario durante todas as etapas de

processamento, desde a obtencdo da matéria prima até a sua comercializacao.

Conclusodes

1. O leite cru comercializado informalmente é um perigo para os consumidores, vista a
presenca de altas taxas de microrganismos indicadores e patogénicos nele
encontrados.

2. Quanto ao leite UHT conclui-se que pode ter ocorrido uma falha de controle sanitario
pOs-processamento que ocasionou a presenca de cepas de coliformes totais, E.coli e
E.coli O157:H7 no leite comercializado.

3. Houve resultados negativos para L. monocytogenes em todas as amostras analisadas.
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CONSIDERACOES FINAIS

Diante dos dados encontrados a partir da analise microbiol6gica do leite bovino
comercializado no Recdncavo é possivel concluir que a comercializa¢do informal do leite in
natura € um risco a populacgdo, pois se trata de um alimento com baixa qualidade sanitaria e
com altas taxas de microrganismos patogénicos. Além disso, foi possivel verificar a presencga
de coliformes totais e E.coli e E.coli O157:H7 em amostras de leite UHT, sugerindo-se que
pode ter ocorrido uma falha de controle sanitario pds-processamento, 0 que ocasionou a
presenca desses microrganismos no leite comercializado, tornando-o inseguro o Seu
consumo.

Dessa forma, esses resultados salientam a importancia da proibicdo da comercializagdo do
leite in natura pelos 6rgdos competentes, assim como no acompanhamento das etapas de
producdo do leite UHT, ressaltando a necessidade da utilizacdo das boas préaticas de higiene
durante o seu beneficiamento até sua comercializacdo, visando a producdo segura do

alimento.
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Normas para Revista Pesquisa Agropecuaria Brasileira

A revista Pesquisa Agropecuéria Brasileira (PAB) é uma publicacdo mensal da Embrapa, que
edita e publica trabalhos técnico-cientificos originais, em portugués, espanhol ou inglés,
resultantes de pesquisas de interesse agropecuario. A principal forma de contribuicdo é o
Artigo, mas a PAB também publica Notas Cientificas e Revisdes a convite do Editor.

Forma e preparacao de manuscritos

Os trabalhos enviados a PAB devem ser inéditos (ndo terem dados — tabelas e figuras —
publicadas parcial ou integralmente em nenhum outro veiculo de divulgacdo técnico-
cientifica, como boletins institucionais, anais de eventos, comunicados técnicos, notas
cientificas etc.) e ndo podem ter sido encaminhados simultaneamente a outro periodico
cientifico ou técnico. Dados publicados na forma de resumos, com mais de 250 palavras, ndo
devem ser incluidos no trabalho.

- S&o considerados, para publicacdo, os seguintes tipos de trabalho: Artigos Cientificos, Notas
Cientificas e Artigos de Revisao, este ultimo a convite do Editor.

- Os trabalhos publicados na PAB sdo agrupados em areas técnicas, cujas principais sao:
Entomologia, Fisiologia Vegetal, Fitopatologia, Fitotecnia, Fruticultura, Genética,
Microbiologia, Nutricdo Mineral, Solos e Zootecnia.

- O texto deve ser digitado no editor de texto Microsoft Word, em espaco duplo, fonte Times
New Roman, corpo 12, folha formato A4, com margens de 2,5 cm e com paginas e linhas
numeradas.

Organizacao do Artigo Cientifico
A ordenacao do artigo deve ser feita da seguinte forma:

- Artigos em portugués - Titulo, autoria, enderegos institucionais e eletrénicos, Resumo,
Termos para indexacdo, titulo em inglés, Abstract, Index terms, Introducdo, Material e
Métodos, Resultados e Discussdo, Conclusdes, Agradecimentos, Referéncias, tabelas e
figuras.

- Artigos em inglés - Titulo, autoria, enderegos institucionais e eletronicos, Abstract, Index
terms, titulo em portugués, Resumo, Termos para indexagdo, Introduction, Materials and
Methods, Results and Discussion, Conclusions, Acknowledgements, References, tables,
figures.

- Artigos em espanhol - Titulo, autoria, enderecos institucionais e eletrénicos, Resumen,
Teérminos para indexacion; titulo em inglés, Abstract, Index terms, Introduccién, Materiales y
Métodos, Resultados y Discusion, Conclusiones, Agradecimientos, Referencias, cuadros e
figuras.
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- O titulo, o resumo e os termos para indexacdo devem ser vertidos fielmente para o inglés, no
caso de artigos redigidos em portugués e espanhol, e para o portugués, no caso de artigos
redigidos em inglés.

