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RESUMO

O leite é um dos alimentos mais completos por apresentar elevado valor nutritivo, sendo fonte
de proteinas, vitaminas, gorduras, sais minerais, carboidratos e agua. Devido a sua rica
composicéo, o leite torna-se fundamental para a dieta humana, razdo pela qual é amplamente
comercializado e consumido pela populacdo, sobretudo por criancas e idosos. Porém, traz
risco de disseminacdo de patdgenos ligados a salde dos animais e, também por ser um meio
adequado para o desenvolvimento e multiplicagdo de varios microrganismos, por sua
composi¢do quimica e pH proximo da neutralidade. Diversas fraudes no leite cru sdo
empregadas para mascarar a baixa qualidade do leite, principalmente no produto
comercializado no mercado informal. O objetivo do trabalho foi verificar em amostras de leite
informal a ocorréncia de fraudes e contaminagdes que ocasionem riscos a saude do
consumidor. Para tanto, foram coletadas 33 amostras de leite comercializados nas cidades de
Juiz de Fora (516 mil habitantes), Lavras (92 mil habitantes) e ljaci (5 mil habitantes), MG.
Os leites informais eram comercializados em mercearias e por vendedores que entregam em
domicilio utilizando motos, carrocas e carros. A coleta das amostras de leite foi realizada por
meio de busca ativa nas ruas das cidades e por indica¢cdes dos consumidores. Foram realizadas
as analises fisico-quimicas e microbioldgicas a fim de avaliar a qualidade e ocorréncia de
fraudes em leite cru. Foi observado que onze amostras apresentaram alteracdo em densidade,
dez em sdlidos ndo gordurosos, oito em solidos totais e doze amostras com acidez fora dos
parametros permitidos pela legislagdo vigente. Nas analises microbioldgicas verificou-se que
todas as amostras apresentaram crescimento de aerdbios mesofilos, 28 amostras com
crescimento de coliformes totais e 32 de Staphylococcus aureus. Ainda, sete (21,21%)
apresentaram crescimento de Escherichia coli, sendo que em uma foi isolada e identificada
Brucella abortus por meio do PCR AMOS. No PCR em tempo real, uma amostra foi
considerada suspeita para Mycobacterium bovis e nove para Brucella. Por meio das anélises
do leite foi verificada a importancia do consumo de produtos inspecionados, tratados
termicamente conforme a legislacdo. Observou-se fraude e alta contaminacdo por patdégenos
de importancia para a saude publica. O controle microbiol6gico do leite e produtos lacteos é
extremamente importante para a salde do consumidor. Faz-se necessario a conscientiza¢do da
populacédo sobre a importancia do consumo de produtos de origem animal inspecionados.

Palavras-chave: qualidade do leite, PCR, inspecdo sanitaria, vigilancia sanitaria, Brucella.



ABSTRACT

Milk is one of the most complete foods because it has a high nutritional value, being a source
of proteins, vitamins, fats, minerals, carbohydrates and water. Due to its rich composition,
milk becomes essential for the human diet, which is why it is widely marketed and consumed
by the population, especially by children and the elderly. However, it carries a risk of
spreading pathogens linked to the health of animals and, also because it is an adequate means
for the development and multiplication of various microorganisms, due to its chemical
composition and pH close to neutrality. Several frauds in raw milk are used to mask the low
quality of milk, mainly in the product sold in the informal market. The objective of the work
was to verify in informal milk samples the occurrence of fraud and contamination that cause
risks to the consumer's health. To this end, 33 samples of milk sold in the cities of Juiz de
Fora (516 thousand inhabitants), Lavras (92 thousand inhabitants) and ljaci (5 thousand
inhabitants), MG, were collected. Informal milks were sold in grocery stores and by sellers
who deliver at home using motorbikes, carts and cars. The collection of milk samples was
carried out by means of an active search on the streets of cities and by recommendations from
consumers. Physical-chemical and microbiological analyzes were carried out to assess the
quality and occurrence of fraud in raw milk. It was observed that eleven samples showed
alteration in density, ten in non-fat solids, eight in total solids and twelve samples with acidity
outside the parameters allowed by the current legislation. In the microbiological analyzes it
was verified that all the samples presented growth of mesophilic aerobes, 28 samples with
growth of total coliforms and 32 of Staphylococcus aureus. In addition, seven (21.21%)
showed growth of Escherichia coli, one of which was isolated and identified by Brucella
abortus using PCR AMOS. In real-time PCR, one sample was considered suspect for
Mycobacterium bovis and nine for Brucella. Through the analysis of milk it was verified the
importance of consuming inspected products, heat treated according to the legislation. Fraud
and high contamination by pathogens of public health importance were observed. The
microbiological control of milk and dairy products is extremely important for the consumer's
health. It is necessary to make the population aware of the importance of consuming inspected
animal products.

Key words: milk quality, PCR, health inspection, health surveillance, Brucella.
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INTRODUCAO

O leite € um alimento rico em proteina, célcio e diversos outros nutrientes,
sendo um importante alimento na dieta humana. Porém, por ser de origem animal e
eficiente meio de cultura para microorganismos oferece muitos riscos para transmisséao
de patdgenos aos consumidores. A transmissdo de microorganismos pelo leite pode ser
de origem dos animais produtores, ou de contaminacé@o na ordenha ou armazenamento.
Esse dltimo, pode ser agravado pela proliferacdo de micro-organismos na falta de
refrigeracdo. Exemplos de patdgenos que podem ter origem em doengas nos animais
podem ser as Brucella spp. e, de contaminacdo, as bactérias do grupo coliformes.
Quando essa contaminacdo € de origem fecal animal ou humana, entdo, os riscos de
transmissdo de patdgenos envolvidos em doencas de transmissdo foco-oral sdo um
agravante.

Por tudo isso, hd uma legislacdo que regulamenta a obtencdo e venda de
leite no Brasil, que exige que o leite e seus derivados passem por fiscalizagdo sanitaria antes
do consumo. Exige ainda que o leite cru deve ser submetido a pasteurizacdo ou a outros
processos industriais, que incluam o aquecimento a altas temperaturas, tendo o produto final o
carimbo dos Servicos de Inspecdo Federal (SIF), Estadual (SIE) ou Municipal (SIM), além da
identificacdo do produtor e industria onde foi beneficiado (ABRAHAO et al. 2005).

Atualmente, as legislacbes vigentes que regem os parametros de qualidade do leite
fluido sdo: a Instrucdo Normativa (IN) da Presidéncia da Repulica n® 76 de 26 de novembro
de 2018 e, 0 Decreto n° 9013 de 29 de marc¢o de 2017 do Ministério da Agricultura Pecuéaria e
Abastecimento (MAPA), que estabelece o Regulamento Inspecdo Industrial e Sanitéaria de
Produtos de Origem Animal (RIISPOA).

Os processos térmicos permitidos sdo a pasteurizagdo lenta (63°C a 65°C por 30
minutos), pasteurizacdo rapida (72°C a 75°C por 15 a 20 segundos) e processamento UHT
“ultra high temperature” no qual se emprega o aquecimento do leite a 130°C a 150°C por 2 a
4 segundos no leite cru, a fim de reduzir a carga bacteriana e eliminar todas as bactérias
patogénicas. A pasteurizacdo lenta é permitida apenas para realizagdo de produtos lacteos

como fabricagéo de queijos e outros derivados (BRASIL, 2017).
Dessa forma, ndo € permitida a venda de leite cru diretamente do produtor ao
consumidor, portanto sem tratamento térmico ou fiscalizacdo sanitaria. O comércio de
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leite cru informal é proibido no Brasil desde a década de 1950 pela Lei n® 1.283, de
18/12/1950, e pelo Decreto n° 30.691, de 29/03/1952 (MONTANHINI; HEIN, 2013). A
informalidade traz consigo o aspecto da ilegalidade, que fomenta o risco do uso de
fraudes para mascarar os efeitos das acdes de degradacdo microbioldgica até a venda e
também baratear o produto. H4, portanto, dentre os comerciantes deste tipo de leite,
aqueles que desconhecem o0s riscos, que expdem aos consumidores ou ndo tém
alternativas para comercializacdo formal de seu produto, e aqueles que agem de ma fé
para alcancar maiores lucros, do que teria se entregasse o leite para a inddstria e ndo se
importam com a saude de seus consumidores.

Além disso, Lucci (2014) demonstrou que em torno de 30% da populacéo
desses municipios declaram consumir o leite informal. A maioria sabe que é contra a
legislacdo, mas ndo compreende 0s riscos para saude, pois consideram esse leite de
maior qualidade por ser “natural”. Isso demonstra a necessidade de melhoria da
educacdo sanitaria sobre esse assunto no Brasil.

Isto posto, esse estudo tem como objetivo levantar os riscos a satde do consumidor

imposto pelo consumo do leite informal. Para tanto foram escolhidos trés municipios no
estado de Minas Gerais de diferentes portes, considerando sua populacdo para testar a
qualidade do leite informal da forma como o produto chega a casa dos consumidores. A
cidade de Juiz de Fora € a quarta cidade mineira mais populosa, localizada na Zona da Mata,
com populacdo estimada em 2019 de 568.873 habitantes; Lavras e ljaci estdo na regido do
Campo das Vertentes com populacgdo estimada de 103.773 e 6.550 em 2019, respectivamente
(IBGE, 2019b).
Esta tese estd organizada em duas partes: a primeira parte constitui uma introducdo geral,
contendo uma revisdo bibliografica sobre a legislacdo vigente referente a comercializagdo e
padrdes fisico-quimicos e microbioldgicos de leite e as analises comumente realizadas para
avaliacdo da qualidade do leiteEm seguida, serdo apresentados tdpicos relacionados as
doencas transmitidas por leite e produtos lacteos.

A segunda parte compreende o artigo cientifico, “Leite informal: avaliagdo da
qualidade e riscos para saude publica”. No artigo estd descrito toda metodologia empregada
na analise das amostras de leite, verificando a qualidade e 0s riscos ao consumir esse tipo de

leite informal.
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PRIMEIRA PARTE
REFERENCIAL TEORICO
1 INTRODUCAO

O conceito de leite estd relacionado a uma ordenha completa, ininterrupta adquirido
com boas condicOes de higiene, de vacas sadias, bem alimentadas e descansadas (BRASIL,
2017).

O leite € um alimento nobre, rico em nutrientes e importante, principalmente, na
alimentacdo das criangas e idosos como forma de obtencdo de mineiras para crescimento e
reparacdo de tecidos e 0ssos. Porém, pode trazer riscos de transmissdo de patdgenos se ndo
forem considerados os cuidados sanitarios necessarios.

