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RESUMO

O leite € um potencial veiculo de transmissao de Escherichia coli e outros micro-
organismos da familia Enterobacteriaceae, que apresentam diversos fenotipos que
propiciam vantagens para sua sobrevivéncia em um nicho competitivo, mas que
podem causar riscos para a saude dos consumidores de produtos lacteos,
principalmente aqueles imunocomprometidos. O objetivo inicial deste trabalho foi
avaliar a presenca de E. coli e a producao qualitativa de biofilme pelos isolados
obtidos em amostras de leite pasteurizado comercializado na cidade do Rio de
Janeiro. Nao foi detectada a presenca de £ coli em nenhuma das amostras de
conveniénca analisadas, no entanto, foram encontrados isolados pertencentes a
familia Enterobacteriaceae em duas amostras, com contagens acima do permitido
pela legislacao vigente. Nenhum desses isolados foi produtor de biofilme, porém essa
caracteristica foi exibida por trés isolados pertencentes a outros grupos. O presente
estudo evidencia que, mesmo passando pelo processo de pasteurizacao, muitos
micro-organismos podem sobreviver no leite e garantir sua permanéncia nesse
produto, como por exemplo, por meio da produgao de biofilme, acarretando na
diminuicao da qualidade do produto e, muitas vezes, em riscos para a seguranca do
consumidor.
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A agropecuaria € uma das atividades econdmicas mais importantes para o
Brasil, com énfase para o abate bovino e a extracao de leite de vacas. Em todo o ano
de 2021, a média de cabegas de bovinos para abate, segundo o IBGE, foi de 27,54
milhdes de animais, enquanto que a aquisicao de leite cru acumulada, no mesmo
ano, foi de 25,08 bilhdes de litros (IBGE, 2022).

O leite e seus derivados sdao extremamente consumidos por toda a populacao,
sendo necessarios, portanto, cuidados com a fiscalizagao e o controle de qualidade.
Uma vez que esses alimentos possuem alto teor nutricional, se tornam-se, também,
um meio de cultura valioso, podendo ser facilmente contaminado por diversos micro-
organismos (Pereira & Scussel, 2017; Calahorrano-Moreno et al.,, 2022).

Embora a pasteurizagao consista, de maneira simplificada, em um tratamento
térmico, com o objetivo de eliminar possiveis micro-organismos patogénicos
prejudiciais a saude humana, muitos micro-organismos, entre eles a Escherichia coll,
podem sobreviver a esse processo e estarao viaveis no leite pasteurizado que chega
a mesa do consumidor A ocorréncia de £. coli em numero elevado, principalmente
em alimentos frescos, de validade curta e de origem animal, indica manipulacao em
condicOes precarias de higiene ou armazenamento inadequado (Franco et al., 2013;
Mulinari et al., 2017; Weber et al., 2019).

A contaminacdo pode ser originada do préprio animal, ou até mesmo do
processo de ordenha. Pode ocorrer, em casos de ordenha manual, a contaminagao
oriunda das maos do ordenhador, e em casos de ordenha mecanizada, apesar de
mais segura, pode ocorrer a contaminacao da maquina por ma higiene, entre outros
(Campos et al, 2006; Weber et al, 2019). Além disso, fatores como a possivel
contaminacgao nas tetas da vaca, pode prejudicar e contaminar todo o leite e outros
animais. Ainda é necessario apontar a contaminacdao dos alimentos que esses
animais consomem, o que também pode levar a presenca de micro-organismos no
produto final. Vale ressaltar o fato de que da presenca de E£. coliindica contaminagao
fecal, que pode ser um indicativo de contaminacao cruzada oriunda de mas praticas

higiénico-sanitarias, visto que, em uma producao padrdao de leite pasteurizado em
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boas condicdes higiénico-sanitarias nao deve haver contato direto nem indireto com
dejetos fecais (Catao & Ceballos, 2001; Adzitey et al., 2022).

A Instrucao Normativa N°60 de 2019, legislacao vigente que preconiza os
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padrdes microbioldgicos para alimentos, ndo estabelece limites para a presenca de E.
coli em leite pasteurizado, no entanto, determina que seja realizada a andlise de
membros da familia Enterobacteriaceae, sendo que nenhuma unidade amostral pode
apresentar resultado maior que 10 UFC/mL (Brasil, 2022). E importante lembrar que
a E. colié um membro da familia Enterobacteriaceae.

