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APRESENTACAO

O presente numero dos Cadernos Técnicos traz para os leitores artigos de alguma
forma relacionados com alimentos, comecando com o problema das micotoxinas,
os organofosforados e suas manifestagoes clinicas, as doencgas transmitidas pelo
leite & derivados e finalizando com trés topicos de atualizagao sobre tecnologia e
inspecao do leite.

A colaboragao de pesquisadores da Fundacao Ezequiel Dias (FUNED), Unicamp,
UFV e Santa Maria, ressaltada nos dois primeiros artigos, mostra a preocupagao
crescente da comunidade cientifica com o assunto, testemunha privilegiada que &
da presenca onipresente da fome e suas consequéncias no Pais e no mundo.

E borm lembrar que a Escola vem realizando um grande esforco na promocgao da
area de Tecnologia e Inspecao de Alimentos de Origem Animal, no sentido de
reergué-la no conceito da populagao e das autoridades. A criagao da area de
concentragao no Curso de Mestrado em Medicina Veterinaria, em 1989, ensejou o
aparecimento de novos mestres, encaminhados — e alguns ja em vias de terminar
— para o doutorado na propria Escola ou no exterior. Isto, por certo, sera de
grande valia para os destinos da Inspegao Sanitaria de Alimentos em nosso pais e
tambem para o despertar da consciéncia do consumidor para a importancia de
alimentos saudaveis a que ele, como cidadao, tem pleno direito de querer e exigir.

O fortalecimento da area com a qualificagdo cada vez maior de seu pessoal &
essencial para que esses profissionais exergam influéncia nas decisdes politicas
sobre alimentos do Pais, na modernizagao de seu parque industrial e também na
produgao técnica e sanitariamente adequada desses alimentos.

Os artigos aqui apresentados, escritos de forma bastante simples, permitem uma
atualizacao adequada da matéria, particularmente quando se fala tanto em
qualidade de alimentos e tao pouco realmente se faz para isso. Esperamos que
sua leitura seja de utilidade para todos aqueles que direta ou indiretamente lidam
com o assunto, particularmente os que tomam decisoes na politica de nutricao de
NOSSC Povo.

Prof. Tiro ﬂaac' Feiece Pm.{' ﬂnm.' Carlos (ampos Percina
Editon Direton
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INTRODUGCAO

Micotoxinas, metabdlitos secunddrios produzidos por fungos, ocorrem em diferentes regi-
Ges do mundo e representam um risco potencial para a saide do homem e dos animais.
Virias micotoxinas jd foram identificadas salientando-se as aflatoxinas ¢ a ocratoxina A
como sendo as mais amplamente estudadas ¢ diretamente correlacionadas mediante estu-
dos epidemioldgicos. A presenga destas toxinas tem sido observada em substratos diversos
como cerais (arroz, aveia, centeio, cevada, milheto, milho, sorgo, trigo), feijao, oleaginosas
(amendoin, castanha-do-Pard, soja), produtos ldcteos, produtos de origem animal, vegetais,
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n . o . . 4 2 2
frutas ¢ também como contaminantes de ragdo animal e silagens * 4% !16 117, 118, 102. 137, 106,
2 5 . .
P899I 330957 caracterizando um grave problema para produtores, consumidores
e organismos de satde.

Depois do surto de aflatoxicose ocorrido na Inglaterra em 1960, que determinou a morte
de cerca de 100.000 peruzinhos alimentados com ragio formulada 4 base de amendoin '>*
% ¢ relacionando-se diferentes doengas humanas, entre elas e nefropatia endémica dos
paises balcinicos, que teve seu primeiro episddio registrado em 1956'*, muitos estudos
vém sendo conduzidos no sentido de monitorar e controlar o desenvolvimento de bolores
toxigénicos em alimentos e ragbes. De forma idéntica, vém-se implementando o refina-
mento de metodologias analiticas para a detecgdo destes metabdlitos fiingicos, na maioria
das vezes depositados no substrato em micro-quantidades.

A década de 1980 trouxe um expressivo avango nos conhecimentos relativos 2 biotecno-
logia e aos métodos de automagdo para detecgio de contaminantes em alimentos e
material bioldgico, destacando-se, para micotoxinas, as técnicas imunoenzimdticas, em
especial o ensaio de ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay), que constitui o prin-
cipal tema de abordagem deste artigo.

MICOTOXINAS

As micotoxinas sdo produtos normais do metabolismo de determinados tipos de fungos,
encontrando-se presentes em diferentes substratos, independentemente ou néo da presenca
dos microrganismos que as produziram. Diferenciam-se dos antibidticos por que, apesar de
serem produzidos a partir de fungos, apresentam distinta agdo téxica contra outros mi-
crorganismos. Distinguem-se também das toxinas produzidas pelo ergot, que necessita da
ingestdo de determinada quantidade de tecido fiingico contendo a toxina para que o pro-
cesso de envenenamento ocorra®’.

As micotoxinas representam produtos metabdlicos secunddrios, ou seja, sdo biossintetiza-
das apds instalado o equilibrio da fase de crescimento, estando este associado a
determinancia genética de linhagens especificas de fungos **. E importante considerar
que nem todas as espécies de bolores sdo toxigénicas. Da maioria da populagdo fingica,
apenas algumas espécies produzem micotoxinas, estando a causa desta diferenciagio ge-
neticamente associada ao fato de que a maijoria dos bolores toxigénicos pertence a
subdivisao Deuteromycotina, que possui heterocariose varidvel *'**. O termo “micotoxina”
¢ assim aplicado aos produtos metabolicos produzidos por fungos, os quais apresentam
toxicidade para animais, incluindo o homem, e micotoxicose ¢ a denominagio dada ao
processo patoldgico resultante da ingestio de micotoxinas®’.

Os fungos estdo amplamente disseminados na natureza, desenvolvendo-se onde quer que
exista matéria organica®™ *’. Sdo encontrados em vegetais em decomposicio, alimentos,
materiais de isolamento feitos de fibras vegetais ¢ pinturas. Constituem parte integrante da
microflora do solo e do ar e tém acesso a diferentes produtos agricolas, preferencialmente
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grios, em scus diferentes estdgios de prov do, processamento, transporte a armazena-
31,79,3,113,38
gem ' 3

As condigoes ideais para o desenvolvimento de fungos sdo bastante similares as C('mdicﬁcs
requeridas para a produgdo de micotoxinas e a maior parte dos estudos que tém s_ldo con-
duzidos sobre esla temdtica refere-se predominantemente aos bolores toxigénicos,
produtores de aflatoxinas. A temperatura tima para o crescimento desses fungos estd
situada na faixa ¢ » 20-30°C, caracterizando o mdximo de produgio de micotoxinas. As-
sim, as mudangas de temperatura que ocorrem na natureza, em fun¢do das varia(;(:)cs
sazonais, ¢ mesmo o aquecimento expontaneo que acontece em grandes massas de grios
armazenados, interferem consideravelmente na produgéo das toxinas fiingicas™. Em ex-
perimentos conduzidos com milho, soja ¢ feijao, a temperatura de 16°C foi relatada como
sendo muito baixa para a produgio de aflatoxinas por Aspergillus flavus'*’. Em temperatu-
ras proximas a 18°C, a formagio de aflatoxinas B ¢ G (AFB ¢ AFG) é quantitativamente
similar, enquanto que em altas temperaturas a presenga de AFB ¢ efetivamente superior,
atingindo concentragoes até 12 vezes maiores™.

Também a atividade de dgua do alimento ¢ importante para o desenvolvimento de fungos e
produgio de micotoxinas. Assim, a dgua passivel de pronta utilizagdo microbiana repre-
senta a atividade de dgua (Aw), que tem valor referencial 1 para a dgua destilada. Valores
de Aw inferiores a 0,62 impedem a germinagio de qualquer microrganismo ¢ Aw mini-
mos de, 0,78 a 0,84, ji foram descritos para 0 ¢r imento de Aspergillus flavus. A
produgdo de aflatoxina cessa, contudo, quando o vale  le Aw decresce de 0,83, estando a
faixa ideal entre 0,90 ¢ 0,99, tanto para A. flavus « 10 para A. parasiticus”>**, Estudos
experimentais conduzidos com A. parasiticus NRR1 199 demonstraram que para produ-
¢a0 de aflatoxina B1 em soja 0 Aw minimo ¢ proximo a 0,865,

A umidade absoluta do substrato representa, de forma pritica, o seu contetido de umidade,
estando susceptivel & influéncia da umidade relativa do meio ambiente e podendo, desta
forma, tender 4 hidratagio, desidratacio ou ao equilibrio”. A faixa de 14 a 30% de umi-
dade em amendoim pode permitir definitivamente a invasio de fungos™.

A maioria dos fungos ¢ aerdbia exigindo, portantc, um potencial de oxi-redugdo positivo
para seu desenvolvimento, sendo o oxigénio necessdrio para o processo germinalivo e para
a produgio de toxinas ', Entretanto, a relagio entre os requerimentos de O, ¢ CO, varia
consideravelmente entre diferentes espécies. Baixas concentragdes de CO, parecem ser
benéficas para a germinagio de esporos envolvendo sintese de proteinas, dcidos nucléicos e
intermedidrios do ciclo dos dcidos tricarboxilicos, enquanto que em concentragdes superio-
res a 10% provocam a supressdo da produgdo de micotoxinas'>’. O decréscimo na
atmosfera de oxigénio para menos de 20% ou seu aumento para mais de 90% inibem tam-
bém a sintese de aflatoxinas’”.

A luz ¢ essencial para que algumas espécies de fungos tenham o processo germinativo
induzido e finalizado, influenciando tanto o crescimento vegetativo como a produgio de
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aflatoxinas, seja em meios liquidos ou solidos™. A foto-resposta de fungos pode sofrer
influéncia da temperatura, afetando a produgdo de aflatoxinas, que ¢ inibida pela luz em
temperaturas fora da faixa de 20-25°C".

O pH tem efeito minimo no metabolismo primdrio de fungos, exercendo um  efeito mais
pronunciado na produgio de micotoxinas. Os fungos podem se desenvolver na ampla faixa
de pH de 2 a 8", A flavus e A. parasitus foram capazes de crescer em valores de pH vari-
ando de 1,7 a 9,34, estando a faixa otima de crescimento e produgio de toxinas situada
entre 3,42 a547%.

O tipo de substrato pode afetar a sintese e os niveis de produgiio de aflatoxinas. Concentra-
¢oes elevadas de carboidratos ¢ dcidos graxos intensificam significativamente a produgio,
como ¢ observado em coco fresco’. Substratos com elevada concentragdo de proteinas e
baixa concentragio de carboidratos ndo acentuam a produgio de aflatoxina por A. parasi-
ticus®. Estudos tém mostrado que, durante incubagio prolongada e a temperaturas
proximas de 25°C, as proteinas sido degradadas a aminodcidos pelas proteases fingicas.
Algunss aminodcidos sdo utilizados como fonte de nitrogénio, enquanto outros servem
como fonte de carbono, quando esta se encontra limitada. Isto implica no fornecimento de
uma grande quantidade de amonia que, juntamente com outras fontes nitrogenadas facil-
mente metabolizadas, passa a reprimir a produgio de aflatoxinas R

A produgido Gtima de aflatoxinas parece acontecer cm substratos solidos, ricos em carboi-
dratos, como coco, trigo, arroz ¢ semente de algodio®. Agticares como sacarose, frutose e
glicose sdo as fontes de carbono preferenciais para a biossintese de aglatoxina por A. fla-
vus. Glicina, prolina, aspartato, alanina ¢ glutamina ¢ os ions minerais como cddmio,
magnésio e zinco desempenham também agoes estimuladoras™

Acido propidnico tem agdo antifiingica contra A. flavus ¢ os sais de dcido sorbico sdo
capazes de inibir o crescimento ¢ a produgdo de micotoxina por A. flavus e A. parasiti-
cus™, embora niveis subinibitérios tenham sido reportados como capazes de estimular a
produgio"’

O perfil toxigénico de cada linhagem ¢é determinado geneticamente ¢ o tipo especifico de
toxina produzida ¢ caracteristico da cepa. A. flavus produz apenas AFG1 ¢ AFB2, en-
quanto A. parasitus produz AFB1, AFB2, AFG1 e AFG2™.

Uma das maiores exigéncias para a formacgao de mlmtoxmas parece estar relacionada com
a presen¢a de culturas praticamente puras no substrato”. A flora competitiva pode afular
a produgio de aflatoxina pela competi¢do pelo substrato e agao de metabdlitos inibitorios™
Para A. flavus, experimentalmente inoculado numa variedade de amendoim, em mmdadc.
diferente da Atima, a competigio microbiana restringiu o crescimento e a esp(mllagao do
fungo, reduzindo significativamente a quantidade de aflatoxina formada'™. A. niger, atra-
vés da formacio de dcido citrico, atua reduzindo o pH do quhs[ralo para valores proximos
a 3,0, com conseqiiente inibigao da produgéo de aflatoxinas®’
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Ensaios de inoculagio experimental conduzidos com A. parasiticus demonstraram que a
28°C uma elevada quantidade de aflatoxina B1 (380 pg/g) foi produzida quando uma
populagio de 10” esporos foi inoculada em 50g de arroz. Comparativamente, a reducio ¢ o
aumento da densidade  populacional de esporos resultaram na diminuigio dos niveis de
aflatoxina®

AFLATOXINAS

As aflatoxinas sdo um grupo de bis-furano isocumarinas, produzidas predominantemente
por A. flavus e A. parasiticus. Sio conhecidas as aflatoxinas naturais AFB1, AFB2, AFGI1,
AFG2 ¢ os derivados hidroxilados, AFB2a, AFG2a, AFM1, AFM2, aflatoxicol, AFQI1,
AFP1 ¢ AFHI (Figura 1). AFB e AFG apresentam, respectivamente, fluorescéncia azul
(Blue) e verde (Green) quando expostas a luz ultravioleta. Sdo termoestdveis, ocorrendo
ligeira ou nenhuma destruigio quando submetidas s condigbes normais de cocgao®” 13443,

«fl

AFLATOXINA B AFLATOXINAGI

0 o

o 0 (O
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OCHz oF 0 L OCH5
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2

o’ "0 OCHg
AFLATOXINA M,

Figura 1 Estrutura quimica das aflatoxinas e alguns dos seus derivados®’.
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O metabolismo da aflatoxina envolve primariamente o sistema enzimdtico oxidase-
hidroxilase, o que vai resultar tanto na ativagiao da AFBI a sua forma epoxido, como na
hidroxilagio de seus derivados, os quais sdo menos toxicos. Com excegio da AFM1, esta
ocorréncia poderia ser reconhecida como uma proeesso organico natural de desintoxica-
¢do, uma vez que molcculas hidroxiladas sido facilmente conjugdveis ¢ prontamente
eliminadas do organismo®’

AFM1 ¢ AFM2 sio produzidas por mamiferos a partir da ingestdo de AFB1 ¢ AFB2 ¢ sdo
posteriormente excretadas pelo leite, sendo a esterigmatocistina um dos precursores da
biossintese da AFB1''* "', A toxicidade da AFBI foi relatada para diferentes espécies,
sendo seus valores de DLm aproximadamente 0,30, 0,55, 0,70, 0,80, 6,30 ¢ 17,90 mg,lkg
de peso corporal para coclho, gato, cdo, truta, rato madm rato fémea, respectivamente™.