O leite ideal deve conter caracteristicas como sabor pouco pronunciado, doce e
salgado devido & presenca de lactose e cloretos, ndo 4cido nem amargo, com coloragdo branca
ligeiramente amarelada, sendo assim uma mistura homogénea de substancias como lactose,
glicerideos, proteinas, vitaminas, enzimas, sais minerais, agua, vitaminas hidrossollveis,
proteinas do soro (SILVA, 1997).

Fontes de contaminacdo do leite podem estar associadas com procedimentos incorretos
de higienizagdo em equipamentos da ordenha, do armazenamento incorreto e a contaminagéo
cruzada de leite provenientes de animais doentes, resultando em um produto com alta
contagem microbiana (BRITO et al.,, 2000; PINTO et al., 2006), tornando-se fontes
potenciais de transmissdo de zoonoses (MELVILLE et al., 2006).

Além disso, o leite constitui um excelente meio de cultura para o desenvolvimento de
diversos microrganismos devido a sua riqueza nutritiva, sendo veiculo de transmissdo de
importantes zoonoses. Assim, os cuidados com a higiene devem ser realizados desde a
ordenha até o produto final, deve-se prevenir e controlar a entrada de patégenos por meio da
higienizacdo das plataformas de recepcdo do leite e dos equipamentos, realizando
principalmente a educacdo sanitaria dos manipuladores e funcionarios para que este processo
ocorra corretamente (CATAO & CEBALLOS, 2001).

Com intuito de evitar a ocorréncia de zoonoses e estabelecer critérios de qualidade no
leite, 0 governo brasileiro estabelece padrdes de qualidade para leite e seus derivados. As leis
e normativas vigentes buscam padronizar e estimular os produtores a obterem produtos com
baixa contagem bacteriana e livres de patdgenos, principalmente agentes zoonoticos,

assegurando assim a saude dos consumidores e a qualidade dos produtos lacteos.
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2 LEGISLACAO BRASILEIRA SOBRE A QUALIDADE DO LEITE

O comércio de leite cru informal é proibido no Brasil desde a década de 1950 pela Lei
n° 1.283, de 18/12/1950, e pelo Decreto n® 30.691, de 29/03/1952 (MONTANHINI; HEIN,
2013). Apesar de proibido, ainda é comum o comércio do “leite informal”, pois muitos
consumidores consideram um produto de boa qualidade, um produto livre de “quimica”, um
produto fresco e com preco inferior ao industrializado. Fatores socioeconémicos e culturais
fazem com que o leite informal permaneca presente no comércio clandestino, mantendo a
fama de produto fresco, livre de contaminantes e com valor nutricional maior (SEBRAE,
2013; SILVA et al., 2008).

No ambito da producdo leiteira, a legislacdo brasileira é fortemente atualizada de
tempos em tempos com a finalidade de melhorar os parametros de qualidade a fim de
assegurar a saude dos consumidores.

A legislacdo brasileira exige que, antes do consumo, o leite de vaca e seus derivados
passem pela fiscalizacdo sanitaria. O processo deve ocorrer nas usinas de beneficiamento,
onde o produto liquido e ainda cru deve ser submetido a pasteurizacdo ou a outros processos
industriais que incluam o aquecimento a altas temperaturas, tendo o produto final o carimbo
dos Servicos de Inspecdo Federal (SIF), Estadual (SIE) ou Municipal (SIM), sendo as siglas
associadas sempre a um nmero que identifica o produtor e a inddstria (ABRAHAO et al.
2005).

Atualmente as legislacBes vigentes, que regem os parametros de qualidade do leite
fluido s&o a Instrucdo Normativa (IN) n® 76 de 26 de novembro de 2018 (DOU, 2019) e
Decreto da Presidéncia da Republica n® 9013 de 29 de mar¢o de 2017 do MAPA, que
estabelece o Regulamento Inspecdo Industrial e Sanitaria de Produtos de Origem Animal
(RIISPOA).

Os processos térmicos permitidos sdo a pasteurizacdo lenta (63°C a 65°C por 30
minutos), pasteurizacdo rapida (72°C a 75°C por 15 a 20 segundos) e processamento UHT
“ultra high temperature” no qual se emprega o aquecimento do leite a 130°C a 150°C por 2 a
4 segundos no leite cru, a fim de reduzir a carga bacteriana e eliminar todas as bactérias
patogénicas. A pasteurizacdo lenta é permitida apenas para realizagcdo de produtos lacteos
como fabricacéo de queijos e outros derivados (BRASIL, 2017).

A IN 76/2018 do MAPA fixa os regulamentos técnicos de identidade e as

caracteristicas de qualidade para o leite cru refrigerado; leite pasteurizado e leite pasteurizado
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tipo A. O leite cru ser mantido durante seu transporte na temperatura até 7°C (admitindo-se,
excepcionalmente até 9°C) e sendo conservadas nos postos de refrigeracdo, usinas de
beneficiamento e fabricas de laticinios com a temperatura a 4°C.

Variaveis de qualidade sdo estipuladas na legislacdo, dentre alguns parametros
estabelecidos para o leite cru refrigerado estdo o teor minimo de gordura de 3%; proteina com
2,9 gramas/100gramas; lactose com 4,3 gramas/100gramas; soélidos totais em 11,4
gramas/100gramas; sélidos ndo gordurosos com 8,4 gramas/100gramas; acidez titulavel entre
0,14 a 0,18 gramas de &cido latico/100mL; densidade relativa a 15°C entre 1,028 e 1,034;
indice crioscopico entre -0,530°H e -0,555° Hortvet (BRASIL, 2017).

O art.26 da IN76 de 2018-MAPA cita “O leite cru refrigerado ndo deve apresentar
substancias estranhas a sua composicdo, tais como agentes inibidores do crescimento
microbiano, neutralizantes da acidez e reconstituintes da densidade ou do indice crioscopico.”
No que se refere a padrGes microbioldgicos, a legislacao estabelece uma contagem de células
somaticas de no maximo 500 mil células por mililitro e contagem padrdo de placas de no
méximo de 300 mil unidades formadoras de colénias (UFC) por mililitro; sendo permitida a
contagem de 900 mil UFC antes do processamento térmico no estabelecimento beneficiador.
(BRASIL, 2018a).

A sanidade do rebanho leiteiro é de extrema importancia para obtencdo de um produto
livre de patdgenos zoondticos. Segundo Decreto 9.013 (RIISPOA) é proibido o uso de leite de
fémeas, que apresentem diagnostico positivo para doencas infectocontagiosas. que possam ser
transmitidas aos seres humanos, como brucelose, listeriose, tuberculose, entre outras
(BRASIL, 2017).

Todo o controle da qualidade fisico-quimica e microbioldgica no leite comercializado
tem o intuito de oferecer um alimento seguro a populagédo. Leite produtos lacteos necessitam
passar por tratamento térmico com a finalidade de eliminar possiveis microrganismos
patogénicos e deteriorantes.

Algumas legislacGes, como a Lei 23.157 para producédo e comercializagcdo de queijos
artesanais no estado de Minas Gerais, permitem a elaboracédo de subprodutos oriundos de leite
cru, porém esses produtores seguem uma legislacdo especifica e recebem um processo de
fiscalizacdo constante nos produtos alimenticios de origem animal produzidos de forma
artesanal. Sendo um ponto importante para conscientizagdo de produtos vendidos ilegalmente
dos produtos artesanais que possuem o selo ARTE do Ministério da Agricultura Pecuéria e
Abastecimento (MAPA).
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O selo ARTE foi criado pela Lei n° 13.680, de 14 de junho de 2018 com a finalidade
de permitir que produtos artesanais como queijos, embutidos, pescados e mel possam ser
vendidos livremente em qualquer parte do territorio nacional mantendo aspectos higiénico-
sanitarios e de qualidade presentes.

Os alimentos artesanais serdo submetidos ao controle do servigo de inspecédo oficial,
pelos Orgdos sanitirios dos estados e do Distrito Federal e devem ter fabricacdo
individualizada e genuina, que mantenha a singularidade e as caracteristicas tradicionais,
culturais ou regionais, sendo devidamente identificada com o selo ARTE. Com isso o0s
produtos de origem animal artesanais serdo registrados nos 6rgaos dos Estados (SIE) ou
Municipios (SIM) e serdo comercializados em todo territério nacional.

Produtos ilegais/informais ndo recebem nenhum tipo de selo, pois ndo seguem
nenhuma legislagédo vigente. A auséncia dos selos demonstra que nao receberam nenhum tipo
de fiscalizagdo e, portanto, nd tém garantias de qualidade sanitaria. Isso eleva o risco do

consumo de produtos contaminados e improprios ao consumo.

3 ZOONOSES RELEVANTES TRANSMITIDAS PELO LEITE E PRODUTOS
LACTEOS

Zoonoses sdao “doencas ou infeccOes naturalmente transmissiveis entre animais
vertebrados e seres humanos” (OMS, 2016).

Os alimentos tém papel fundamental na saldde humana, sendo fundamentais em
proporcOes adequadas, para uma vida saudavel e equilibrada. Porém, podem ser fontes de
contaminacdo sendo responsaveis pela manutencdo dos ciclos das conhecidas doencas
transmitidas por alimentos (DTA).

O comércio internacional e o transito de produtos de origem animal (POA) trazem o
risco de introduzir novos patdgenos ou reintroduzir aqueles ja considerados erradicados em
um pais livre. A globalizacdo e o crescente fluxo de bens e pessoas permitem a transicao de
agentes patogénicos em viagens pelo mundo todo, circulando em diversos paises e em curtos
espacos de tempo. (JANSEN et al., 2019).

Existem mais de 250 tipos de DTA e a maioria dessas sdo infecgdes causadas por
bactérias e suas toxinas, virus, parasitas, prions, agrotoxicos, substancias quimicas e metais
pesados. A sobrevivéncia e a multiplicagdo de um agente etioldgico nos alimentos dependem

de seus mecanismos de defesa e das condi¢bes do meio, expressas principalmente pelos niveis

19



de oxigenacao, nutrientes, pH, quantidade de agua livre e temperatura de acordo com cada
alimento (BRASIL, 2010).

A ocorréncia de doencas transmitidas por alimentos vem aumentando de modo
significativo em nivel mundial. Varios sdo os fatores que contribuem para a emergéncia
dessas doencas, entre 0s quais se destacam: o crescente aumento das populacgdes; a existéncia
de grupos populacionais wvulnerdveis ou mais expostos; o processo de urbanizacdo
desordenado e a necessidade de producdo de alimentos em grande escala. Contribui, ainda, o
deficiente controle dos érgdos publicos e privados no tocante a qualidade dos alimentos
ofertados a populacdo (BRASIL, 2010).0s microrganismos associados as DTA podem ser
transmitidos a partir das fezes contaminadas, do ambiente, dos utensilios, de praticas de
higienes insatisfatérios, bem como da obtencdo, estocagem, processamento e transporte
incorreto dos alimentos (PINTO et al., 2013).

