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APRESENTACAO

A obra intitulada “Pratica e Pesquisa em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos” foi
elaborada a partir das publicacées da Atena Editora e apresenta uma visdo ampla de
varios aspectos que transcorrem por diversos temas relacionados a alimentagéo. Esta
obra é composta por 16 capitulos bem estruturados e agrupados por assuntos.

A ciéncia relacionada aos alimentos permeia por varias questdoes, dentre elas,
para o mercado ha uma preocupacgao crescente com a adaptacdo da populacdo a
sabores e também a qualidade de produtos, por isso, cada vez mais investimentos sao
feitos em avaliacbes sensoriais e elaboracdo de novas preparacdes. Nao obstante,
a elucidagdo de caracteristicas fisico-quimicas é cada vez mais estudada a fim de
agregar valor aos produtos alimenticios ou mesmo apresentar dados mais concisos
sobre atributos de alimentos. Além disso, alimentos destinados a consumo também
devem seguir padroes de seguranca alimentar, o que leva ao desenvolvimento de
amplos estudos no campo da microbiologia de alimentos.

Os novos artigos apresentados nesta obra sdo pertinentes a temas importantes
e foram possiveis gracas aos esforcos assiduos dos autores destes trabalhos junto
aos esforcos da Atena Editora, que reconhece a importéncia da divulgacéao cientifica e
oferece uma plataforma consolidada e confiavel para estes pesquisadores exporem e
divulguem seus resultados.

Esperamos que a leitura desta obra seja capaz de sanar suas duvidas a luz
de novos conhecimentos e propiciar a base intelectual ideal para que se desenvolva
novos estudos no setor de alimentos.

Flavio Brah (Flavio Ferreira Silva)
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CAMACARI, BAHIA, BRASIL

RESUMO:INTRODUGAO: devido ao seu alto
valor nutritivo, o leite €, ha séculos, amplamente
consumido pelo homem. Adescoberta datécnica
de pasteurizac&o permitiu ampliar a seguranga
alimentar no consumo do leite e seus derivados
e a introducdo do uso de antibidticos por
pecuaristas estendeu, ainda mais, a seguranca
deste grupo de alimentos. Entretanto, o uso
indiscriminado deste tipo de técnica tem
selecionado microrganismos resistentes a
diversas classes de antimicrobianos, além de
deixar residuos destas drogas, potencialmente
nocivos para o ser humano. OBJETIVO:
identificar os microrganismos presentes em
amostras de leite comercializados no municipio
de Camacari, Bahia, Brasil, determinando
quais sao resistentes a diferentes tipos de
antibiéticos. METODOLOGIA:
estudo transversal, de carater quanti-qualitativo,

trata-se de

que empregou técnicas de analise laboratorial
para identificacdo de
resisténcias a antimicrobianos em amostras de

microrganismos e

leite utilizados para o consumo humano. Foram
incluidas amostras de leite liquido do tipo longa
vida, integral, pasteurizado e comercializado em
caixas TetraPak®. As amostras foram semeadas
em meios de cultura Agar Muller Hinton
utilizando o método pourplate. RESULTADOS:
cinco marcas de leite e estabelecimentos
comerciais foram selecionados durante o

processo de amostragem, perfazendo um total
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de 25 amostras.15 amostras ndo apresentaram crescimento de colénias microbianas
apos 24 horas em estufa aquecida. 10 amostras apresentaram crescimento de UFC.
Apos repeticdo das amostras positivas as 10 amostras mostraram-se negativas.
Considerando que as amostras foram negativas para a presenca de microrganismos
nao foi possivel proceder com as fases de avaliagdo de resisténcia a antimicrobianos.
CONCLUSAO: o leite liquido do tipo longa vida, integral, pasteurizado e comercializado
em caixas Tetra Pak® em Camacari, Bahia, Brasil, apresenta seguranca para consumo
humano, visto que nenhuma das amostras revelou a presenca de microrganismos.
Novos estudos, mais amplos e com métodos de analise mais acurados, deverao ser
realizados para confirmacao dos resultados verificados.

PALAVRAS-CHAVE: Microbiologia. Leite. Antibi6ticos. Seguranca Alimentar.

