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Resumo

Introdugéo: O leite pasteurizado é um insumo que passou pelo processo térmico de pasteuriza¢édo a fim de eliminar microrganismos
patogénicos que podem vir a causar Doengas de Transmissao Alimentar (DTAs), que sdo sindromes gastrointestinais com altos indices
de ocorréncia no Brasil. A andlise microbiolégica do leite pasteurizado se caracteriza pela busca de Enterobacteriaceae, a principal
familia de bactérias responsaveis pela incidéncia de DTAs. As Enterobacteriaceae sdo termossensiveis ao processo de pasteurizagao,
e a presenga delas indica falha no processo industrial. Objetivo: Avaliar o nivel de contaminag&o de microrganismos patogénicos em
leite pasteurizado comercializado no Distrito Federal. Material e Métodos: A andlise de presenca de Enterobacteriaceae segue a
metodologia APHA 9.62:2015 e tem como parametro as Instrugées normativas 161/2022 e 76/2018, atualizada na Instru¢do Normativa
58/2019. Cinco lotes de leites pasteurizados coletados em cinco regides administrativas do Distrito Federal. Resultado: Das cinco
amostras coletas, apenas uma amostra se apresentou fora do padréo estabelecido nas legislagdes vigentes, com contagem >1,0x10".
Conclusdo: A amostra em desacordo indica falha no processo de pasteurizagdo, ma higienizagdo no processo industrial ou
armazenamento inadequado de amostra.
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Abstract

Introduction: Pasteurized milk is an input that has undergone the thermal process of pasteurization in order to eliminate pathogenic
microorganisms that can cause Foodborne Diseases (FBDs), which are gastrointestinal syndromes with high rates of occurrence in
Brazil. The microbiological analysis of pasteurized milk is characterized by the search for Enterobacteriaceae, the main family of
bacteria responsible for the incidence of FBDs. Enterobacteriaceae are thermosensitive to the pasteurization process, and their
presence indicates a failure in the industrial process. Objective: To assess the level of contamination of pathogenic microorganisms in
pasteurized milk sold in the Federal District. Material and Methods: The analysis of the presence of Enterobacteriaceae follows the
APHA 9.62:2015 methodology and is based on Normative Instructions 161/2022 and 76/2018, updated in Normative Instruction
58/2019. Five batches of pasteurized milk collected in five administrative regions of the Federal District. Results: Of the five samples
collected, only one sample was found to be out of compliance with the standards established in current legislation, with a count of
>1.0x101. Conclusion: The non-compliant sample indicates a failure in the pasteurization process, poor hygiene in the industrial
process or inadequate sample storage.
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Introducao expressdo no mercado leiteiro atual (EMBRAPA,

O leite como matéria prima, € um dos 2022).

produtos agricolas mais valiosos e produzidos em
todo o mundo, sendo consumido por,
aproximadamente, 6 bilhdes de pessoas e
ocupando o terceiro lugar em termos de
tonelagem de producgéo. Ele é o principal produto
agricola, sendo responsavel, em nivel global, por
10% de proteina, 9% de gordura e 5% de energia.
Diariamente, bilhdes de consumidores recebem
beneficios nutricionais proveniente do leite e de
outros insumos derivados, dando um aporte a
saude da populagédo (GDP, 2016). Em 2021, cerca
de 924 milhdes de litros de leite pasteurizado
foram inspecionados no Brasil, 0 que mostra sua

Segundo RIISPOA (BRASIL, 2020), o leite
pasteurizado é um leite fluido que passou por um
processo de pasteurizagdo, destinado ao
consumo, e que deve ter presencga de peroxidase
e auséncia de fosfatase alcalina. A definicdo de
pasteurizagado € ser um processo térmico aplicado
ao leite a fim de prevenir que microrganismos de
origem patogénica, que podem estar presentes no
insumo cru, causem riscos a saude do
consumidor. Alguns microrganismos conseguem
produzir  modificagbes nas  caracteristicas
quimicas, fisicas, sensoriais e nutricionais do leite.