Entre 0 ano de 2009 até meados de 2018 , ocorreram 6.809 surtos de DTA registrados
no Brasil, tendo a regido Sudeste o maior numero de notificagcdes no Sistema de Informacéo
de Agravos de Notificacdo (SINAN). Esse periodo, 2.350 surtos tiveram seus alimentos
descriminados, sendo o leite e seus derivados o quarto alimento com maior notificacdo
(7,8%); ovos o quinto (5,6%) e a carne bovina na sexta colocacdo (5,3%) dos registros
(BRASIL, 2018c).

Os principais agentes etiologicos envolvidos nos 2.431 surtos registrados entre 2009
até meados de 2018 foram: Escherichia coli; Salmonella spp.; Staphylococcus aureus;
Coliformes; Norovirus; Rotavirus; Shigella; Bacillus cereus; Clostridium perfingens e o virus
da hepatite A.

Diversas doengas atribuidas ao consumo de produtos lacteos contaminados séo de
conhecimento desde o inicio da industria laticinista. A contaminacdo do leite com
microrganismos patogénicos pode ocorrer em diversas etapas da producdo, da obtencdo do
leite de animais doentes, do beneficiamento, do armazenamento, da distribuicdo e no
consumo, ocorrendo uma associacdo dessas etapas com as praticas inadequadas de manejo, de
higienizacdo e conservacdo da matéria prima e equipamentos (PINTO et al., 2013).

Aqguelas que estdo relacionadas a transmissdo das nesse estudo serdo abordadas em

seguida.

3.1 Salmonelose
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A Salmonella continua sendo um dos agentes etiolégicos mais frequentes de infecgoes
alimentares em todo o0 mundo. Casos de salmonelose em seres humanos podem ocorrer por
meio de contato com animais em residéncias, clinicas veterinarias, zoologicos, jardins,
ambientes agricolas ou outros locais publicos e privados, mas a maioria dos casos esta
associada a origem alimentar, muitas vezes derivada indiretamente de contaminacéo fecal
animal ou humana (PINTO et al., 2013; SILVA; CALVA; MALOY, 2014).

Diversos surtos de salmonelose sdo notificados todos os anos, sendo associados,
principalmente, com a ingesta de leite e produtos lacteos elaborados com leite cru, leite
pasteurizado processado incorretamente ou a contaminacdo pés-pasteurizacdo devido a méa
condicdo higiénica, ocorrendo contaminacgdo cruzada. Os bovinos podem, ocasionalmente,
durante a fase febril de salmonelose excretar o microrganismo no seu leite ou, mais
frequentemente, nas fezes contaminadas. Durante a ordenha, 0s animais assintomaticos ou
com casos clinicos instalados podem contaminar o leite. O leite também pode sofrer uma
contaminacdo indireta, pelo uso de agua poluida ou equipamentos sujos durante a ordenha
(PINTO et al., 2013; WRAY; WRAY, 2000).

Desde 1985, houve um aumento significativo na incidéncia de salmonelose em muitos
paises. Durante a década de 1990, a bactéria foi disseminada, provavelmente, para os sistemas
de producdo de aves de paises em desenvolvimento (SCHLUNDT et al., 2004).

Por outro lado, em varios paises, a incidéncia de salmonelose vem diminuindo devido
a implementacdo de medidas de controle, incluindo uma maior sensibilizacdo da populacéo
para o risco. Diante desse risco evidente, no Brasil, a legislacdo exige auséncia do patdgeno
em amostras minimas de 25 gramas do alimento analisado e disponivel para o consumo
(PINTO et al., 2013; REZER, 2011). Em amostras de leite e de produtos lacteos importados
ilegalmente foram detectados sorovares pouco patogénicos de Salmonella em 0,86% das
amostras apreendidas, niveis de contaminagdo comparaveis aos produtos da Unido Européia
(EFSA; ECDC, 2017).

A Salmonella pertencente ao género da familia Enterobacteriaceae. S&o bacterias
gram-negativas anaerdbias facultativas, ndo formadoras de esporos, possuem formato de
bastonetes curtos medindo de 1 a 2 um, fermentam a glicose e produzem acido e gas, podem
ou ndo ser moveis (KORNACKI; JOHNSON, 2001; REZER, 2011).

O género possui cerca de 2.600 sorotipos, alguns desses sorotipos receberam o nome
de acordo com o local onde foram isolados inicialmente, como S. Dublin e S. Heidelberg.

Outros sorotipos foram nomeados apds a enfermidade e o animal acometido, como exemplo
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S. Typhimurium, que causa a febre tifoide em camundongos (REZER, 2011; SILVA,
CALVA; MALOQY, 2014).

A Salmonella possui duas espécies: a Salmonella enterica, isolada mais comumente
do homem e de animais de sangue quente e Salmonella bongori, isolada usualmente de
animais de sangue frio.

A Salmonella entérica, de maior relevancia para saude publica é composta de seis
subespécies (S. enterica subsp. enterica, S. enterica subsp. salamae, S. enterica subsp.
arizonae, S. enterica subsp. diarizonae, S. enterica subsp. houtenae, S. enterica subsp.
indica) (BRASIL, 2019a; TORRES; HAAS; SIQUEIRA, 2016).

A dose minima infecciosa para 0 homem varia de dezenas a milhdes de células, porém
estd relacionada com fatores inerentes aos individuos, ao sorotipo e ao tipo do alimento
contaminado. Fatalidades sdo mais frequentemente em populacBes suscetiveis, como bebés,
criancas, idosos e pessoas imunocomprometidas. Uma pequena proporcdo de pessoas
infectadas pode desenvolver uma doenga artritica, caracterizada por dor nas articulacdes,
irritacdo ocular e dor ao urinar (PINTO et al., 2013; REZER, 2011; SCHLUNDT et al., 2004).

A forma mais comum da transmissao da doenca é por meio da ingestdo de alimentos
contaminados e dos maus habitos de higiene. A bactéria atua no epitelio do intestino
delgado dos seres humanos, onde se multiplica e invade o ileo e o célon ficando alojados
nos nichos intracelulares (exemplo macrofagos) ocasionando uma resposta inflamatéria do
organismo (BRASIL, 2019a; SILVA; CALVA; MALOQY, 2014).

O periodo de incubacéo varia de 6 a 72 horas (usualmente entre 12 e 36 horas) apos o
consumo do alimento contaminado. Os sinais clinicos costumam permanecer de 2 a 7 dias,
até a completa recuperagdo do paciente. Os sinais clinicos mais comuns séo: diarreia, febre,
dor abdominal, nadusea, vomitos, calafrios, fraqueza e dores de cabeca (BRASIL, 2019a;
REZER, 2011; SCHLUNDT et al., 2004).

A infeccdo muito grave pode levar a deficiéncia de vitamina B12 e, em consequéncia,
a anemia. O aparecimento de isolados de Salmonella resistentes a antibioticos é de extrema
preocupacdo para salde publica, levando os 6rgdos competentes a ficarem atentos a fim de
evitar ocorréncia de novos casos.

A ocorréncia das salmoneloses na populacdo humana, transmitida por alimentos, é
provavelmente subestimada, principalmente pela falta de notificagdes e confirmacgdes dos
agentes etiologicos (TORRES; HAAS; SIQUEIRA, 2016).
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3.2 Brucelose

A brucelose € uma enfermidade infectocontagiosa cronica, que acomete 0s animas € 0S
seres humanos. Possui distribuicdo mundial causando perdas no sistema produtivo dos
animais e agravos a saude da populacdo (CARVALHO et al., 2016; CASTRO et al., 2005).

Por se tratar de uma zoonose grave, alguns paises do norte da Unido Europeia,
Austrélia, Canada e Nova Zelandia conseguiram a erradicacdo da doenca em seu territorio,
porém, na América Latina, Oriente Médio, Norte e Leste da Africa e Asia Central e do Sul a
brucelose ainda representa uma das doencas economicamente importantes. No Brasil, a
Brucella spp é frequentemente encontrada e isolada em produtos de origem animal como
produtos lacteos elaborados a partir do leite cru (DADAR; SHAHALI; WHATMORE, 2019;
JANSEN et al., 2019).

Melo et al. (2014) em um estudo realizado nos aeroportos internacionais de S&o Paulo
e do Rio de Janeiro, a Brucella spp. foi detectada por métodos moleculares em 42% (70/166)
de produtos lacteos importados ilegalmente. A alta taxa de deteccdo de Brucella spp. em leite
contaminado fornece informacdes importantes para avaliacdo de risco, que a populacao esta
exposta para a ocorréncia de brucelose (DADAR; SHAHALI; WHATMORE, 2019).

Animais doentes eliminam a bactéria no leite e no ambiente por meio dos residuos
oriundos dos partos e abortos. O leite cru comercializado informalmente, assim como o
consumo de produtos lacteos feitos com leite cru, representam o principal fator de risco para a
salde dos seres humanos (DADAR; SHAHALI; WHATMORE, 2019).

As bactérias do género Brucella pertencem a familia Proteobacteria, e sdo gram-
negativas, intracelulares facultativas, imdveis, ndo esporuladas, apresentando temperatura de
crescimento entre 20 a 40°C, sendo 37°C a temperatura ideal, e um pH 6timo de 6,6 a 7,4.
Possuem forma de bastonetes curtos que medem de 0,6 a 1,5 um por 0,5 a 0,7 um de
dimensdo (OIE, 2009; PAJUABA, 2006; PROBERT et al., 2004; REDKAR et al., 2001;
VELASCO et al., 2000).

As principais espécies do género sdo a B. abortus (bovinos e bubalinos), B. suis
(suinos e javalis), B. melitensis (isoladas em cabras, ovelhas e camelos), B. ovis (ovelhas), B.
neotomae (ratos do deserto) e B. canis (cdes). A B. abortus possui sete sorovares (1, 2, 3, 4, 5,
6 e 9), cinco para B. suis (1, 2, 3, 4 e 5) e trés para B. melitensis (1, 2 e 3), sendo esta a espécie
mais virulenta para humanos (DADAR; SHAHALI; WHATMORE, 2019; FOSTER et al.,
2007; MORENO; CLOECKAERT; MORIYON, 2002; SCHOLZ et al., 2008).
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Fatores como temperatura, pH, concentracdo de cloreto de sodio, atividade de &gua e a
presenca de outros microrganismos, influenciam na sobrevivéncia de Brucella spp. no leite e
em produtos lacteos, podendo permanecer no alimento por um periodo longo entre 15 a 90
dias (DADAR; SHAHALI; WHATMORE, 2019).A refrigeracdo inibe a multiplicagdo, mas
ndo elimina a bactéria. Mesmo em baixas temperaturas, como a do congelamento, a
viabilidade bacteriana é mantida. Apesar de haver relatos de isolamento em leite UHT
(FALENSKI et al., 2011) a fervura, a pasteurizacdo, a esterilizacdo, a salga e a fermentacéo
sdo métodos eficazes na eliminacdo do microrganismo (BRASIL, 2006; CARVALHO et al.,
1995; PAULIN; FERREIRA NETO, 2003).