E. coli representa um grande risco para a saude e o bem-estar do
consumidor, visto que pode causar infecgdes gastrointestinais em seres humanos. A
contaminacao pode gerar desde uma simples intoxicacao alimentar, até problemas
mais graves (Batista et al, 2014; Abebe et al, 2020). Além disso, os biofilmes
produzidos por E. coli na embalagem do leite pasteurizado, auxiliam a prolongar a
permanéncia e a proteger esses e outros micro-organismos presentes (Sharma et al.,,
2016).

Biofilmes sao um conjunto de micro-organismos emaranhados em uma matriz
de polimero organico que estdo aderidos a uma superficie. Os biofilmes sdo
formados pela deposicao e adesao de microrganismos em uma superficie de contato,
formando uma matriz de exopolissacarideos (EPs), onde iniciam seu crescimento
(Qasim, 2018; Siqueira et al., 2021). A formagao de biofilmes auxilia na conservacao
e no aumento da quantidade de bactérias no alimento. No ponto de vista qualitativo,
biofilmes simbolizam problemas graves na industria de alimentos, haja vista que
indicam grande contaminacao. Isso acontece, pois, os biofilmes, mesmo que tenham
como caracteristica a adesdao ao alimento ou as superficies de embalagens ou
equipamentos, muitas vezes podem se soltar e espalhar as bactérias, ampliando
assim a contaminacgao. Além disso, micro-organismos em biofilme podem sobreviver
a diversas medidas de sanitizacdo, o que torna ainda mais dificil a descontaminagao
(Tasneem et al., 2018; Ramos & Nascimento, 2021).

Sabendo-se do alto consumo e das consequéncias da contaminagdo do leite
pasteurizado por E. colj, torna-se clara a necessidade de uma fiscalizagao efetiva e

frequente desse produto. De modo a contribuir com a avaliagao da qualidade de
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amostras de leite pasteurizado comercializadas na Zona Norte da cidade do Rio de
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Janeiro, o presente estudo teve como obijetivo inicial detectar a presenca de E. coli e

avaliar a produgao qualitativa de biofilme por esses isolados.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 AMOSTRAGEM

Foram utilizadas amostras de conveniéncia de leite pasteurizado, adquiridas a
partir de estabelecimentos comerciais da cidade do Rio de Janeiro. A coleta de
amostras foi realizada no més de junho de 2022, e estas foram mantidas em
refrigeracdo e transportadas até o Laboratério de Microbiologia do IFR] para as
analises.
2.2 PESQUISA DE ESCHERICHIA COLI NAS AMOSTRAS DE LEITE PASTEURIZADO

Para a analise qualitativa das amostras de leite pasteurizado, foi realizada a
metodologia definida pela ISO 16649-2 (ISO, 2001). De cada amostra, foram
retirados 25 mL para diluicdo em 225 mL de agua peptonada a 0,1% (p/v). Em
seguida, foram realizadas mais duas diluicoes sucessivas, em tubos de ensaio
contendo o mesmo diluente. Apds as diluicdes, o plaqueamento foi realizado por
“pour plate” em agar TBX (Tryptone-Bile-X-Glucuronide) e em duplicata. As placas
foram entdo incubadas a 44°C por 24 horas. Colonias tipicas de E. coli que
apresentam coloracao azulada neste meio de cultura, foram selecionadas para a
avaliacao da producdo de biofilme. Colonias atipicas também foram selecionadas.
2.3. CARACTERIZAGAO INICIAL DE ISOLADOS ATIPICOS

Diferentes colbnias atipicas, foram transferidas para placas contendo agar
nutriente, e incubadas a 37°C por 18-24 horas. Para diferenciacdo desses isolados,
como pertencentes a familia Enterobacteriaceae ou ao género Pseudomonas, foi
realizada a inoculacdo dos mesmos tanto em meio agar VRBG (“violet red bile
glucose”) como em agar Cetrimida. As placas foram incubadas a 36°C por 18-24
horas.
2.4 AVALIACAO QUALITATIVA DA PRODUGAO DE BIOFILME

