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DIAGNOSTICO DA QUALIDADE HIGIENICO-SAANITARIA DE LEITE CRU
DESTINADO A UM LATICINIO DO RECONCAVO DA BAHIA

RESUMO: Objetivou-se com o presente estudo realizar diagnostico da qualidade
higiénico-sanitaria de leite cru resfriado ou ndo, destinado a um laticinio para
fabricacéo de derivados do leite. As amostras foram obtidas através da coleta de leite
de todas as propriedades fornecedoras de um laticinio no Recéncavo da Bahia (nove
propriedades). As amostras foram obtidas utilizando frascos com rosca esterilizados.
Para cada propriedade foram feitas trés repeticées, com intervalo de quatro dias entre
elas. Apos realizacdo das coletas as amostras foram mantidas em caixa isotérmica
contendo gelo reciclavel, e encaminhadas para o LIAA do CCAAB da UFRB. Para
realizacdo das analises microbioldgicas, foram utilizados os meios de cultura: agar de
Levine (EMB), agar Bile-Esculina e agar Baird-Parker enriquecido com gema de ovo.
Todas as propriedades analisadas neste experimento, apresentaram contagem de
SCN, com contagem média méaxima de 5,173 log UFC/ml. As amostras de leite
colhidas nas propriedades apresentaram contagens de SCP inferiores aos
estabelecidos pela IN51 (7 log UFC/mI). O presente estudo demostrou que mais da
metade das propriedades analisadas (55,55%) apresentaram amostras de leite
contaminadas por E. coli, com contagem média maxima 5,751 log UFC/ml. Para a
bactéria do género Enterococcus spp., houve crescimento desses microrganismos em
88,88% das amostras analisadas. Foi observado que apesar de ter encontrado a
presenca de bactérias patogénicas nas amostra analisadas, o leite estava préprio para
a producdo de derivados, pois a contagem bacteriana estava dentro dos padrdes
estabelecidos pela legislagdo em vigor. Faz-se importante a revisdo dos padrdes de
aceitacdo destes microrganismos, visando evitar surtos de toxinfeccdo em pessoas

gue venham a consumir leite e derivados.

Palavras-chave: analise microbiol6gica; boas praticas; lacteos.



DIAGNOSIS OF THE HYGIENIC-SANITARY QUALITY OF RAW MILK INTENDED
FOR A DAIRY OF THE RECHARGE OF BAHIA

ABSTRACT: The objective of this study was to carry out a diagnosis of the
hygienic-sanitary quality of raw milk, cooled or not, destined to a dairy for the
manufacture of dairy products. Samples were obtained by collecting milk from all dairy
supply properties in the Recdncavo da Bahia (nine properties). Samples were obtained
using sterilized screw vials. For each property, three replications were done, with a
four-day interval between them. After collection, the samples were kept in an
isothermal box containing recyclable ice, and sent to the LCAA of the CCAAB of UFRB.
In order to perform the microbiological analysis, culture media were used: Levine agar
(EMB), Bile-Esculin agar and Baird-Parker agar enriched with egg yolk. All the
properties analyzed in this experiment had a SCN count, with a mean maximum count
of 5,173 log CFU / ml. The milk samples collected at the farms presented SCP counts
lower than those established by IN51 (7 log CFU / ml). The present study showed that
more than half of the analyzed properties (55.55%) had samples of milk contaminated
by E. coli, with a maximum mean count of 5,751 log CFU / ml. For bacteria of the genus
Enterococcus spp., There were growth of these microorganisms in 88.88% of the
samples analyzed. It was observed that in spite of having found the presence of
pathogenic bacteria in the sample analyzed, the milk was suitable for the production
of derivatives, since the bacterial count was within the standards established by the
legislation in force. It is important to review the acceptance patterns of these
microorganisms, in order to avoid outbreaks of toxinfection in people who will consume

milk and derivatives.

Keywords: microbiological analyzes, good practices, dairy



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

CCAAB Centro de Ciéncias Agrarias, Ambientais e Bioldgicas

IN 51 Instrucdo Normativa 51

LIAA Laboratorio de Investigacido Analitica de Alimentos e de Agua
SCN Staphylococcus coagulase negativa

SCP Staphylococcus coagulase positiva
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UFRB Universidade Federal do Reconcavo da Bahia
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1 INTRODUCAO

Entende-se por leite, sem outra especificacdo, o produto oriundo da ordenha
completa e ininterrupta, em condi¢cdes de higiene, de vacas sadias, bem alimentadas
e descansadas. O leite de outros animais deve denominar-se segundo a espécie de
que proceda (BRASIL, 2011).

O leite possui uma composicdo quimica importante em termos nutricionais,
sendo amplamente consumido em todo o mundo (MENEZES et al., 2014). A presenca
e os teores de proteina, gordura, lactose, sais minerais e vitaminas determinam a
qualidade da composicao, que, por sua vez, € influenciada pela alimentacao, manejo,
genética e raca do animal (BRITO; BRITO, 2001). Devido a sua riqueza em nutrientes,
o leite € um substrato ideal para a proliferacdo de microrganismos deteriorantes e
patogénicos, 0s quais representam um risco a saude da populacado, principalmente
quando este alimento € ingerido sem tratamento térmico, ou quando o tratamento é
ineficiente (SANTOS, 2016).

A pecuéria leiteira € uma atividade de suma importancia para o Brasil
(WERNCKE et al., 2016). Entretanto, o leite produzido no pais geralmente contém
altas contagens de microrganismos, o que indica falhas na higiene da producao
(MORSCHBACHER; REMPEL; MACIEL, 2017).

Para melhorar a qualidade do leite e derivados produzidos no Brasil, foi
implantada pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento a Instrugao
Normativa n°® 62, a qual estabelece as condi¢cdes em que deve ser obtido o leite cru
refrigerado, conservados, coletados e transportados, a fim de preservar sua qualidade
desde a ordenha até a sua entrada na fabrica de laticinios sob inspecéo sanitaria
oficial (MORSCHBACHER; REMPEL; MACIEL, 2017).

A maioria dos pequenos produtores ainda realiza préaticas de higiene de
ordenha e de gestao agricolas ineficazes, resultando em leite de baixa qualidade, com
grandes perdas econbmicas para a industria (SOUZA, 2007). Contudo, as
transformacdes na cadeia produtiva do leite tém elevado a pressdo para a
especializacdo dos produtores de leite (YUEN et al., 2012).

A producdo de matérias primas de alta qualidade € um dos principais desafios
para o aumento da competitividade do sistema agroindustrial do leite. Dentro deste

contexto, a caracteristica boa do leite cru € um dos principais pré-requisito para
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otimizar o processamento, rendimento e aceitabilidade dos derivados lacteos
(CORTINHAS, 2013). A industria se preocupa cada vez mais com a qualidade do leite,
por questbes de produtividade industrial e cumprimento da IN 62. Neste sentido,
cresce a valorizacdo do leite que atenda as exigéncias dos laticinios, além de obter
um preco diferenciado por ele (TEIXEIRA et al., 2018).

Quando o leite é utilizado com finalidades comerciais e alimenticias, é de
fundamental importancia a aplicacdo de medidas de controle de qualidade, que visam
evitar riscos a saude do consumidor, e também dos animais produtores (ALMEIDA
JUNIOR; OZELIN, 2017).