Por ser um alimento de grande valor
nutricional, o leite € um meio de cultura natural,



por fornecer energia e nutrientes, pH mais proximo
ao neutro e sua alta atividade de agua. Essas
caracteristicas fazem com que o leite seja
ambiente  propicio para multiplicagdo de
microrganismos. Essa  multiplicagdo  pode
acarretar alteragdes no leite, possibilitando a
presenga de patégenos e toxinas que causam
doencas infecciosas e toxinfec¢gdes de origem
alimentar, prejudicando a sanidade de quem o
consumir (MARTINS et al., 2019).

De forma geral, os animais saudaveis
podem eliminar bactérias por meio das fezes, que
sdo prejudiciais ao homem como a Salmonella,
Listeria monocytogenes, Escherichia coli, entre
outros. Esses microrganismos sao fontes de
contaminagao para insumos como o leite, fazendo
com que qualquer erro no processo industrial do
produto venha acarretar um perigo a saude dos
consumidores. O controle das condigdes higiénico
sanitarias do rebanho ¢é essencial para a
integridade do leite (CORASSIN et al., 2017).

A partir das possiveis contaminagdes do
Leite Pasteurizado, se destacam as
Enterobactérias, que s&o  microrganismos
membros da familia Enterobacteriaceae, que sao
denominadas como bactérias Gram negativas e
tém caracteristicas morfoldégicas de bastonetes
retos, que ndo possuem esporos patogénicos, e
com processo de respiragdo anaerdbica facultativa
e oxidase negativa, conseguindo produzir acidos e
gas em fermentagédo de glicose e outros tipos de
carboidratos. Sua distribuicdo & diversa, podendo
ser encontrada em alimentos, agua, insetos e no
homem. Possuem cerca de 44 géneros e 176
especies, incluindo tipos de microrganismos como
a Escherichia, Salmonella, bactérias dos grupos
coliformes totais e coliformes termotolerantes,
entre outros (SILVA et al. 2017).

Segundo Paterson (2012) as
Enterobacteriaceae sao responsaveis por uma
grande ocorréncia de infec¢des em humanos e
animais, sendo os membros dessa familia os
microrganismos  patogénicos causadores de
doencgas infecciosas mais comuns em humanos.

Neste contexto, a Secretaria de Vigilancia
em Saude (2020) define as doengas transmitidas
pelos alimento (DTAs) como uma sindrome com
sintomatologia de anorexia, nauseas, vomitos e/ou
diarreias originadas por consumo de agua ou
alimentos contagiados com bactérias, parasitas,
toxinas e virus. A estimativa da incidéncia de DTAs
no mundo, de forma anual, € de uma pessoa
doente em cada dez, tendo a diarreia como
sintoma mais comum e que afeta em média 550
milhdes de pessoas.

Nas notificagbes de surtos por doengas
transmitidas por agua e alimentos no periodo de
2016 a 2019, os principais agentes causadores
foram Escherichia coli com 35,7% e Salmonella
com 14,9%, tendo ainda a ocorréncia de 38 6bitos,

sendo dois casos por Salmonelose (Secretaria de
Vigilancia em Saude, 2020).

E. coli e Salmonella spp., da familia
Enterobacteriaceae séao patdgenos termossensivel
a pasteurizacdo, logo, a presenga desses
microrganismos no leite pasteurizado indicam
pasteurizagao incorreta, ineficiente ou ocorréncia
de contaminagao pés-pasteurizagdo (CRUZ, et al.
2016).

A presenca de Enterobactérias em insumos
também podem estar diretamente ligada a
condi¢cdes higiénicas, pois elas ndo sdo capazes
de tolerar sanitizantes. Silva et at. (2017)
acreditam que elas podem ser indicadoras das
condig¢des higiénico sanitarias durante manuseio e
fabricagdo, estando presentes e contaminando os
processos quando ndo ha sanitizagdo adequada
na produgao da industria.