Apos a ingestdo de produtos contaminados, as bactérias penetram na mucosa e Sao
fagocitadas, principalmente, por macrofagos, sendo carreadas até os linfonodos regionais,
onde se multiplicam e podem permanecer por semanas a meses, levando a hiperplasia e
linfadenite (BISHOP; BOSMAN; HERR, 1994; CARVALHO NETA et al., 2010; LAGE et
al.,, 2008).Na fase de multiplicacdo celular, as bactérias podem provocar alteracBes
inflamatorias e anatopatoldgicas caracterizadas por granulomas difusos, ocasionando a
hiperplasia linfoide, esplenomegalia e hepatomegalia. A Brucella possui predilecdo pelos
tecidos mamarios, pelo aparelho locomotor, por 6rgdos do sistema reprodutor masculino e
feminino.O Utero gravidico apresenta elevadas concentragdes de eritritol e progesterona na
placenta fazendo com que a Brucella tenha maior afinidade pelos trofoblastos (BISHOP;
BOSMAN; HERR, 1994; CAMPOS et al., 2009; CARTER; CHENGAPPA, 1991; LAGE et
al., 2008; MATRONE et al., 2009; RIBEIRO; MOTTA; ALMEIDA, 2008; XAVIER, 2009).

O periodo de incubagdo pode variar de uma semana a varios meses. Pode ter atuacdo
branda e cura espontdnea, ou ser grave e até levar a morte. As principais manifestacoes
clinicas nos animais sdo retencdo de placenta, metrite, endometrite, nascimento de bezerros
fracos, orquite, bursite, dores musculares e nas articulag@es, higromas. Em humanos, os sinais
mais evidentes sdo as febres recorrentes, fraquezas, dores musculares, cefaleia, disturbios
nervosos e sudorese, 0 que acaba por levar a incapacidade parcial ou total ao trabalho (LAGE
et al., 2008; PAULIN; FERREIRA NETO, 2008; RIBEIRO; MOTTA; ALMEIDA, 2008;
XAVIER, 2009).

A Brucella pode ser detectada frequentemente no leite, apresentando um sério risco
para os consumidores de produtos l&cteos ndo pasteurizados. Embora a pasteurizacdo possa,
completamente, eliminar os diversos tipos de Brucella, o consumo elevado de produtos

lacteos contaminados que ndo recebem nenhum tipo de tratamento térmico ainda é
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responsavel pela maior parte dos casos de brucelose em diferentes surtos (DADAR,;
SHAHALI; WHATMORE, 2019).

Programas adequados de controle da doenca no rebanho, a conscientizacdo da
populacédo sobre o risco de contaminagdo ao consumir produtos oriundos de leite cru, controle
eficaz da salude dos trabalhadores, que lidam com os animais, e a implementacdo dos
tratamentos térmicos em todos os produtos lacteos comercializados, representam uma

eficiente estratégia para reduzir a ocorréncia de brucelose humana.

3.3 Tuberculose

No contexto da saude publica, Mycobacterium tuberculosis e Mycobacterium bovis
tém o maior impacto, causando a tuberculose, uma doencga zoonotica de distribuicdo global
afetando os seres humanos, animais domésticos e selvagens (BOLANOS et al., 2017).

M. tuberculosis e M. bovis sdo bacilos alcool-acidos resistentes, aerdbios, finos e
ligeiramente curvos e medem de 0,5 a 3 um. Possuem parede celular rica em lipidios o que
Ihes conferem baixa permeabilidade, reduzindo a efetividade da maioria dos antibioticos e
facilitando sua sobrevida nos macréfagos (ROSSMAN; MACGREGOR, 1995).

Por se tratar de uma doenca infectocontagiosa, é transmitida de vertebrados,
especialmente de bovinos, para seres humanos diretamente por rotas aerdgenas ou,
indiretamente, pelo consumo de leite cru e seus derivados (BOUKARY et. al 2012).

A infeccdo em bovinos causa perdas econémicas aos proprietarios de animais
positivos na prova tuberculinica, envolvendo, principalmente, a condenacdo de carcagas em
abatedouros frigorificos, a redugdo da producdo de leite no rebanho leiteiro e a reducdo ou
perda de peso nos animais de corte, sem levar em consideracdo os embargos internacionais a
exportacao de produtos de origem bovina (PAES, 2010).

O Mycobacterium sp. permanece vidvel no queijo e no iogurte feitos a partir de leite
contaminado, por até 14 dias e, por até 100 dias em manteiga, sendo um agente de extrema
importancia para vigilancia sanitaria do pais (DE LA RUA-DOMENECH, 2006).

Em paises da América do Sul, estima-se que 2% dos casos pulmonares e 8% dos casos
extrapulmonares de tuberculose em humanos sdo causados por M. bovis (DE KANTOR et al.
2014). No Brasil, a proporcédo de tuberculose zoonética foi 3,5% dos 200 casos analisados em
1974 (CORREA; CORREA, 1974), embora estudos mais recentes tenham demostrado que
estes dados vém decrescendo (SILVA et al., 2013; ROCHA et al., 2011).
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Em 2017, o nimero de casos notificados de tuberculose em seres humanos foi de
72.770 e os coeficientes de incidéncia variaram de 10,0 a 74,7 casos por 100 mil habitantes
entre as Unidades Federadas Brasileiras (BRASIL, 2019b).

A Organizacdo Mundial da Saiude (OMS) considera a tuberculose uma doenca
reemergente e uma grande ameaca devido ao aumento do numero de relatos em humanos,
particularmente em pessoas portadoras do virus da imunodeficiéncia humana (HIV/AIDS), e a
resisténcia desses patdgenos a diversos antibioticos empregados no tratamento clinico
(BOLANOS et al., 2017).

Sabe-se que diversos fatores de risco estdo associados a ocorréncia de tuberculose,
como a existéncia de individuos portadores do HIV e o consumo de produtos lacteos oriundos
de leite cru. O Brasil € uma area enzodtica para tuberculose bovina, estando presente em todo
0 pais desde 1920, mas sempre foi negligenciada e poucas a¢Ges com impacto significativo
tinham sido tomadas para combater a doenca até 2001, quando o Programa Nacional de
Controle e Erradicacdo da Brucelose e da Tuberculose (PNCEBT) foi implementado (PAES,
2010; SILVA et al., 2018).

A tuberculose ocorre em bovinos independentemente da idade e género, embora
devido a evolucgéo cronica, os animais adultos séo mais frequentemente diagnosticados e sdo
mais comumente sintoméaticos (RADOSTITS et. al., 2007). A introducdo de animais
infectados em um rebanho é provavelmente o principal fator de risco para a propagacao da
doenca entre animais leiteiros (CORREA; CORREA, 1992). As micobactérias s&o eliminadas
por secre¢Oes do trato respiratdrio, leite, colostro, fezes, urina e, ocasionalmente, sémen.

Os sinais clinicos da doenca em seres humanos manifestam-se sob diferentes
apresentacdes clinicas dependendo do érgdo acometido. Logo, quadros envolvendo tosse,
hemoptise, dispneia, dor toracica, rouquiddo, febre, sudorese, perda ponderal, sdo parte
importante e cléssica da imensa gama de manifestacdes possiveis. E fundamental lembrar,
entretanto, que pode existir ampla sintomatologia inespecifica da doenca, dependendo do
6rgdo acometido pelo bacilo (KOZAKEVICH; SILVA, 2015).

A progressdo da doenca cronica é caracterizada por formacdo de grandes nodulos
caseosos, particularmente nos pulmdes (infeccao pelo ar) e trato intestinal (infeccéo oral). Em
animais imunocomprometidos ou debilitados, a generalizacdo pode ocorrer com a
disseminacdo de pequenos nddulos em varios 6rgdos, incluindo a glandula mamaéria
(BOLANOS et al., 2017).

Medidas devem ser desenvolvidas para identificar e controlar a infeccdo por M. bovis
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em animais silvestres e bovinos. Como estes animais sdo importantes reservatorios naturais
deste patogeno faz-se necessario uma atencdo maior pela defesa sanitaria animal na
verificacdo da doenca no rebanho brasileiro.

A tuberculose bovina ocasiona prejuizos a saude do rebanho bovino e a saide dos
seres humanos que consomem leite cru e/ou produtos derivados do leite cru contaminados,

tornando-se assim, uma doenca de grande importancia para satde publica brasileira.

3.4 Listeriose

Esta bactéria possui caracteristicas pertencentes ao género Listeria, sdo bastonetes
gram positivos, intracelular facultativo, ndo formadora de esporos, anaerobia facultativa,
pouca motilidade e na forma de bastonetes (NALERIO et al., 2009; PETERSEN; MADSEN,
2000).

O género Listeria possui 17 espécies, porém apenas duas sdo consideradas
patogénicas. A L. monocytogenes € considerada patogénica para seres humanos e para varias
espécies de animais, enquanto que L. ivanovii é patogénica especialmente para ruminantes,
mas, ocasionalmente, pode acometer os seres humanos (DHAMA et al., 2015;
MCLAUCHLIN; MARTIN, 2008).

L. monocytogenes possui 13 sorotipos e quatro linhagens denominadas I, 11, 11l e IV. A
linhagem | e os sorotipo 1/2a, 1/2b e 4b sdo comumente relatados em seres humanos e
sorotipos 1/2% e 4b em animais (ORSI; DEN BAKKER; WIEDMANN, 2011).

L. monocytogenes forma rapidamente biofilmes; é resistente a altas concentracdes de
sal e &cidos, podendo crescer em pH entre 4,5 e 9,6 e em temperaturas que variam de 4° a
45°C, o que acaba favorecendo a sobrevivéncia bacteriana por periodos prolongados em
alimentos refrigerados e em produtos prontos e aquecidos (DHAMA et al., 2015;
SCHUCHAT; SWAMINATHAN; BROOME, 1991; SWAMINATHAN; GERNER, 2007).

A maioria das infecgdes humanas ocorre por consumo de alimentos contaminados.
Surtos registrados estavam associados a ingestdo de leite contaminado (leite cru ou
inadequadamente pasteurizado), de queijos, de sorvetes, de agua, de vegetais crus, de patés de
carnes, de molhos de carne crua fermentada, de aves cruas ou cozidas, de peixes (inclusive
defumados) e, de frutos do mar. Foi observada a sobrevivéncia da bactéria por 13 anos em
leite, por 16 anos em cérebro, por 12 anos em fezes e, por 12 anos em silagem, quando
mantida em temperatura abaixo de 5°C (DHAMA et al., 2015).
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Alimentos prontos para o consumo desempenham um papel crucial na transmisséo de
listeriose para a populacdo. Um estudo realizado com 384 amostras de alimentos na Etiopia
mostrou uma prevaléncia de 25% de L. monocytogenes entre os quais alguns isolados eram
resistentes a maultiplos farmacos (penicilina, acido nalidixico, tetraciclina e cloranfenicol),
enfatizando a necessidade da adogdo de praticas higiénicas em inddstrias de processamento de
alimentos (GAREDEW et al., 2015).