Quando o leite sai do ubere de um animal sadio, é relativamente livre de
microrganismos. Porém, é inevitdvel a contaminacdo oriunda de diversas fontes
(ROCHA et al., 2015). Os microrganismos contaminam o leite geralmente por falta de
cuidados com a limpeza e higienizacédo dos equipamentos de ordenha e do sistema
de refrigeragéo, por falta de higiene pessoal do ordenhador, falta de higiene com os
tetos, pela agua contaminada e também pela presenca de mastite nas vacas
(TEIXEIRA et al.,, 2018). Além disso, deve-se considerar que podem ocorrer
contaminagdes adicionais e crescimento microbiano durante o transporte e estocagem
na industria (CITADIN et al., 2009).

A exigéncia cada vez maior de alimentos de qualidade por parte dos agentes
comerciais internacionais exige do pais um rigoroso controle do leite e derivados
produzidos (MARTIN, 2011). Dessa forma, é importante que a microbiota do leite seja
conhecida e controlada, uma vez que diversos microrganismos patogénicos aos seres
humanos podem ser veiculados por produtos lacteos de baixa qualidade. Logo, os
métodos de conservacdo sdo fundamentais para reduzir a carga microbiana,
proporcionando melhor qualidade nutricional ao produto, maior vida de prateleira e

maior seguranga alimentar aos consumidores (MENEZES et al., 2014).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Realizar diagnostico da qualidade higiénico-sanitaria de leite cru resfriado ou néo

destinado a um laticinio no Recéncavo da Bahia para fabricagédo de derivados do lete.

2.2 Objetivos especificos

o Identificar através das avaliacdes microbiologicas se os parametros de higiene
no momentos de obtenc¢ao do leite sédo seguidos;

o Quantificar a carga microbiana de Staphylococcus coagulase positiva e
Staphylococccus coagulase negativa, Enterococcus spp. e Escherichia coli presentes

no leite.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 RELEVANCIA DA CRIACAO DE BOVINO DE LEITE NO RECONCAVO

Conforme os resultados preliminares do Censo Agropecuario (2017), a Bahia
produziu um total 844.417.038 litros de leite de vaca no periodo de outubro de 2016 a
setembro de 2017, dos quais, 0s 20 municipios que formam o Territério de Identidade
Recéncavo foram ordenhadas 3.809 vacas, responsaveis pela producédo de 3.858.987
litros (Tabela 1).

Tabela 1. Producéo de leite de vaca nos municipios do Recéncavo Baiano no ano-
safra outubro de 2016 a setembro de 2017.
N° de estabelecimentos  Quantidade de leite

Municipio gue produziram leite produzida (Litros)
Cachoeira 32 138.944
Cabaceiras do Paraguacu 72 278.019
Castro Alves 29 316.950
Conceicéo do Almeida 33 136.975
Cruz das Almas 31 119.464
Dom Macédo Costa 22 209.432
Governador Mangabeira 26 39.925
Maragogipe 34 33.799
Muniz Ferreira 37 380.039
Muritiba 13 39.492
Nazaré 6 47.100
Santo Amaro 47 119.937
Santo Antdnio de Jesus 42 246.680
Séo Felipe 20 39.407
Sao Félix 9 17.580
Sao Francisco do Conde 6 42.450
Sao Sebastido do Passé 78 1.334.550
Sapeacu 40 292.770
Saubara 4 3.000
Varzedo 31 22.474

TOTAL 612 3.858.987

Fonte: IBGE — Censo Agropecuario, Resultados Preliminares (2017).
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3.2 QUALIDADE DO LEITE IN NATURA

As caracteristicas qualitativas do leite sdo aspectos importantes para garantir
um alimento seguro e com qualidade nutricional para o consumidor (DIAS; ANTES,
2014). Do ponto de vista de controle de qualidade, o leite e os derivados lacteos estdo
entre os alimentos mais testados e avaliados, principalmente devido a importancia que
representam na alimentacdo humana e a sua natureza perecivel (BRITO; BRITO,
2001).

A qualidade do leite é avaliada por parametros de composi¢cdo quimica,
caracteristicas fisico-quimicas e por padrées higiénico-sanitarios (BRITO; BRITO,
2001; REZER, 2010; DIAS; ANTES, 2014). Estes ultimos refletem a saude dos
animais, com énfase na mastite, auséncia de residuos quimicos e as condi¢fes de
obtencdo e armazenamento do leite (DIAS; ANTES, 2014), constituindo-se no
principal parametro utilizado para se verificar a qualidade desse produto, a partir da
determinacao do seu perfil microbiol6gico (NERO; VICOSA; PEREIRA, 2009).

Da ordenha a entrada na plataforma de recepcédo, o leite passa por varias
etapas antes de chegar a mesa do consumidor (MORSCHBACHER; REMPEL;
MACIEL, 2017), devendo ser assegurada a qualidade do produto em todas essas
etapas. A qualidade da matéria prima € um fator primordial para proporcionar a
transformacao de seus derivados, por isso a legislacéo exige limites da contaminacgéo
inicial do leite, onde este é influenciado diretamente pelo processo de obtencdo na
propriedade, condicdes de estocagem e transporte (GROSSO, 2013).

As exigéncias de qualidade e higiene para o leite cru e derivados lacteos visam
evitar riscos a saude humana e preservar as propriedades nutritivas desses alimentos
(BRITO; BRITO, 2001). Portanto, grande atencédo aos aspectos de higiene é
necessaria em todos os processos passados pelo leite, para que ndo se torne
suscetivel a contaminacdo por microrganismos que comprometam a qualidade do
produto (MORSCHBACHER; REMPEL; MACIEL, 2017).

Conforme Brito e Brito (2001) a contaminacao microbiana prejudica a qualidade
do leite, interfere na industrializacdo, reduz o tempo de prateleira do leite fluido e
derivados lacteos e pode colocar em risco a salde do consumidor.

A producdao de leite de alta qualidade esta alicercada na adocao de medidas,
como o controle de mastite para reduzir a contaminacéo do leite na glandula mamaria,

higiene de equipamentos e manejo de ordenha para minimizar a contaminagéo de
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origem ambiental e resfriamento imediato do leite apds a ordenha para minimizar a

multiplicacdo microbiana nesse periodo (SANTOS, 2013).

3.3 PRINCIPAIS CAUSAS DE CONTAMINACAO DO LEITE

A contaminacéo bacteriana do leite cru pode ocorrer a partir do proprio animal,
do homem e do ambiente (ARCURI et al., 2006). O leite in natura produzido por um
animal sadio, geralmente contém a propria microbiota, em condicdo equilibrada.
Entretanto, esse equilibrio pode ser facilmente perdido através de contaminacdes
provenientes do meio ambiente, do manuseio e utensilios empregados na ordenha,
do ordenhador e durante o armazenamento do produto (ROCHA et al., 2015;
ALMEIDA JUNIOR; OZELIN, 2017). Esta contaminacdo pode atingir nimeros da
ordem de milhdes de bactérias por mL, podendo incluir tanto microrganismos
patogénicos como deterioradores (BRITO; BRITO, 2001).

A disponibilidade de nutrientes no leite, sua alta atividade de &gua e seu pH
préximo da neutralidade torna-o um meio extremamente favoravel ao crescimento
microbiano.(ARCURI et al., 2006). Além disso, o estado de saude e higiene da vaca,
o ambiente do estabulo e da sala de ordenha e os procedimentos usados para limpeza
e desinfeccao dos equipamentos de ordenha, tanque de refrigeracao e utensilios que
entram em contato com o leite, sdo aspectos importantes a serem considerados com
relacdo a contaminacéo microbiana do leite cru (BRITO; BRITO, 2001).