Cabe ressaltar que a industria leiteira é
muito significativa na alimentacdo da populagéo
em nivel global (GPD, 2016), entdo é necessario
também a fiscalizagado diligente desses produtos, a
fim de prevenir propagagéo e surtos de DTAs.
Essa fiscalizacdo é de ambito de atuacdo de
Médicos Veterinarios, que segundo Portaria N°
2.488/2011 e a Resolugdo N° 287/1998, sao
profissionais qualificados e regularizados como
agentes de defesa da saude unica e promogao de
salde (BRASIL, 2011 e BRASIL, 1998).

Esta fungcdo é evidenciada na Lei N°
5.517/1968, que aponta sobre o exercicio da
profissdo de Médico Veterinario e criagcdo dos
Conselhos Federal e Regionais de Medicina
Veterinaria, pois o Médico Veterinario é essencial
na atuagédo da inspecao e a fiscalizagéo higiénico
sanitaria e tecnoldgica de diversos locais que
fabricam, manipulam, armazenam e comercializam
produtos de origem animal, entre eles as usinas e
fabricas de laticinios e entrepostos de leite
(BRASIL, 1968).

Em todos esses processos, o Médico
Veterinario tem um papel fundamental na garantia
do leite de alta qualidade, pois a sua atuagao
fiscaliza as condigbes higiénicas adequadas para
que o leite chegue & mesa do consumidor como
um alimento seguro que ndo ira trazer riscos a sua
saude. Tendo em vista estas informacdes, essa
pesquisa tem como objetivo avaliar o nivel de
contaminagdo de microrganismos patogénicos em
leite pasteurizado comercializado no Distrito
Federal.

Material e Métodos

A Instru¢do Normativa N° 161 de 1° de
Julho de 2022 elaborada pela Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA) e a Instrugéo
Normativa N° 76 de 26 de novembro de 2018,
instituida pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento (MAPA), atualizada pela Instrugdo
Normativa N° 58 de 6 de novembro de 2019,



estabelecem um consenso sobre o critério
microbiolégico do Leite Pasteurizado e Leite
Pasteurizado tipo A. O padrao microbioldgico
determinado pelos dois 6rgdo publicos federais
constam com analise microbiolégica de
Enterobacteriaceae, com seu parametro
determinado em UFC/mL (Unidade formadora de
colénia por mL), onde N representa niumero de
amostras necessarias, ¢ o numero de amostras
que serdo aceitas se acima do parametro, m
minimo de colénias e M maximo de colbnias.
Sendo consideradas amostras proprias para
consumo aquelas que apresentarem, no maximo
10 Unidades formadoras de colénias por mL
quanto a presenca de Enterobacteriaceae
(BRASIL, 2022a, BRASIL, 2018 e BRASIL, 2019).

Microrganismo N ¢ m M

Enterobacteriaceae (ufg/mL) 5 0 10 -

Tabela 1. Pardmetro microbiologico de Leite Pasteurizado e
Leite Pasteurizado tipo A. Fonte: IN 161/2022 e IN 58/2019.

A Resolugao da Diretoria Colegiada N°
724, de 1° de julho de 2022, elaborada pela
ANVISA por meio do Ministério da Saude, discorre
que todo o processo de coleta, acondicionamento,
transporte e analise das amostras de alimentos
devem ser realizados a partir de metodologias
especificas. Entre elas, a metodologia APHA
9.62:2015 ¢é utilizada para detecgdo e contagem
de Enterobacteriaceae, que pode ser substituida
pelo método padronizado pela  AOAC
2003.1:2016, que utiliza placas de Petrifilm
Enterobacteriaceae da 3M Company, pois utiliza o
mesmo padrdo de contagem de placas utilizadas
no Agar VRBG utilizado na APHA 9.62:2015.
(BRASIL, 2022b e SILVA, et al. 2017)