Estas micotoxinas causam sérios efeitos bioquimicm nos seres vivos, incluindo interfe-
réncia na cadeia de transporte de elétrons, o que ocasiona uma diminuigdo na produgéo de
adenosina trifosfato, com conseqiiente inibigéio da tomada de oxigénio nos tecidos™. Atu-
am no metabolismo de proteinas ¢ dcido nucleico, ligando-se a0 DNA e RNA e afetando
suas atividades. Quando convertida a forma ep(’)xidn a AFB1 impede a transcri¢ao do
DNA e, ligando-se ao RNA, inibe a sintese proteica'® 3, J4 foi demonstrado que a AFBI
liga-se covalentemente & albumina, alravét; da lisina, formando um importante aducto para
se pesquisar em soro humano e de rato''®. Uma vez que este aducto ¢ formado pela mesma
via de ativagiio metabdlica que leva a formagio do aducto de DNA, é possivel informar,
desta maneira, o grau de danos provocados ao DNA no figado'** '** i3

Sob o aspecto de efeitos biologicos, as aflatoxinas tém sido responsabilizadas por ativida-
des carcinogénica, mutagénica, teratogénica,  hepatotoxica e pela aflatoxicose
prnprlamentc dita. Estes efeitos sofrem influéncia do estado nutricional, sexo, 1dade -
posi¢do a outros agentes quimicos, dose ¢ periodo de exposigao do organismo a toxina™®

Os efeitos carcinogénicos sio exercidos sobretudo pela AFBI, que ¢ considerada a mais
potente aflatoxina atuante sobre o figado, rins ¢ célon de alguns animais. Estes efeitos sao
observados apGs sua ativagido pelos microssomas hepdticos, com posterior ligagao dos
intermedidrios reativos ao DNA, determinando o blogueio da transcri¢ao e ocasionando
uma proliferacio celular anormal™. Estudo experimental realizado com Escherichia coli
(32274) demonstrou que a forma epoxido da aflatoxina B1, apds acoplamento ao DNA,
desencadeia possivelmente o processo de mulaaemsc pula formagdo de hiatos na fita
simples, levando a inibi¢do da DNA polimerase'*’.

A teratogénese provocada por determinadas concentrages de AFBI jd foi observada em
animais, através de alguns efeitos pré-natais durante o curso da gravidez, principalmente
durante a primeira fase embriondria. Os compostos intermedidrios reativos sido, por sua
vez, hepatotoxicos, provocando deposigio de gordura, moderada a extensiva necrose €
hemorragia pela reagdo com macromoléculas das células do figado™
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Existem fortes evidéncias de que a aflatoxina ingerida na dieta de forma continua ¢ em
baixas doses ¢ a principal causa de carcinoma hepdtico e outras doengas no homem, jd
descritas na Africa, India, Asia e Filipinas'®'""".

A aflatoxicose ¢ o mais forte processo patoldgico associado com a aflatoxina e tem sido
classificada como aflatoxicose primdria (aguda e crénica) e secundédria®™. A aflatoxicose
priméria aguda ¢ decorrente da ingestdo de moderadas a altas concentragdes da toxina e
usualmente provoca a morte do animal. Os sintomas observados incluem palidez, descolo-
ragdo, acumulo de gordura ¢ aumento de enzimas séricas no figado e desarranjo na
coagulagdo normal do sangue, gerando actimulo de sangue no trato gastrointestinal®'. A
aflatoxicose primdria cronica ¢ observada pela ingestio de niveis moderados a baixos da
toxina ¢ os sintomas observados sio necrose ¢ hemorragia no figado, proliferagio do pa-
rénquima hepdtico e células epiteliais no ducto biliar; congestio dos rins e enterite
hemorrdgica. Em muitos casos, resulta também na redugio de crescimento e eficiéncia
reprodutiva’ *. Finalmente, a aflatoxicose secunddria advém quando baixas doses sio
ingeridas e os efeitos observados sdo quebra da resisténcia natural e imunogénese'”’.

A presenca de aflatoxinas tem sido relatada em uma série de produtos agricolas, como

amendoim, arroz, sorgo, milho, castanha-do-Pard, leite e derivados e frutas desidrata-
dasll'?. 106, 128, 119.9,54, 110, 42

A incidéncia de micotoxinas em alimentos no Brasil ainda ndo tem uma avaliagdo segura e
real'®, contudo, a constatagio da presenga de aflatoxina em niveis elevados vem sendo

i i i e : 44, 132, 116, 117,
descrita em diferentes produtos como amendoim e pagoca ¢ em ragio animal** '?% 16 117
118, 102, 121, 105

OCRATOXINAS

As ocratoxinas sdo um grupo de derivados da isocumarina, ligados através da amida ao
grupo amino da L-p-fenilalanina. As ocratoxinas A e B ocorrem naturalmente, sendo a
ocratoxina C e os ésteres etilicos das ocratoxinas A e B ocorrem naturalmente, sendo a
ocratoxina C o éster etilico da ocratoxina A e a ocratoxina B, a dicloro ocratoxina A'***%
- #1_Sdo produzidas por fungos do genéro Aspergillus ¢ Penicilium, sobretudo por A.
ochraceus ¢ P. veridicatun (Figura 2).

A ocratoxina A ¢é considerada a mais toxica e ¢ metabolizada a d-ocratoxina e L-
fenilalanina pela microflora do ceco e intestino grosso de ratos ¢ no rimen de bovinos,
sugerindo um processo natural de destoxicagio’'. Esta micotoxina pode desencadear dife-
rentes efeitos toxicos em mamiferos como teratogénese, carcinogénese e imunossupressio,
embora o mais relatado seja a nefrotoxicidade’® '% 3% 84 3¢,

A base bioquimica e molecular da agdo nefrotoxica estd relacionada com a inibi¢io da
fenilalanil-tRNA sintetase. A inibi¢do é competitiva com a fenilalanina e, em consegqiién-
cia, a sintese de proteina ¢ bloqueada. A p e d ocratoxinas ndo apresentam o mesmo
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efeito. Pelo fato da complexa estrutura da ocratoxina A envolver uma molécula de fenila-
lanina, esta micotoxina acaba por desempenhar um possivel efeito inibidor em todas as
reagdes das quais o0 aminodcido participa®.

A DLsy da ochratoxina reportada para ratos € igual a 20-22mg/kg de peso corporal e os
orgaos primariamente atingidos sdo os rins®’.

COOR, O oOH 0
| I
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figura 2 Estrutura quimica das ocratoxinas. Ocratoxina A: R, = C1, R; = H; Ocra-
toxina B: R, - H, R; = H; Ocratoxina C: R, = C1, R, = C;H; e
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A nefropatia (ocratoxicose) de suinos foi inicialmente relatada na Dinamarca™ ¢ a ocrato-
xicose humana (nefropatias endémicas) e tumores do trato urindrio vém sendo relatados
nos paises balcanicos (Bulgdria, lugusldvia ¢ Roménia), aletando adultos que vivem em
vilas ao longo de grandes rios, na zona rural. Com base em evidéncias de observagoes e
estudos laboratoriais conduzidos com a populagio humana local, a sindrome parece estar
relacionada diretamente com a ingestdo de micotoxinas, em especial a ocratoxina A** '%"
122 138 Entretanto, a ocratoxicose ndo ¢ limitada aos paises baledinicos, tendo se estendido
pela Alemanha, Franga, Itdlia, Grécia, Portugal e Espanha, consituindo um problema de
cardter mais amplo, em toda Europa®.

A ocratoxicose ¢ uma doenga fatal que apresenta uma manifestagio clinica inicial caracte-
rizada por falhas renais progressivas, acompnhada por anemia, sem hipertensio.
Morfologicamente, os danos renais sdo caracterizados por atrofia dos tibulos proximais,
fibrose cortical ¢ pelo impedimento da fungdo tubular, sendo a habilidade de produzir
urina reduzida. Jd as neoplasias do trato urindrio apresentam, tipicamente, tumores bilate-
rais, pélvicos ou uretrais, com lenta progressio, sendo o risco relativo para os pacientes de
nefropatias desenvolverem estes tumores 90 vezes maior do que para populagdes de dreas
nio endémicas’® ™.

A ocratoxina A foi detectada em grios (milho, feijdo, cevada, trigo, amendoim), farelo,
farinha e semolina de trigo, produtos de origem animal (salsichas e rins de porco) ¢ san-

.85, 59,
gue humang*®: '%0-#% %48

TECNICAS DE DETECGAO

Apds as evidéncias de que as micotoxinas desempenham papel determinante na etiologia
de sérios processos no homem e em animais, esforgos vém sendo realizados para se de-
terminar a extensdo da exposi¢io humana a estes agentes, correlacionando-a com a cadeia
alimentar, ou seja, através de produtos que se destinam ao uso humano, como também ao
uso animal. Assim, a implementagio de medidas de controle da presenca de bolores toxi-
génicos em alimentos e ragdo animal e o refinamento de metodologia analitica,
objetivando respostas mais acuradas e sensiveis para a confirmagio e quantificagio destes
contaminantes, tornam-se, a cada dia, mais consistentes.

Alguns fatores ou pontos criticos’>*® estio associados & andlise de micotoxinas e nio de-
vem poder se ligar ao imundgeno com diferentes afinidade e especificidade, isto ¢é, de
acordo com diferentes sitios ou epitopos'.

Anti-soro - E 0 soro que contém anticorpos para um antigeno especifico.
* “Analyte” - E a substincia cuja presenga se deseja determinar ou quantificar, em
determinanda amostra teste.

' Epitopo: Macromoléculas possuem na sua superficie dreas para as quais a resposta imune tende a ser direcionada e
iis quais os anticorpos tendem a se ligar. Estas dreas siio chamadas determinantes antigénicos ou epitopos (TIZARD,
L. An introduction to veterinary immunology. 2.ed. Philadelphia: W.B. Saunders, 1982. p.30 [Nota do editor]).



Pereira & Toledn: Micotoxinas... 14

* Reagdo cruzada - E a reagiio pela qual substincias outras que o antigeno ou anticorpo,
presentes na amostra teste, sdo capazes de interferir na reagdo. Estas substancias com-
preendem principalmente derivados ou precursores do analyte ou substancias estranhas
que apresentam similaridades de configura¢io molecular aos determinantes antigéni-
cos.

PRODUCAO DE ANTICORPOS CONTRA MICOTOXINAS

Enquanto as toxinas bacterianas sfo altamente imunogénicas, as micotoxinas sdo meta-
bolitos de baixo peso molecular (300-400), havendo portanto necessidade de que sejam
conjugadas a polipeptidios ou proteinas transportadoras. O processo de conjugagio envolve
a presenca de um grupo reativo na molécula e, para aquelas que nao o dispoem, o deri-
vamento faz-se obrigatorio, de forma a se realizar, covalentemente, o acoplamento ao
elemento transportador™ ** %

Enquanto a ocratoxina A e a rubratoxina B sido conjugadas a uma proteina carreadora sem
o processo de derivamento™ *’, a AFBI e a zearalenona e seus derivados, 0s quais contém
o grupo carbonil, sio conjugados apds formagio de carboximetil oxima®" '*’. Micotoxinas
T1 ¢ AFB2a, por possuirem um ou mais grupos hidroxila, tém sido acopladas apos reagi-
rem com anidrido succinico e anidrido glutdrico, de forma a constituir em hemi-succinato

. 22
ou hemiglutarato®™ ">,

A proteina carreadora apresenta peso molecular superior a 25.000 e as mais utilizadas sdo:
soroalbumina bovina, ovalbumina, polimero sintético de lisina e gamaglobulina, facilmen-
te disponiveis no estado purificado”. Recentemente, relatou-se um novo modelo de
imunizagédo utilizando toxina' colérica como transportadora, na conjuga¢ido de fumonisina
B1°. Diversos trabalhos tém relatado técnicas de preparo de conjugados e o desenvolvi-
mento ¢ utilizagdo de anticorpos contra micotoxinas como AFM1, AFQ1, AFB1, AFB2,

- . . . » 5
versicolorina, ocratoxina A, toxina T-2 e zearalenona’™ 2% 140 04, 13, 82. 14,109, 7. o, 36, 68, 17,
125,134,112

Existem dois tipos de produgao de anticorpos:

Anticorpos policlonais - Sio aqueles que podem ser facilmente obtidos a partir da imuni-
zagdo de animais de laboratorio, como coelho. A inoculagdo parenteral de quantidades
inferiores a Img do conjugado produz uma quantidade adequada de anticorpos, com sufi-
ciente afinidade pelo analyre, num periodo de tempo aproximado de 4-6 meses. O anti-
soro integral, dividido em aliquotas de 100-200ul, pode ser liofilizado ou preservado por
congelamento, conservando-se por até um ano. Estes anticorpos, por procederem de
imunoglobulinas derivadas de diferentes clones de linfdcitos, variam em afinidade e es-
pecificidade’™ %,

Anticorpos monoclonais - Sao desenvolvidos a partir de uma linha de células de linfoeitos
esplénicos de ratos imunizados. Estas células sdo isoladas e posteriormente fundidas com
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células de micloma, para que lhes seja conferida a capacidade de crescimento continuo, e

sdao a seguir cultivadas em cultura de tecidos, passando a ser denominadas hibridomas.
% e 5 : 3 92, 99,

Apresentam, naturalmente, maior especificidade na reagao antigeno-anticorpo”™ *-*,

Os dados contidos na Tab. 1 apresentam uma avalm(‘.m comparativa dos anticorpos mono
¢ policlonais, no tocante a resposta imunogénica®

ESPECIFICIDADE DOS ANTICORPOS

No processo de conjugagio, o sitio de acoplamento da micotoxina determina, de forma
critica, a especificidade do anticorpo resultante. Destacam-se, ainda, a diversidade da
estrutura quimica ¢ das propriedades fisico-quimicas, que acabam por determinar o desen-
volvimento de métodos individualizados para cada grupo; dificuldades na remogdo de
impurezas, fazendo-se necessdrio intensivo “clean-up™ que aumenta bastanie o tempo e
muitas vezes compromete a eficdcia da andlise, uma vez que as micotoxinas sio produzi-
das em quantidades minimas; distribui¢do irregular das micotoxinas no substrato;
necessidade de diferentes metodologias, com base na diversidade de matriz inerente aos
diferentes tipos de alimentos.

Para cfeito classificatorio, as metodologias atualmente empregadas na detecgio de mico-
toxinas podem ser rclacmnadas em dois grupos principais: os métodos fisico-quimicos e os
métodos bioldgicos™. Dentro dos procedimentos fisico-quimicos estdo as técnicas croma-
togrdficas (cromatografia em camada delgada, liquida de alta eficiéncia ¢ gasosa);
instrumentais (fluorodensitometria ¢ espectrofotometria); automacio (luz (luorescente-
verde amarela ¢ minicoluna). Os métodos bioldgicos, por sua vez, incluem bioensaios
(cultura de tecidos, animais ¢ microrganismos) ¢ imunoensaios (ELISA - enzyme linked
immunosorbent assay, RIA-radioimunoensaio e cromatografia de afinidade).

TicNiCcA DE ELISA

O primeiro imunoensaio descrito remonta a 1959, quando a insulina pldsmica foi detecta-
da  empregando-se uma forma marcada do hormonio com radicisétopo (RIA). O
conservadorismo entre analistas de alimentos ¢ problemas relativos ao trato com elemen-
os radm.uwoc; conslituiam, na época, razoes para a lenta aceitagio de tdo inovadora
lecnnlnwla

Entretanto, a partir de 1971, com a substitui¢io dos radioisotopos por enzimas como
elementos marcadores (EIA), a metodologia passou a ser aplicada de forma mais ampla
em pesquisas Lhmcas dando inicio a utilizagio desta téenica para diferentes contaminan-
tes de ahmmmb . A partir da década de 80, que se destacou por nitidos avangos na
biotecnologia, ¢ que a busca de uma metodologia simples ¢ de alta sensibilidade culminou
com a inovagdo dos ensaios imunologicos, através da habilidade da produgio de anticor-
pos monoclonais. Nessa época, diversas puhlim(,(x,s cientificas jd tratavam
especificamente de pesquisas sobre micotoxinas™ ™. Antes de se chegar aos fundamentos
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do teste de EL]SA faz-se opor una a L]llCld"lga() llILVId de termos lL(,IllL()'a ldl“ameﬂlL
{
LIT]pl'Lg:,ddON em ensaios lmlmnqulmu ()583 12, 89, 40

* Aanticorpos ou imunoglobulinas - Encontram-s¢ naturalmente presentes no sangue ¢
possuem a capacidade de neutralizar ¢ de se combinar com toxinas ou microrganis-
mos, constituindo o sistema de protegio do hospedeiro. Sdo  glicoproteinas,
denominadas imunoglobulinas, ¢ compreendem cinco classes, a saber: IgG, IgA, IgM,
IgD ¢ IgE, compostas de igual concentragio molar de uma cadeia polipeptidica rigida e
outra leve, codificadas por diferentes genes, em diferentes cromossomos. As imunoglo-
bulinas possuem regiodes seqiienciadas, nas quais se localizam marcadores antigénicos,
que determinam o isotipo da imunoglobulina. Sdo produzidas pelos linf6citos B que
migram principalmente do bago ¢ linfonodos como resultado de exposi¢io a0 imuno-
geno, o qual o organismo reconhece como estranho.