Na busca por um leite de melhor qualidade higiénico-sanitaria, o setor lacteo
implantou mudancas como a refrigeracdo do leite cru nas propriedades rurais
(TEIXEIRA et al. 2018). A temperatura e o periodo de armazenamento do leite antes
da pasteurizacdo determinam, de maneira seletiva e pronunciada, a intensidade de
desenvolvimento das diversas espécies microbianas contaminantes (ARCURI et al.,
2006). Segundo Brito e Brito (2001), se o leite nao for refrigerado (4°C) rapidamente
apos a ordenha, a populacdo bacteriana poderd aumentar, atingindo numeros
elevados que podem levar a deterioracao.

No entanto, mesmo no leite resfriado, ocorre a multiplicacdo de
microrganismos. A higienizacdo dos tanques de refrigeracdo realizada

inadequadamente pode ocasionar, dentre outros problemas sanitarios, a formacao de



17

peliculas, denominadas de biofilmes, as quais ficam aderidas na superficie interna do
tanque (TEIXEIRA et al., 2018).

Estas peliculas guardam microrganismos que contaminam o leite, provocando
elevacdo da contagem total de bactérias e producdo de enzimas que agem sobre o
leite causando alteracdes (TEIXEIRA et al., 2018).

Conforme Tronco (2010) os principais problemas de contaminacdo sédo em
decorréncia da deficiéncia na limpeza e sanitizacdo dos equipamentos de ordenha,
falta de higiene do ordenhador e resfriamento inadequado do leite, além da utilizacéo
de agua de baixa qualidade e da alta ocorréncia de vacas com mastite (SANTOS,
2013).

Conforme Brasil et al. (2012) a incidéncia de mastite no rebanho resulta no
aumento da Contagem de Células Somaticas (CCS), que é um dos principais
parametros utilizados para avaliagdo da qualidade do leite, pois esta relacionada a
diminuicdo das concentracbes dos componentes do leite e alteracdo nas

caracteristicas sensoriais dos derivados lacteos.

3.4 PRINCIPAIS AGENTES INFECCIOSOS E IMPACTOS NA SAUDE PUBLICA

Os microrganismos patogénicos, uma vez presentes no alimento, podem
causar intoxicacfes e infeccbes alimentares. A contaminacdo microbiolégica na
industria de alimentos representa um perigo para a saude do consumidor, pois esta
associada a surtos de origem alimentar, além de ocasionar prejuizos econémicos
(REZER, 2010).

O risco que um alimento, como o leite, contaminado com microrganismos
patogénicos pode causar € grande, em se tratando de grupos populacionais
vulneraveis como, pacientes imunossuprimidos, idosos, criancas e gestantes
(PINHEIRO, 2015).

A presenca de microrganismos patogénicos no leite cru €, portanto, uma
preocupacdo de saude publica, sendo um risco potencial para quem o0 consome
diretamente ou na forma de seus derivados, e até para quem o manuseia. O leite cru
contaminado pode ser, ainda, fonte de contaminagdo cruzada para os produtos
lacteos processados, pela contaminagdo do ambiente na industria (ARCURI et al.,
2006).
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Os principais grupos de microrganismos contaminantes do leite sdo os
mesofilos, que se multiplicam rapidamente quando o leite ndo é armazenado sob
refrigeracdo, os termoduricos que sobrevivem a pasteurizacao e os psicrotroficos, que
se multiplicam em temperaturas baixas (BRITO; BRITO, 2001). Do ponto de vista
tecnoldgico, os microrganismos de maior importancia sdo os que contaminam o leite
durante e apo6s a ordenha (MENEZES et al., 2014).

Os coliformes tém sido amplamente utilizados como referéncia da qualidade
microbioldgica, sendo a Escherichia coli o melhor indicador de origem fecal (ROCHA
et al., 2015).

Os principais microrganismos causadores de mastite com capacidade de
aumentar a contaminacdo do leite sdo os do género Streptococcus spp.,
principalmente as espécies S. agalactiae e S. uberis (SANTOS, 2013). Além dessas
bactérias, a presenca de Staphylococcus aureus no leite € indicativo de infeccdo da
glandula mamaria e indica deficiéncias no controle da mastite (ARCURI et al., 2006).

Conforme Coser, Lopes e Costa (2012) € importante ressaltar a importancia da
mastite, no que se refere a saude publica, devido ao envolvimento de bactérias
patogénicas que podem colocar em risco a satde humana.

O leite cru, mantido sob temperaturas de refrigeragdo por muitos dias, pode
apresentar bactérias dos seguintes géneros: Enterococcus, Lactococcus,
Streptococcus, Leuconostoc, Lactobacillus, Microbacterium, Propionobacterium,
Micrococcus, Proteus, Pseudomonas, Bacillus e Listeria, assim como alguns

representantes do grupo dos coliformes (JAY, 2005).

3.5 ASPECTO ECONOMICO E PREJUIZOS CAUSADOS PELO LEITE
CONTAMINADO

A contaminacdo microbioldgica do leite, além de representar um sério perigo
para a saude do consumidor, acarreta grandes prejuizos econémicos (REZER, 2010).

A mastite representa um dos principais entraves para a bovinocultura leiteira,
devido aos severos prejuizos econémicos que acarreta, pela reducdo na producéo e
na qualidade do leite, a elevacdo dos custos com méo-de-obra, medicamentos e
servicos veterinarios, além de descarte precoce de animais (COSER; LOPES;
COSTA, 2012).
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Conforme a Instrucdo Normativa n° 62 qualquer alteracédo no estado de saude
dos animais, capaz de modificar a qualidade sanitaria do leite, constatada durante ou
apos a ordenha, deve implicar condenacao imediata desse leite e do conjunto a ele
misturado (BRASIL, 2011), representando, portanto, um prejuizo elevado ao produtor.

Além da contaminacdo com microrganismos, Santos (2015) enfatiza que o leite
contaminado por residuos de antibioticos e outros medicamentos veterinarios, traz
sérias implicacdes para todos os elos da cadeia produtiva do leite. A presenca de
residuos de antibidticos em leite é indesejavel por ocasionar uma série de problemas.
Dentre eles, destacam-se os relacionados a perda de eficiéncia no processo de
producdo de derivados, como queijos e iogurtes, e aos riscos que oferece a saude
publica (MARTIN, 2011), além de penalidades no pagamento do produto, visto que 0s
laticinios realizam, previamente, testes de triagem para a deteccdo de residuos,
descartando o produto quando detectada a presenca desses residuos (SANTOS,
2015).

Algumas industrias leiteiras tém adotado o pagamento do leite baseando-se em
critérios de qualidade da matéria-prima fornecida (ROCHA et al., 2015). Conforme
Menezes et al. (2014), essa forma de pagamento representa uma medida de incentivo
para estimular o produtor a adotar praticas em prol da melhoria da qualidade do leite

produzido.

3.6 FORMAS DE TRANSMISSAO DE AGENTES BACTERIANOS

Condicdes de higiene e conservacao inadequadas podem criar um meio
propicio a intensa invasao e/ou proliferacdo de microrganismos que podem causar
deterioracéo dos alimentos e trazer riscos a saude do consumidor (ALMEIDA JUNIOR;
OZELIN, 2017).