Foram coletadas cinco amostras de Leite
Pasteurizado em supermercados de cinco Regides
Administrativas do Distrito Federal (RA II, RA llI,
RA V, RA Xlll e RA XX). As amostras coletadas
nas RAs I, lll, Xlll e XX estavam armazenadas
dentro do estabelecimento em refrigeradores
fechados, enquanto a amostra da RA V foi
armazenada pelo estabelecimento em géndolas
de refrigeragdo abertas junto a outros tipos de
alimentos. Todas as amostras de leite
pasteurizado estavam sendo comercializadas em
sua embalagem regular, um saco de polietileno
banco. O transporte das amostras até o laboratorio
foi feito por meio de caixa térmica com gelo, para
deixar o leite pasteurizado resfriado, assim como é
descrito na rotulagem do produto.

Para realizagdo da analise microbiologica
de Enterobacteriaceae pelo método descrito em
APHA 9.62:2015, foi preciso a preparagcdo de
amostra e diluigdes com o uso de Agua Peptonada
0,1% (H20p) para diluigdo, Tubos de diluigdo com
9ml de Agua Peptonada, com método de

Inoculagcdo e plaqueamento em profundidade em
Placas de Petri 20x100mm estéreis, utilizando o
Meio de cultura Agar Vermelho Violeta Bile com
Glicose (VRBG), pipetas de 1ml e uma Estufa
incubadora com temperatura de 35°C.

Para preparagdo da amostra foi preciso
25ml de amostra do Leite Pasteurizado adicionado
em 225ml de Agua Peptonada a 0,1% em
recipiente  estérii e homogeneizado com
movimentos circulares, essa primeira diluicdo é
tida como 10", A diluicdo 102 & obtida através da
pipetagem de 1ml da diluigdo 10" em tubo estéril
contendo 9ml de Agua Peptonada a 0,1%, e
seguindo esse padrdo, a diluigdo 102 ¢ dita por
meio da pipetagem de 1ml da diluigdo 102 em tubo
estéril com 9ml de Agua Peptonada a 0,1%, de
acordo com a Figura 1 abaixo.
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Figura 1. Dilui¢cdes seriadas e plaqueamento. Fonte: Propria,
2024.

Para o plagueamento em profundidade
com sobrecamada foi necessario o preparo do
meio de cultura Agar Vermelho Violeta Bile com
Glicose (VRBG), diluindo 41,5g de meio em 1 litro
de agua destilada, dissolvendo em chapa
aquecedora com frequente agitagdo, deixando
ferver por um minuto até que fosse dissolvido
completamente e esfriado até 45°C para ser
utilizado nas placas de Petri.

Cada diluicao foi inoculada em sua
respectiva placa de Petri, e foi necessario pipetar
1ml de cada uma das dilui¢des e inocular no canto
da placa de Petri estéril e verter o Agar VRBG no
centro da placa, homogeneizando a placa por
meio de movimentos circulares por cerca de 20
vezes. Ap6s solidificagdo do Agar VRBG, uma
nova camada do mesmo Agar foi vertida nas
placas para caracterizar o método de inoculagao
em profundidade com sobrecamada. O periodo de
incubagéo das placas em estufa a 35°C foi de 24
horas.



A metodologia destaca que para contagem
de colbnias é preciso selecionar placas com
15-150 colbnias tipicas de enterobactérias no
VRBG, de coloragdo vermelho purpura, com halo
avermelhado de precipitagao. O calculo é feito de
acordo com o numero de colbnias tipicas pelo
inverso da diluicdo em que foram desenvolvidas
colénias o suficiente para contagem. Os
resultados foram expressos em UFC/g em tabelas.

Resultados

Das cinco amostras analisadas, somente
uma amostra coletada na regido administrativa de
Sobradinho | - DF apresentou parametros acima
dos determinados na legislagdo de acordo com a
Tabela 1 abaixo.

Amostragem Regiao de Resultado
Coleta
Amostra 1 RATI <1,0x10"
Amostra 2 RAI <1,0x10"
Amostra 3 RAV >1,0x10’
Amostra 4 RA XIlI <1,0x10"
Amostra 5 RA XX <1,0x10"

Tabela 2. Quantificagéo de Enterobacteriaceae em Leite
Pasteurizado coletado em diferentes regides do Distrito
Federal. Fonte: Prépria, 2024.