* Antigeno - E qualquer substincia que quando inoculada em um animal pela via paren-
teral pode induzir a formagio de anticorpos. O anticorpo ou anticorpos formados sio
geralmente encontrados no soro ¢ outros fluidos biologicos, e podem reagir de forma
especifica (reagdo antigeno-anticorpo) com o antigeno usado como indutor.

e Imiindgeno - E a substancia que quando injetada no animal estimula automaticamente
a produgdo de anticorpo ou anticorpos dispondo, portanto, da caracteristica de provo-
car reagdo antigeno-anticorpo no animal.

* Hapteno - E a substancia que niio ¢, por si s6, imunogénica, porém, tem a propriedade
de assim tornar-se quando ligada covalentemente a uma moléeula de peso molecular
clevado, geralmente uma proteina.

* Proteina transportadora - Proteina de grande peso molecular 2 qual o hapteno se liga
covalentemente, de forma a capacitd-lo a resposta imune.

* Anticorpos policlonais - A resposta de um animal a um imundgeno pode ser estimula-
da por diferentes clones de linfocitos, cada qual podendo produzir diferentes
anticorpos. Estes anticorpos distam do sitio de conjugagio, pndun induzir a formagdo
de resposta mais sensivel e sdo, por esla razio, imunodominantes”

Animais imunizados com AFBI, conjugada através da porgao ciclopentano como carbo-
ximetil oxima produzem anticorpos que reconhecem normalmente a porgio
diidrofurano®'. Por sua vez, quando AFB2a é conjugada através do grupo dndrofurano 0s
anticorpos gerados apresentam especificidade dirigida ao anel ciclopentano™

O fato dos anticorpos produzidos serem reativos para com as toxinas parentes ou outros
compostos que apresentem estutura quimica similar, acaba muitas vezes por dar ao resul-
tado uma natureza semi-quantitativa em fungio da possivel presen¢a de andlogos na
amostra pesquisada, embora a utilizagio de anticorpos monoclonais reduza significativa-
mente esta possibilidade™
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Tabela 1 Comparagio de kits de ELISA baseados em anticorpos mono ¢ policlonais

Desenvolvimento/A plicagiio

Tipo de anticorpo

Policlonal

Monoclonal

Desenvolvimento inicial

Produgiio de kits

Propriedades no ensaio

Apenas  poucos  meses; requer apenis
imunizagio e manuseio animal

Requer repetidas imunizagoes ¢ novos
animais, os quais alteram a mistura de
anticorpos

Misturas de anticorpos com dilerentes
especilicidades

Ale um ano; requer condigoes para
cultivo de celulas e produgio de hidri-
dona

Requer linha adequada de c¢élulas e
produz ilimitada quantidade de anticor-
pos

Especificidade ¢ afinidade uniformes,
dando consisténcia aos resulados

Fonte: Hansen .

Principio do método

Imunoensaios podem ser usados para a detecgio de substancias que sdo ou tornaram-se
imunologicamente ativas, incluindo proteinas, glicoproteinas, polissacarideos e haptenos,
como micotoxinas™ .

Os imunoensaios (EIA) tém por base a possibilidade de que um anticorpo (ou antigeno)
possa ligar-se a uma enzima, sem que tenha suas atividades conjuntas ou individualizadas
afetadas, de tal forma que seus sitios ativos permanegam livres para desenvolver o com-
plexo antigeno-anticorpo’ *’. Como o proprio nome indica, a metodologia implica na
adsorgao do antigeno ou anticorpo na superficie de uma fase solida, que ¢ mais comumen-
te a parede de uma microplaca, usualmente padronizada em cerca de 12,5¢m x 8.5¢m ¢
contendo em torno de 96 peguenas concavidades, com capacidade de 0,2-0,4 ml ou a
parede de um tubo de poliestireno'. Membranas alternativas a microplaca também ém
sido relatadas como fase solida™ '*°, embora a microplaca apresente as vantagens confe-
ridas pelo suporte tecnoligico, como pipetas automdticas proprias para as concavidades,
dispositivos de lavagem ¢ espectofotémetro™.

O teste de ELISA detecta e amplifica a reagio antigeno-anticorpo através da ligagio cova-
lente entre enzima-anticorpo ou enizma-analyte, cuja presenga ¢ subsegiientemente
determinada pela adigao de enzima ao substrato. A quantidade de substrato convertido em
dado tempo ¢ indicativo da concentragdo original do analyte. As enzimas mais utilizadas
sdo peroxidase horseradish ou fosfatase alcalina’.

No denominado ELISA direto ¢ competitivo, o anticorpo ¢ fixado na superficie solida ¢
exposto inicialmente & amostra teste, que pode conter a micotoxina livre e, posteriormente,
a0 anticorpo. As cavidades da microplaca sdo entio lavadas, caracterizando o uso de
quantidade limitada de anticorpo ¢ o substrato de enzimas ¢ adicionado.

A reagiio que se processa ¢ catalizada pelas enzimas e, como resultado, pode ser observada
uma variagio de cor, pela conversio do substrato em produto. A avaliagio qualitativa pode
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ser feita visualmente, enquanto a determinagio quantitativa é efetuada espectrofotometri-
camente pela medida de absorbancia, utilizando-se leitor de placa especilico. Quanto
maior a alteragdo de cor, mais baixa ¢ a concentragio do analyte' ™

Jd no ensaio indireto ¢ competitivo de ELISA, as concavidades da microplaca sdo envolvi-
das com o conjugado mixotoxina-proteina, que compete com a toxina livre pela ligagio
com o complexo solivel micotoxina-anticorpo especifico. Um segundo conjugado, anti-
imunoglobulina-enzima, ¢ necessdrio para se determinar a ligagdo total do anticorpo’ .

O ensaio competitivo direto de ELISA apresenta razoes analiticas preferenciais sobre o
ensaio indireto. O primeiro método ¢ utilizado a partir de um .Anico conjugado e requer
apenas uma fase de incubagdo. Também a etapa de lavagem ¢ substancialmente reduzida,
determinando menor variabilidade na andlise™.

A Fig. 3 representa graficamente o ensaio competitivo direto de ELISA, de acordo com
Allen & Smith’,

Preparo das amostras

O ensaio de ELISA pode ser conduzido em sistema aquoso, de forma a assegurar a estrutu-
ra protéica do anticorpo e conjugado de enzima. Amostras liquidas como leite podem ser
diretamente analisadas, embora o cleanup e a concentragdo da micotoxina aumentem a
sensibilidade do método. Em geral, soro e proteinas plismicas interferem com os anticor-
pos, ligando-se as micotoxinas™. Substratos solidos, como cereais e derivados, sio
comumente submetidos aos processos de extragio empregados em ensaios cromatogrificos

2 s - 5
que envolvem evaporagio e reconstui¢io em tampio aquoso'™ "> '

A coluna de imunoalinidade, como um ensaio preparatorio, também de cardter imuno-
quimico, tem sido empregada tanto para o cleanup de amostras que serdo analisadas pelos
métodos tradicionais, como pelo método de ELISA. Nesta coluna grande quantidade de
anticorpos ¢ empacotada em uma coluna de gel que ¢ percorrida pela amostra. A possivel
micotoxina presente liga-se ao anticorpo e ¢ retida dentro do gel. A toxina ligada ¢ entio
separada por lavagem, com solugdo tampio, coletada e quantificada®®

Aplica¢ao do método de ELISA

Este ensaio tem sido desenvolvido para a detecgio de diferentes micotoxinas como aflato-
xinas, esterigmatocistina, fumonisinas, ocratoxina A, rubratroxina, tricotecenos e
zearalenona. A detecgio tem sido efetuada com sucesso, em substratos experimentalmente
inoculados e naturalmente contaminados com milho, milho de pipoca, trigo, calé, cevada,
sementes de algoddo, amendoim, pasta de amendoim, leite, iogurte, queijo, estendendo-se

7 : b . ; : : o . o, 15,
também a material biologico como tecido animal, soro ¢ urina ¢ também ragio animal
16, 24, 36, 39, 47, 55,64, 606.72, 77, 37 110, 130, 134, 140, 141
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Estudo experimental conduzido com diferentes alimentos correlacionou a eficiéncia do
sistema ELISA e do método CLAE. Os resultados obtidos demonstraram coeficiente de
correlagio elevado (>0,96) para nozes, amendoim e scus subprodutos. Entretanto, para
grdos ¢ cereais, uma baixa correlagio foi obtida®. A Tab. 2 apresenta os indices de detec-
¢do de aflatoxina pelo ensaio de ELISA, comparativamente a outros métodos
imunologicos e convencionais™. J4 a Tab. 3 mostra os niveis de detecgao de diferentes
micotoxinas, pelo método de ELISA, de acordo com Fukal & Kas®.

%%N %%%

Lﬁ%%iL%?%!

Anticcrpos Sensibilizados

I g S
Coloragdo fraca Coloragdo intensa

Figura 3 Modelo esquemaitico do ensaio competitivo direto de ELISAZ
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Tabela 2 Avaliagio comparativa de diferentes metodologias analiticas, na detecgiio de
aflatoxina em alimentos'

Método” Detecgiio (ng/g) Vantagens Desvantagens
CCD >10 Versitil/rdpido pouco sensivel
CLAE >1 Alta precisio/boa recuperagiio/alta caro
sensibilidade/automatizado
Minicoluna >Z Fécil manuseiofadequado a rotina  baixa precisdo
RIA >5 Altamente especifico/sensivel carofrisco radioativo
ELISA >0,25 Alamente especificofrdpido/muito -
sensivel

'Mmmﬁnwmm—naw.MMenﬂoﬁm.Man&kIisetll".

2CCD: Cromatografia de camada delgada. CLAE: Cromatografia liquida de alta eficiéncia. RIA: Radicimunoenssaio. ELISA: Enzymeliked
immunosorbent assay.

Tabela 3 Limites de detecgiio do método de ELISA, desenvolvido para diferentes mi-
cotoxinas'

Micotoxina Limite de detecgio Alimento analisado
(pg/kg ou 1)

AFB, 1,0-5,0 amendoim/cereais

AFM, 0,02-0,1 leite

Ocratoxina A 0,2-2,0 cereais/figado

Toxina T, 0,5-2,5 cereais/leite

Zearalenona 20 cereais

‘Modificado a partir de Fukal & Kas *°,

Vantagens do método de ELISA

Com a disponibilidade comercial de diferentes kits de ELISA™, a utilizagdo da metodolo-
gia fortificou-se, sobretudo para andlises voltadas para a indistria de alimentos, em paises
industrializados, onde rapidez ¢ automagio representam objetivos a serem atingidos, den-
tro de programas de controle e garantia de qualidade. Sob o enfoque de sdude puiblica, o
surto causado por AFM,, envolvendo a provisao de leite de Michigan, demonstrou a apli-
cabilidade pratica do ensaio de ELISA. Aproximadamente 23 fazendas leiteiras foram
cobertas no periodo de 24 horas, tendo sido prontamente elucidado que a fonte inicial de
contaminagio com aflatoxina foram sementes de algodao, ndo tendo chegado até os con-
sumidores o leite contaminado™.
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Diversos trabalhos vém demonstrando as vantagens apresentadas pelo método de ELISA"
102333, 38,40.00.92 cendo destacados 0s seguintes aspectos:

* Especificidade - Mediante a utilizagdo de anticorpos monoclonais de boa preparagio ¢
possivel a minimizagdo de reagoes cruzadas.

¢ Custos - Em fungdo da rapidez ¢ facilidade de uso, o custo do teste de ELISA ¢ consi-
derado relativamente baixo, em comparagio com métodos convencionais. Apesar dos
custos de produgio de anticorpos ser elevado, pequena quantidade ¢é usada em cada en-
saio fazendo com que o custo por teste seja significativamente reduzido.

* Facilidade de uso - O manuseio do teste de ELISA ¢ de muita simplicidade, sendo
efetuado em condigdes reduzidas de tempo e trabalho, ¢ sem a necessidade de pessoal
especificamente capacitado.

* Rapidez - A andlise pode ser efetuada em torno de 20-30 minutos. Entretanto, para a
maioria dos alimentos, cuja etapa de preparo e extragdo prévia ¢ obrigatoria, aproxi-
madamente 24 horas podem ser necessdrias.

* Sensibilidade - O sistema de amplificagio enzimdtica pode assegurar 2 metodologia
clevada sensibilidade, visto que limites de determinagéo inferiores a 0,5ng/g na amos-
tra jd foram relatados.

Limitac¢oes do método

A oblengao de anticorpos monoclonais, com boas propriedades e com produgdo exclusiva
em centros especializados ¢ a baixa aceitagdo da metodologia, em decorréncia de desin-
formagdo, constituem, sem divida, os principais fatores que limitam a aplicagio desse
imunoensaio®.

CONCLUSOES

Considerando-se as condi¢des climdticas nacionais que favorecem efetivamente o desen-
volvimento de fatores bioldgicos e as condigdes inadequadas de armazenagem de
diferentes produtos agricolas no meio rural brasileiro, ¢ impossivel descartar a presenga
potencial de micotoxinas nestes substratos.

As dificuldades técnicas por que passa a grande maioria de nossos laboratérios, aliadas a
uma legislagdo que até o presente momento contempla apenas o somatério de niveis de
aflatoxinas em alimentos, poderiam ser contornadas pela adogio da metodologia de ELI-
SA. Este método, apesar de ndo apresentar a especificidade de alguns métodos fisico-
quimicos, pode desempenhar papel fundamental no processo de triagem de volume maior
de amostras que serdo submetidas a processamento, importagio e exportagdo.
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INTRODUCAO

Os organosfosforados podem ser definidos como aqueles compostos que contém carbono e
sao derivados de um dcido fosforico (Johnson, 1970; D’Brien, 1969). A formula estrutural

geral pode ser assim definida:
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R /O(nuS)
\P/
R'/ \X

onde R’ ¢ R sdo grupos bdsicos altamente varidveis e X representa uma substancia dcida
(Stuart & Ochme, 1982).

Esses compostos sao altamente utilizados em plantas e no solo como inseticidas, acarici-
das, nematodicidas, fungicidas, herbicidas, desfoliantes e rodenticidas. Muitos
organofosforados como haloxon, triclorfon, diclorvos, tém sido bastante utilizados como
inseticidas e anti-helminticos para parasitas gastrointestinais de animais domésticos
(Abdelsalam, 1987; Heavner, 1984). Seu uso ¢ muito satisfatério em cavalos, cées e por-
cos. Para ruminantes, sio apenas efetivos contra nematodeos de abomaso e intestino
delgado, sendo menos ativos contra os do intestino grosso. Porém, sua eficdcia razoavel-
mente alta, além de seu baixo custo justificam sua ampla utilizagdo nessas espécies
(Abdelsalam, 1987). Os inseticidas sio utilizados para o combate de artrépodes parasitas,
como larvas de mosca, que passam parte do seu ciclo de vida no corpo do hospedeiro
(McGregor et al, 1954). Além disso, componentes desse grupo tém sido empregados como
plasticidas em lubrificantes e éleos hidrdulicos e como aditivos para gasolina (Shell et al,
1988; Stuart & Ochme, 1982).