Os alimentos de origem animal ou vegetal, frescos ou processados, incluindo a
agua, podem veicular diversos microrganismos patogénicos, causadores de diversas
doencgas nas pessoas que os consomem (FIB, 2011). Essas enfermidades sao
denominadas de doencas transmitidas por alimentos (DTA), sendo esse termo
aplicado a uma sindrome geralmente constituida de anorexia, nauseas, vomitos e/ou

diarreia, atribuida a ingestéo de alimentos ou agua contaminados (BRASIL, 2010).
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Entre os alimentos mais frequentemente implicados nos surtos de DTA
relatados, destacam-se o frango, a carne e produtos derivados, sobremesas, leite e
produtos lacteos (OLIVEIRA et al., 2010). No Brasil, segundo dados do Ministério da
Saude, no periodo de 2000 a 2015, 3,4% dos surtos de DTA estiveram relacionados
ao leite e derivados (BRASIL, 2015).

Existe um grande numero de agentes de doencas infecciosas que podem ser
transmitidas ao homem pelo leite. Os patégenos mais importantes atualmente séo
Salmonella sp., Escherichia coli patogénica, Listeria monocytogenes, Campylobacter
jejuni, Yersinia enterocolitica e Staphylococcus aureus (BRITO et al., 2018).

A reducdo dos riscos associados as doencas veiculadas por alimentos no
homem esta ligada ao controle completo dos processos e procedimentos para a
producdo do alimento, desde a matéria- -prima até o produto acabado, na mesa do
consumidor (COSER; LOPES; COSTA, 2012).

3.7 TECNICAS LABORATORIAIS PARA AVALIACAO DO LEITE

3.7.1 ISOLAMENTO E IDENTIFICACAO DE BACTERIAS

As caracteristicas culturais das bactérias podem ser observadas através dos
meios de cultura, tanto os liquidos quanto os sélidos. Geralmente a temperatura de
incubacéo utilizada para a maioria dos microrganismos gira em torno de 36 a 37° C
(MARTINEZ E TADEI, 2005).

Os processos bioquimicos séo caracterizados pelo fornecimento de diferentes
tipos de acUcares, sendo que cada um deles atraira a preferéncia de determinada
espécie da bactéria. Entretanto, sdo desvantagens dessas analises: a precisdo na
leitura dos resultados e o tempo dispensado para sua realizacdo (FERREIRA, 2010).
Para a realizagdo das provas bioquimicas € necessério utilizar meios de cultivo
especiais contendo o substrato a ser analisado e fornecer ao microrganismo as
condic¢des nutritivas e ambientais necessarias ao seu desenvolvimento (CATTELAN,
1999).

O diagnéstico de bactérias pode ser realizado por diversas técnicas, sendo as

principais: exame de esfregacos corados, caracteristicas de culturas, testes
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bioguimicos, fisiolégicos e imunoldgicos e pela deteccdo realizada com métodos
imunoldgicos e moleculares (MURRAY et al., 1999).

3.7.1.1 EXAME DE ESFREGACOS

As bactérias podem ser observadas por meio de microscépio por dois métodos,
com e sem coloracdo. A observacdo de materiais frescos (suspensao de bactérias
vivas) é realizada sem a coloracéo, sendo utilizada para visualizacdo da mobilidade e
morfologia de bactérias espiraladas. Ja para a utlizacdo de corantes, o0s
microrganismos sao mortos e posteriormente fixados e corados, com a finalidade de
diferenciar células de afinidades distintas aos corantes e de morfologia variada
(PELCZAR JR et al., 2004).

Os principais corantes utilizados para bactérias sdo os derivados de anilina
(azul de metileno, fucsina, cristal, violeta, etc.) que séo corantes basicos. A coloracao
de Gram é o método de coloracao diferencial mais utilizado em exames diretos ao
microscopio de amostras clinicas e de colonias bacterianas devido ao seu largo
espectro de coloracdo (PEREIRA E PETRECHEN, 2011).

3.7.1.2 TECNICAS MOLECULARES

A identificacdo de bactérias ganhou uma nova conotacéo devido a descoberta
da técnica da reacdo em cadeia da DNA polimerase (PCR) (RODRIGUEZ-DIAZ et al.,
2008). A partir desta evolucdo biotecnolégica é possivel investigar a diversidade
microbiana, bem como determinar posicdes filogenéticas de comunidades bacterianas
(GALDIANO JUNIOR, 2009).

A técnica da PCR (Reacdo em Cadeia Polimerase) permite a amplificacao in
vitro, em questbes de horas, de sequéncias especificas de DNA. E um método
diagnostico seguro e importante para a detec¢do da bactéria Salmonella sp., que se
constitui o0 maior patégeno responséavel pelo caos de infec¢do alimentar em humanos
em todo o mundo (HUMPREY, 2000). J4 a PCR em tempo real tem sido largamente
para o diagnostico da salmonelose e campilobacteriose em produtos e subprodutos
de frangos (WOLFFS et al., 2007).



22

3.7.1.3 SOROAGLUTINACAO RAPIDA (SAR)

A soroaglutinacéo rapida € um teste de triagem utilizado no monitoramento de
varias doencas, inclusive salmoneloses (PEREIRA et al., 2010). A prova de
soroaglutinacdo rapida (SAR) é indicada para a deteccdo de anticorpos contra
Salmonella Pullorum (SP) e Salmonella Gallinarum (SG) e algumas espécies de
micoplasma, mas ndo detecta anticorpos contra as salmonelas paratifoides (PEREIRA
E PETRECHEN, 2011).

3.8 MEDIDAS DE CONTROLE E PREVENCAO

Para que a qualidade do leite seja melhorada, € importante investir na
conscientizacdo e no treinamento de pessoal, visando melhoria da higiene de
producdo e adequada limpeza de utensilios e equipamentos (CITADIN et al., 2009).
Por mais higiénica que seja a ordenha, é pouco provavel termos um leite livre de
microrganismos, entretanto, € possivel controlar a multiplicacdo microbiana, ja que
esta prejudica a qualidade do leite, prejudica o processamento da matéria prima e
reduz o tempo de prateleira do leite e seus derivados, além de colocar em risco a
saude do consumidor (MENEZES et al., 2014).

A oferta de leite de boa qualidade exige uma série de medidas de controle em
todas as etapas da cadeia (FAGUNDES; OLIVEIRA, 2004). A obtencéo do leite deve
ocorrer da maneira mais higiénica possivel, pois se 0 mesmo chegar ao tanque de
expansao com um alto numero de bactérias, mesmo apés a refrigeracao, este nimero
continuara elevado e a qualidade do produto ser& inferior (SCABIN; KOZUSNY-
ANDREANI; FRIAS, 2012).

Alguns fatores afetam diretamente a qualidade microbiolégica do leite cru,
principalmente os aspectos relacionados a saude da glandula mamaria, a higiene de
ordenha, o ambiente em que a vaca fica alojada, os procedimentos de limpeza dos
equipamentos de ordenha, a higiene do ordenhador e dos tanques de resfriamento
(MENEZES et al., 2014). Segundo Scabin, Kozusny-Andreani e Frias (2012)

programas eficientes de higiene de equipamentos devem ser implementados através
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de correta limpeza e utilizagcdo de produtos adequados visando a eliminacdo dos
biofilmes.

Segundo Brasil et al. (2012) o sistema de ordenha adotado na propriedade
leiteira € também, de grande importancia para a tomada de deciséo para a melhoria
da qualidade do leite, pois a ordenha € a ultima fase de uma sequéncia de eventos na
producédo de leite, que interfere de forma significativa na qualidade da matéria-prima
destinada a fabricacdo dos derivados lacteos. Segundo informacdes relatadas por
Citadin et al. (2009), as propriedades com maior produtividade e maior nimero de
animais e que utilizavam ordenha mecanica, conferiu ao leite melhor qualidade, por
reduzir o contato direto com o produto, o qual é canalizado para o tanque de
refrigeracdo, onde € armazenado sob temperatura ideal até 0 momento da coleta,
evitando, desta forma, a proliferacéo bacteriana.