Sinais clinicos causados por L. monocytogenes tém um periodo de incubacdo
relativamente curto, que vai de poucas horas a 1 ou 3 dias. No entanto, a forma grave da
doenca pode ter um periodo de incubacdo extremamente longo, variando de 3 dias a 3 meses.
A listeriose é uma zoonose rara, mas gera graves casos em individuos idosos, gestantes e
crianca. Conhecida como doenca da silagem, doenca circulante e meningoencefalite, é
causada por Listeria monocytogenes (REZER, 2011; DHAMA et al., 2015; JANSEN et al.,
2019).

A L. monocytogenes pode invadir o epitélio gastrointestinal penetrando nos mondcitos,
macréfagos ou leucocitos polimorfonucleares do hospedeiro, podendo se disseminar pela
corrente sanguinea, levando a septicemia. Sua presenca em células fagocitarias permite acesso
ao cérebro e, provavelmente, migracdo da placenta para o feto em mulheres gravidas. A
patogenicidade da L. monocytogenes se concentra na habilidade em sobreviver e multiplicar-
se em células fagocitarias de seus hospedeiros (REZER, 2011). A letalidade por listeriose
varia de 20% a 30%, de acordo com varios relatorios em humanos (JAHANGIRI et al., 2011;
MATEUS et al., 2013).

L. monocytogenes é responsdvel por véarias sindromes nos seres humanos; entre as
principais estdo abortos, febre, nauseas, vomitos, meningoencefalite, gastroenterite febril
(com vomitos e diarreia). InfeccBes focais, incluindo endocarditite, artrite séptica,
osteomielite e peritonite, sdo raras e geralmente precedidas por septicemia (DHAMA et al.,
2015; NIEMAN; LORBER, 1980).

A listeriose em mulheres gravidas ocorre mais frequentemente no terceiro trimestre. A
infeccdo na mée pode ser assintomatica, porém, pode ter consequéncias graves para a crianca,
incluindo aborto espontaneo, morte fetal, natimorto, septicemia neonatal grave e meningite
(ROCOURT; JACQUET; REILLY, 2000). Em adultos ndo gestantes, L. monocytogenes tem
um particular tropismo pelo sistema nervoso central, e infecgdes do parénquima cerebral e
meninges (ROCOURT; JACQUET:; REILLY, 2000).

Nos animais, a listeriose € caracterizada por sintomas como depressdo, febre, mudanca
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de comportamento, indiferenca ao ambiente, quadro de encefalite e meningoencefalite. A
doenca se apresenta normalmente entre o periodo do inverno e a primavera. O pH alcalino da
silagem aumenta as chances de multiplicacdo da L. monocytogenes. O aparecimento dos
sintomas ocorre 10 dias ou mais, ap6s os animais se alimentarem de silagem de baixa

qualidade.

3.5 Infeccéo Estafilocécicas

Staphylococcus aureus € habitualmente encontrado em leite e derivados e esta
associado a doengas transmitidas por alimentos quando encontrado em altas concentragdes
(10° unidades formadoras de coldnia [UFC] por grama) devido a acdo de suas enterotoxinas
que sdo resistentes ao calor. (JANSEN et al., 2019; PINTO et al., 2013).

Como as toxinas estafilococicas sdo termoestaveis, essas ndo podem ser inativadas por
tratamentos térmicos padrfes. A inativacdo da toxina ocorre apenas em autoclave a 15 PSI por
20 minutos. Por isso, evitando a contaminacdo do alimento pelo microrganismo, a carga de
microrganismos deve ser limitada e esse produto deve ser mantido em temperaturas de 0°C a
4°C até o beneficiamento (DHANASHEKAR; AKKINEPALLI; NELLUTLA, 2012; REZER,
2011).

O S. aureus é um cocos gram positivo e anaerobia facultativa. Os reservatorios
principais de S. aureus sdo fossas nasais do homem, Uberes de vacas e ovelhas com mastite,
aves com artrites ou contusdes. Secrecdes do nariz e garganta; maos; feridas, pustulas e fezes
(REZER, 2011).

Apesar dos manipuladores de alimentos serem, normalmente, as principais fontes de
contaminacdo dos alimentos, 0s equipamentos e as superficies também tem sua importancia
na ocorréncia de surtos. As intoxicacGes humanas sdo causadas pela ingestdo enterotoxinas
produzidas nos alimentos por algumas linhagens de Staphylococcus aureus, porque o
alimento ndo foi mantido quente (60°C ou mais) ou frio o suficiente (7,2°C ou menos)
(REZER, 2011).

Em 2016, toxinas bacterianas como de S. aureus, foram a segunda principal
causa de surtos de origem alimentar na Unido Européira (EFSA; ECDC, 2017). Em produtos
carneos importados ilegalmente, S. aureus foi a bactéria mais detectada (4,3%), muitas vezes
em concentracdes médias inferiores a 10° UFC/g, sendo isolada em maior quantidade em
carne suina (RODRIGUEZ-LAZARO et al., 2015). Produtos derivados de leites
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contaminados e importados ilegalmente, podem representar um risco para saude publica,
gerando diversos surtos na populacdo (JANSEN et al., 2019).

S. aureus foi o patdgeno mais encontrado em leite e produtos lacteos importados
ilegalmente (7,4%), muitas vezes em concentracdes médias (> 10° UFC/g). Artursson et al.
(2018) analisaram 103 amostras de leite em dois periodos distintos e verificaram a presenca
de S. aureus em 71% das amostras de leite bovino e em 64% de leite caprino, demonstrando a
facilidade de deteccao desse agente bacteriano em diversos tipos de leite.

Os estafilococos existem no ar, no esgoto, na agua, no leite, nos alimentos, ou
equipamentos que processam alimentos, nas superficies expostas aos ambientes, nos seres
humanos e nos animais, sendo estes dois Gltimos os principais reservatéorios (REZER, 2011).

O periodo de incubacdo em seres humanos ocorre entre 30 minutos e seis horas,
geralmente de 2 a 4 horas, apds a ingestdo do alimento contendo a toxina pré-formada
(PINTO et al., 2013).

Os sintomas de intoxicacdes causadas por estafilococos aparecem rapidamente e
incluem nauseas, vomitos e dores abdominais. Em casos mais graves podem ocorrer dor de
cabeca, dores musculares, alteracdes na pressao sanguinea e na taxa de pulsacdo. Os sintomas
podem ser bastante agudos, dependendo da suscetibilidade individual a toxina, da quantidade
de alimento ingerido e da saude geral da pessoa. A doenca é normalmente autolimitante e
geralmente tem duracéo de 2 a 3 dias (REZER, 2011).

3.6  Campilobacteriose

Campylobacter foi reconhecido como causa de infec¢do em humanos na década de 70
e, atualmente é considerada uma das causas mais comum de infeccdo de origem alimentar
(PINTO et al., 2013).

Essas bactérias sdo gram negativas curvas, finos bastonetes, tamanho variavel (0,5 a
0,8 um x 0,2 a 0,5 um), possuindo a necessidade de ter de 3,5% a 5% de oxigénio e de 2% a
10% de dioxido de carbono para seu crescimento. A partir de flagelos polares realizam um
tipico movimento de “saca-rolhas” (REZER, 2011; TORRES; HAAS; SIQUEIRA, 2016).

A temperatura ambiente (25°C) ndo favorece o crescimento microbiano, tendo sua
temperatura ideal para crescimento por volta de 42°C a 43°C. Os Campylobacter termofilos
recebem essa denominacdo, pois crescem em temperaturas mais altas do que os outros tipos

de Campylobacter. O microrganismo é muito sensivel a secagem e é destruido por coccdo de
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55°C a 60°C, apds alguns minutos (REZER, 2011).

Por ndo ter seu crescimento favorecido em temperaturas inferiores a 42°C,
Campylobacter spp. ndo possui sua multiplicacdo favorecida durante o abate, apds o
processamento, durante o transporte e armazenamento. Em bovinos, suinos e aves as
concentracOes de Campylobacter tendem a declinar durante o processo de abate (MATOPE et
al., 1998).

Existem duas espécies principais de Campylobacter causadoras de doencas
alimentares. O C. jejuni é frequentemente isolado em galinhas e causa a maioria dos surtos
(89% a 93%) em humanos, sendo seguido pelo C. coli frequentemente encontrado em porcos
e ocasiona de 7% a 10% dos surtos de infecc¢des alimentares (REZER, 2011; SCHLUNDT et
al., 2004).

Também o C. upsaliensis e o C. lari, ocasionalmente, sdo implicados em surtos
alimentares. Tais microrganismos sdo encontrados em aves domésticas, bovinos, suinos,
ovinos, roedores e nos passaros. As rotas da infeccdo passam pela agua contaminada, leite e
carne (REZER, 2011).

Existem diversos fatores de risco para a ocorréncia da doenca na populacdo. Entre os
principais estdo a ingestdo de produtos avicolas, o consumo de carnes mal cozidas, o
manuseio de carnes cruas, as atividades relacionadas a ocupacao profissional dos funcionarios
em abatedouros e casas de carnes, a realizacdo de atividades recreativas em ambiente natural e
0 consumo de produtos lacteos contaminados (NEIMANN, 2001).

A patogénese da Campylobacter é pouco conhecida. Diversos determinantes da
viruléncia foram descritos, mas seus papéis relativos e a importancia no desenvolvimento da
diarreia ndo séo claros. Campylobacter enteropatogénico pode causar uma enterocolite aguda,
0 que pode ser confundida com outras doencas causada por diversos microrganismos
patogénicos (SCHLUNDT et al., 2004).

O periodo de incubagdo pode variar de um a onze dias, mas, de forma geral, sua
duracdo é rapida, tendo média de um a trés dias. A doenca é autolimitante, porém, em
individuos susceptiveis (criancas, idosos e individuos imunossuprimidos), ela pode elevar os
sinais ao quadro grave, como surgimento de artrite reativa, Sindrome de Guillain-Barré e a
Sindrome de Miller Fisher (SCHLUNDT et al., 2004).

Os sinais clinicos normalmente encontrados nos individuos humanos séo febre, dores
abdominais, enterites, diarreia profusa, aquosa e/ou sanguinolenta (TORRES; HAAS;
SIQUEIRA, 2016).
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Em geral, a maioria das infec¢cBes por Campylobacter humano € autolimitada e ndo
necessita de terapia antimicrobiana. Entretanto, em casos graves, a medicacdo pode ser
necessaria (SCHLUNDT et al., 2004).