Esses compostos organosfosforados tém trazido muitos beneficios 4 humanidade, uma vez
que o aumento da produtividade agricola, como conseqiiéncia do controle biolagico, reflete
na qualidade de vida do homem (Fikes, 1990). Porém, quando o uso desses agentes nio ¢
devidamente planejado poderd acarretar problemas de intoxicagido aguda ou cronica nos
trabalhadores rurais que manipulam e aplicam tais produtos. Ainda, quando h4 liberagio
desses compostos durante a estocagem ou na utilizagio, existe a possibilidade de contami-
nagdo de aguadas, solo, forragens, grios, jardins e animais domésticos (Munro et al,
1991).

QUADRO CLINICO

Os sinais clinicos sdo varidveis quando diferentes espéeies estdo envolvidas (Abdelsalam,
1987). E numa mesma espécie pode existir diferengas na resposta individual (Fikes, 1990).
O quadro clinico de intoxicag¢do por organofosforados pode ser agudo ou crénico.

Intimeros compostos organofosforados sdo incriminados como agentes neurotoxicos, den-
tre eles temos: Haloxon (0,0 di -(2-cloroetil) 0 -(3-cloro-4-metil-coumarin-7-il) fosfato;
Leprofos [0-metil-0-(4-bromo-2,5-diclorofenil) fenilfos-fonotioato]; TOCP (tri-orto-cresil
fosfato); Triadril fosfato (trifenil fosfato, tricresil fosfato, trixifenil fostato, tri-alquil-fenil
fosfato); TOTP (tri-orto-tolil fosfato = TOCP + tri-o-cresil); Diclorvos (dimetil 2,2 -
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diclsorovinil fosfato); DFP (di-isopropilfluorofosfato); Fenil Saligenium Fosfato; Merfos
(8,8,S-tributil fosforotritioeto); EPN (o-etil, o-(p-nitrofenil) fenilfosfonoticato); TPP
(trifenil fosfeto); Mipafox (N,N-diisopropil fosforo-2,3- diamido fluoridato); Triclorfon
(dimetil 1-hidroxi-2-tricloroetil fosfonato).

INTOXICACAO AGUDA

Na intoxicagao aguda os compostos organofosforados exercem sua agio toxica por inibigdo
competitiva de colinesterases (Abdelsalam, 1987; Marchiori et al, 1984; Profeta, 1983),
com conseqiiente acimulo de acetilcolina nas jungdes neuromusculares, ginglios auto-
nomicos ¢ jungdes efetoras (Holmstedt, 1959; Koelle & Gilman, 1949),

Os sinais de intoxicagdo aguda se classificam em muscarinicos, nicotinicos e centrais
(Koelle & Gilman, 1949).

Os muscarinicos sdo os primeiros a se manifestarem (Fikes, 1990; Ochoa, 1988) e sido
decorrentes dos efeitos nos elementos neurais pos-ganglionares e células efetoras autéono-
mas. Os receptores muscarinicos estdo localizados na musculatura lisa e o acumulo de
acetilcolina nesse local leva ao aparecimento de vomito, aumento da motilidade gastroin-
testinal, defecagio e micgio freqiientes, siallorréia, lacrimejamento, secregdo nasal,
aumento do som respiratério pela broncoconstrigio efou secregio bronquial excessiva,
dispnéia, miose, bradicardia e cianose (Barret & Oehme, 1985; Fikes, 1990). Abdelsalan
(1987) cita ainda anorexia como um sintoma da agdo da acetilcolina nos receptores mus-
carinicos. Animais levemente expostos podem mostrar-se letdrgicos, anoréxicos e com
diarréia por vdrios dias (Munro et al, 1991).

Os sinais nicotinicos sdo devidos a efeitos nas fibras pré-ganglionares do sistema nervoso
autonomo e nervos somdticos motores para o misculo esquelético, resultando em fascicu-
lagdes, tremores seguidos por depressdo, fadiga e paralisia dos musculos esqueléticos.
Observa-se ainda hiperglicemia e taquicardia (Barrett & Ochme, 1985).

Sinais atribuidos ao aciimulo de acetilcolina no sistema nervoso central (SNC) podem
incluir inquietagdo, ansiedade, ataxia, convulsoes, depressdo ¢ coma (Abdelsalam, 1987;
Fikes, 1990; Munto et al, 1991). Nos ruminantes, a intoxicagdo aguda tem pouco efeito
sobre o SNC quando comparada com outras espécies. Quanto maior for a exposi¢do ao
organofosforado, mais duradouras serdo as manifestagoes neste sistema. Em alguns paci-
entes humanos €m-se encontrado efeitos persistentes no SNC, apos intoxicagdo aguda. Os
sintomas consistem de irritagio, nervosismo, inquietagio, fadiga, letargia e perda de me-
moria por semanas ¢ meses (Namba et al, 1971). Sindrome parkinsoniana jd foi observada
em pacientes apos intoxicagdo aguda por organofosforados (Marchiori et al, 1984).
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A inje¢iio intraperitoneal de éster fosforo biciclico em camundongos caracteriza-se por
convulsdo e morte subita ¢ é resultado do antagonismo do dcido aminobutirico, GABA
(Davis & Richardson, 1980).

INTOXICACAO CRONICA

Efeitos nao relacionados com a colinesterase

Alguns organofosforados produzem efeitos de neurotoxicidade tardia (OPIDN) em algu-
mas espécies (Beck et al, 1977; Duncan & Brook, 1985; El-Sebae et al, 1977; Malone,
1964), incluindo o homem (Smith & Spalding, 1959). O problema pode ocorrer apds uma
tinica dose ou por pequenas doses de ésteres organofosforados por vérios dias (Abdou-
Donia et al, 1976a,b, 1980; Malone, 1964). O déficit neurologico depende do tamanho da
dose e duragiio e exposigio ao agente (Abdou-Donia et al, 1983). Sinais de neurotoxicida-
de tardia podem ou ndo seguir aos sinais de intoxicacéo colinérgica aguda (Barrett &
Ochme, 1985) e sio traduzidos por dorméncia, formigamento, ataxia e déficit propiocepti-
vo. Primariamente, sdo afetados os membros posteriores, podendo progredir para paralisia
simétrica bilateral dependendo da freqiiéncia e duragiio da exposi¢do (Mayhew, 1989). A
paralisia em casos graves pode também envolver as asas nas aves ou os membros anterio-
res nos mamiferos (Johnson, 1975b), levando a tetraplegia (Beck et al, 1977; Willians et
al, 1976). Também tém sido relatados sinais de paralisia laringea bilateral em cavalos
(Diuncan & Brook, 1985; Rose et al, 1981). Criangas e animais jovens sdo menos severe-
amente afetados do que adultos (Johnson & Barnes, 1970; Malone, 1964; Smith &
Spalding, 1959). Sexo e prenhez parecem ndo influenciar a resposta neurotoxica (Malone,
1964). O animal poderd morrer de falha respiratdria. Se a morte niio ocorre, o problema
persiste por meses ¢ a recuperagio ¢ lenta (Johnson, 1969¢) ‘¢ raramente completa
(Johnson & Barnes, 1970).

A sindrome parece estar relacionada com a inibigo de uma esterase alvo neurotdxica
(NTE) (Johnson, 1969a, 1975a). Essa proteina cataliza a hidrdlise do fenilacetato de feni-
la in vitro e muitos compostos organofosforados neurotdxicos inibem essa enzima in vivo,
enquanto andlogos ndo neurotoxicos ndo o fazem (Johnson, 1968, 1969b, 1975a). A NTE
estd presente no sistema nervoso (Caroldi & Lotti, 1982) e também no coragdo e tecido
linféide de galinha (Dudek & Richardson, 1982). Nos ovinos, hd relatos da presenca da
enzima em virias regides do cérebro, medula espinhal e nervo cidtico (Johnson, 1975a). A
fungdo fisiologica da proteina ndo é conhecida e a atividade catalitica ndo € essencial para
a viabilidade dos axénios; porém, hd evidéncia de que quando hd modificagbes da NTE,
por ligagio covalente de alguns ésteres de organofosforados, inicia-se uma poliuneuropatia
irreversivel (Johnson, 1990).

Demonstrou-se que a atividade esterdsica ¢ inibida in vivo por compostos neurotdxicos,
mas ndo ¢ inibida por compostos ndo neurotdxicos (Johnson, 1969b, 1975b). A origem da
lesio esta associada com a fosforilagio do sitio ativo da enzima no tecido nervoso
(Johnson, 1970), com envelhecimento - aging - da molécula de organofosforado nessa
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enzima (Johnson, 1982). O processo ndo depende apenas da inibigio da esterase (Johnson,
1975a), sendo a natureza do grupo substituto, o qual se liga no sitio ativo da enzima,
determinante na resposta toxica (Johnson, 1970). Uma inibigdo de 70-80% com um com-
posto capaz de aging parece ser necessdrio para que uma unica dose cause
neurotoxicidade tardia (Johnson, 1969a,b, 1975a). Para exposicio prolongada, uma inibi-
¢@o de aproximadamente 50% ¢é necessiria para ocasionar o problema (Carrington, 1989).
A atividade da NTE, inibida in vivo, apos administragio de di-isopropilfluorofosfato
(DFP), retorna para mais do que 50% da sua atividade normal, antes mesmo que 0s sinais
iniciais de neurotoxicidade tardia aparegam com 10 a 14 dias (Johnson, 1990).

Foi levantada a possibilidade de envolvimento imunologico no quadro de neurotoxicidade
tardia, hipotese ndo sustendada experimentalmente (Foil et al, 1980).

Efeitos teratogénicos foram relatados em roedores, expostos a alguns organofosforados,
inclusive o triclorfon (Staples et al, 1976), atribuidos & redugdo dos niveis de NAD (Barret
& Ochme, 1985). Hipoplasia cerebelar vem sendo relatada em bédcoros pela exposigio
materna ao triclorfon (Knox et al, 1978). Morte fetal, reabsor¢io, crescimento fetal retar-
dado, morte apés o parto e malformagbes incluindo palatosquise, hidronefrose e
hidroureter foram observados em filhotes de ratos intoxicados com alguns organofosfora-
dos, incluindo o diclorvos (Lowndes et al, 1974).

Efeitos relacionados com a colinesterase

Efeitos cronicos também foram relacionados com a inibigdo da colinesterase, onde inibido-
res, em particular o paration ¢ seus andlogos, sdo capazes de produzir necrose muscular
em ratos, apos uma tunica administragdo intravenosa ou apos vérias dosagens moderadas
do composto (Kibler, 1973). Neste caso, hd um estimulo excessivo da jun¢io neuromuscu-
lar pela acetilcolinesterase (Kibler, 1973).

INTOXICACAO ESPONTANEA

Homem

Segundo Johnson (1975b), o primeiro caso de paralisia causada por compostos organofos-
forados ocorreu durante o final do séeulo XIX, e foi resultado do tratamento de pacientes
tuberculosos com fosfocreosonte, uma mistura de ésteres derivados do dcido fosférico e
fendis do aleatrido de carvio.

Nos EUA, na década de 30, 20.000 pessoas apresentaram quadro caracteristico de neuro-
toxicidade tardia, apos ingestdo de “Jake”™, uma bebida alcodlica de gengibre. No processo
de extragdo do gengibre, era utilizado um dleo & base de tri-orto-cresil fosfato (Kidd &
Longworthy, 1933).
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Logo apds este surto, apareceram relatos de casos na Europa (1942 e 1950), na Africa do
Sul (1938) e em Marrocos (1959), apds exposi¢gao com TOCP e mipafox (Bidstrup et al,
1953, Cavanagh, 1964, Hunter et al, 1944, Smith & Spalding, 1959, Susser & Stein,
1957).

Hd relatos de casos de neurotoxicidade tardia em pessoas que sobreviveram apds tentativa
de suicidio com o composto organofosforado triclorfon (Hierons & Johnson, 1978). Vaci-
lescu et al (1984), descreveram sinais de neurotoxicidade tardia em quatro pessoas
acidentalmente intoxicadas com esse mesmo composto. O quadro envolvia fraqueza, fle-
xdo dos pés, dificuldade de locomogio e hipotonia muscular. Trés a cinco semanas apos a
ingestdo desse produto, os pacientes mostraram paresia envolvendo as pernas. Alteragoes
histoldgicas foram observadas no nervo crural caudal e consistiram de diminuigdo da
densidade das fibras mielinizadas, imimeros pequenos axonios miclinizados, sendo que
alguns apresentaram desproporcionalidade da camada de micelina, indicando regeneragio.
A microscopia eletronica revelou hiperativade das células de Schwann.

Animais
Intimeros casos de intoxicagdo natural por ésteres organofosforados neurotdxicos jd foram
relatados.

A intoxicagdo natural de bovinos com triaril fosfato pode levar a sinais clinicos, traduzi-
dos como fraqueza muscular, incoordenagdo e pelagem dspera. Timpanismo, dispnéia e
respiragdo ruidosa podem ser encontrados em alguns animais (Dollahite & Pierce, 1969).
As lesdes microsedpicas consistiram de dilatagdo do axonio e desmielinizagéo, sendo mais
evidente nas raizes nervosas espinhais ventrais. Observou-se, ainda, aumento de celulari-
dade nas raizes espinhais dorsais e ventrais, assim como vactolos no citoplasma dos
neurdnios grandes dos nicleos motor ventral e rubro.

Em 1971, no Egito, uma epidemia de paralisia em biifalos d’dgua, resultou na morte de
1.200 a 1.300 animais. O composto organofosforado leptofos foi incriminado como res-
ponsdvel pelo quadro (Shafix, 1971, citado por El-Sebae et al, 1977).

Um surto de neurotoxicidade tardia foi observado em 42 vacas de corte alimentadas com
melago estocado num barril adquirido de uma estagio de oleoduto, onde anteriormente
havia sido armazenado um fluido hidrdulico contendo TOTP. Observou-se andar camba-
leante envolvendo os membros posteriores que, em 30 animais, progrediu para paralisia
fldcida cerca de 2 a 14 dias apds. Os animais mantinham o apetite, estavam alertas e po-
diam ver, ouvir ¢ defecar normalmente. As alteragdes foram irreversiveis. Morte
espontinea ocorreu em dois animais dentro de um a dois dias ap6s o inicio dos sintomas,
atribuida & paralisia ascendente com envolvimento do miisculo respiratdrio (Nicholson,
1974). As lesdes encontradas & microscopia Optica consistiram de marcada degeneragio
axonal na substincia cinzenta da coluna ventral ¢ desmielinizagdo do trato ascendente
dorsal da porgio lombar da medula espinhal.
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Williams et al (1976) relatam surto de paralisia posterior em ovinos da raga Suffolk, apds
Fatamento oral com o anti-helmintico haloxon, com incoordenagio dos membros posterio-
res ¢ dificuldade para se manter em estagio. Em alguns animais, o inicio foi ripido ¢ a
doenga progrediu para o deciibito esternal permanente num periodo de trés dias. Os ani-
mais comiam e bebiam, porém os sobreviventes perderam aproximadamente 50% do seu
peso inicial. Neste surto 23 de 83 ovinos tornaram-se afetados por ataxia ou paralisia a
partir de 5 a 90 dias apds o primeiro tratamento com anti-helmintico. As alteragoes mi-
croscopicas estiveram confinadas as porgdes cervical, tordcica, lombar e sacral da medula
espinhal ¢ foram caracterizadas por desmielinizagio bilateral. As lesoes envolveram os
tratos corticoespinhal, espinocerebelar dorsal, rubroespinhal, tectoespinhal e vestibuloes-
pinhais. i

Paralisia posterior foi relatada em suinos apés a utilizacio de haloxon, em doses de uma a
duas vezes a dose anti-helmintica. Os animais mostraram marcada flexio da articulagdo
do metatarso. Ocorreu paralisia cerca de 4 a 28 dias apos a vermifugagio (Stubbings et al,
1976).