Outro aspecto importante é o controle da temperatura de armazenamento. A IN
62 determina a obrigatoriedade do resfriamento do leite na unidade de producéo e seu
transporte a granel, a fim de conservar sua qualidade até a sua recepcdo em
estabelecimentos com inspecdo sanitaria oficial. A temperatura ideal para a
conservacao do leite € 4 °C, desta forma recomenda-se que no periodo maximo de
trés horas apdés o término da ordenha, o leite sob refrigeracao atinja esta temperatura
(BRASIL, 2011). As temperaturas baixas inibem ou reduzem a multiplicacdo da
maioria das bactérias e diminuem a atividade de enzimas degradativas (ARCURI et
al., 2006).

A maioria dos produtores necessita, portanto, adotar medidas fundamentais e
primarias para a melhoria das condi¢cdes higiénicas durante a ordenha e o
armazenamento do leite, e na sua refrigeracdo rapida, para reduzir os niveis de

contaminacgao microbiana e atender ao padrédo (ARCURI et al., 2006).
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RESUMO

Objetivou-se com o presente estudo realizar diagnostico da qualidade higiénico-sanitéria
de leite cru resfriado ou ndo, destinado a um laticinio para fabricacdo de derivados do leite. As
amostras foram obtidas através da coleta de leite de todas as propriedades fornecedoras de um
laticinio no Recbncavo da Bahia, utilizando frascos com rosca, esterilizados. Para cada
propriedade foram feitas trés repeticGes, com intervalo de quatro dias entre elas. As amostras
foram mantidas em caixa isotérmica contendo gelo reciclavel, e encaminhadas para o LIAA do
CCAAB da UFRB. Para realizacdo das analises microbioldgicas, foram utilizados os meios de
cultura: gar de Levine (EMB), agar Bile-Esculina e agar Baird-Parker enriquecido com gema
de ovo. Todas as propriedades analisadas apresentaram contagem de SCN, com contagem
média maxima de 5,173 log UFC/ml. As amostras de leite colhidas nas propriedades
apresentaram contagens de SCP inferiores aos estabelecidos pela IN51 (7 log UFC/mI). O
presente estudo demostrou que mais da metade das propriedades analisadas (55,55%)
apresentaram amostras de leite contaminadas por E. coli, com contagem média maxima 5,751
log UFC/ml. Para a bactéria do género Enterococcus spp., houve crescimento desses
microrganismos em 88,88% das amostras analisadas. Foi observado que apesar de ter
encontrado a presenca de bactérias patogénicas nas amostra analisadas, o leite estava proprio
para a producdo de derivados, pois a contagem bacteriana estava dentro dos padrbes
estabelecidos pela legislacdo em vigor. Faz-se importante a revisédo dos padrdes de aceitacdo
destes microrganismos, visando evitar surtos de toxinfeccdo em pessoas que venham a

consumir leite e derivados.

PALAVRAS-CHAVE: analise microbioldgica; boas praticas; lacteos.
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DIAGNOSIS OF THE HYGIENIC-SANITARY QUALITY OF RAW MILK
INTENDED FOR A DAIRY OF THE RECHARGE OF BAHIA

ABSTRACT

The objective of this study was to carry out a diagnosis of the hygienic-sanitary quality
of raw milk, cooled or not, destined to a dairy for the manufacture of dairy products. The
samples were obtained through the collection of milk from all the properties that supply a dairy
in the Recdncavo of Bahia, using sterilized screw jars. For each property, three replications
were done, with a four-day interval between them. The samples were kept in an isothermal box
containing recyclable ice, and sent to the LIAA of the CCAAB of UFRB. In order to perform
the microbiological analysis, culture media were used: Levine agar (EMB), Bile-Esculin agar
and Baird-Parker agar enriched with egg yolk. All analyzed properties presented SCN count,
with a mean maximum count of 5,173 log CFU / ml. The milk samples collected at the farms
presented SCP counts lower than those established by IN51 (7 log CFU / ml). The present study
showed that more than half of the analyzed properties (55.55%) had samples of milk
contaminated by E. coli, with a maximum mean count of 5,751 log CFU / ml. For bacteria of
the genus Enterococcus spp., There were growth of these microorganisms in 88.88% of the
samples analyzed. It was observed that in spite of having found the presence of pathogenic
bacteria in the sample analyzed, the milk was suitable for the production of derivatives, since
the bacterial count was within the standards established by the legislation in force. It is
important to review the acceptance patterns of these microorganisms, in order to avoid

outbreaks of toxinfection in people who will consume milk and derivatives.

KEYWORDS: microbiological analyzes, good practices, dairy.
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INTRODUCAO

Entende-se por leite, sem outra especificacdo, o produto oriundo da ordenha completa e
ininterrupta, em condicdes de higiene, de vacas sadias, bem alimentadas e descansadas. O leite
de outros animais deve denominar-se segundo a espécie de que proceda (BRASIL, 2011).

O leite possui uma composicdo quimica importante em termos nutricionais, sendo
amplamente consumido em todo o mundo (MENEZES et al., 2014). A presenca e os teores de
proteina, gordura, lactose, sais minerais e vitaminas determinam a qualidade da composicéo,
que, por sua vez, ¢ influenciada pela alimentagdo, manejo, genética e raca do animal (BRITO;
BRITO, 2001). Devido a sua riqueza em nutrientes, o leite € um substrato ideal para a
proliferacdo de microrganismos deteriorantes e patogénicos, 0s quais representam um risco a
salde da populacdo, principalmente quando este alimento é ingerido sem tratamento térmico,
ou quando o tratamento é ineficiente (SANTOS, 2016).

A pecuéria leiteira é uma atividade de suma importancia para o Brasil (WERNCKE et al.,
2016). Entretanto, o leite produzido no pais geralmente contém altas contagens de
microrganismos, o que indica falhas na higiene da producdo (MORSCHBACHER; REMPEL;
MACIEL, 2017).

Para melhorar a qualidade do leite e derivados produzidos no Brasil, foi implantada pelo
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento a Instrucdo Normativa n® 62, a qual
estabelece as condi¢Oes em que deve ser obtido o leite cru refrigerado, conservados, coletados
e transportados, a fim de preservar sua qualidade desde a ordenha até a sua entrada na fabrica
de laticinios sob inspecéo sanitaria oficial (MORSCHBACHER; REMPEL; MACIEL, 2017).

A maioria dos pequenos produtores ainda realiza praticas de higiene de ordenha e de
gestdo agricolas ineficazes, resultando em leite de baixa qualidade, com grandes perdas

econdmicas para a industria (YUEN et al., 2012). Contudo, as transformacgdes na cadeia
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produtiva do leite tém elevado a pressao para a especializacdo dos produtores de leite (SOUZA,
2007).

A producdo de matérias primas de alta qualidade é um dos principais desafios para o
aumento da competitividade do sistema agroindustrial do leite. Dentro deste contexto, a
qualidade do leite cru é um dos principais pré-requisito para otimizar o processamento,
rendimento e aceitabilidade dos derivados lacteos (CORTINHAS, 2013). A industria se
preocupa cada vez mais com a qualidade do leite, por questdes de produtividade industrial e
cumprimento da IN 62. Nesse sentido, cresce a valorizacao do leite que atenda as exigéncias de
qualidade pelos laticinios que podem, inclusive, pagar um preco diferenciado por ele
(TEIXEIRA et al., 2018).