IDENTIFICATION OF DRUG-RESISTANT MICROORGANISMS ISOLATED
FROMPASTEURIZED MILK SAMPLESIN CAMACARI, BAHIA, BRAZIL

ABSTRACT: INTRODUCTION: due to its high nutritional value, milk has been widely
consumed by humans for centuries. The discovery of the pasteurization technique
and the introduction of antibiotic use by cattle ranchers increased the safety in the
consumption of milk and its derivatives. However, the indiscriminate use of these
techniques its responsible for the emergence of drug-resistant microorganisms,
potentially harmful to humans. OBJECTIVE: to identify the microorganisms present
in milk from Camacari, Bahia, Brazil, and assess which are resistant to different types
of antibiotics. METHODOLOGY: this is a cross-sectional, quanti-qualitative study,
that used laboratory analysis techniques to identify microorganisms and antimicrobial
resistance in samples of milk used for human consumption. Pasteurized liquid milk,
available in Tetra Pak® boxes, were included in analysis. The samples were seeded
on Muller Hinton Agar culture using the pour plate method. RESULTS: Five milk
brands and five markets were selected during the sampling process, making a total
of 25 samples. 15 samples did not show bacteria growth after 24 hours in a heated
greenhouse. 10 samples shown UFC growth. In a second analysis the 10 samples did
not show bacteria growth after 24 hours in a heated greenhouse. It was not possible to
perform antimicrobial resistance evaluation phases. CONCLUSION: pasteurized liquid
milk available in Tetra Pak® boxes sold in Camacari, Bahia, Brazil, is safe for human
consumption, since none of the samples revealed the presence of microorganisms.
Broader studies with more accurate analysis methods should be performed to confirm
the verified results.

KEYWORDS: Microbiology. Milk. Antibiotics. Food Safety.
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11 INTRODUCAO

Devido ao seu alto valor nutritivo, o leite é, ha séculos, amplamente consumido
pelo homem, sendo um dos principais alimentos da dieta de criancas por possuir
proteinas de alto valor biolégico e nutrientes de facil assimilacdo. A descoberta da
técnica de pasteurizagdo permitiu ampliar a seguranca alimentar no consumo do leite
e seus derivados, e a introducdo do uso de antibidticos por pecuaristas estendeu,
ainda mais, a seguranga deste grupo de alimentos. Entretanto, ouso indiscriminado
deste tipo de técnica tem selecionado microrganismos resistentes a diversas classes
de antimicrobianos, além de deixar residuos destas drogas que podem ser nocivos
para o ser humano, encontrados em amostras de leite e derivados consumidos em
varias cidades do Brasil(VINAGRE, MARIA e DINIZ, 2001).

Neto e colaboradores (2015), em estudo sobre a presenca de microrganismos
resistentes a antimicrobianos em amostras de leite oriundas do estado de Rondébnia,
observaram que cerca de 6,38% dos microrganismos identificados eram resistentes a
antimicrobianos. Os autores chegaram a concluséo de que os melhores periodos para
aproveitamento do leite das vacas tratadas com antibiéticos foram de 30 dias para
antibiéticos usados durante a lactacao e de 60 dias para tratamento de vacas secas
(NETO et al., 2015).

O controle da concentragao de residuos de antimicrobianos no leite utilizado para
consumo humano € de suma importancia para a Saude Publica, considerando que,
quando consumidos, podem desencadear desde leves reacdes de hipersensibilidade
até choques anafilaticos (BARROS, JESUS e SILVA, 2001).Este cenario é agravado
pelos interesses econémicos caracteristicos do agronegécio que, carecendo de
medidas fiscalizatérias eficazes a producédo em grande escala,emprega o uso de
antibiéticos com o intuito de controlar a morbimortalidade e elevar o ganho de peso
do rebanho ou, ainda, como medida terapéutica no tratamento de mastites (SOUSA,
NETO e OLIVEIRA, 2010).