Para a avaliacdo qualitativa da producdo de biofilme, os isolados tipicos e

atipicos foram estriados sobre a superficie de agar vermelho Congo, elaborado a
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partir de 15 g/L de agar nutriente, 37 g/L de sacarose e 0,8 g/L de vermelho congo,
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conforme descrito por Freeman e colaboradores (1989), com incubagdo a 37°C por
24 horas. Com esse procedimento, as col6nias produtoras de biofilme se apresentam

com coloragao negra.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Na maior parte dos estabelecimentos na cidade do Rio de Janeiro,
principalmente na Zona Norte, ndo ha diversidade de marcas de leite pasteurizado,
sendo, entdao, encontradas poucas marcas sendo comercializadas (Machado, 2021).
As amostras obtidas neste trabalho foram encontradas nas padarias e alguns bairros
onde se tém um publico fiel ao produto. Neste trabalho, portanto, foram analisadas
cinco amostras de conveniéncia, obtidas em cinco estabelecimentos comerciais
diferentes. Nenhuma das amostras estudadas apresentou colOnias tipica azuis no

agar TBYX, indicando, portanto, a auséncia de Escherichia coli (Tabela 1).

Tabela 1. Quantificacdo de Escherichia coli e de colonias atipicas nas amostras de

leite pasteurizado analisadas.

Quantificacao (UFC/ml)
Colonias tipicas crescidas no  Col0nias atipicas crescidas

agar TBX (azuis) no agar TBX (brancas)
Amostra 1 <1,0x 10* 7,5 x 10*
Amostra 2 <1,0x 10 4,0 x 10!
Amostra 3 <1,0x 10 <1,0x 10*
Amostra 4 <1,0x 10 <1,0x 10*
Amostra 5 < 1,0 x 10* <1,0x 10*

Duas amostras, no entanto, denominadas 1 e 2, apresentaram uma grande
quantidade de colbnias atipicas, de coloracao branca (Tabela 1). De acordo com
diferentes fabricantes do agar TBX, colonias brancas crescidas neste meio podem
geralmente pertencer a membros do género Pseudomonas, como a outros membros
da familia Enterobacteriaceae, tais como Citrobacter sp., Klebsiella pneumoniae e
Salmonella enterica. Ja foi descrito, no entanto, que nem todas as £. co/i produzem
B-D-glucuronidase, como por exemplo, o sorotipo 0157:H7, que também pode

formar col6nias brancas (Made et al,, 2017; Labkem, 2022).
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Para fins de diferenciacdo entre elas, as col6nias brancas foram inoculadas em
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agar cetrimida e em agar VRBG. Dos 52 isolados de coloracdo branca obtidos no
agar TBX, nenhum apresentou crescimento no agar cetrimida e trinta e dois nao
cresceram em nenhum dos dois meios de cultura, indicando que possam pertencer a
outros grupos. No entanto, 20 (38,5%) isolados, sendo 4 originados da amostra 2 e
12 da amostra 1, cresceram no agar VRBG, apresentando coloragdo rosa (Tabela 2).
Esses resultados sugeriram, portanto, que esses isolados de coloragdo rosa seriam
pertencentes a familia Enterobacteriaceae. Para confirmagdo, os mesmos foram
submetidos aos testes de fermentagdo da glicose com producdo de gas e a producao
da enzima oxidase, conforme descrito pela ISO 21528-2 (ISO, 2004), e apresentaram
resultados condizentes a familia Enterobacteriaceae.

Embora nao tenha sido o objetivo inicial do trabalho, 38,5% dos isolados
atipicos analisados mostraram ser pertencentes a familia Enterobacteriaceae.
Levando em consideracao essa proporgao e o numero de UFC/ml encontrado para as
amostras 1 e 2, essas amostras estariam com contagens desses micro-organismos
acima da maxima permitida, uma vez que a legislacdo vigente de padrdes
microbioldgicos para alimentos, a Instrugdo Normativa n° 161 de 2022 (Brasil, 2022),
afirma que a contagem de Enterobacteriaceae no leite pasteurizado nao pode
ultrapassar 10 UFC/mL.