Quando o leite é utilizado com finalidades comerciais e alimenticias, é de fundamental
importancia a aplicacdo de medidas de controle de qualidade, que visam evitar riscos a saude
do consumidor, e também dos animais produtores (ALMEIDA JUNIOR; OZELIN, 2017).

Quando o leite sai do Ubere de um animal sadio, é relativamente livre de microrganismos.
Porém, é inevitavel a contaminacdo oriunda de diversas fontes (ROCHA et al., 2015). Os
microrganismos contaminam o leite geralmente por falta de cuidados com a limpeza e
higienizacdo dos equipamentos de ordenha e do sistema de refrigeracdo, por falta de higiene
pessoal do ordenhador, falta de higiene com os tetos, pela agua contaminada e também pela
presenca de mastite nas vacas (TEIXEIRA et al., 2018). Além disso, deve-se considerar que
podem ocorrer contaminac¢Oes adicionais e crescimento microbiano durante o transporte e
estocagem na industria (CITADIN et al., 2009).

A exigéncia cada vez maior de alimentos de qualidade por parte dos agentes comerciais
internacionais exige do pais um rigoroso controle do leite e derivados produzidos (MARTIN,
2011). Dessa forma, € importante que a microbiota do leite seja conhecida e controlada, uma

vez que diversos microrganismos patogénicos aos seres humanos podem ser veiculados por
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produtos lacteos de baixa qualidade. Logo, os métodos de conservacdo sdo fundamentais
reduzir a carga microbiana, proporcionando melhor qualidade nutricional ao produto, maior
vida de prateleira e maior seguranca alimentar aos consumidores (MENEZES et al., 2014).
Assim, objetivou-se realizar o diagndstico da qualidade higiénico-sanitaria de leite cru resfriado

ou ndo, destinado a um laticinio no reconcavo da Bahia para fabricacdo de derivados do leite.

MATERIAL E METODOS

As amostras foram obtidas atraves da coleta de leite de todas as propriedades fornecedoras
de um laticinio no Recdncavo da Bahia, um total de nove propriedades. Para obtencdo das
amostras utilizou-se frascos com rosca, previamente esterilizado em autoclave a 120 °C por 30
minutos. Para cada propriedade foram feitas trés repeticdes, com intervalo de quatro dias entre
elas. As coletas foram realizadas acompanhando o recebimento do leite no préprio laticinio, no
qual os produtores fornecem o leite.

Ap0és realizacdo das coletas, as amostras foram mantidas em caixa isotérmica contendo
gelo reciclavel, e encaminhadas para o Laboratério de Investigacdo Analitica de Alimentos e
de Agua do Centro de Ciéncias Agréria, Ambientais e Bioldgicas da Universidade Federal do
Recodncavo da Bahia.

Para realizacdo das analises microbiolégicas, foram utilizados os seguintes meios de
cultura: &gar de Levine (EMB), agar Bile-Esculina e agar Baird-Parker enriquecido com gema
de ovo, acrescido de teldrito de potassio.

Das amostras, foram colhidas de forma asseptica 25 ml de leite, que foram transferidas
para um erlenmeyer com 225 mL de solucdo salina peptonada 0,1% estéril, obtendo assim uma

diluicdo inicial da amostra em 107 A partir da primeira diluigdo, foram preparadas as diluicoes
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de 102, 103 e 10® Posteriormente as quatro diluicdes foram utilizadas nas analises
microbiologicas.

Para analise da bactéria Escherichia coli foram pipetadas, em placas de petri esterilizadas
contendo o0 meio de cultura 4gar Eosina Azul de Metileo (E.M.B), aliquotas de 100 uL das
diluicbes de 1072, 102 e 10*, espalhando por todo o0 meio de cultura com auxilio da alca de
Drigalsk, em duplicata para cada diluicdo. Nas analises das bactérias Enterecoccus spp. e
Staphylococcus spp. foram utilizadas, respectivamente, Placas de Petri esterilizadas contendo
0 meio de cultura agar de Bile-Esculina e agar Baird-Parker enriquecido com gema de ovo, nas
quais foram inoculadas 100 pl das diluicdes de 1071, 102 e 103, espalhando por todo o meio de
cultura com auxilio da alca de Drigalsk, fazendo placas em duplicata para cada diluicdo. Todas
as amostras foram incubadas em estufa BOD a 35-37 °C por 48 horas, em seguida foi feita a
contagem de col6nias tipicas para cada género.

Para confirmacdo de Escherichia coli foram utilizadas a prova bioguimica do Vermelho
de Metila (VM), do Indol, de Voges Proskauer (VP), do Citrato e do TSI. Para Enterococcus
spp. foi utilizada a prova de Tolerancia a Telurito 0,04%, do Manitol e da Motilidade. Pra
confirmacéo de Staphylococcus spp. utilizou-se as provas da Gelatinase e a prova da Coagulase
para distinguir coagulase positiva e negativa. As analises microbioldgicas e as provas
bioquimicas foram realizadas como descrito por Oliveira (2012).

As coldnias de Staphylococcus spp. foram repicadas em Caldo BHI (Infuséo de Cérebro
e Coracdo) e incubadas a 35-37 °C por 24 horas, para realizacdo da prova da coagulase.

Para analise estatistica foi empregado o Sistema de Andlise Estatistica — SAS, utilizando

0 método de analise descritiva dos dados.

RESULTADOS E DISCUSSAO
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Os valores medio de contagem padrdo em placas de Staphylococcus spp. coagulase
negativa, Staphylococcus spp. coagulase positiva, Enterococcus spp. e Escherichia coli do leite

colhido das diferentes propriedades nas trés repeticdes, estdo demonstrados no tabela 01.

Tabela 1 Valores médios da contagem padrdo em placas dos microrganismos Staphylococcus spp. coagulase
negativa, Staphylococcus spp. coagulase positiva, Enterococcus spp. e Escherichia coli, em Log Unidade
Formadora de Coldnia/ml.

PROPRIEDADE SCN SCP ETR EC
A 5,173 3,233 4,471 0,000
B 4,235 4,619 0,000 2,274
C 4,032 2,771 1,434 0,000
D 4,975 0,000 3,840 0,000
E 3,500 1,054 4,782 3,870
F 4,162 2,665 4,819 5,751
G 5,147 1,497 4,538 1,740
H 4,475 1,510 5,629 0,000
I 4,549 0,000 4,593 4,527

SCN: Staphylococcus spp. coagulase negativa, SCP: Staphylococcus spp. coagulase positiva, ETR: Enterococcus
spp. e EC: Escherichia coli.

Todas as propriedades analisadas neste experimento, apresentaram contagem de SCN,
com contagem média maxima de 5,173 log UFC/mI (Tabela 1). Resultado parecido com o do
presente estudo foi encontrado por Lamaita et al. (2005) que analisaram a contagem de
Staphylococcus sp. em amostras de leite cru resfriado, e obtiveram crescimento desse
microrganismo em 100% das amostras, com valor médio de 5,60 log UFC/ml. Os autores
justificam esse nimero elevado na contagem da bactéria devido a grande diversificacdo de
sistema de producéo e sistema de manejo adotado pelos produtores, o que implicara em maior
ou menor contaminacdo do leite por esse microrganismo, carreados através da mastite ou
contaminacdo dos manipuladores assintomaticos. Stamford et al. (2006) encontraram SCN em
29% das amostras analisadas, demonstrando resultados diferentes dos que foram encontrados

no presente estudo. Segundo Santos et al. (2009), SCN ¢ a bactéria mais isolada de amostra de
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lite de vacas em lactacdo e, principalmente, de novilhas. Bautista et al. (1988) afirmam que
apesar de apenas altas contagens de SCP ser considerado como risco para presenca de
enterotoxinas em alimentos, SCN tem sido apontado potencialmente enterotoxigénicos. Essas
bactérias tem sido consideradas de extrema importancia na cadeia produtiva do leite, devido a
sua capacidade de causar infeccGes persistente da glandula mamaria, levando ao aumento na
CCS (GILLESPIE et al., 2009), producéo de enterotoxinas (DE FREITAS GUIMARAES et
al., 2013), e consequentemente, diminuicdo na producéo de leiteira (TAPONEN et al., 2007;
SILANIKOVE et al. 2014).