4 ANALISES PARA DETECCAO DE FRAUDES EM LEITE INFORMAL

O Brasil é um dos paises que possui grande capacidade de producdo de leite e
derivados devida sua grande extensdo territorial e 0 nimero de animais destinados a producéo
leiteira. Apesar de haver diversos fatores favoraveis, em 2018 as exportacfes brasileiras
cairam aproximadamente em volume e em faturamento comparado com o0 ano anterior
(DERAL, 2018).

Os principais estados brasileiros produtores de leite sdo Minas Gerais, Rio Grande do
Sul e Parana. Diante da grande producdo leiteira nesses estados, as oportunidades para fraude
e adulteracdo de alimentos sdo 6timas, aumentando assim o volume e valor do produto
comercializado. Moyer, DeVries e Spink (2017) relataram os ganhos econémicos e 0 impacto
dos alimentos fraudados com base em estudos de caso e exemplos. De acordo com este
estudo, houve diversas oportunidades de fraude e adulteracdo de alimentos, e essas fraudes
séo crimes lucrativos.

De acordo com a Farmacopéia dos Estados Unidos (USP, 2015), regifes geogréaficas
com alta vulnerabilidade a fraude e adulteracdo de alimentos estdo frequentemente em areas
com instabilidade politica e social. O Brasil encontra muitos dessas condic¢des e €, portanto,
propenso a fraude e adulteracéo de alimentos.

AdulteracGes de alimentos ocorrem com frequéncia principalmente em pais em
desenvolvimento. No Brasil por sem uma area de grande vulnerabilidade, a adulteracdo de
alimentos ocorre de forma ilegal, mas gera muito lucro para produtores.

As fraudes alimentares e as adulteracfes sdo ameacas diretas a sustentabilidade, a

seguranga alimentar, & salde dos consumidores, as comercializagbes nacionais e
internacionais gerando impactos significativos a economia do pais (TIBOLA et al., 2018).
Nos Ultimos anos, varios casos adulteragdes em alimentos ocorreram em muitos paises. Zhang
e Xue (2016) realizaram uma analise sobre altera¢des intencionais em alimentos na China
com base em 1.553 relatorios de escandalos sobre seguranca alimentar. No Brasil, todos 0s
anos ocorrem relatos de operagfes que descobrem irregularidades nos produtos alimenticios.

No ano de 2018 diversas empresas tiveram suas fabricas fechadas ou multadas por
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realizarem o processamento incorreto ou adicionarem intencionalmente produtos improprios
aos produtos lacteos a fim de mascarar a qualidade da matéria prima e gerar maiores lucros.
Esses casos de fraudes fazem com a confianga dos paises importadores, agéncias reguladoras
e dos consumidores fiquem abaladas, levando estes a escolherem imediatamente outros
produtos, categorias ou marca para consumo (TIBOLA et al., 2018).

Algumas substancias adicionadas aos produtos sdo permitidas em quantidades
maximas, ja outros componentes quando detectados sdo considerados improprios. No que se
refere a leite e derivados, para elaboracao dos subprodutos existem Regulamentos Técnicos de
Identidade e Qualidade (RTIQ). Nos regulamentos, os produtos sdo classificados através dos
seus componentes, sendo alguns componentes classificados como obrigatérios e outros
opcionais com suas respectivas quantidades permitidas.

A adicdo de substancias estranhas na composicdo normal do leite tem com finalidade
principal corrigir erros na qualidade da matéria prima ou corrigir erros no processamento
técnico. Podendo ser detectada substancias intencionalmente para corrigir a acidez e reduzir o
crescimento bacteriano (TRONCO, 2013).

Conforme o Regulamento de Inspecdo Industrial e Sanitaria de Produtos de Origem
Animal (RIISPOA 2017) e a Instrugdo Normativa (IN) n° 76 de 26 de novembro de 2018, é
proibido & presencga de substancias estranhas na composicdo do leite cru e do pasteurizado,
como agentes inibidores do crescimento microbiano, neutralizantes da acidez e reconstituintes
da densidade ou do indice crioscopico.

A fim de exercem uma acao bacteriostatica ou bactericida sobre o desenvolvimento de
microrganismos, utiliza-se substancias quimicas como peroxido de hidrogénio, formol,
hipoclorito de sodio, acido borico e outros componentes com a finalidade de conservar o leite
gue apresente altos niveis de contagem bacteriana ou que ndo podem ser armazenados ou
beneficiados em poucas horas (TRONCO, 2013).

Segundo o Manual de Métodos Oficiais para Andlise de Alimentos de Origem Animal
lancado em 2018 pelo Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (MAPA) realiza-
se o0 teste de &cido cromotropico para deteccdo de formaldeidos no leite, utilizando a solucéo
saturada de acido 1,8-diidroxinaftaleno-3,6-dissulfénico. Existem outras metodologias
empregadas na deteccdo dessa substancia no leite como o uso do reativo de Nessler
(composto de iodeto de potassio, cloreto de mercurio e hidréxido de potassio) e a técnica que
utiliza &cido sulfurico a 50% e percloreto de ferro a 2% a fim de verificar a ocorréncia da cor
roxa ou violeta (TRONCO, 2013).

33



No método oficial para deteccdo de peroxido de hidrogénio utiliza-se a solucdo de
perdxido de hidrogénio (H,0,) a 3% e a solucédo hidroalcoodlica de guaiacol (C;HgO>) a 1% a
fim de observar a formacgéo corada em casos positivos, pois a enzima peroxidase presente no
leite naturalmente degrada o peréxido de hidrogénio, oxidando o indicador e alterando a
coloracdo. Nos laboratorios dos laticinios € a utilizado do reagente Arnold-Mentzel (acido
vanadico em &cido sulfirico) (BRASIL, 2018b).

O hipoclorito pode ser adicionado ao leite intencionalmente para disfarcar a qualidade
microbioldgica do leite ou pode aparecer devido residuos de sanitizantes utilizados na limpeza
dos equipamentos e maquinarios durante a ordenha e/ou elaboracdo dos produtos nas
industrias. Para determinar a presenca desse composto, utiliza-se 0 reagente iodeto de
potassio.

Devido a presenca de bactérias lacticas no leite, essas realizam normalmente a
fermentacdo do carboidrato do leite (lactose) gerando a producdo de &cido lactico e demais
composto como a liberacdo de gés. Niveis elevados de bactérias no leite cru geram altos
niveis de acido lactico, esses acidos sdo responsaveis pelo aumento da acidez no leite,
reduzindo assim a qualidade do leite obtido (TRONCO, 2013).

A acidez do leite € o primeiro ponto a ser avaliado dentro dos laticinios, pela
mensuracdo qualitativa (Alizarol) e da acidez titulavel (Acidez Dornic) podemos determinar a
estabilidade da proteina do leite, determinado assim seu destino dentro da producdo de leite
fluido ou de subprodutos.

Oficialmente a técnica para determinacdo da acidez em leite fluido necessita de
solucéo alcodlica de fenolftaleina e a solucdo de hidroxido de sodio (NaOH) a fim de verificar
se o leite apresenta acidez titulavel entre 0,14 e 0,18 gramas de acido latico/100mL ou
expressa em graus Dornic no intervalo de 14°D a 18°D (BRASIL, 2018a, 2018b).

Na tentativa de neutralizar e mascarar uma elevada acidez do leite, as substancias
neutralizantes mais empregadas sdo o bicarbonato de sédio, carbonato de célcio, cal virgem
ou a soda. Na andlise para determinar a presenca de Bicarbonato de sédio, o uso de &lcool
absoluto verificara a estabilidade da proteina e acido rosalico sera o marcador de coloracdo
para amostras positivas.

Uma das fraudes comuns é a adigdo de agua no leite com a finalidade de aumentar o
volume do produto e, consequentemente, elevar o faturamento. Na tentativa de reestabelecer a
densidade as substancias fraudadas, faz-se a adicdo de substancias reconstituintes de

densidade, sendo 0 amido, a sacarose € o cloreto de sddio os compostos mais utilizados.
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A forma oficial empregada para determinacdo da densidade relativa a 15°C ocorre
pelo uso de densimetro digital, obtendo valores diferentes de 1,028 até 1,034 para leite cru e
integral preconizados pela IN 76/2018 faz-se a verificacdo de possiveis fraudes no leite fluido
(BRASIL, 2018a).

Na anélise de amido utiliza-se o iodo, este exerce agdo sobre a B-amilose, a fracdo do
amido presente na amostra do leite absorve o iodo modificando a coloragédo para azul
acinzentado (BRASIL, 2018b; TRONCO, 2013).

Cloretos séo adicionados com intuito de reconstituir a densidade do produto fraudado.
A pesquisa oficial dessas substancias é feita pela reacdo do nitrato de prata com os cloretos
em presenca de cromato de potassio como indicador. A colora¢do amarela indica uma reacéo
positiva devido 0 consumo maior de nitrato de prata.

Na determinacdo da presenca de sacarose no leite utiliza-se acido sulfirico a 50% e
resorcina a 1%. A glicose ou frutose acrescentada no leite liberara o radical redutor aldeido
que na presenca da resorcina (fenol) levard a uma reagdo de oxirredugdo de cor rosea
(TRONCO, 2013).

Conforme a instrucdo do MAPA, ndo é permitido o envio de leite de animais que
estejam sendo submetidos a tratamento com drogas e medicamentos de uso veterinario para
beneficiamento em estabelecimento industrial. Devido o leite possuir residuos de antibidticos,
0s animais em tratamento com esses farmacos devem ser afastados da producdo até o
cumprimento total do periodo de metabolizacao total dos medicamentos, a fim de assegurar
niveos nulos ou baixos de residuos (BRASIL, 2018a).

Os métodos usados para deteccdo de residuos de antimicrobianos incluem: método de
inibicdo microbioldgica, métodos imunoldgicos, métodos enziméticos, cromatografia gasosa,
cromatografia em camada delgada e cromatografia liquida de alta pressdo (KANG; KONDO,
2001). Segundo Moore, Spink e Lipp (2012) as técnicas mais usadas para detectar fraudes e
adulteracbes em alimentos sdo cromatografia, espectroscopia e técnicas de identificacéo
molecular como a reagdo em cadeia da polimerase (PCR).

Nos laticinios utilizam-se kits comerciais disponiveis em diversas marcas com intuito
de detectar residuos de antimicrobianos em, sendo uma técnica de facil execucdo, onde o
técnico consegue avaliar diversas amostras ao mesmo tempo obtendo um resultado
rapidamente (ABRANTES; CAMPELO:; SILVA, 2014).

Na China em 2008 ocorreu um dos mais graves exemplos de fraude, com a adicéo de

melamina ao leite no intuito de mascarar o seu valor proteico. Em consequéncia a essa fraude,
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300 mil pessoas adoeceram e seis vieram a obito (SHARMA; PARADAKAR, 2010).