- O artigo cientifico deve ter, no maximo, 20 paginas, incluindo-se as ilustracdes (tabelas
e figuras), que devem ser limitadas a seis, sempre que possivel.

Titulo

- Deve representar o conteldo e o objetivo do trabalho e ter no maximo 15 palavras,
incluindo-se os artigos, as preposicoes e as conjuncoes.

- Deve ser grafado em letras mindsculas, exceto a letra inicial, e em negrito.
- Deve ser iniciado com palavras chaves € ndo com palavras como “efeito” ou “influéncia”.

- Nao deve conter nome cientifico, exceto de espécies pouco conhecidas; neste caso,
apresentar somente o nome binério.

- Ndo deve conter subtitulo, abreviagdes, formulas e simbolos.

- As palavras do titulo devem facilitar a recuperacdo do artigo por indices desenvolvidos por
bases de dados que catalogam a literatura.

Nomes dos autores

- Grafar os nomes dos autores com letra inicial maidscula, por extenso, separados por virgula;

[P (Y]

os dois ultimos sdo separados pela conjungdo “e”, “y” ou “and”, no caso de artigo em
portugués, espanhol ou em inglés, respectivamente.

- O ultimo sobrenome de cada autor deve ser seguido de um nimero em algarismo arabico,
em forma de expoente, entre parénteses, correspondente a chamada de endereco do autor.

Endereco dos autores

- S&o apresentados abaixo dos nomes dos autores, 0 home e o endereco postal completos da
instituicdo e o endereco eletrénico dos autores, indicados pelo nimero em algarismo arébico,
entre parénteses, em forma de expoente.

- Devem ser agrupados pelo endereco da instituicéo.

- Os enderecos eletrdnicos de autores da mesma institui¢cdo devem ser separados por virgula.

Resumo

- O termo Resumo deve ser grafado em letras minusculas, exceto a letra inicial, na margem
esquerda, e separado do texto por travessao.
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- Deve conter, no maximo, 200 palavras, incluindo numeros, preposicdes, conjuncdes e
artigos.

- Deve ser elaborado em frases curtas e conter o objetivo, o material e os métodos, 0s
resultados e a conclusao.

- Né&o deve conter citacdes bibliograficas nem abreviaturas.
- O final do texto deve conter a principal conclusdo, com o verbo no presente do indicativo.
Termos para indexacao

- A expressdo Termos para indexacdo, seguida de dois-pontos, deve ser grafada em letras
minudsculas, exceto a letra inicial.

- Os termos devem ser separados por virgula e iniciados com letra minascula.

- Devem ser no minimo trés e no maximo seis, considerando-se que um termo pode possuir
duas ou mais palavras.

- N&o devem conter palavras que componham o titulo.
- Devem conter o0 nome cientifico (s6 0 nome binario) da espécie estudada.

- Devem, preferencialmente, ser termos contidos no AGROVOC: Multilingual Agricultural
Thesaurus ou no Indice de Assuntos da base SCiELO .

Introducéo

- A palavra Introducgdo deve ser centralizada e grafada com letras mindsculas, exceto a letra
inicial, e em negrito.

- Deve apresentar a justificativa para a realizacdo do trabalho, situar a importancia do
problema cientifico a ser solucionado e estabelecer sua relagdo com outros trabalhos
publicados sobre o0 assunto.

- O ltimo paragrafo deve expressar 0 objetivo de forma coerente com o descrito no inicio do
Resumo.

Material e Métodos

- A expressdao Material e Métodos deve ser centralizada e grafada em negrito; os termos
Material e Métodos devem ser grafados com letras mindsculas, exceto as letras iniciais.

- Deve ser organizado, de preferéncia, em ordem cronologica.

- Deve apresentar a descri¢do do local, a data e o delineamento do experimento, e indicar 0s
tratamentos, o0 nimero de repeticdes e o tamanho da unidade experimental.

- Deve conter a descri¢do detalhada dos tratamentos e variaveis.
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- Deve-se evitar 0 uso de abreviagdes ou as siglas.

- Os materiais e os métodos devem ser descritos de modo que outro pesquisador possa repetir
0 experimento.

- Devem ser evitados detalhes supérfluos e extensas descri¢Bes de técnicas de uso corrente.
- Deve conter informacéo sobre os métodos estatisticos e as transformacdes de dados.