As amostras de leite colhidas nas propriedades apresentaram contagens de SCP inferiores
aos estabelecidos pela IN51 (7 log UFC/ml). Resultados semelhantes foram encontrados por
Maciel e colaboradores (2008) que analisaram a qualidade microbiologica do leite
comercializados em Itapetinga-BA, na qual verificaram contagem igual e inferior ao limite
estabelecido, e Leite et al. (2002) que analisaram a qualidade do leite comercializado em
Salvador-BA, onde ndo foi encontrado em nenhuma das amostras. Diferente dos resultados
encontrado no presente estudo, Santana et al. (2006) que analisaram amostras isoladas de leite
cru resfriado, encontraram SCP em 100% das amostras analisadas, sendo que em 18,8% delas
a contagem desse microrganismo foi superior a 6 log UFC/ml. Tebaldi et al. (2008) avaliando
leite cru proveniente de tanques de resfriamento por expansdo comunitarios, encontrou valores
acima do limite estabelecido pela legislagdo vigente e, segundo os autores, apesar de serem
adotados procedimentos de higiene por muitos produtores visando a obtencéo de leite com
baixa contaminacdo fecal, ter encontrado grande concentracdo de SCP no estudo, pode
demonstrar que ha problemas de sanidade nos rebanhos como, principalmente, presenca de
mastite subclinica, no qual os procedimentos de higiene empregados nao estdo sendo suficientes

para eliminacdo desse microrganismo.
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Além de ser um problema de sanidade para os rebanhos, a presenca de SCP acima de 6
log UFC/mI (nimero abaixo do estabelecido pela IN 51), aumenta o risco de producdo de
toxinas estafilocdcicas, as quais s@o resistentes ao processo de pasteurizacdo. Um fator que
predispe a ocorréncia de producao dessas toxinas, € o tempo de permanéncia do leite nos
tanques de resfriamento (24 horas) em temperaturas superiores a 4 °C (TEBALDI et al., 2008).
A temperatura ideal para producdo dessas toxinas é de 40-45 °C, porém ha relatos da producéo
dessas enterotoxinas entre 10 e 45 °C (TATINI, 1973).

A legislacdo ndo estabelece limite maximo para a presenca de E. coli em leite cru. A
presenca de E. coli no alimento indica a presenca de contaminacdo de origem fecal,
demonstrando que esse alimento nao foi obtido de forma higiénica satisfatoria. Além disso,
varias linhagens dessa bactéria sdo patogénica para os seres humanos (FRANCO &
LANDGRAF, 1996). O presente estudo demostrou que mais da metade das propriedades
analisadas (55,55%) apresentaram amostras de leite contaminadas por E. coli, com contagem
média maxima de 5,751 log UFC/ml (Tabela 1), demonstrando que houve falha no processo de
higiene e consequentemente, contaminacdo do leite durante o processo de ordenha ou de
resfriamento. Essa bactéria pode chegar ao tanque de resfriamento através de secrecdo
intramamaria, como pela contaminacdo do Ubere e equipamentos de ordenha com fezes
(TEBALDI et al., 2008). Okura & Avila avaliaram amostras de leite cru de algumas
microrregides do Triangulo Mineiro, e encontraram uma taxa de 21,40% das amostras com a
presenca desse microrganismo. Scabin et al. (2012) encontraram esse microrganismo nas duas
primeiras repeticdes, com média de contagem de 1,423 log UFC/ml.

Os bovinos produtores de leite e carne, € considerado um hospedeiro da cepa patogénica
de E. coli (0157 H:7) (HEUVELINK et al., 1998). Com isso, leite e carne sdo os alimentos que
mais causam surtos por causa desse patdgeno, causando uma grande preocupacéo a industrias

leiteiras, pelo fato de poder transmitir essa bactéria para os humanos através do leite e de seus
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subprodutos (VASAVADA, 1988). Por causa das caracteristicas patogénicas da E. coli 0157
H:7, Tutenel et al. (2002) afirmaram que é importante que a prevaléncia seja 0 mais baixa
possivel, podendo alcancar esse objetivo com o uso de medidas higiénicas durante o processo
de obtencdo do leite cru (ordenha), além de realizar pasteurizacdo de forma correta e evitar

contaminacéo do leite depois do processo (HEUVELINK et al., 1998).

Foi observada presenca de bactérias do género Enterococcus spp. em amostras de 88,88%
das propriedades (Tab. 1), evidenciando risco para salde do consumidor, devido a presenca
deste microrganismo estar relacionada a presenca de patégenos (Evangelista-Barreto et al.
2017), principalmente Enterococcus faecalis (YANG et al. 2015), sendo considerados como
microrganismos que indicam condic¢des de higiene durante o processo de obtencéo do alimento
(FRANCO et al., 2008). Dentre os géneros classificados como termoddricos psicotroficos
correlacionados ao leite pasteurizado encontra-se o Enterococcus spp. (HANSSAN et al., 2009;
RANIERE et al., 2009; NOMBERG et al., 2010). Silva et al (2007) afirmam que Enterococcus
faecalis e Enterococcus faecium podem apresentar em sua forma vegetativa resisténcia a
pasteurizacdo. Holm et al (2004) relatam ter encontrado Enterococcus spp. em amostras de leite
cru resfriado oriundos de resfriadores, na ordem de 4,699 log UFC/ml. Utilizando técnicas
moleculares, Lafarge et al (2004) descreveram ter encontrado Enterococcus spp. em leite cru

antes de ser resfriado e 48 horas apds a refrigeracédo a 4,4 °C.

CONCLUSAO

Levando em consideracdo os resultados alcancados neste estudo, foi observado que
apesar de ter encontrado a presenca de bactérias patogénicas nas amostra analisadas, o leite
estava proprio para a producéo de derivados, pois a contagem bacteriana estava dentro dos

padrdes estabelecidos pela legislacdo em vigor.
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A presenca desses microrganismos indicam falhas no manejo sanitario das propriedades
e no processo de obtencdo do leite. Logo, faz-se importante a revisdo dos padrdes de aceitacdo
destes microrganismos, visando evitar surtos de toxinfeccdo em pessoas que venham a

consumir leite e derivados.
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ANEXO
Forma e preparacao de manuscritos

Para ser considerado para publicacdo, o trabalho deve ser um artigo
cientifico ou comunicacdo cientifica, embora o Comité Editorial também
aceite artigos de revisdo, a seu critério.

Artigo cientifico: consiste dos seguintes itens: titulo, nome (s) do (s)
autor (es), enderecgo do autor correspondente e local de origem dos
demais autores, resumo, palavras-chave, titulo traduzido, resumo
traduzido, palavras-chave traduzidas, seguidas pela introducdo,
materiais e métodos, resultados, discussao, conclusdes, agradecimentos
e referéncias.