Diversos autores relataram em seus trabalhos a fraude da adi¢do de agua em amostras
de leite coletadas, sendo assim a principal adulteragdo encontrada (MONTANHINI; HEIN,
2013; RIBEIRO JUNIOR, 2013; SILVA et al., 2017).

Rosa-Campos et al. (2011) verificou adicGes de agua, perdxido de hidrogénio e
sacarose em amostras de leite integral coletadas para analises na cidade de Brasilia-DF.

No ano de 2013, o Ministério Publico Brasileiro (MP) e o MAPA criaram uma
operagdo chamada “Leite Compensado” a fim de verificar irregularidade em diversas
empresas da cadeia produtiva do leite. Através dessa operacdo foram verificadas diversas
fraudes, como adi¢des de produtos ilegais como agua e ureia, a fim de aumentar a quantidade
de leite, bem como soda caustica, peréxido de hidrogénio e cal virgem para reutilizacdo leite
deteriorado e/ou prolongar a vida util do leite nas prateleiras dos supermercados
(BREITENBACH; RODRIGUES; BRANDAO, 2018).

Breitenbach, Rodrigues e Branddo (2018) realizaram entrevistas através de um
formulario online com 1.015 entrevistados, desses 73,2% demonstraram conscientizacdo
sobre 0s riscos a saude relacionados ao consumo de leite com conservantes e contaminantes.
Para metade dos entrevistados (55,57%) os escandalos apresentados pelas midias sobre as
adulteragdes nédo influenciaram no consumo dos produtos.

Breitenbach e Souza (2015) e Breitenbach, Rodrigues e Branddo (2018) em seus
estudos ressaltaram que os entrevistados correlacionam o aumento das fraudes com o aumento
da concorréncia entre as industrias de laticinios, essa competicdo reduz os lucros e a estratégia
encontrada pelas empresas para aumentar os ganhos financeiros seria a adulteracdo dos
produtos.

Sucessivos escandalos sobre as fraudes na cadeia de producdo de leite geram
desacreditacdo dos consumidores diante das marcas comercializadas, abrindo oportunidade
para o mercado informal do leite cru e dos produtos considerados “organicos”, o que eleva a
ocorréncia de doengas transmitidas por alimentos (BRANDAO et al., 2015).

Perante do aumento das descobertas de fraude no leite é importante que as industrias
de leite e derivados cumpram a sua obrigacdo de controlar rigorosamente a qualidade da
matéria-prima recebida e que realizem diariamente as analises necessarias que as legislacGes

solicitam para producdo de um produto com boa qualidade e livre de contaminantes.

5. CONSIDERACOES FINAIS
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Perante todas essas informacdes, percebe-se a importancia de um controle eficiéncia
na qualidade do leite e produtos lacteos comercializados em todo o territério nacional.
Diversas doencas podem ser carreadas por alimentos de origem animal, principalmente
através do leite, produto este de facil acesso, de baixo custo e rico em nutrientes na
alimentagdo humana.

Exames microbiologicos e fisico-quimicos sdo necessarios para determinar a qualidade
do produto, evitando a ocorréncia de fraudes e a transmissdo de zoonoses pelo consumo

desses produtos.
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INTRODUCAO

Em 2019 foi registrado aumento de aquisi¢do na leite cru pelas industrias brasileiras de
3,4% relativo a 2018 . Sendo Minas Gerais 0 estado lider no ranking nacional na aquisicdo de
leite (IBGE, 2019a).

O leite é um dos alimentos mais completos por apresentar elevado valor nutritivo,
sendo fonte de proteinas, vitaminas, gorduras, sais minerais, carboidratos e agua. Devido sua
rica composicdo, o leite torna-se fundamental para a dieta humana, razdo pela qual é
amplamente comercializado e consumido pela populagéo, sobretudo por criangas e idosos
(MARQUES; COELHO JUNIOR; SOARES, 2005; SALVADOR et al., 2012).

Devido a sua rica composi¢cdo quimica e pH proximo da neutralidade, o leite € um
meio adequado para o desenvolvimento e multiplicacdo de varios microrganismos (TONINI,
2014).Isso favorece a realizacdo de diversas fraudes no leite cru empregadas para mascarar a
baixa qualidade do leite. No mercado informal, isso é frequente, mesmo trazendo o risco de
causar diversos problemas alimentares e de saude publica, além de prejuizos econémicos
(SCHUSTER et al., 2006).

O comércio de leite cru informal é proibido no Brasil desde a década de 1950 pela Lei
n° 1.283, de 18/12/1950, e pelo Decreto n° 30.691, de 29/03/1952 (MONTANHINI; HEIN,
2013). Apesar disso, muitos consumidores consideram um produto de boa qualidade, e com
de baixo custo. Dessa forma, o leite informal permanece presente no comércio clandestino,
mantendo a fama de produto livre de contaminantes e fresco (SEBRAE, 2013; SILVA et al.,
2008).
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A Instrucdo Normativa 76 de 26 de novembro de 2018 determina diversos parametros
fisico-quimicos e microbiolégicos no leite cru refrigerado e pasteurizado. Portanto, produtos
que ndo atendem esses parametros seguem na informalidade.

De acordo com o RIISPOA (2017) considera-se fraudado, adulterado ou falsificado o
leite que: na elaboragdo tenham sido empregados matérias-primas ou ingredientes improprios
ou que nao atendam ao disposto no regulamento técnico; emprego de ingredientes, aditivos ou
coadjuvantes de tecnologia diferentes daqueles expressos na formulagdo original com o
objetivo de dissimular ou de ocultar alterac6es, deficiéncias de qualidade da matéria-prima,
defeitos na elaboracéo ou de aumentar o volume ou o peso do produto (BRASIL, 2017a).

Apesar de a legislacdo brasileira ndo autorizar a comercializacdo do leite cru sem
tratamento térmico, € grande o comércio deste produto e de seus derivados sem nenhum tipo
de inspecdo municipal, estadual ou federal, colocando em risco a saude dos consumidores. A
qualidade fisico-quimica e microbioldgica do leite comercializado informalmente ndo esta
relacionada apenas com sanidade do rebanho leiteiro, mas também das boas praticas de
ordenha, do armazenamento, da higiene dos instrumentos, da consciéncia do produtor em
relacdo a fraudes — como adicdo de dgua ou outros ingredientes para aumentar o volume ou
mascarar algum parametro de qualidade do leite (KITCHEN, 1981; BRASIL, 2017a).

O controle microbiolégico em amostras de leite é realizado, principalmente, por
pesquisa de microrganismos indicadores, 0os quais podem fornecer informacdes sobre as
condigdes sanitarias durante producdo, processamento e armazenamento, sobre a estimativa
da vida de prateleira do produto, assim como sobre a possivel presenca de patdgenos
(FRANCO; LANDGRAF, 2005).

Constatado o comércio de leite informal nas cidades brasileiras, este estudo teve por
objetivos verificar a ocorréncia de componentes improprios para 0 consumo e a presenca de
microrganismos acima do permitido pela legislacdo atraves de analises fisico-quimicas e
microbioldgicas de amostras de leite informal, além de comparar amostras coletadas em
cidades de MG com diferentes portes, quanto ao tamanho da popuacdo: Juiz de Fora, Lavras

e ljaci.

MATERIAL E METODOS

Area de estudo e amostragem

As cidades foram escolhidas pelo tamanho das populacfes e devido & conveniéncia

para realizacdo das analises e disponibilidade dos laboratérios.
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A cidade de Juiz de Fora € a quarta cidade mineira mais populosa, estéa localizada na
Zona da Mata mineira, apresentando populacdo estimada em 2019 de 568.873 habitantes.
Lavras e ljaci s&o municipios mineiros da regido do Campo das Vertentes com populacdo
estimada de 103.773 e 6.550 em 2019, respectivamente (IBGE, 2019b).

A amostragem nesse projeto foi realizada de forma ndo aleatéria e ndo probabilistica
pela impossibilidade de determinar o nimero de comércios e vendedores desse produto nas
cidades, devido ao seu carater ilegal..

Inicialmente, foi realizado um levantamento por meio de pesquisa em campo a fim de
identificar alguns comércios e produtores que realizavam a venda de leite informal
diretamente & populacdo nesses municipios. Em todos os locais ou vendedores levantados
foram coletadas amostras de leite, trinta e trés no periodo de maio a julho de 2018. Em ljaci
foram coletadas quatro amostras, Lavras nove e vinte amostras em Juiz de Fora - MG.

Todas as amostras de leite informal foram coletadas de forma andnima, pela
pesquisadora, por meio de compra do produto, como qualquer consumidor. O leite vendido a
granel foi coletado em frascos esterilizados e as amostras de leites vendidos em sacos
plasticos ou garrafas pet foram mantidas nos recipientes originais. Todas as amostras foram
acondicionadas em caixa isotérmicas contendo gelo e transportadas imediatamente para os
laboratorios.

As amostras coletadas na cidade de Juiz de Fora foram analisadas no laboratério do
Instituto Céndido Tostes (ILCT) e no Centro Universitario Presidente Antdnio Carlos
(UNIPAC — JF); as amostras da cidade de Lavras e ljaci foram analisadas no Laboratério de
Microbiologia do Departamento de Medicina Veterinaria (DMV) e no Laboratério de
Laticinios do Departamento de Ciéncia dos Alimentos (DCA) da Universidade Federal de
Lavras (UFLA).

Analises Fisico-quimicas

As determinacdes fisico-quimicas realizadas foram: densidade, acidez titulavel (acidez
Dornic), alizarol, gordura, sélidos totais, sélidos totais desengordurados (BRASIL, 2017a).
Em seguida, realizaram-se as pesquisas de adulterantes como cloretos, amido, sacarose,
peréxido de hidrogénio, formol, bicarbonato de sddio, hipoclorito e hidréxido de sodio,
conforme metodologia descrita pelo Instituto Adolf Lutz (ZENEBON; PASCUET, 2004).

Analises Microbiolbgicas
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As embalagens com o leite informal foram homogeneizadas e desinfetadas com &lcool
70% antes da realizacdo das analises microbiologicas. Utilizaram-se as metodologias
prescritas no manual fornecido pela empresa 3M®, realizando-se as diluicdes decimais (107,
102,10 e 10™*) com o diluente estéril de solucéo salina 0,9% (método 1SO 6887-1).