- Deve-se evitar o uso de subtitulos; quando indispensaveis, grafa-los em negrito, com letras
minusculas, exceto a letra inicial, na margem esquerda da pagina.

Resultados e Discussao

- A expressao Resultados e Discussdo deve ser centralizada e grafada em negrito, com letras
minusculas, exceto a letra inicial.

- Todos os dados apresentados em tabelas ou figuras devem ser discutidos.
- As tabelas e figuras sao citadas seqiiencialmente.

- Os dados das tabelas e figuras ndo devem ser repetidos no texto, mas discutidos em relacéo
aos apresentados por outros autores.

- Evitar o uso de nomes de variaveis e tratamentos abreviados.
- Dados néo apresentados ndo podem ser discutidos.

- N&o deve conter afirmacfes que ndo possam ser sustentadas pelos dados obtidos no préprio
trabalho ou por outros trabalhos citados.

- As chamadas as tabelas ou as figuras devem ser feitas no final da primeira oracdo do texto
em questdo; se as demais sentencas do paragrafo referirem-se a mesma tabela ou figura, ndo é
necessaria nova chamada.

- N&o apresentar 0s mesmos dados em tabelas e em figuras.

- As novas descobertas devem ser confrontadas com o conhecimento anteriormente obtido.

Conclusodes

- O termo Conclusdes deve ser centralizado e grafado em negrito, com letras minusculas,
exceto a letra inicial.

- Devem ser apresentadas em frases curtas, sem comentarios adicionais, com o verbo no
presente do indicativo.

- Devem ser elaboradas com base no objetivo do trabalho.
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- N&o podem consistir no resumo dos resultados.

- Devem apresentar as novas descobertas da pesquisa.
- Devem ser numeradas e no maximo cinco.
Agradecimentos

- A palavra Agradecimentos deve ser centralizada e grafada em negrito, com letras
minudsculas, exceto a letra inicial.

- Devem ser breves e diretos, iniciando-se com “Ao, Aos, A ou As” (pessoas ou institui¢des).
- Devem conter o motivo do agradecimento.
Referéncias

- A palavra Referéncias deve ser centralizada e grafada em negrito, com letras minusculas,
exceto a letra inicial.

- Devem ser de fontes atuais e de periodicos: pelo menos 70% das referéncias devem ser dos
ultimos 10 anos e 70% de artigos de periddicos.

- Devem ser normalizadas de acordo com a NBR 6023 da ABNT, com as adaptacdes descritas
a sequir.

- Devem ser apresentadas em ordem alfabética dos nomes dos autores, separados por ponto-e-
virgula, sem numeracao.

- Devem apresentar 0s nomes de todos os autores da obra.

- Devem conter os titulos das obras ou dos periddicos grafados em negrito.

- Devem conter somente a obra consultada, no caso de citacdo de citagéo.

- Todas as referéncias devem registrar uma data de publicacdo, mesmo que aproximada.

- Devem ser trinta, no maximo.

Exemplos:

- Artigos de Anais de Eventos (aceitos apenas trabalhos completos)

AHRENS, S. A fauna silvestre e 0 manejo sustentavel de ecossistemas florestais. In:
SIMPOSIO LATINO-AMERICANO SOBRE MANEJO FLORESTAL, 3., 2004, Santa

Maria. Anais.Santa Maria: UFSM, Programa de Pds-Graduacdo em Engenharia Florestal,
2004. p.153-162.
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- Artigos de periddicos

SANTOS, M.A. dos; NICOLAS, M.F.; HUNGRIA, M. Identificacdo de QTL associados &
simbiose entre Bradyrhizobium japonicum, B. elkanii e soja. Pesquisa Agropecuéria
Brasileira, v.41, p.67-75, 2006.

- Capitulos de livros

AZEVEDO, D.M.P. de; NOBREGA, L.B. da; LIMA, E.F.; BATISTA, F.A.S.; BELTRAO,
N.E. de M. Manejo cultural. In: AZEVEDO, D.M.P.; LIMA, E.F. (Ed.). O agronegdcio da
mamona no Brasil. Campina Grande: Embrapa Algodao; Brasilia: Embrapa Informacéo
Tecnologica, 2001. p.121-160.

- Livros
OTSUBO, A.A.; LORENZI, J.O. Cultivo da mandioca na Regido Centro-Sul do Brasil.