Quadro de dispnéia foi observado em potros drabes apés dosagem anti-helmintica de halo-
xon por via oral. O problema iniciou apds uma a trés vezes a administragio do vermifugo
com intervalo de 15 dias (Rose et al, 1981).

Hemiplegia laringea foi observada em quatro cavalos de dois anos de idade, apos a admi-
nistragdo de Oleo mineral contido em recipiente previamente utilizado para estorcar
triclorfon. Aproximadamente trés semanas apds um quadro agudo de gastroenterile, taqui-
cardia e miose, os animais comegaram a apresentar dispnéia. Pela endoscopia, detectou-se
parasilia da laringe. A microscopia dptica dos nervos laringeos revelou marcada perda de
fibras, sendo que, na por¢io mais proximal, observaram-se vérias fibras em cachos em
estigio de regeneragio e fibras pobremente mielinizadas. As medulas cervical e tordcica
mostraram astrogliose no fasciculo lateral, com evidéncia de degeneragio axonal no fasci-
culo ventral e ventrolateral. Marcada perda de fibras mielinizadas com aumento do tecido
endoneural e denervagio das células de Schwann (bandas de Biingner) foram as lesoes
ultra-estrutural observada nos nervos laringeos. O nervo {rénico mostrou numeros grupos
de fibras neurais em processo de regeneragdo. Denervagio das células de Schwann, indi-
cando prévia perda do axénio, ocorreu no nervo digital. A medula espinhal de dois
animais mostrou leve grau de degeneragdo axonal, nio relacionada com um trato nervoso
local em particular (Duncan & Brook, 1985).

INTOXICACAO EXPERIMENTAL

Para estudar a neurotoxicidade tardia, Souza (1993) inoculou 11 ovinos da raga Corrieda-
le, machos, com idade entre 6 ¢ 16 meses. Os animais receberam dose oral tnica de
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haloxun', variando de 150 a 800mg/kg, (os que nio apresentaram sintomas receberam
nova dose), tendo sido observados por até 32 dias. Apenas aqueles intoxicados com dose
igual ou superior a 500 mg/kg (seis ovinos) apresentaram sinais neurologicos apds 16 a 25
dias, consistindo de andar rigido, ataxia progressiva, perda de equilibrio, cruzamento dos
membros posteriores, quedas ocasionais, desvio lateral tempordrio do tarso, flexio de
falange distal, paresia, paralisia flicida (apenas o animal que recebeu dose de 800mg/kg)
e respiragio ruidosa. Trés animais intoxicados com 500mg/kg ndo apresentaram sinais de
neurotoxicidade tardia. Apenas quatro animais apresentaram sinais de intoxicagdo aguda,
consistindo de inapeténcia e diarréia,

Foi realizada biopsia do nervo tibial esquerdo e, nos animais que ndo apresentaram sinto-
mas, do tibial e laringeo direitos. Os ovinos com sinais de neurotoxicidade tardia foram
sactificados ¢ deles colhidos fragmentos dos nervos laringeo, cidtico e tibial, assim como
do plexo braquial e do tronco vagossimpitico, para exame em microscopia Optica e ele-
tronica. Também foram colhidos fragmentos de fibras desfiadas e do sistema nervoso
central para estudo de microscopia dptica. Somente os animais que receberam dose igual
ou superior a 500mg/kg apresentaram lesdes aprecidveis nos nervos periféricos, sendo
mais intensas naqueles que apresentaram sintomas clinicos. As leses envolveram princi-
palmente os nervos laringeo ¢ tibial. O estudo das fibras desfiadas revelou a presenga de
degeneragio walleriana nos nervos laringeos e nos fragmentos distais dos nervos tibial e
cidtico. Degeneragdo neuroaxonal foi observada mais fregiientemente nos micleos dentea-
do, interposto e fastigial do cerebelo, cuneiforme acessério do bulbo ¢ trato espinhal do
trigémio. As lesdes medulares foram mais freqgiientes na regidao cervical, sendo minimas se
comparadas ds dos nervos periféricos.

Amostras de sangue foram colhidas de todos os animais antes e depois de serem intoxica-
dos para andlise da acetilcolinesterase no plasma. O teste enzimdtico revelou que a
concentragio do 1pM de haloxon inibiu a atividade da acetilcolinesterase em todos 0s
animais, de forma mais acentuada nos que apresentaram quadro clinico de neurotoxicida-
de tardia.

Os animais com quadro grave de ataxia mostraram a microscopia, fenémenos de regenera-
¢d0 de fibras e de suas bainhas de mielina. Entretanto, um tratamento com resolugio
definitiva do quadro ¢ praticamente impossivel, uma vez que os neurénios do SNC nio sio
regenerados. Por outro lado, num estigio inicial, a resolugio do processo poderia ser al-
cangada, desde que a lesdo degenerativa estacione, mas, para isso, ¢ imprescindivel que se
conhegam as fungdes da esterase neurotoxica (NTE).

Estudos mais profundos nessa drea sio sem divida essenciais, ndo somente para a desco-
berta da patogenia da doenca, mas para subsidiar os clinicos humanos e veterindrios nos
quadros de ataxia e paralisia, cuja causa muitas vezes niio é diagnosticada.

; Haloxon - Aldrich Chemical Company, Inc. Craftsmen in Chemistry Milwakee Wis. 53233 - USA.
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Durante o processo de produgio, elaboragio, transporte, armazenamento ou distribuigdo,
qualquer alimento estd sujeito a contaminagio por substancias téxicas ou por bactérias
patogénicas, virus e parasitos.

Entende-se por doenga transmissivel por alimentos, qualquer sindrome originada da
ingestao desses produtos. As doengas transmitidas por alimentos se classificam em: 1)
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intoxicagdes causadas pela ingestdo de alimentos que contenham substincias quimicas

toxicas ou toxinas produzidas por microrganismos; 2) infec¢des causadas por bactérias que

elaboram enterotoxinas (toxinas que afetam os tecidos da mucosa intestinal) durante a

formagdo de colonias ou a proliferagéo no tubo digestivo e 3) infecgdes causadas quando
_ certos microrganismos invadem a mucosa intestinal ¢ outros tecidos ¢ se multiplicam.

As manifestagdes variam desde um ligeiro mal-estar até reagdes graves que terminam em
morte. Apesar de um alimento conter somente quantidades pequenas de certas bactérias
patogenas, pode causar efeitos morbidos se sua composigio favorecer a proliferagio
bacteriana ¢ se for mantido em temperaturas propicias para esta proliferagio durante um
tempo suficiente para produzir uma quantidade perigosa de microrganismos ou toxinas.

O leite, apesar de sua riqueza nutritiva, constitui excelentc meio de cultura para o
desenvolvimento de microrganismos e transmissido de importantes zoonoses ao homem.
Torna-se necessdrio que o leite produzido e comercializado para o consumo humano seja
seguro e ndo apresente risco para a saude piblica. A contaminagio do leite ocorre
usualmente na fazenda duranic ou apos a ordenha, devido a infecg¢Ges dos animais ¢ do
homem e a deficiéncias de higiene do ambiente e dos utensilios.

Nos EUA, atualmente, estima-se que ocorram cerca de 24 a 81 milhdes de casos de
doengas transmissiveis por alimentos, com um custo de 5 a 17 bilhdes de dolares em razéo
dos cuidados médicos e da perda de produtividade. A prevaléncia tem aumentado para
algumas doengas em paises desenvolvidos como, por exemplo, salmonelose (2 milhdes de
casosfano) e campilobacteriose (2,1 milhdes de casosfano). Vdrias sdo as causas desse
aumento como: maior concentragio de animais/drea; maior densidade populacional
visando maior produtividade, facilitando a transmissio de um animal para outro;
movimentagio de animais ¢ pdssaros; uso de subprodutos de origem animal
impropriamente processados em ragOes para animais; aumento do numero de
estabelecimentos que comercializam alimentos sem controle de qualidade; tratamentos
térmicos inexistentes ou deficientes; refrigeragio e armazenamento inadequados; escassez
de estabelecimentos que possuem inspegio federal; ampla distribui¢do de microrganismos
no meio e sua adaptagio aos medicamentos, processamentos e resisténcia térmica;
mudanga nos hdbitos culturais.

No Brasil, de modo geral, o leitc é obtido em mds condi¢bes higiénico-sanitdrias,
apresentando contagens altas de microrganismos, constituindo-se em risco 4 saude
publica, principalmente quando consumido cru, sem tratamento térmico. Todos os
produtos de origem animal podem veicular microrganismos patogénicos para o homem.
Estes incluem germes causadores de infecgdes ¢ intoxicaghes alimentares com
manifestagio de distiirbios entéricos, afecgoes sistémicas ou ambos.

Os animais domésticos apresentam, como parte de sua microflora, diversos
microrganismos patogénicos ao homem. Animais clinicamente normais podem excretar
pelas fezes, germes importantes como Salmonella, Campylobacter jejuni, Yersinia
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enterocolitica, Listeria monocytogenes, Aeromonas hidrophyla, Stahylococcus aureus,
Escherichia coli ¢ outros, contaminando o leite. Assim, qualquer falha na obtengio,
beneficiamento ou industrializagdo do leite pode constituir um risco & satde publica.
DAoust (1989) levantou os surtos mais significativos descritos entre 1965 ¢ 1985 (Tab.

1).

Tabela 1. Grandes surtos de enfermidades transmitidas por leite ¢ produtos derivados.

Pais Agente Numero de Casos Mortalidade
Leite eru
EUA (1974) Salmonella dublin 74 18
Canada (1975) Yersinia enterocolitica 138 0
Austrilia (1978) §. typhimurium 500 0
Escocia (1978) S. dublin 190 0
Escacia (1981) S. ryphimurium 654 2
Suiga (1981) C. jejuni 500 0
Inglaterra (1984) S. zooepidemicus 12 8
Canada (1988) E. coli 0157:H7 30 0
Leite pasteurizado
EUA (1976) Y. enterocolitica 222 0
Reino Unido (1979) C. jejuni 324 0
EUA (1982) Y. enterocolitica 172 0
Inglaterra (1982) C. jejuni 400 0
EUA (1983) L. monocytogenes 49 14
EUA (1985) S. typhimurium 18.284 7
Succia (1985) S. saintpaul 153 0
EUA (1985) S. aureus 860 0
Leite em po
EUA (1965-66) S. newbrunswick 29 0
EUA (1981) Y. enterocolitica 239 0
Reino Unido (1980) C. perfringens T 0
Reino unido (1985) S. eating 48 1
Manteiga
EUA (1977) S. aureus 100 0
Queijo Cheddar
EUA (1976) S. heidelberg 339 0
Canada (1984) S. ryphimurium 1500 0
Queijo Emental
Canada (1977) 8. aureus 15 0
Mussarela
Italia (1981) S. ryphimurium 100 0
Queijo Branco
EUA (1983) S. zooepidemicus 16 2
Queijo Camembert
EUA (1971) E. coli 387 0
Noruega (1982) S. sonnei 50 0
EUA (1983) E. coli 169 0
Queijo Mexicuno
EUA (1985) L. monocyrogenes™” 181 65

Fonte: D*Aoust (1989)
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2 PRINCIPAIS INFECGCOES E INTOXICAGOES

2.1 SALMONELOSE

O habitat natural de salmonelas ¢ o trato intestinal do homem e de outros animais. Agua e
alimentos de origem animal tém sido identificados como veiculos para transmissdo do
microrganismo. Todas as espécies conhecidas de Salmonella siao patogénicas para o
homem. O grau de viruléncia ¢ amostra-dependente ¢ a susceptibilidade dos individuos
depende do estado de satide. Para pessoas imunocomprometidas, parece que pequenas
doses de Salmonella podem produzir doenga.

A Salmonella pode ser adaptada ou ndo a hospedeiros. A maioria das espécies niao ¢
adaptada, significando que elas podem ser carreadas por vdrios animais; menos de 1% dos
sorotipos ¢ adaptado. Certos sorotipos sdo associados particularmente com certos animais
ou com o homem. Como exemplo, podem ser citadas Salmonella typhi e S. parathyphi A e
C, também conhecida como S. hirschfeldii, que tém o homem como reservatorio.
Salmonella pullorum e S. gallinarum sio responsdveis, respectivamente, pela diarréia
bacilar branca e febre tifdide das galinhas. Estas espéeies ndo sdo encontradas em outros
animais ou no homem. Outros exemplos incluem S. ryphisuis e S. cholerasuis,
principalmente associadas com suinos. Salmonella dublin tem sido uma causa do aumento
de doengas transmissiveis por alimentos, principalmente associada com bovino.
Salmonella abortusequi é associada principalmente com eqiiino e 8. abortusovis, com
ovino. Adicionalmente, vdrias outras espécies de Salmonella sio hospedeiro-especificas.

A doenga causada por Salmonella é genericamente conhecida por “salmonelose”. Trés
diferentes sindromes no homem sio causadas por diferentes tipos de Salmonella. A mais
severa ¢ a febre tiféide, causada pela S. ryphi. Esta é menos freqiiente nos EUA; ocorre em
menos de 2,5% dos casos de salmonelose humana. O homem € o tinico reservatorio para S.
typhi. A febre tiféide implica em contaminagio fecal de dgua ou alimento. S. ryphi alcanga
a dgua ¢ o alimento pelo esgoto ou por contaminagio direta de manipuladores de alimento
que tenham o agente da febre tiféide e eliminem o microrganismo nas fezes.

Os sinais ¢ sintomas da febre tiféide sdo muito severos. Incluem septicemia, febre alta, dor
de cabega, constipagao, vomito e diarréia. Pode ocorrer sangramento no intestino e nariz.
Apos a ingestdo de alimento, ou dgua, contaminado pela S. ryphi, os microrganismos
penetram as células epiteliais das vilosidades intestinais, especialmente do intestino
delgado, invadem a lamina propria, sdo fagocitados por macriéfagos e posteriormente se
multiplicam no interior dos macrofagos, crescendo e arrebentando estas células.
Finalmente, sdo distribuidos para o figado, bago, bexiga e outros orgdos. Alguns
individuos podem permanecer como portadores de S. fyphi por muito tempo, excretando o
agente pelas fezes ¢ também pela urina.
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Leite cru tem sido envolvido em surtos de febre tiféide. Em paises desenvolvidos, isto tem
sido eliminado pela pasteurizagdo, mas em paises em desenvolvimento, onde ¢ comum a
comercializagio e o consumo deste produto sem tratamento térmico, a febre tifdide ¢ ainda
problema.

Outra sindrome conhiecida € a febre entérica ou paratifdide. Trés tipos de Salmonella,
estdo envolvidos: S. pararyphi A, B ¢ C. S. paratyphi B é conhecida também como S.
schottmuelleri e S. paratyphi C, como S. bhirschfeldii. Menos de 0,5% dos casos de
salmonelose que ocorrem nos EUA sdo do tipo febre entérica. Os sintomas da febre
paratif6ide sio menos graves que os da febre tifdide. Septicemia, febre, dor de cabeca e dor
abdominal podem ocorrer. A doenga geralmente termina dentro de uma a trés semanas,
enquanto a febre tifoide, pode durar de uma a oito semanas. As fontes de transmissao sio
as mesmas da febre tifoide.

O tipo mais comum de salmonelose que ocorre nos EUA é causado por outros tipos de
Salmonelila. Mais de 2.300 sorotipos de Salmonella sio conhecidos, mas somentc cerca de
150 tém sido associados com doenga humana. Os demais sorotipos ndo sdo ainda
comprovadamente causadores de doenga no homem.