Tabela 1 Metodologia aplicada nas analises do Petrifilm™

Placa EC Placa AC Placa STX Placa Placa
EL
Microrganismo Coliformes Aerobios Staphylococcus  Listeria Salmonella
totais e E. coli mesofilos aureus
Diluicéo 10?%e 10™ 10%e 10 10t e 107 10"
Temperatura 35-37°C 32°C 35-37°C 35- 42,5°C
37°C
Tempo 13leitura com 48h 24h 28h 24h
24h
2%eitura com
48h

Biologia Molecular

As andlises de biologia molecular em todas as amostras de leite para deteccdo de
Mycobacterium tuberculosis e Brucella spp. Foram realizadas pelo Laboratorio Federal de
Defesa Agropecuaria (LFDA) do LANAGRO, localizado em Pedro Leopoldo/MGA partir
das amostras de leite realizou-se a inoculagdo em placas com agar triptose com 5% de SFB
mais o suplemento de Farrel a uma temperatura de 37° C + 2° C em estufa com 5% de CO2.
As leituras foram realizadas com 01, 03, 06, 08, 12 e 14 dias ap6s a incubagdo. As colbnias
tipicas foram recolhidas e repicadas novamente para fazer massa bacteriana para realizacéo de
uma analise através de um PCR AMOS (A= abortus, M= melitensis, O= ovis e S= suis).

Realizou-se também a extracdo de DNA das amostras de leite para realizacdo do gPCR
ou PCR de tempo real, onde a amplificagdo e deteccdo ocorrem ao mesmo tempo,

dispensando a eletroforese.

Extracdo do DNA
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A extracdo de DNA foi realizada a partir de 700 pL de leite utilizando o kit DNeasy
mericon Food Kit (Qiagen, Alemanha). O DNA extraido foi avaliado quanto a concentracao e
presenca de inibidores utilizando reacédo para deteccdo do DNA ribossomal conforme Tabela
1. Valores acima de 34 séo considerados negativos, amostras com valores entre 30 e 34 sdo
consideradas inadequadas para as andlises. O termociclador foi programado conforme a

seqguir: 95°C por 5 minutos, 40 ciclos de 95°C por 15 segundos e 60°C por 60 segundos.

PCR para deteccdo do DNA de Brucella spp.

Para a deteccdo de Brucella foram utilizados primers que amplificam o elemento de
insercdo is711, presente em todas as bactérias do género Brucella. Duas qPCR foram
utilizadas para a deteccdo do DNA de Brucella spp. conforme descrito na Tabela 1 ambas
tendo como alvo a is711. A qPCR.is711.128 foi utilizada como triagem das amostras. Aquelas
com resultado positivo ou suspeito foram repetidas em triplicata na mesma gPCR e na
gPCR.is711.133. Foram considerados resultados positivos os Cqs abaixo de 37, suspeitos Cqs
entre 37 e 40 e negativos os Cgs acima de 40 ou amostras que nao apresentaram Cgs. A
interpretacdo de resultados leva em consideracdo a incerteza da medicédo de 0,92 e 0,31 para
as qPCR.is711.128 e qPCR.is711.133, respectivamente. O termociclador foi programado
conforme a seguir: 95°C por 2 minutos, 40 ciclos de 95°C por 15 segundos e 60°C por 60

segundos.

PCR para deteccdo de Mycobacterium do complexo Mycobacterium tuberculosis

Para a deteccdo de M. bovis foram utilizados primers para o is1081, presente no
genoma de micobactérias do complexo Mycobacterium tuberculosis. Duas qPCR foram
utilizadas para a deteccdo do DNA de Mycobacterium conforme descrito na Tabela 1 ambas
tendo como alvo a is1081 e a is6110. A gPCR.is1081.131 foi utilizada como triagem das
amostras. Aquelas com resultado positivo ou suspeito foram repetidas em triplicata na mesma
gPCR e na gPCR.is6110.148. Foram considerados resultados positivos os Cqs abaixo de 37,
suspeitos Cqgs entre 37 e 40 e negativos os Cqs acima de 40 ou amostras que ndo apresentaram
Cgs. O termociclador foi programado conforme a seguir: 95°C por 2 minutos, 40 ciclos de

95°C por 15 segundos e 60°C por 60 segundos.

Tabela 2 Variaveis das gPCRs utilizadas neste trabalho

gPCR Oligonucleotideos 5°-3° Paréametros da Reacédo
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gPCR.Eukarya.18s.128

gPCR.is711.128

gPCR.is711.133

gPCR.is1081.131

qPCR.is6110.148

GAGACTCTGGCATGCTAACTAG
GGACATCTAAGGGCATCACAG
FAM-
TGCTCAATCTCGGGTGGCTGAA-
BHQ

GAC CTT CGG CAA ATG GAC AG
TGG TGC TGT CAA TGA GGA CA
FAM-CGG CGT ATC AGC CAG
GGC AT-lowaBlack

GAC CTT CGG CAA ATG GAC AG
CGG CGT ATC AGC CAG GGC AT
FAM- TGC CCC ACA CCC TTC
AAC CC-lowaBlack

CCAGCAAAAGTCAATCGAAGG
CGATGAACGTCGAGAGCAG
FAM-
TGTGCGAGTTGGTCAGCCAGAA-
BHQ

ATC ATT GCC ATT CCC TCT CC
TTATTC AAGGTT TCC GTC CCC
FAM-GCCGA+CCAT+CCGCAT-
lowaBlack

400 nM for primers, 400
nM for probe, 12.5 pl of
Fast Advanced Master Mix
(Thermofisher, USA) and
0.6 mM MgCI2

400 nM for primers, 200
nM for probe, 12.5 ul of
GoTag gPCR Mastermix
(Promega) and 0.75 mM
MgClI2

500 nM for primers, 300
nM for probe, 12.5 pl of
GoTag gPCR Mastermix
(Promega) and 0.75 mM
MgCI2

600 nM for primers, 500
nM for probe, 12.5 ul of
GoTag gPCR Mastermix
(Promega) and 4 mM
MgClI2

600 nM for primers, 500
nM for probe, 12.5 pl of
GoTag QgPCR Mastermix
(Promega) and 4 mM
MgCI2

RESULTADOS

Das 33 amostras de leite informal, onze apresentaram alteracdo na densidade a 15°

Celsius sendo dez abaixo de 1,028 preconizado pela legislacdo. Trés amostras apresentaram
concentracdo abaixo de 3% de gordura (Tabela 2).

Diante das andlises de acidez titulavel, cinco amostras apresentaram alcalinas com
acidez abaixo de 0,14 gramas de acido lactico/2100mL (14° Dornic) e sete amostras estavam
acidas com graus acima de 0,18 gramas de acido lactico/100mL (18° Dornic).Treze amostras
(39,4%) e oito (24,24%) apresentaram sélidos ndo gordurosos e sélidos totais abaixo do
preconizado pela legislacdo que é de 8,4 gramas/100mL e 11,4 gramas/100mL de leite,

respectivamente (Tabela 2).

Tabela 3 Parametros fisico-quimicos das amostras de leite informal

Parametros Mediana Ql Q3 Minimo Maximo
IN 76
Gordura % Min. 3% 3,9 3,3 43 2,4 6
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Densidade a 15°C 1,028 a 1,029 1,027 1,032 1,025 1,035

1,034
Acidez Dornic (°D) 14°a18°D 16 15 18 11 20
Solidos nao gordurosos Min. 8,4 g 8,5 8,0 8,8 7,4 10,1
g/100g
Sélidos totais g/100g Min. 114 g 12,2 11,4 13,0 10,6 15,0

" Q. mediana dos dados que ficam para a esquerda da mediana

Q2 mediana dos dados que ficam para a direita da mediana.

Quanto as provas de fraudes, quatro amostras apresentaram presenca de bicarbonato
de sodio com o intuito de neutralizar a acidez Essas amostras apresentaram positividade no
teste do alizarol e acidez titulavel acima do permitido.

As andlises bioldgicas demonstraram a falta de qualidade dos leites informais, apenas
uma amostra ndo apresentou crescimento para Staphylococcus aureus. Todas as amostras
tiveram crescimento de coliformes, aerdbios mesofilos acima do recomendado. Os principais
agentes identificados foram aerébios meséfilos com mediana de 7,3x10° UFC/mL. Apenas
cinco ndo apresentaram crescimento de coliformes totais e uma amostra para S. aureus. Sete

amostras (21,21%) apresentaram crescimento E. coli (Tabela 3).

Tabela 4 Parametros microbiol6gicos das amostras de leite informal.

Mediana Q1 Q3 Minimo Maiximo
Coliformes totais 55x10°  5,0x10°  1,2x10° 0 3,0x10°
(UFC/mL)
E. coli (UFC/mL) 0 0 0 0 1,5x10°
S. aureus (UFC/mL) 8,0x10°  1,5x10° 2,85x10* 0 2,37x10°

Aerébios Mesofilos (UFC/mL) 73x10°  1,6x10°  2,51x10°  7,6x10°  1,6x10’

Q1 mediana dos dados que ficam para a esquerda da mediana
Q2 mediana dos dados que ficam para a direita da mediana.

Com meio de cultura seletivo, foi realizado isolamento de trés amostras suspeitas para
Brucella.Porém apos a realizagdo do PCR AMOS foi verificado a positividade de uma
amostra da cidade de Juiz de Fora — MG para Brucella abortus (B. abortus) biovar 3b, 5, 6 ou

9. Essa amostra foi positiva para E. coli .Com a realizacdo do gPCR, para Brucella,
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consideraram-se amostras suspeitas as que apresentram Cqs entre 37 até 40, com isso, 9
amostras apresentaram resultados inconclusivos, dentre essas nove amostras, trés
apresentaram crescimento para E. coli também. Ja para Mycobaterium bovis todas as amostras

analisadas foram negativas.

DISCUSSAO

A falta de controle térmico na obtencdo, no armazenamento, no transporte e durante a
comercializacdo do leite favorece o crescimento de microrganismos, reduzindo assim a
qualidade do produto. Deve ser mantido sob refrigeracdo, podendo chegar ao maximo a 9°C,

como é exigido pela IN 76.

Todas as amostras de leite informal estavam acondicionadas em embalagens
inapropriadas (sacos plasticos, garrafas pet e latdes de aluminio) e sem estava refrigeracéo.

A mé conservagdo do leite favorece o crescimento de microrganismos e reduz a
qualidade do produto, portando as amostras demonstram a instabilidade da proteina diante do
tratamento térmico.

Diversos parametros sdo estipulados em alimentos com finalidade de assegurar a
qualidade dos produtos destinados aos consumidores. Em se tratando de leite no Brasil, a
Instrugdo Normativa n® 76 de novembro de 2018 rege a normativa atual sobre leite cru
refrigerado e pasteurizado exigindo que a densidade relativa a 15°C apresente padrfes entre
1,028 a 1,034 e 0 minimo de 3,0 gramas/100gramas (3%) de gordura (BRASIL, 2018).

A densidade é o peso especifico do leite, determinando pela porcentagem de gordura
presente e pela concentracdo de elementos em solucdo e suspensdo; a densidade final do
produto depende do balango desses compostos. Apesar de 