Pensando nos potenciais riscos derivados da presenca microrganismos
resistentes a antimicrobianos e da selecéo de cepas resistentes em derivados de
animais, muitos paises tém implementado penalidades aos produtores quando
detectada a presenca de antimicrobianos numa quantidade acima do permitido pelas
agéncias reguladoras e convencdes internacionais. No Brasil, o controle de residuos
de antimicrobianos é feito pela ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria) e
pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento, que operam um conjunto de
programas e a¢oes de monitoramento e fiscalizagao com vistas a prevencéao e controle
de danos a saude do consumidor. Desde 2003, a ANVISA monitora a presenca de
residuos de medicamentos em alimentos de origem animal quanto a presenca de
microrganismos resistentes a antibioticos de acordo com a Resolugdao de Diretoria
Colegiada da ANVISA n.° 253/2003, que criou o Programa de Analise de Residuos de
Medicamentos Veterinarios em Alimentos de Origem Animal (PAMVet) e estabeleceu
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as diretrizes para sua operacionalizacao (SALES, ROCHA e BRESSAN, 2015).

O estudo da presenca, resisténcia e sensibilidade de microrganismos em relacéo
aos antibidticos utilizados pela pecuaria pode ajudar a controlar e minimizar os efeitos
causados por tais agentes, sendo essencial para o controle dos possiveis maleficios
decorrentes do consumo dos residuos dos farmacos e dos prdprios microrganismos
— reacOes de hipersensibilidade, choques anafilaticos, gastroenterites e efeitos
teratogénicos.

O uso indiscriminado de antimicrobianos associado a falhas no manejo sanitario
e/ou na técnica de producdo e obtencao do produto pode resultar na presenca de
bactérias resistentes a antimicrobianos, produtoras de enterotoxinas resistentes a
pasteurizacdo, causando uma resisténcia cruzada de antimicrobianos, ja que grande
parte da dieta humana é baseada em produtos de origem animal.

Este estudo abrange tanto a satde humana quanto a saude animal, considerando
gue o uso indiscriminado de medicamentos veterinarios também é nocivo aos animais.
Neste contexto, a realizacao de estudos neste campo tematico podera contribuir para
o desenvolvimento de técnicas mais eficazes para a criagcdo de animais cuja finalidade
seja a alimentagcdo humana, ajudando a diminuir o sofrimento destes ao longo do
processo de criacao, até o abate.

Este estudo tem como objetivo identificaros microrganismos presentes em
amostrasdeleite comercializados nomunicipiode Camacari, Bahia, Brasil,determinando
quais, dos identificados, sao resistentes a diferentes tipos de antibibticos. Além disso,
considerando a possibilidade de ocorréncia de resisténcia cruzada, o estudo pretende
correlacionar as resisténcias identificadas aos diferentes antibiéticos empregados na
terapéutica clinica.

2| METODOLOGIA

Trata-se de estudo transversal, de carater quanti-qualitativo, que empregou
técnicas de analise laboratorial para identificacdo de microrganismos e resisténcias a
antimicrobianos em amostras de leite utilizados para o consumo humano.

Para definicdo da amostra foram identificadas as marcas de leite comercializadas
em supermercados e hipermercados localizados no municipio de Camacari, Bahia,
Brasil. A partir da identificacdo das marcas de leite, bem como dos supermercados e
hipermercados onde todas podiam ser encontradas, as amostras foram compradas
utilizando critério ndo-probabilistico. Foram compradas duas unidades de cada marca
de leite, em cada um dos supermercados e hipermercados selecionados durante a
amostragem.

Como critério de elegibilidade da pesquisa foi estabelecida a incluséo de leite
liquido do tipo longa vida, integral,pasteurizado e comercializado em caixas Tetra
Pak®. As diferentes marcas de leite foram codificadas utilizando letras do alfabeto
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romano, no formato “A”, “B”, “C”, “D”..., sendo omitida dos pesquisadores durante a
fase de cultura das amostras. Os estabelecimentos foram codificados utilizando pares
de letras do alfabeto romano, no formato “AA”, “BB”, “CC”, “DD"..., sendo ocultado dos
pesquisadores durante a fase de cultura das amostras. As amostras de leite fora do
prazo de validade ou com a embalagem violada ndo foram incluidas na amostra.