Os sintomas descritos para esta forma sio diarréia, dor abdominal, febre, calafrio, vomito,
desidratagdo e dor de cabega. A severidade varia com a imunocompeténcia do hospedeiro e
com outras varidveis. A taxa de mortalidade varia de 0,1 a 0,2%. A susceptibilidade ¢
maior em jovens e pessoas idosas. O periodo de incubagdo varia de 5 a 72 horas,
usualmente 12 a 36 horas. O curso da doenga ¢ de um a quatro dias.

ApGs a ingestdo dos alimentos contaminados, os microrganismos penetram as células das
vilosidades, usualmente na parte distal e final do intestino delgado. Posteriormente, eles
entram na lamina propria, mas em contraste com outros tipos de Salmonella envolvidos
cm as febres tiféide e entérica, os microrganismos usualmente nio progridem na lamina
propria. Eles permanecem naquela drea e se multiplicam, causando resposta inflamatoria.
Ao contrdrio de S. ryphi e S. paratyphi, ndo hd septicemia ou infecgio sistémica. A
infecgdo permanece localizada na drea intestinal.

Cerca de 50% dos individuos eliminam Salmonella por duas a quatro semanas, depois de
apresentarem a doenga. Entre 10 ¢ 20% a eliminam por periodos de quatro a oito semanas.
Poucos a eliminam por um periodo de trés meses apds a recuperagio da doenga ¢ é
extremamente rara a eliminagéo pelas fezes, apds os seis meses.

O numero de casos de salmonelose, no homem, tem aumentado anualmente nos EUA,
Canadd, Inglaterra e Pais de Gales. No Canadd, a salmonelose transmitida por leite e
derivados € considerada problema de satide piiblica. Em 1985, 7.500 casos ocorreram nos
EUA pelo consumo de leite cru ou impropriamente pasteurizado. Em 1984, 2.700 casos
ocorreram devido ao consumo de queijo Cheddar. Em 1985, outro surto descrito em
Mlinois, envolvendo 16.000 pessoas, foi relatado, com diversas mortes. Nos EUA, sorvete,
dentre outros, tem sido o veiculo mais fregiientemente incriminado. Na Inglaterra ¢ no
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Pais de Gales, os surios foram primariamente associados com o consumo de leite cru. Leite
cru ¢ uma causa relativamente freqiiente de salmonelose humana. Leite cru comercializado
na Califérnia tem sido fonte continua de S. dublin, causando surios. Na Escocia,
salmonelose humana veiculada pelo consumo de leite cru era comum. A pasteurizagio do
leite destroi as salmonelas e, freqiientemente, esta ¢é a inica medida de controle.

O leite pode ser contaminado indiretamente pela dgua, por moscas e recipientes
contaminados. Estes germes se multiplicam no leite a temperatura ambiente normal,
(variando de 5 a 45°C, com a temperatura otima de 35 a 37°C). Uma pequena
contaminagdo ambiente, no inicio, pode originar concentragdes significativas de germes,
tornando-se um problema realmente grave, ao se considerar que para algumas espéceies de
salmonelas basta wm pequeno nimero de germes para provocar infeegio no homem.

Em 1963, 20 mil casos de salmonelose foram relatados nos EUA. Em 1988, mais de 48
mil. Estima-se que para cada caso relatado ocorram de 30 a 100 ndo relatados. Assim,
como 48 mil casos foram relatados por ano, estima-se que ocorram 4.800.000 casos de
salmonelose humana. As maiores taxas sio observadas em criangas de um a seis meses de
idade, ¢ 40% em criancas comn menos de 5 anos.

2.2 BRUCELOSE

Esta dofjaga constitui exemplo cldssico de zoonose transmitida pelo leite. O género
Brucella contém quatro espéeies patogénicas para o homem, classificadas de acordo com
seus hospedeiros: cabras e ovelhas (B. mellirensis); bovinos (B. abormus); suinos (B. suis) e
ciies (B. canis).

Nos hospedeiros animais, a Brucella tende a habitar o wtero gravidico e ¢ eliminada no
leite ou em fetos abortados. Animais infectados niao necessariamente apresentam sintomas,
mas constituem continua fonte de contaminagio para 0 homem, como portadores cronicos
¢ pelas excregdes. As brucelas tém capacidade de sobreviver por longos periodos em
produtos de origem animal. Permanecem mais de 180 dias em queijo de cabra ¢ podem
permanecer por longos periodos em outros derivados de leite ndo pasteurizados. Sio
destruidas pela pasteurizagio (62,7°C por 30 minutos ou 72,6°C por 15 segundos) ou por
diminui¢ao de pH (Tab. ). Em temperaturas inferiores a 0°C, sobrevivem indefinidamente.

O homem pode se infectar pelo consumo de queijos frescos de cabra ou ovelhas feitos com
leite ndo pasteurizado, pelo consumo de camne crua ou pelo consumo de vegelais que
tiveram conlato com esterco ou urina de animais infectados. Pode ocorrer também
transmissao por contato direto. A brucelose humana tem um periodo de incubagio varidvel
de algumas semanas a varios meses. Na brucelose transmissivel por alimentos, o
microrganismo provavelmente penetre através da mucosa da faringe ¢ da tonsila.
Posteriormente, a brucela tende a colonizar ossos, articulagbes, nervos, cérebros e Orgios
sexuais.
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Logo apés o inicio da infecgio, os sintomas da brucelose manifestam-se por calafrios, febre
persistente, mal-estar, dor de cabega, sudorese e depressio mental. O diagnéstico no
homem ¢ dificil. Muitas vezes, os pacientes tém uma doenga cronica e febre inexplicdvel.
O diagnéstico requer isolamento de Brucella do sangue, figado, nédulos linfaticos ou
medula Ossea.

Embora a distribuigdo da brucelose seja ampla ¢ paralela & distribuigio de animais
domésticos de produgido, a vacinagio das bezerras ¢ a pasteurizagio do leite tém diminuido
significativamente a incidéncia nos EUA. Um Programa Federal de Controle de
Brucelose, iniciado em 1945, eliminou o microrganismo dos rebanhos. O controle sério da
brucelose nos rebanhos e a pasteurizagio do leite tém diminuido a incidéncia de 6.000
casos/ano para 225/ano. A doenga ocorre esporadicamente, particularmente pelo consumo
de leite cru e em profissionais, como manipuladores de carne e veterindrios que
examinaram animais infectados. Entretanto, estes sdo os casos diagnosticados e a
freqiiéncia real nio € estimada. Tem sido relatado que aproximadamente 4% dos casos sio
prontamente reconhecidos.

As quatro espécies podem provocar infecgdo no homem. A vitalidade das brucelas nos
produtos licteos ¢ varidvel. No leite integral, armazenado em ambiente refrigerado,
permanecem vivas durante oito a dez dias. Porém, com a acidificagio do leite, vio
perdendo pdulatinamente sua vitalidade. Em pH menor que 3,7, sio eliminadas em um a
dois dias. O iogurte ¢ um produto praticamente isento de perigo, por ser obrigatoriamente
fabricado com leite termicamente tratado, além de sua acidez natural. A manteiga de
fabricagdo caseira pode ser causa de infeccdo pois, nela, Brucella conserva a sua
capacidade infectante por aproximadamente um més. A conservagio da vitalidade no
queijo tem sido estudada por vdrios pesquisadores. Sabe-se que Brucella conserva maior
vitalidade em queijos moles e menos, em duros. Apresenta pouca resisténcia aos
tratamentos térmicos, sendo destruida rapidamente pelos processos de pasteurizagio lenta
(LTLT) e rdpida (HTST). X

A patogenicidade ou seja, a capacidade do agente causar lesio no homem, varia de acordo
com as espécies de Brucella. No homem, B. suis e B. mellitensis sio mais patogénicas.
Segundo o Anudrio Estatistico de Sanidade Animal (1988), o Brasil ¢ um pais livre desta
uiltima espécie, sendo portanto a brucelose causada por B. mellitensis considerada exdtica.
A confiabilidade desses dados pode ser questionada devido aos problemas de notificagio
de doencas em nosso pais, falta de uma estrutura rigida de diagnéstico de doencas,
deficiéncias no controle de entrada de animais provenientes de dreas endémicas (como
Argentina, Peru e Franga), das quais o Brasil importa grande niimero de animais para
melhoramento genético.

Em paises onde a doenca ¢ endémica como Argentina, Peru e Franga, estudos
epidemioldgicos tém demonstrado que a principal fonte de infecgio € o queijo, produzido
na maioria das vezes de forma artesanal, sem tratamento térmico adequado do leite de
cabra. Nesses casos, a infecgio no homem tende a se agravar naquelas pessoas com
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sistema imunologico deficiente. De modo geral, a brucelose se caracteriza no homem por
febre, dor muscular, muitas vezes diagnosticadas por profissionais da drea de saude como
febre de origem idiopdtica.

2.3 TUBERCULOSE

O leite consumido cru representa o veiculo principal pelo qual bacilos da tuberculose
passam dos animais para o homem; existe também uma forma de transmissio por via
aérea. As vacas lciteiras infectadas sdo o reservatorio mais importante do bacilo da
tuberculose, ainda que bifalas, cabras, ovelhas e outros ruminantes possam transmitir a
infecgdo. A incidéncia da tuberculose bovina no homem depende sobretudo de sua
presenca nos bovinos ¢ da qualidade do leite cru ou insuficientemente tratado consumido

pela populagio.

A pasteurizagdo, prescrita legalmente, elimina os bacilos da tuberculose vivos, mas a
presenga de codgulo obriga a prolongar 15 vezes o tempo de atuagio do calor. No Brasil,
em muitas localidades, apesar dos esforgos do Servigo de Inspegao Federal e da propria
legislagio estabelecida pelo RIISPOA, que proibe a comercializagio de leite cru, o produto
¢ vendido sem qualquer tipo de tratamento térmico. Isto ¢ preocupante se considerarmos a
fregiiénceia de animais positivos e reagentes ao bacilo da tuberculose. Leite et al. (1978), ao
verificarem a freqiiéncia de animais positivos e reagentes a PPD, observaram pela via
intra-dérmica que 16,2% (194/2.061) dos animais da bacia leiteira de Sete Lagoas, de
produtores de leite tipo B, apresentavam-se positivos para tuberculose. Esse quadro
preocupa ainda mais pela manutengio desses dados ¢ pela distribui¢ao desses animais em
dreas diferentes, contribuindo, assim, para a dilusio da enfermidade entre pessoas e
animais.

A conservagio da vitalidade do bacilo da tuberculose varia de um produto para outro como
se pode observar nos exemplos, conforme Lerche (1969). 77?7

Em fungiio da elevada resisténcia térmica do Mycobacterium ¢ da freqiiéncia de animais
positivos e reagentes a prova de tuberculina, torna-se imprescindivel a pasteurizacio ou
esterilizagdo do leite ¢ derivados. Naquelas comunidades onde nido hd condigoes de
submeter o produto a esses tratamentos, deve-se ferver o leite, evitando-se riscos de
transmissdo do microrganismo.

O processo patogénico € raro e cronico. Mycobacterium virulento nido produz toxinas ou
outros fatores virulentos extracelulares. Os microrganismos ingeridos penetram na mucosa
intestinal e se disseminam para os ossos e articulagdes. Medidas para eliminar M. bovis
dos rebanhos ¢ a pasteurizagdo do leite tém eliminado virtualmente a infec¢do no homem.

Em rebanhos produtores de leite tipo B, localizados em regides proximas a Belo
Horizonte, ém sido detectadas ocorréncias de 75 a 85% de animais reagentes a
tuberculina. O leite proveniente dessas propriedades estava sendo enviado as cooperativas
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¢, apos detecgio do problema, as propriedades foram interditadas. Neste caso, a gravidade
ainda ¢ maior se considerarmos o risco potencial de satide piiblica pela comercializagio de
leite cru ou leite impropriamente pasteurizado nas propriedades. Em fungio disso, deve-se
alertar a populagio sobre os riscos potenciais de aumento da tuberculose humana.

2.4 YERSINIOSE

Yersinia enterocolitica inicialmente era classificada no género Pasteurella, da mesma
forma que Pasteurella pestis - a causadora da peste bubdnica -, posteriormente
denominada Yersinia (Y. pc’stis) ¢ classilicada na familia Enterobacteriaceae. E germem
anaerobio facultativo, nio € maovel quando cresce a 37°C, mas é mével e produz [lagelos
quando cresce abaixo de 30°C. Segundo artigo recente do Manual Bergey, o género
yersinia ¢ dividido em diferentes espécies, incluindo Y. enterocolitica, Y. intermedia, Y.
Sfredriksenii ¢ Y. kristensenii.

A doenga causada pela Yersinia enterocolitica ¢ a yersiniose. Os sintomas incluem dor
abdominal severa, febre, diarréia, dor de cabc.ga vomito. O periodo de incubagio ¢ de 24
a 36 horas, algumas vezes, maior. O curso ¢ usualmente de um a trés dias. Criangas ¢
adultos jovens sio mais sensiveis ¢ os sinlomas sio mais severos nesta populagéo,

Yersiniose ndo parece ser um grande problema nos EUA ou na Europa ¢ Canadd. De 1966
a 1977, houve 1.000 casas relatados no Canadd, 300 nos EUA, 2.000 na Bélgica ¢, em um
ano, 200 mil casos na Dinamarca. Poucos paises relatam a doenga como os EUA e Y.
enterocolitica ndo ¢ o agente mais freqiientemente relatado. Surtos significativos de
yersiniose associados com alimentos jd ocorreram nos EUA. O primeiro ocorreu em 1976
em Nova York. Mais de 220 criangas em idade escolar adoeceram. Destas, 36 foram
hospitalizadas com suspeita de apendicite ¢ 16 foram apendicectomizadas. A cirurgia,
observou-se que seus apéndices estavam normais, mas os nddulos linfdticos ao redor
cstavam aumentados. Posteriormente, confirmou-se que Y. enterocolitica havia causado o
problema e que o leite achocolatado tinha sido o veiculo da infecgio. Este leite foi
preparado em uma pequena industria de laticinios ¢ o chocolate havia sido adicionado
apds a pasteurizagio ¢ misturado com uma pd, a fonte potencial de contaminagdo pos-
processamento.

Em 1983, houve um surto no Tennessee, Arkansas e Mississipi relacionado com a ingestao
de leite pasteurizado. Mais de 170 casos foram confirmados, mas estudos epidemiologicos
mostraram que mais de 1.000 pessoas adoeceram. Um sorotipo raro de Yersinia foi
identificado como agente causal. Investigagoes do FDA determinaram que este tipo
particular de Yersinia havia sido isolado também das caixas pldsticas usadas para
transportar o leite apos o empacotamento. O que aconteceu foi que este leite, apos o
vencimento, havia sido destinado a uma fazenda de suinos em caixas pldsticas. As caixas
foram colocadas na lama e no esterco; o leite descartado foi dado aos suinos ¢ as caixas
[oram devolvidas para a industria e superficialmente lavadas. O FDA isolou Yersinia das
caixas e demonstrou que o suino foi a fonte de infecgio.
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Além da possibilidade de veiculagio de Yersinia enterocolitica por leite inadequadamente
pasteurizado, o microrganismo pode crescer bem em temperatras de refrigeragio,
aumentando consideravelmente o risco de transmissio por alimentos. A temperatura afeta
o crescimento de Yersinia. Y. enterocolitica ¢ um psicrorofico. Pode crescer em
temperaturas baixas como 0°C ¢ altas como 44°C. A (aixa dlima de temperatura para
crescimento ¢ de 32 a 34°C. A variagio de pH para crescimento é de 4 a 9, com &timo de 7
a 8. Pode crescer na presenga de 5% de NaCl, mas nio a 7%. {

A principal fonte ou reservalorio de Y. enrerocolitica virulenta é o suino. Amostras
virulentas de Y. enterocolitica muitas vezes localizam-se na cavidade oral ¢ no trato
intestinal de suinos, onde colonizam a drea tonsilar.