As placas das regides de RA II, RA lll, RA
Xl e RA XX n&o tiveram o desenvolvimento de
nenhuma colbnia caracteristica do microrganismo
especifico para Leite Pasteurizado, como é
observado na Figura 2.

Figura 2. Placa da amostra RA Xlll sem nenhuma

colénia caracteristica de Enterobacteriaceae. Fonte:
Propria, 2024.

As colbnias presentes na amostra RA V
eram caracteristicas com as de
Enterobacteriaceae no Meio VRBG, de coloracao
avermelhada, como mostra a Figura 3.

Figura 3. Placa de VRBG da amostra RA V com
colénias tipicas de Enterobacteriaceae. Fonte:
Prépria, 2024.

Além da presenca de colbnias, também &
possivel notar pequenas areas amareladas onde
ha maior concentracéo de colbnias, representando
a fermentagdo e liberacdo de gas caracteristico
das bactérias foco da analise. Essa amostra, por
nao estar dentro dos pardmetros exigidos nas
legislagbes IN 161/2022 e IN 58/2019, esta em
desacordo.

Discussao

Das cinco amostras coletadas, quatro delas
(RA 1l, RA 1ll, RA Xlll e RA XX) apresentaram
resultados satisfatérios, enquanto somente uma
amostra (RA V) teve enumeracdo de coldnias
tipicas acima do parémetro estabelecido na
legislagéo brasileira.

A amostra RA V retrata o que Amorim e
Nascimento (2017) discorrem em seu trabalho,
sobre como a presenca de microrganismos da
familia Enterobacteriaceae podem estar presentes
em insumos pasteurizados devido a falha no
processo de pasteurizagdo ou contaminagéo apos
esse tratamento térmico.

Resultados parecidos foram obtidos por
Silva et al. (2022), onde, com 0 mesmo protocolo
de andlise, das cinco amostras coletas, uma
apresentou colbnias tipicas de Enterobacteriaceae
acima do padrdao estabelecido na Instrugéo
Normativa N° 161 de 2022 elaborada pela Anvisa.

E importante ressaltar que durante uma
analise microbiolégica, ha varios elementos que
devem ser analisados, visto que qualquer objeto
pode ser uma fonte de contaminacdo. Desde o
armazenamento no local de compra, o transporte
das amostras, os utensilios e equipamentos
utilizados nas analises e o técnico responsavel por
elas, é preciso tomar muito cuidado para que nao
haja contaminac¢ao cruzada.

Nesse contexto, uma contaminagao
provinda de algum utensilios ou equipamento mal
sanitizado pode levar a um resultado falso
positivo, onde a amostra originalmente nao
continha nenhum microrganismo patogénico e por
erro no processo a amostra foi contaminada. Por



isso é de grande importancia que todas as etapas
do protocolo sejam executadas de maneira correta
e também por um técnico que tenha conhecimento
sobre as normas de conduta a serem seguidas no
laboratdrio.

A metodologia utilizada, assim como as
Instrugbes Normativas, sédo recentes, fazendo com
que o protocolo fosse pouco reproduzido até o
presente momento. Para comparagao de
resultados é necessario que o protocolo seja igual
para que a discussdo de resultados seja mais
objetiva.

Conclusao:

De acordo com essas informagoes,
pode-se concluir que a analise microbiolégica do
leite € um fator fundamental para definir a sua
qualidade, visto que a quantidade de
microrganismos patogénicos e deteriorantes
influenciam diretamente em suas caracteristicas.

A presenga de colbnias tipicas de
Enterobacteriaceae  representam  falhas no
processo de pasteurizagdo, ma sanitizagao dos
utensilios utilizados na fabrica ou armazenamento
inadequado nos pontos de compra, assim como
também é possivel uma contaminagdo cruzada
vinda da execugao da analise, resultando em uma
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