Dourados: Embrapa Agropecuaria Oeste; Cruz das Almas: Embrapa Mandioca e Fruticultura,
2004. 116p. (Embrapa Agropecuéaria Oeste. Sistemas de producéo, 6).

- Teses

HAMADA, E. Desenvolvimento fenol6gico do trigo (cultivar IAC 24 - Tucurui),
comportamento espectral e utilizacdo de imagens NOAA-AVHRR. 2000. 152p. Tese
(Doutorado) - Universidade Estadual de Campinas, Campinas.

- Fontes eletronicas

EMBRAPA AGROPECUARIA OESTE. Avaliagio dos impactos econdmicos, sociais e
ambientais da pesquisa da Embrapa Agropecuaria Oeste: relatorio do ano de 2003. Dourados:
Embrapa Agropecuéria Oeste, 2004. 97p. (Embrapa Agropecuaria Oeste. Documentos, 66).
Disponivel em: . Acesso em: 18 abr. 2006.

CitacOes

- N&o sdo aceitas citacdes de resumos, comunicacao pessoal, documentos no prelo ou
qualquer outra fonte, cujos dados ndo tenham sido publicados. - A autocitacdo deve ser
evitada. - Devem ser normalizadas de acordo com a NBR 10520 da ABNT, com as
adaptacdes descritas a seguir.

- Redacéo das citacdes dentro de parénteses

- Citagdo com um autor: sobrenome grafado com a primeira letra maidscula, seguido de
virgula e ano de publicacdo.

- Citag@o com dois autores: sobrenomes grafados com a primeira letra maiuscula, separados
pelo "e" comercial (&), seguidos de virgula e ano de publicag&o.

- Citagdo com mais de dois autores: sobrenome do primeiro autor grafado com a primeira
letra maidscula, seguido da expressao et al., em fonte normal, virgula e ano de publicacéo.
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- Citacd@o de mais de uma obra: deve obedecer a ordem cronoldgica e em seguida a ordem
alfabética dos autores.

- Citacdo de mais de uma obra dos mesmos autores: 0s nomes destes ndo devem ser repetidos;
colocar os anos de publicacdo separados por virgula.

- Citacdo de citacao: sobrenome do autor e ano de publicacdo do documento original, seguido
da expressao “citado por” e da citagdo da obra consultada.

- Deve ser evitada a citacdo de citacdo, pois ha risco de erro de interpretacdo; no caso de uso
de citacdo de citacdo, somente a obra consultada deve constar da lista de referéncias.

- Redacéo das citacdes fora de parénteses

- Citagdes com os nomes dos autores incluidos na sentencga: seguem as orientacdes anteriores,
com os anos de publicacdo entre parénteses; sdo separadas por virgula.

Formulas, expressdes e equacdes matematicas

- Devem ser iniciadas a margem esquerda da pagina e apresentar tamanho padronizado da
fonte Times New Roman.

- N&o devem apresentar letras em italico ou negrito, a excecdo de simbolos escritos
convencionalmente em italico.

Tabelas

- As tabelas devem ser numeradas seqiiencialmente, com algarismo arabico, e apresentadas
em folhas separadas, no final do texto, apés as referéncias.

- Devem ser auto-explicativas.

- Seus elementos essenciais sdo: titulo, cabecalho, corpo (colunas e linhas) e coluna
indicadora dos tratamentos ou das variaveis.

- Os elementos complementares sdo: notas-de-rodapé e fontes bibliograficas.

- O titulo, com ponto no final, deve ser precedido da palavra Tabela, em negrito; deve ser
claro, conciso e completo; deve incluir o nome (vulgar ou cientifico) da espécie e das
variaveis dependentes.

- No cabegalho, os nomes das varidveis que representam o conteudo de cada coluna devem ser
grafados por extenso; se isso ndo for possivel, explicar o significado das abreviaturas no titulo
Ou nas notas-de-rodapé.

- Todas as unidades de medida devem ser apresentadas segundo o Sistema Internacional de
Unidades.

- Nas colunas de dados, os valores numéricos devem ser alinhados pelo ultimo algarismo.
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- Nenhuma célula (cruzamento de linha com coluna) deve ficar vazia no corpo da tabela;
dados ndo apresentados devem ser representados por hifen, com uma nota-de-rodape
explicativa.

- Na comparacdo de medias de tratamentos sdo utilizadas, no corpo da tabela, na coluna ou na
linha, & direita do dado, letras mindsculas ou maiusculas, com a indicagdo em nota-de-rodape
do teste utilizado e a probabilidade.