As analises laboratoriais foram feitas no Laboratério de Microbiologia de Alimentos
da UNIME, onde o leite comprado foi armazenado, durante o processo, sob refrigeracéo
ou em caixas isotérmicas. As amostras foram processadas para crescimento em
estufa aquecida a 37 graus celsius, isolamento e identificacdo de microrganismos
e, apos o isolamento, as cepas foram submetidas a teste de antibiograma para os
antimicrobianos. Para o teste foram utilizados discos de antimicrobianos, em meios de
cultura Agar Muller Hinton, seguida da medicdo dos halos de inibicdo para definicdo
se 0 microrganismo foi sensivel, resistente ou possuia sensibilidade intermediaria —
os resultados foram expressos em unidades formadoras de colénias (UFC) epara a
medicéo do halo de inibicao fora utilizada tabela descrita em literatura especifica que
determina a sensibilidade e/ou resisténcia dos agentes isolados a antimicrobiano.
As amostras foram semeadas utilizando a técnica de inoculacdo em profundidade —
método pourplate.

Seguindo os critérios estabelecidos pela Resolucao de Diretoria Colegiada da
ANVISAN.°12/2001, que aprovou o regulamento técnico sobre padrdes microbioldgicos
para alimentos, a pesquisa buscou identificar os agentes Escherichia coli e
Staphylococcussp nas amostras cultivadas. Quanto ao numero de microrganismos,
aceita-se, no maximo 1,0 x 103 UFC/mL (1000/mL) para contagem padrao em placas,
<1,0/mL para coliformes totais e auséncia de coliformes fecais e de Salmonella spp
(BRASIL, 2002).

As anadlises foram feitas em dois tempos. No primeiro tempo (T1) todas as
amostras de leite foram cultivadas no meio e técnicas descritos. No segundo tempo
(T2) as amostras positivas foram semeadas, mais uma vez, em meio de cultura,
utilizando o mesmo método, para confirmagao e maior confiabilidade dos resultados.

Apos analise laboratorial os resultados foram sistematizados de acordo com as
categorias que compdem a pesquisa, que incluem a marca do leite, 0 hipermercado,
o tipo de microrganismo identificado e de resisténcia verificada pelos métodos acima
descritos.

31 RESULTADOS

Cinco marcas de leite foram selecionadas durante o processo de amostragem,
identificadas como A, B, C, D e E. Cinco supermercados e hipermercados foram
selecionados durante o processo de amostragem, identificados como AA, BB, CC,
DD e EE. Um total de 50 unidade de leite foram compradas pelos pesquisadores,
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formando um par de 25 amostras.

No primeiro tempo da analise laboratorial as 25 amostras foram cultivadas. 15
amostras nao apresentaram crescimento de coldénias microbianas ap6s 24 horas
em estufa aquecida. 10 amostras — dos estabelecimentos AA e EE — apresentaram
crescimento de UFC.

No segundo momento da analise laboratorial foi operada a repeticao das amostras
positivas (estabelecimentos AA e EE), pelo mesmo método e técnicas descritas. Apos
24 horas em estufa aquecida as 10 amostras mostraram-se negativas (auséncia de

UFC).
Estabelecimentos
AA BB cC DD EE
Al B2 c2 D2 E
g A1 B2 C2 D2 E1
2 A B2 c D2 E!
5 Al B2 c? D2 E
Al B2 C2 D2 E

Tabela 1. Sumario dos resultados da analise laboratorial (T1 e T2)de cultura de microrganismos
nas 25 amostras de leite oriundas do municipio de Camacari, Bahia, Brasil

1 Amostras positivas na analise T1 e negativas na analise T2.

2 Amostras negativas na analise T1 e ndo submetidas a anélise T2.

Considerando que as amostras foram negativas para a presenca de
microrganismos néo foi possivel proceder com as fases de avaliagdo de resisténcia a
antimicrobianos.

4 | DISCUSSAO

A obtencédo de amostras de leite isentas de contaminagc&o por microrganismos
nao é possivel porque as bactérias presentes na glandula mamaria e nos ductos
mamarios séo eliminadas junto com o leite. Portanto, a pasteurizacao deste alimento
faz-se necessaria para reduzir, de forma significativa, a quantidade de microrganismos
presentes.