Apresentacao: os trabalhos devem ser apresentados em formato Microsoft WORD (.doc
ou .docx), tamanho A4 de pagina, margens 2,5 cm, tamanho 12 fonte Times New
Roman, espaco duplo, com numeracao de pagina continua usando a ferramenta Layout
na Configuracdo da Pagina. ou item de menu Layout da pagina. O nimero maximo de
paginas € 25 para artigos de revisdao, 20 para artigos cientificos e 10 para comunicagdes
cientificas, incluindo tabelas e figuras.

Idioma: o trabalho pode ser escrito em Portugués, Inglés ou Espanhol. Quando escrito
em portugués, o titulo, resumo e palavras-chave traduzidos estardo em inglés. Quando
escrito em inglés ou espanhol, o titulo, resumo e palavras-chave traduzidos serdao em
portugués.

Titulo: embora breve, o titulo deve dizer precisamente sobre o que é o artigo,
enfocando seu objetivo principal.

Nome (s) e Endereco (s) do (s) autor (es): ndo devem ser incluidos no corpo do
manuscrito, pois os Arquivos Biolégico utilizam dupla revisao por pares. Esta
informacgdo deve ser inserida no campo especifico do sistema de submissdo online.

Resumo: deve concisamente apresentar o objetivo do trabalho, os materiais e métodos
e conclusbes, em um Unico paragrafo. O comprimento ndo deve exceder 250 palavras.

Palavras-chave: sob o resumo e separados por um espago, fornega no maximo cinco
palavras-chave separadas por virgulas. Evite termos que aparecem no titulo.

Traducgao de titulo, resumo e palavras-chave: trabalhos em portugués devem
fornecer uma tradugdo do titulo, resumo e palavras-chave em inglés. Obras em inglés ou
espanhol devem fornecer uma traducdo do titulo, resumo e palavras-chave em
portugués. O comprimento do resumo ndo deve exceder 250 palavras.

Introducdo: descrever a natureza e a finalidade do trabalho, sua relagdo com outras
pesquisas no contexto do conhecimento existente, juntamente com o motivo pelo qual o
presente estudo foi realizado.

Material e métodos: apresentam uma descricdao que é breve, mas suficiente para
permitir a repeticdo do trabalho. Técnicas e processos previamente publicados, exceto
guando modificados, devem ser meramente citados. Os nomes cientificos das espécies e
dos medicamentos devem ser citados de acordo com os padrdes internacionais.
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Resultados: acompanhados de tabelas e / ou figuras quando necessario. As tabelas e
figuras devem ser inseridas apds as referéncias.

Discussao: discutir os resultados obtidos, comparando-os com os de outros trabalhos
publicados (resultados e discussdo podem ser combinados em uma Unica segao).

Tabelas e figuras: inclua um titulo claro e conciso que permita que a tabela ou figura
seja compreendida sem consultar o texto. As tabelas ndo devem conter linhas
verticais. No texto, use a palavra abreviada (por exemplo: Fig. 3). As figuras devem
estar no formato jpg (fotos) ou gif (graficos e diagramas), de tamanho inferior a 500
Kb. Os valores originais ou de alta definicdo serdo solicitados apds a aprovagao do
submissao para publicacdo. Estes devem ser enviados em arquivos individuais e
nomeados de acordo com o numero da figura, por exemplo, Figl.gif, Fig2.jpg.

Conclusodes: apresentadas em sua ordem de importancia. Eles podem ser dados em
uma secdo separada ou como parte da discussao.

Agradecimentos: podem se referir a pessoas e / ou instituicdes. No caso de agéncia de
financiamento, o nimero do processo de financiamento deve ser incluido.

Referéncias e citacdoes no texto: as citacdes no texto e as referéncias estdo
diretamente ligadas. Recomenda-se cerca de 25 referéncias a artigos e comunicacoes
cientificas. Todos os autores citados devem ser incluidos nas referéncias. A citagdo dos
autores deve ser apresentada no formato do sobrenome do autor e no ano da publicacao,
e deve ser em mailsculas, por exemplo: um autor Allan (1979) ou (Allan, 1979); dois
autores - Lopes; Macedo (1982) ou (Lopes; Macedo, 1982); mais de dois autores - Besse
et al. (1990) ou (Besse et al., 1990); coincidéncias de autores ou ano de publicacdo -
(Curi, 1998a), (Curi, 1998b) ou (Curi, 1998a, 1998b). As referéncias devem ser
formatadas de acordo com a NBR 6023/2002, da Associacao Brasileira de Normas
Técnicas (ABNT), e estar em ordem alfabética de primeiro autor, conforme os exemplos
no seguinte link:

Os exemplos a seguir servirao como diretriz para a formatacao e apresentacao
de referéncias:

a) Artigo de periédico ANDREA, MM; PETTINELLII JUNIOR, A. Efeito de aplicacdes de
pesticidas sobre a biomassa e a respiracdo de microrganismos de solos. Arquivos do
Instituto Bioldgico , Sao Paulo, v.67, n.2, p.223-228, 2000.

b) Artigo em periédico publicado na Internet FELICIO, JD; SANTOS, R. da S
.;GONCALES, E. Componentes quimicos de Vitis vinifera (Vitaceae). Arquivos do Instituto
Biolégico , Sdao Paulo, v.68, n.1, p.47-50, 2001. Disponivel em:
<http://www.biologico.br/arquivos/v68_1/9>. Acesso em: 5 mar. 2002.

c) Dissertagoes e Teses PERES, TB Efeito das aplicacdes de pesticidas na microbiologia
do solo e na dissipacdo do 14C-Paration Metilico . 2000. 75f. Dissertacdo, Mestrado em
Ciéncias - Area de Tecnologia Nuclear - AplicacSes - Instituto de Pesquisas Energéticas e
Nucleares, Sao Paulo, 2000. SIMONI, IC Utilizacdo de varios vetores para propagacdo do
virus da doenca infecciosa da bursa . 2001. 77f. Tese (Doutorado em Genética e Biologia
Molecular - Area de Microbiologia) - Instituto de Biologia, Universidade Estadual de
Campinas, Campinas, 2001.

d) Dissertacdao / Dissertacdao publicada na Internet BATISTA, AS Saccharomices
cerevisiae em milho com o efeito e na reducgao de aflatoxicoses. 2001. 96p. Dissertagao
(Mestrado - Microbiologia Agricola) - Escola Superior de Agricultura "Luiz de Queiroz"
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Universidade de Sdo Paulo, Piracicaba, 2001. Disponivel em: <http://www.teses.usp.br>
Acesso em: 28 jun. 2005.

e) Livros inteiros, brochuras, etc. BECKMANN, N. (Ed.).Espectroscopia de RMN em
carbono-13 de sistemas biolégicos.San Diego: Academic Press, 1995. 334p.

f) Parte de um livro (capitulo, passagem, fragmento, etc.) Capitulo ou parte sem
autoria especifica - o autor da parte € o mesmo autor do trabalho global ALBERTS,
B .;BRAY, D .;LEWIS, J;RAFF, M; ROBERTS, K; WATSON, JD Juncdes celulares, adesao
celular e matriz extracelular. Dentro: .Biologia Molecular da Célula.32.ed. Nova
Iorque: Garland Publications, 1994. 1294p. Rachar.19

Parte com autoria especifica
BANIJAMALI, A. Fungao tireoidiana e drogas da tiredide.Em: FOYE, WO; LEMKE,

TL; WILLIAMS, DA (Eds).Principios da quimica medicinal.4° Ed.Filadélfia: Lippincot
Williams & Wilkins, 1995. cap.30, p.688-704.