Sintomas de intensa dor abdominal, muitas vezes semelhante a apendicite, mas designadas
como pseudoapendicite, tém resultado em muitas apendicectomias desnecessdrias em
criangas. Outros sintomas como linfadenite mesentérica, septicemia e meningite podem
ocorrer.

Poucos sorotipos de Y. enrerocolitica sio reconhecidamente patogénicos para o homem. A
pasteurizacdo destroi Y. enterocolitica (Francis et al., 1980) e, segundo Moustafa et al.
(1983), a presenga desse microrganismo no leite pasteurizado ¢ em derivados ¢ rara. No
entanto, Hughes (1980) estabeleceu que em leite pasteurizado, se a desinfecgio for
inadequada, pode ocorrer veiculagio do agente. No periodo necessdrio 4 fabricacio do
queijo Cheddar, Y. enrerocolitica, apesar de presente no leite cru, ndo sobrevive
(Schiemann, 1982).

2.5 STAHYLOCOCCUS AUREUS

A intoxicagio por Stahylococcus aurews, um dos tlipos mais comuns de doenga
transmissivel por alimento, resulta da ingestio de alimento contendo sua toxina. Os
sintomas sio caracteristicos, pois se desenvolvem rapidamente, sio de curta duragio ¢ nio
deixam seqiicla. O médico raramente ¢ consultado devido & recuperagdo rdpida, tanto que
muitas vezes nem sio relatados. A intoxicagio ocorre no mundo todo.

A informagdo disponivel no Centro de Controle de Doengas (CDC-Atlanta) sobre doengas’
transmissiveis por alimentos para 1981, revela que 17.6% (44 surtos) das doengas devido a
causas bacterianas foram intoxicagoes por Sraphylococcus. Em outros 137 surtos, os
sintomas desenvolveram-se dentro do tempo limite desse tipo de intoxica¢io alimentar,
mas com evidéncia insuficiente para registrd-los como intoxicagio estalilococica.

A maioria dos surtos de intoxicagdo alimentar envolve um nimero relativamente pequeno
de pessoas, como grupos familiares ou individuos. O maior surto ocorrido nos EUA
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envolveu 300 pessoas que estavam num pic-nic em Indiana. Outro grande surto ocorreu no
Japao, envolvendo 1500 pessoas que consumiram bolinho de arroz.

O género Staphylococcus tem sido subdividido pelo menos em 23 espécies. Em surios
envolvendo alimentos, a mais importante delas ¢ S. aureus. Esta espéeie ¢ coagulase e
termonuclease (TNas) positiva. Tais caracterislicas sdo primdrias na distingdo com
espécies coagulase negativas, como S. epidermidis.

Recentemente, duas espéeies adicionais foram inseridas entre as outras ¢ nomeadas S.
intermedius ¢ S. hyicus. A maioria das amostras de S. intermedius é posiliva para
coagulase e TNase, enquanto S. hycus pode ser posiliva ou negaliva para estas
caracteristicas. Tem-se relatado que estas espéeies podem produzir enteroloxina em niveis
muito baixos, embora a fregiiéncia de seu envolvimento com intoxicagido alimentar seja
desconhecida.

Os agentes responsdveis pela intoxicagdo alimentar sao uma série de enterotoxinas. As
enterotoxinas A (SEA), B (SEB), C1 (SEC1), C2 (SEC2), C3 (SEC3), D (SED) ¢ E (SEE)
jd foram descritas. Dentre estas, a enterotoxina A ¢ a mais envolvida em surtos de origem
alimentar.

A quantidade de enterotoxina necessdria para produzir doenga em individuos sensiveis
varia de 1 a 100ng. Os iltimos dados de um surto provocado por leite achocolatado,
envolvendo criangas em idade escolar, indicaram que uma dose de 100 a 200ng pode ser
suficiente para causar intoxicagio em individuos sensiveis.

O modo de agio das enterotoxinas no trato intestinal é desconhecido, embora a reagio
emética seja iniciada, aparentemente neste local. Experimentos com animais (ém mostrado
que o crescimento de amostras de Sraphylococcus enterotoxigénico no trato intestinal pode
produzir enterite. Experimentos realizados com animais nido tém indicado o local de agio
das enterotoxinas, mas verilicou-se que as enterotoxinas passam rapidamente pelo trato
intestinal e sdo removidas da cirenlagdo pelos rins dentro de um periodo curto de tempo.

Os sintomas usuais da intoxicagao estalilococica sido ndusea, vomito, diarréia, dor de
cabega e dor abdominal que se desenvolvem dentro de uma a seis horas. Dor muscular ¢
prostragao podem ser observadas em virios casos. A mortalidade ¢ rara, mas tem sido
relatada particularmente em criangas ¢ pessoas mais idosas. A recuperagio ¢ relativamente
rapida, variando de poucas horas a um dia, sem seqiiclas. Nio hd tratamento efletivo,
primariamente porque a doenga se desenvolve ripido, em periodo muito eurto.

A diarréia causada pelas toxinas estlafilococicas ¢ dilerente daquelas causadas por
Salmonella ¢ Clostridium perfringens, porque as enterotoxinas nao causam acumulo de
fluido, quando injetadas experimentalmente em ileo de coelho. A pesquisa ndo conseguiu
revelar a agio que provoca a diarréia.
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Virios alimentos jd foram envolvidos com intoxicagio alimentar por toxinas
estafilocdcicas. Nos EUA, o iltimo surto relativamente grande ¢ amplamente divulgado
ocorreu em 1965. O queijo labricado com leite pasteurizado em uma fibrica moderna, por
vdrios meses, foi contaminado com uma amostra de S. aureus produtor de SEA e SED. A
contaminagio ocorreu por um furo na vdlvula da linha entre o pasteurizador ¢ os tanques.
A andlise revelou que, num periodo de dois meses, somente esse queijo foi fabricado e que
houve falha na cultura ldctica.

Em 1985, foi relatado um surto por leite achocolatado envolvendo criangas em idade
escolar. O leite foi mantido em temperaturas elevadas antes da pasteurizagio, devido a um
problema na industria. Nenhum Staphylococcus foi detectado no leite, mas SEA foi
encontrada, indicando crescimento no leite antes da pasteuriza¢io. As enterotoxinas
estafilocieicas sio termoestiveis, nao sendo destruidas 4 temperatura de pasteurizagio.

Manteiga geralmente € isenta de toxicidade porque a quantidade ingerida de uma vez é
pequena. O dltimo surto descrito nos EUA, ocorreu em 1977 envolvendo 100 pessoas.
Todas as pessoas haviam comido panqueca em casa. Staphylococcus ¢ SEA foram
detectados na manteiga batida em uma industria. Investigagoes epidemioldgicas
demonstraram que Staphylococcus crescen no creme apos a pasteurizagio e antes da
bategéo.

Sorvete ¢ um produto que poucas vezes estd envolvido em intoxicagio alimentar nos EUA,
embora o seja com maior freqiiéncia em outros paises. Em 1984, um surto foi atribuido ao
sorvele mas nenhuma enterotoxina, ou Stahylococeus, foi detectada no sorvete, E possivel
que a quantidade de enterotoxina tenha sido pequena demais para ser detectada. A
quantidade de 105 Sraphylococcus tem sido usada como referéncia por alguns autores,
mas em experimentos com alimentos e meios, em laboratdrio, enterotoxina nao pode ser
detectada antes da contagem alcangar 106 ou mais. Entretanto, em alguns surtos,
contagens de 108 ou mais nio sio raras. Isto ndo significa que a intoxicagio ndo ocorra
com contagens menores, embora ndo haja evidéncias que demonstrem isso.

Os manipuladores de alimentos sdo a fonte mais fregiiente de contaminagio dos alimentos
por Staphylococeus. O aquecimento do Ieite a temperatura igual ou superior a 60°C, por
30 minuwtos, destrdi Stahylococcus aureus. Assim, a temperatura de pasteurizaciao é
adequada para destruir o microrganismo. Considerando que a temperatura limite para
proliferagdo deste patogeno varia de 10 a 45°C (6timo: 37°C) ¢ que a temperatura de
produgio de enterotoxina varia de 37 a 40°C, os alimentos deveriam ser estocados em
temperaturas inferiores a 10°C ou superiores a 45°C, quando nao preparados ¢ servidos
imediatamente. Adicionalmente, esses alimentos deveriam ser estocados em lotes
pequenos para promover aquecimento rdpido. O tempo para manter um alimento aquecido
antes de haver produgao de enterotoxina ¢ de trés a quatro horas ou mais.
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Dentre os diversos métodos de controle da intoxicagdo estafilococica, destaca-se a
refrigeragio. Assim, os alimentos devem ser relrigerados para evitar proliferagio de
Stahylococcus aureus e produgio de enterotoxinas.

2.6 CAMPILOBACTERIOSE

Na década passada, o Campylobacter jejuni foi reconhecido como o lider causador de
gastroenterites agudas bacterianas em muitos paises desenvolvidos, incluindo os EUA,
onde, atualmente se acredita que a campilobacteriose seja mais comum que a salmonelose
e a shigelose combinadas.

O microrganismo ¢ comumente considerado um comensal do trato intestinal de animais de
sangue quente e estd {reqiientemente presente em alimentos de origem animal, pela
contaminacio fecal durante o processamento. O Campylobacter jejuni ndo cresce bem em
alimentos ¢ ndo sobrevive bem fora do ambiente interno do hospedeiro; contudo, a
ingestio de quantidades relativamente pequenas do microrganismo pode produzir doenga
no homem. A dose infectante de Campylobacter jejuni é de cerca de 500 células/ml.
Alimentos, especialmente aqueles derivados de animais, sido considerados o principal
veiculo para a transmissio de enterites por Campylobacter.

Campylobacter jejuni é responsdvel por uma das mais freqiientes formas de gastroenterite
bacteriana aguda que ocorrem em pessoas. Um estudo em oito hospitais, em diferentes
partes dos EUA, isolou C. jejuni de espécimes fecais de pacientes com mais freqiiencia que
Salmonella ¢ Shigella combinadas. Os sintomas e sinais de enterite por Campylobacter
nao sdo facilmente distinguiveis das doengas gastrointestinais causadas por outros
patdgenos entéricos. As caracteristicas da doenga podem variar da enterite moderada e
branda a formas mais [ulminantes que se assemelham a colite ulcerativa, com fezes
sanguinolentas. Os sintomas predominantes em individuos que procuram atengio médica
incluem diarréia, dor abdominal, mal-estar, febre, ndusea ¢ vomilo. As [lezes
sanguinolentas sdo comuns ¢ a dor abdominal pode sugerir um quadro de apendicite
aguda. O periodo de incubagio pode variar de um a dez dias, mas ¢ usualmente de trés a
cinco. A doenga pode persistir de um dia até poucas semanas, mas a maioria dos pacientes
se recupera em menos de uma semana.

Estudos nos quais voluntédrios adultos foram desafiados oralmente com C. jejuni revelaram
que a dose infectante ¢ baixa. A ingestdo de poucas centenas de células produz infecgéo e,
em muitos casos, doenga em virios individuos.

Na maioria dos casos, a enterite por Campylobacter ¢ moderada, autolimitante ¢ se resolve
dentro de poucos dias apds o inicio dos sintomas. Portanto, a terapia com antibidticos nao
¢é necessdria. Entretanto, quando os sintomas sio prolongados ou quando febre alta ou
baixa estd presente, o tratamento com antibiotico pode ser necessdrio. Nestes casos,
eritromicina € a droga de escolha.
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O microrganismo cresce somente dentro de uma estreita faixa de temperatura (30 e 47°C).
Segundo Doyle (1988), C. jejuni ndo se multiplica abaixo de 30°C, rcquer baixas
concentragoes de oxigénio (5-10%), cresce vagarosamente em otimas condigdes e ndo é
bom competidor com outras microfloras. A lemperatura Gtima para crescimento é de 42 a
45°C. O crescimento a 42-45°C ¢ aproximadamente duas vezes mais rdpida do que a 35-
% 15, 0

E sensivel ao congelamento nas temperaturas comumente usadas para congelar alimentos
(20 a -5°C) e os estudos de inativagio revelam que o microrganismo é muito sensivel ao
calor. Alimentos aquecidos suficientemente para matar Sa/monella também inativario c.
Jejuni. O aumento concomitante da concentragdo de oxigénio aumenta a proporgio pela
qual C. jejuni é inativado. E bem sensivel ao NaCl e geralmente nio cresce em meio com
mais de 2% de sal. Além disso, € sensivel a cstocagem em lemperatura ambiente, acidez,
desinfetantes e aquecimento. Segundo alguns autores, nio constitui problema em
alimentos processados que sejam pasteurizados ou desidratados.

O Icite cru ¢ o alimento mais comumente incriminado como veiculo de surtos de enterite
por Campylobacter, embora estudos epidemioldgicos indiquem que aves também sejam
uma fonte comum de infecgdo. Aguas ndo tratadas em estagoes de tratamentos municipais
tém sido responsdveis por grandes surtos de campilobacteriose, envolvendo milhares de
individuos. Por isso, torna-se muito importante a utilizagdo de dgua de boa qualidade
microbioldgica na lavagem e desinfecgdo de latdes e outros utensilios utilizados na fonte
de produgdo do leite e nas industrias.

2.7 LISTERIOSE

Doenga causada por Listeria monocytogenes, bactéria Gram +, ndo esporulada, bastonete;
cresce na faixa de 2,5 a 42°C (6timo: 30 a 37°C - psicrotrofica), em pH de 5,6 2 9,8 ¢ em
meios com menor teor de oxigénio sendo, portanto, microaerdfila. Constitui importante
causa de perdas econdémicas em vdrios paises, por causar aborto, septicemia e
meningoencefalite em ovinos, além de atualmente ser considerada importante agente
etioldgico de mamite em vacas, nos EUA. Estd amplamente distribuida no meio ambiente.
Antes de 1980, a doen¢a era primariamente conhecida pela associagdo de aborto e
encefalite em ovinos e bovinos. Atualmente, como resultado de sua ampla distribui¢do no
meio ambiente, sua capacidade de sobreviver por longos periodos de tempo sob condigoes
adversas e por sua capacidade de crescer em temperaturas de refrigeragao, listéria tem sido
reconhecida como um importante patdgeno transmissivel por alimentos.

Estima-se que ocorram cerca de 2.000 casos com 450 mortes por ano nos Estados Unidos.
A incidéncia anual da doenga é de 0,8 por 100.000 pessoas. Com excegdo da doenga
perinatal em Los Angeles, as taxas foram similares para diferentes dreas geogrificas.
Embora a maioria dos casos tenha ocorrido no verao, os casos de todo o ano sio
provavelmente subestimados. Apesar dos dados serem subestimados, a listeriose tem sido
associada com um custo econdémico considerdvel: um estudo estimou-o em 250 milhoes de
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délares anualmente, devido a custos com atendimento médico, medicamentos ¢ perda de
produtividade (Roberts & Pinner, 1990).

Geslagdo, idade avangada, doengas imunossupressivas e medicamentos constituem fatores
de risco para a listeriose. Ao contrdrio da incidéncia geral de 0,8/100.000 pessoas, a
incidéncia para gestantes é de 12,4/100.000 nascimentos vivos; em pessoas mais idosas
(acima de 70 anos), a incidéncia ¢ de 2,1/100.000 e pacientes com AIDS apresentam uma
incidéncia de 200/100.000 pessoas. Embora pessoas que ndo se enquadram nestas
condigoes possam desenvolver listeriose, tal ocorréncia ¢ rara. Outro grupo de risco
importante ¢ constituido por pessoas com doengas cronicas, usualmenie nio associadas
com imunossupressdo. Considerando o nimero crescente de pessoas acometidas por ciancer
¢ imunossupressio, a tendéncia dos casos de listeriose ¢ de aumentar.