De acordo com o Ministério da Agricultura, Pecuéaria e Abastecimento o leite tipo Aé
aquele produzido, pasteurizado e envasado em industria que fica na prépria propriedade
rural, sendo mantido a uma temperatura ndo superior a 4°C ap6s a pasteurizacéo
(BRASIL, 2002). O processo de pasteurizacédo consiste no aquecimento do leite cru
a uma temperatura de 72°C a 75°C, por um tempo de 15 a 20 segundos,necessarios
para eliminar os microrganismos presentes no leite — inclusive os termofilos — que
oferecem risco a saude humana. Apds o aquecimento o produto é resfriado a uma
temperatura ndo superior a 4°C, para impedir a multiplicagcdo celular, principalmente
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das bactérias psicrotréficas (BRASIL, 2002).

Baruffald et al. (2014) afirmam que o leite destinado ao consumo humano nunca
€ isento, totalmente, de microrganismos, havendo limites tolerados do numero maximo
permitido de bactérias ndo patogénicas, por mililitro. Segundo Barancelli et al. (2004),
entre os métodos para avaliagdo da carga microbiana do leite, 0 mais empregado é o
de contagem bacteriana total (CTB), que determina o total de microrganismos aerdbios
mesofilos, calculado a partir de UFC, que tendem a ser identificados em situagcées em
que ha falta de condi¢des basicas de higiene, bem como a falta de refrigeracéo do
leite.

A andlise laboratorial empreendida pelo presente estudo ndo identificou bactérias
nas amostras pesquisadas, 0 que sugere que o processo de pasteurizacao foi eficiente
para sua eliminacdo, além de comprovar que o envase, transporte e armazenamento
do leite foram adequados. Os resultados positivos do primeiro momento da analise
(T1) sdo caracteristicos de contaminacdo exdgena, confirmada pelo processo de
retestamento das amostras.

Arealizacao do antibiograma para detectar possiveis microrganismos resistentes
foi dispensada, visto que nao houve crescimento bacteriano.

O uso de antimicrobianos e outros tipos de medicamentos pode trazer beneficios
a producao, ao manejo e ao bem-estar do animal. Entretanto, o uso excessivo destas
substancias pode estar associado a distlrbios no manejo sanitario e alimentar. Os
orgédos reguladores devem se manter atentos aos riscos a saude humana, aumentando
0 numero de matrizes de fiscalizacdo e aprimorando dos métodos de fiscalizagdo e
vigilancia sanitaria (SALES, ROCHA e BRESSAN, 2015).

Apecuaria € uma das atividades mais rentaveis da economia nacional. Pesquisas
acerca do impacto de suas atividades sobre o ambiente e a saude humana devem
ser realizadas regularmente (SERRADO et al., 2016). E necessario que a satde do
rebanho seja mantida de modo a assegurar a producéo de alimentos inécuos a saude
e ao meio ambiente, sem que isso interfira na competitividade do produtor (MARTIN,
2011). As evidéncias cientificas produto destas investigacdes poderao servir de norte
para aimplementacao de medidas de controle que visem a prote¢cao do consumidor,dos
animais e o controle dos agravos(MORAIS et al., 2008).

Segundo a Organizacdao Mundial da Saude (1997),a magnitude do impacto da
ingestédo de alimentos com microrganismos resistentes a antibidticos ainda ndo esta
completamente elucidada. No entanto, ha evidéncias suficientes que consideram
irrefutavel o fato de que a exposicéo continua a antimicrobianos é responsavel pelo
surgimento de resisténcia bacteriana, dependendo de seus periodos de exposicao e
niveis de concentragao.
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51 CONCLUSAO

Concluimos que o leite liquido do tipo longa vida, integral,pasteurizado e
comercializado em caixas Tetra Pak® comercializado em Camacari, Bahia, Brasil,
apresentam seguranga para consumo humano, visto que nenhuma das amostras
revelou a presenga de microrganismos.

O processo de pasteurizagéo, portanto, mostrou-se eficaz, parecendo atender
as normas sanitarias vigentes. Estes resultados foram considerados satisfatorios, pois
as marcas de leite selecionadas estao entre as mais consumidas pela populagao do
municipio e do estado.

E preciso considerar, entretanto, que, por se tratar de uma amostra pequena,
nao é possivel generalizar, a nivel estadual ou nacional, os resultados desta pesquisa.
Novos estudos, mais amplos e com métodos de analise mais acurados, deverao ser
realizados para confirmacao dos resultados verificados.
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