A familia Enterobacteriaceae engloba diversas bactérias, em sua maioria
patdgenos, que agem, prevalentemente, no trato gastrointestinal. Além disso, vale
ressaltar que uma caracteristica comum presente nas bactérias dessa familia é a
resisténcia a antibidticos, que dificulta ainda mais o tratamento contra esses
patdgenos e evidencia a relevancia do descumprimento das leis que abrangem a

presenca dessas bactérias em leites (Ramos & Nascimento, 2021).
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Tabela 2. Caracteristicas dos isolados atipicos (coloracdo branca) crescidos em agar TBX

Cresci[nento Crescimento Producao Cresci[nento Crescimento Producao

Isolado e?RaBgénr em agar qualitaiiva Isolado e:';R%gGa r em agar qualitai?va

o cetrimida de biofilme ~ cetrimida de biofilme

(coloracao) (coloragao)

1 + (rosa) - - 27 - - +
2 + (rosa) - - 28 - - -
3 + (rosa) - - 29 - - +
4 + (rosa) - - 30 - - -
5 + (rosa) - - 31 - - -
6 + (rosa) - - 32 - - -
7 + (rosa) - - 33 - - -
8 + (rosa) - - 34 - - -
9 - - - 35 - - -
10 - - 36 - - -
11 - - - 37 - - -
12 - - - 38 - - -
13 + (rosa) - - 39 - - -
14 + (rosa) - - 40 - - -
15 + (rosa) - - 41 - - -
16 + (rosa) - - 42 - - -
17 + (rosa) - - 43 - - -
18 + (rosa) - - 44 - - -
19 + (rosa) - - 45 - - -
20 + (rosa) - - 46 - - -
21 + (rosa) - - 47 - - -
22 + (rosa) - - 48 - - -
23 + (rosa) - - 49 - - -
24 + (rosa) - - 50 - - -
25 - - + 51 - - -
26 - - - 52 - - -

Ja as amostras 3, 4 e 5 ndo apresentaram contagem de Enterobacteriaceae.
Com isso, pode-se inferir que essas amostras de leite tiveram provavelmente,
cuidados higiénico-sanitarios adequados, de modo a evitar a proliferacao desses
micro-organismos, garantido maior qualidade e seguranca ao produto.

A producdo qualitativa de biofiime dos isolados encontrados também foi
avaliada. Somente trés isolados (25, 27 e 29) mostraram-se produtores de biofilme
(Tabela 2; Figura 1). Nenhum deles foi pertencente a familia Enterobacteriaceae. A
identificacdo desses isolados produtores sera realizada posteriormente. A presenca
de bactérias produtoras de biofilmes no leite pasteurizado indica, na maioria das
vezes, um problema na qualidade desse produto e, muito provavelmente, deficiéncia

nas operagdes higiénico-sanitarias da produgdo, que acarreta na persisténcia da
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contaminacao e, consequentemente, uma diminuicdo na vida util do produto e risco
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a saude do consumidor (Siqueira et al.,, 2021).

Figura 1: Producdo de biofilme em &gar vermelho congo. A esquerda, isolado ndo-produtor

e a direita, isolado produtor.

4. CONCLUSAO

Embora a pasteurizacao do leite seja empregada para garantir ao consumidor
um leite seguro, os resultados obtidos neste estudo mostraram a presenca de
membros da familia Enterobacteriaceae e de outros grupos bacterianos. Além disso,
foi observada a producao de biofilmes por alguns isolados. Vale destacar que, em
duas amostras, a quantificacao de Enterobacteriaceae presente nas amostras
ultrapassou o limite estabelecido pela legislacao.

O presente estudo evidenciou que, mesmo nao sendo encontrada £scherichia
colj, alvo inicial deste estudo, ha a necessidade de fiscalizacdes frequentes do leite
pasteurizado a ser disponibilizado no mercado, a fim de evitar a redugao da vida de
prateleira desses alimentos e, ainda mais relevante, enfermidades aos consumidores
devido a presenca de possiveis patdgenos. Por outro lado, os consumidores devem
estar atentos a essa possibilidade de contaminacao e evitar o consumo do leite

pasteurizado sem prévio aguecimento ou fervura.
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