- Devem ser usados fios horizontais para separar o cabecalho do titulo, e do corpo; usa-los
ainda na base da tabela, para separar o contetdo dos elementos complementares. Fios
horizontais adicionais podem ser usados dentro do cabecalho e do corpo; ndo usar fios
verticais.

- As tabelas devem ser editadas em arquivo Word, usando os recursos do menu Tabela; ndo
fazer espacamento utilizando a barra de espaco do teclado, mas o recurso recuo do menu
Formatar Paragrafo.

- Notas de rodapé das tabelas

- Notas de fonte: indicam a origem dos dados que constam da tabela; as fontes devem constar
nas referéncias.

- Notas de chamada: sdo informaces de carater especifico sobre partes da tabela, para
conceituar dados. S&o indicadas em algarismo arabico, na forma de expoente, entre
parénteses, a direita da palavra ou do nimero, no titulo, no cabecalho, no corpo ou na coluna
indicadora. S&o apresentadas de forma continua, sem mudanga de linha, separadas por ponto.
- Para indicacdo de significancia estatistica, sdo utilizadas, no corpo da tabela, na forma de
expoente, a direita do dado, as chamadas ns (ndo-significativo); * e ** (significativoa 5 e 1%
de probabilidade, respectivamente).

Figuras

- S8o consideradas figuras: graficos, desenhos, mapas e fotografias usados para ilustrar o
texto.

- S6 devem acompanhar o texto quando forem absolutamente necessérias a documentacdo dos
fatos descritos.

- O titulo da figura, sem negrito, deve ser precedido da palavra Figura, do nimero em
algarismo arébico, e do ponto, em negrito.

- Devem ser auto-explicativas.

- A legenda (chave das convencdes adotadas) deve ser incluida no corpo da figura, no titulo,
ou entre a figura e o titulo.

- Nos graficos, as designacdes das variaveis dos eixos X e Y devem ter iniciais maiusculas, e
devem ser seguidas das unidades entre parénteses.
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- Figuras néo-originais devem conter, apés o titulo, a fonte de onde foram extraidas; as fontes
devem ser referenciadas.

- O crédito para o autor de fotografias € obrigatorio, como também € obrigatorio o crédito
para o autor de desenhos e graficos que tenham exigido acéo criativa em sua elaboracao. - As
unidades, a fonte (Times New Roman) e o corpo das letras em todas as figuras devem ser
padronizados.

- Os pontos das curvas devem ser representados por marcadores contrastantes, como: circulo,
quadrado, triangulo ou losango (cheios ou vazios).

- Os nimeros que representam as grandezas e respectivas marcas devem ficar fora do
quadrante.

- As curvas devem ser identificadas na propria figura, evitando o excesso de informacdes que
comprometa o entendimento do grafico.

- Devem ser elaboradas de forma a apresentar qualidade necessaria a boa reproducdo grafica e
medir 8,5 ou 17,5 cm de largura.

- Devem ser gravadas nos programas Word, Excel ou Corel Draw, para possibilitar a edi¢ao
em possiveis corregdes.

- Usar fios com, no minimo, 3/4 ponto de espessura.

- No caso de gréafico de barras e colunas, usar escala de cinza (exemplo: 0, 25, 50, 75 e 100%,
para cinco variaveis).

- N&o usar negrito nas figuras.

- As figuras na forma de fotografias devem ter resolucéo de, no minimo, 300 dpi e ser
gravadas em arquivos extensdo TIF, separados do arquivo do texto.

- Evitar usar cores nas figuras; as fotografias, porém, podem ser coloridas.

Outras informac6es

- N&o ha cobranca de taxa de publicacéo.

- Os manuscritos aprovados para publicacdo sdo revisados por no minimo dois especialistas.

- O editor e a assessoria cientifica reservam-se o direito de solicitar modificagdes nos artigos e
de decidir sobre a sua publicagéo.

- S&o de exclusiva responsabilidade dos autores as opinides e conceitos emitidos nos
trabalhos.

- Os trabalhos aceitos ndo podem ser reproduzidos, mesmo parcialmente, sem o
consentimento expresso do editor da PAB.
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Contatos com a secretaria da revista podem ser feitos por telefone: (61)3448-4231, via e-mail:
sct.pab@embrapa.br ou pelos correios:

Embrapa Informagéo Tecnoldgica Pesquisa Agropecuaria Brasileira — PAB

Caixa Postal 040315 CEP 70770 901 Brasilia, DF

63