O microrganismo tem sido encontrado no meio ambiente, apresentando resisténcia
pronunciada as adversidades. No solo, Listeria apresenta viabilidade de 295 dias; em
esterco seco, dois anos; em pastagens, 200 dias, e em silagem, por vidrios anos. Virios
casos de listeriose animal via silagem e por contaminagio por elluentes de abatedouros de
aves tém sido descritos. Nesses efluentes, a populagao de Listeria monocyrogenes tem sido
maior que a populagio de Salmonella. Considerando a alta incidéncia de Lisreria em
dguas superficiais, esta bactéria pode se tornar mais importante que Salmonella para a
satde publica.

Virios hospedeiros sio descritos como reservatorios para listéria. A bactéria muitas vezes
estd associada com o trato intestinal e com infecgdes subcelinicas de animais domésticos e
do homem. Os animais domésticos sdao mais identificados como reservatorios,
provavelmente porque sdo mais reconhecidos. No entanto, roedores, anlibios, peixes,
insetos, cies ¢ aves podem albergar listéria. Alguns autores consideram que pdssaros
silvestres sdo importantes na veiculagdo e contaminagio da silagem. O microrganismo tem
sido deserito em muitos animais considerados portadores sdos e jd foi isolado de muco
nasal de ovinos, cérvix de vacas com historico de repeticao de cio, secre¢io vaginal de
vaca e égua, fezes de touros, visceras de frangos e bago e figado de suinos.

A doenga pode ser transmitida por via ocular, oral, cutanea, respiratoria ou urogenital.
Individuos imunocomprometidos sdo mais susceptiveis, mas pessoas normais podem
também adoecer. Somente espécies hemoliticas sdo virulentas (L. monocyrogenes, L.
seeligeri e L. ivanovii) sio patogénicas. Listeria monocytogenes (+++) ¢ L. ivanovii (++)
estdo envolvidas em patologias humanas e L. seeligeri somente uma vez foi descrita como
causa de meningite em adulto ndo comprometido imunologicamente..

Apds ingestdo do alimento contaminado, ocorre penetragdo da bactéria no hospedeiro
através do intestino e multiplicagio em eritrocitos ou nas placas de Peyer (24 horas apds a
ingestdo). Hd, entdo, invasio dos tecidos, rdpida fagocitose da bactéria em ambiente
ferrossuprimido, que estimula a secrec¢iio de hemolisina. A bactéria rompe rapidamente a
membrana do fagossomo, multiplica-se no interior da célula infectada (macréfagos ou
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fagdcitos), escapando assim dos mecanismos microbianos celulares. Ocorre, cmtio.
septicemia e 0 microrganismo tem acesso a todas as dreas do corpo, podendo envolver &
SNC, coragio, olhos, ttero e outros locais, incluindo o feto (4° més).

O estddio da gestagdo, em relagdo & exposigdo do feto, determina suas alteragdes (aboro
ou nascimento prematuro). Em adultos, a septicemia é mais comum. A febre ¢ comumente
observada e a taxa de mortalidade, principalmente em pacientes imunodeprimidos, recém-
nascidos ou pessoas muito jovens, pode chegar a 33%. As formas envolvendo o SNC sio
geralmente meningite, encefalite e abscesso. Nestes casos, o curso clinico desenvolve-se e
progride rapidamente. A taxa de fatalidade pode chegar a 70%. As formas localizadas sio
raras e sdo caracterizadas por endocardite, endoftalmia, osteomielite e envolvimento de
outros locais como pele, bago, bexiga e orgios linfdticos. As populagbes mais expostas sdo
recém-nascidos, fetos e pessoas imunocomprometidas.

Virios alimentos tém sido incriminados em surtos. Dentre eles, leite e derivados, carne
bovina e suina, peixes e outros. Alimentos ldcteos tém sido os mais incriminados como
veiculo de listeriose em varios surtos.

Em 1983, houve um surto em Massachussets envolvendo 49 pessoas com 14 casos fatais.
Investigagoes epidemioldgicas demonstraram que o surto ocorreu devido ao consumo de
leite pasteurizado contaminado. Em 1985, outro surto foi descrito na Califérnia,
envolvendo 86 casos com 29 fatais, pelo consumo de queijo branco tipo mexicano. Um
surto que ocorreu na primavera de 1985 foi relatado na Califérnia envolvendo 181 casos,
sendo 65 pares mie-filho (mulheres gestantes) fatais, também pelo consumo de queijo
mexicano. No Reino Unido, um caso de meningite foi descrito em uma mulher de 36 anos,
apds o consumo de queijo importado.

Pesquisas realizadas pela FDA nos anos de 1984 ¢ 1985, demonstraram uma freqiiéncia de
4,2% de amostras positivas para Listeria em 650 amostras de leite. Na Espanha, em 95
amostras de leite refrigerado, 45% apresentavam-se positivas para Listeria. Estudo feito
em 28 amostras de leite pasteurizado distribuido em Madri revelou que 6 (21,4%) estavam
positivas. Em outro estudo realizado com 67 amostras, durante um ano, foram observadas
30 positivas. Em Ontdrio, pesquisa realizada em 1987, em 455 amostras de leite cru, seis
estavam positivas.

Em queijos, Listeria pode sobreviver durante o processamento, maturagio ¢ estocagem.
Em queijo tipo Cheddar, este microrganismo pode sobreviver durante a maturagio, com
contagens de 5 x 10° células/g., sendo o microrganismo detectado 14 dias apos a
maturagdo. A sobrevivéncia desse agente durante o processamento ¢ a maturagio do queijo
pode constituir risco para a saude publica, uma vez que queijos maturados sio
considerados sanitariamente mais seguros.

Em leite em po, Listeria tem sido também detectada. Trabalhos realizados com inoculagio
experimental de 10° UFC/ml de leite tém demonstrado que Listeria pode sobreviver ao
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processo “spray-drying” e persistit pelo menos 12 semanas no leite em po, estocado a
25°C.

Conhecendo-se a ampla distribuigdo de Lisferia monocytogenes na natureza, sua
patogenicidade (Prentice & Neaves, 1988), capacidade de sobreviver em alimentos
refrigerados, resisténcia frente aos tratamentos térmicos, importancia em relagio a satide
publica ¢ escassez de trabalhos cientificos no Brasil, torna-se necessdria a realizagio de
levantamentos no pais para determinar a ocorréncia desse microrganismo em alimentos e,
a partir dai, estabelecer medidas eficazes de controle ¢ prevengio da listeriose.

2.8 ESCHERICHIA COLIPATOGENICA

Escherichia coli é parte da microflora normal do trato intestinal do homem e da maioria
dos animais de sangue quente. Geralmente, as amostras que colonizam o intestino humano
sdo comensais ndo patogénicos. Entretanto, hd amouiras patogénicas que causam
sindromes distintas de diarréia, sendo associadas com doenga transmissivel por alimentos.
Estes patdgenos sdo agrupados em quatro categorias (£. coli enteropatogénica-EPEC; E.
coli enteroinvasiva - EIEC; E. coli enterotoxigénica - ETEC; E. coli enterohemorrdgia -
EHEC), baseadas em suas distintas propriedades de viruléncia, diferentes interagoes com a
mucosa intestinal, distintas sindromes clinicas, diferengas epidemioldgicas e variados
sorogrupos O : H.

Antes do reconhecimento de E. coli O157:H7 como causa de doenga transmissivel por
alimentos em 1982, E. coli era relacionada a infreqiientes causas de doenga transmissivel
por alimentos em paises desenvolvidos. Entretanto, desde entio, E. coli tem sido
responsdvel por muitos casos de colite hemorrdgica e sindrome urémica associados com
consumo de carne e leite cru nos EUA e Canadd. Surtos de gastroenterite associados com
alimentos devido a outros tipos patogénicos de E. coli em paises desenvolvidos sio raros,
comparados com a maioria dos outros patogenos entéricos de importancia em doengas
transmissiveis por alimentos.

Em paises em desenvolvimento, no entanto, E. coli patogénicas , com excegio de E. coli
0157:H7, sio causas importantes de doenga gastrointestinal, especialmente entre criangas
¢ jovens. Agua contaminada é o principal veiculo de transmissdo dessas infecgoes, por
consumo direto ou pela presenga em alimentos que sdo irrigados, lavados ou preparados
com tal dgua. Adicionalmente, a diarréia de viajantes, distirbio de pessoas que viajam por
paises em desenvolvimento, ¢ muito comum devido a E. coli enterotoxigénica, adquirida
pela ingestio de alimento ou dgua contaminada por fezes.

2.8.1 Escherichia coli enteropatogénica (EPEC)

EPEC inclui E. coli de sorotipos especificos, historicamente associados com surtos de
diarréia infantil, mas cujos mecanismos patogénicos ndo estio relacionados com
enterotoxinas termoldbeis ou termoestdveis, a verotoxinas ou a shiga-toxinas. Sorogrupos
de EPEC incluem O18ab, O18ac, 026, 044, 055, 086, O111, 0114, O119, 0125, 0126,
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0127, O128ab, 0142 ¢ 0158. O microrganismo é melhor conhecido como causa de surtos
freqlicntes de diarréia em enfermarias de hospitais. Surtos de diarréia de EPEC sio
atualmente incomuns em paises com bons padroes de higiene. Entretanto, EPEC constitui
uma importante causa de diarréia infantil em muitos paises em desenvolvimento.

Alguns surtos de gastroenterite causada por EPEC, envolvendo alimento ¢ dgua, foram
relatados mas ndo recentemente. Nesles surtos, as fontes de contamina¢io foram os
manipuladores de alimentos ou os suprimentos de dgua que tinham sido contaminados por
esgoto. Aquisi¢io de imunidade pode explicar a ocorréneia rara de doenga causada por
EPEC ¢ alta a freqiiéneia de portadores adultos de EPEC.

O mecanismo de patogenicidade de EPEC nido estd ainda totalmente  definido, mas
acredita-se que a aderéncia 4 mucosa intestinal seja um fator importante para a
colonizagio no trato intestinal. Estudos in vivo ém demonstrado que amostras de EPEC
possuem um tipo especifico de ataque e aderéncia as eclulas cpiteliais da mucosa
intestinal. As bactérias destréem a microvilosidade sem invasio adicional ¢ se aderem
intimamente & membrana da célula intestinal, com a membrana parcialmente envelopando
cada bactéria. Este mesmo tipo de lesdo tem sido observado em amostras de biopsia de
tecido intestinal de criancas com infecgdes por EPEC e tem sido poswlado que h4
associagio da diarréia com tais infecgoes.

2.8.2 E. coli enteroinvasiva (EIEC)

Este microrganismo produz uma diarréia invasiva no homem. Os principais SOrOgrupos
associados com infecgdo por EIEC sio 028ac, 029, 0124, 0136, 0144, 0152, Ol64 ¢
0167. Desde o primeiro reconhecimento de EIEC como causa de diarréia, em meados da
década de 40, virios surtos associados com alimentos jd foram relatados. Houve um grande
surto envolvendo pelo menos 387 individuos nos Estados Unidos em 1971, associado ao
consumo de queijos Brie ou Camembert importados. Uma investigagio da fibrica
produtora dos queijos revelou que o equipamento para filtragio da dgua de rio, usada para
higienizagio da fdbrica, ndo estava funcionando quando o queijo contaminado foi
produzido. Embora EIEC seja um patogeno transmissivel por alimento, na maioria dos
paises desenvolvidos ¢ infreqiiente ser relatada como causa de doenga.

Na maioria dos surtos relacionados com alimentos, as fontes de conlaminagio de EIEC
estio associadas aos manipuladores infectados ou a0 contato com dgua que havia sido
contaminada, provavelmente com esgoto. Diversas evidéncias demonstram  que o homem
¢ o principal reservatorio de EIEC, pois a diarréia tem sido atribuida a transmissio pessoa-
pessoa (via fecal-oral), ndo hd associagio do microrganismo com animais ou alimentos de
origem animal, ¢ as propriedades de EIEC sio similares s de Shigella, que é carreada
principalmente por portadores humanos infectados.
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A patogenia da diarréia por EIEC assemelha-se & de Shigella: hd invasdo do epitélio ¢
multiplicagdo intracelular no colon, culminando com inflamagio ¢ ulceragio da mucosa. O
cdlon € o local predominante de invasio da bactéria.

2.8.3 E. coli enterotoxigénica (ETEC)

Esta forma constitui a causa mais comum da diarréia de viajantes para individuos que se
deslocam de dreas de clima temperado e com bons niveis de higiene para dreas com baixos
padrdes higiénicos, particularmente paises em desenvolvimento, nos trépicos. Embora
ETEC néo seja uma causa comum de diarréia naqueles paises, esta forma de E. coli
representa importante causa de diarréia para todas as faixas etdrias, especialmente em
criangas ¢ jovens de paises tropicais com baixos padrdes higiénicos. Uma crianga que vive
em drea deficiente higiénicamente pode apresentar duas a trés infecgdes por ano durante os
dois ou trés primeiros anos de vida. Os sorogrupos mais comuns de ETEC incluem OG6,
08, 015, 020, 025, 027, 063, 078, 080, 085, 0115, O128ac, 0139, 0148, 0153, 0159
e 0167.

A infecgdo ¢ adquirida principalmente pela ingestio de alimento ou dgua contaminados.
Surtos associados com alimentos e dgua em paises desenvolvidos sdo raros. Um surto
associado com dgua que envolveu mais de 2.000 individuos num parque nacional dos
EUA, em 1975, foi causado pela ingestio de dgua contaminada com esgoto.
Manipuladores infectados estdo fregiientemente implicados como fonte de contaminacio
de alimentos associados com surtos de ETEC. Acredita-se que portadores humanos sejam
o principal reservatorio desta forma. Em paises em desenvolvimento, ETEC ¢ comumente
encontrada em fezes de portadores humanos assintomaticos. .

O mecanismo de patogenicidade de ETEC ¢ muito similar ao do Vibrio cholerae grupo
Ol1. Apds a ingestio do alimento contaminado, as células de ETEC que sobreviveram ao
ambiente hostil do estdmago, penetram na mucosa do intestino delgado, onde ocorre
aderéncia as células da mucosa e produgdo de enterotoxinas termoldbeis (LT) efou
termoestdveis (ST). A enterotoxina LT ¢ imunologicamente relacionada a enterotoxina do
colera, enquanto a ST nédo ¢é antigénica e possui menor peso molecular. LT estimula a
adenilciclase ¢ ST estimula a guanilciclase do enterdcito, levando ao actimulo de AMP
ciclico e GMP ciclico, respectivamente. Estes nucleotideos ciclicos causam secregio de
fluidos que resultam em diarréia aquosa. Apenas a capacidade de produzir enterotoxina
ndo € suficiente para ETEC produzir diarréia. A bactéria deve também colonizar a
superficie da mucosa do intestino delgado, no que ¢ acompanhada por fatores adesivos
compostos de fimbrias filamentosas ndo flagelares. Estas fimbrias sio hospedeiro-
especificas ¢ ligam-se a receptores especificos da membrana celular do intestino delgado.
Portanto, parece que fimbrias que colonizam o homem ndo colonizam os animais e vice-
versa. ETEC pode produzir enterotoxina LT e possivelmente ST em leite, mas somente em
condigbes extremas de temperatura.
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Surtos de Jdiarréia por ETEC e EIEC causados por queiio Camembert contaminado ém
gerado  estudos sobre as caracteristicas de sobrevivéncia e crescimento  destes
microrganismos nestes produtos. E. coli patogénica geralmente ndo sobrevive bem ¢ ¢
eliminada durante a estocagem de queijos feitos com leite contaminado. Entretanto,
quando os microrganismos contaminam o fungo que cresce na superficie do queijo durante
a maturagdo, crescem rapidamente e grande nimero de microrganismos sobrevive durante
a estocagem. A desaminagiio de proteinas pela proliferagao de fungos aumenta o pH de
superficie do queijo para proximo da neutralidade, tornando as condigdes [avordveis para
E. coli. Portanto, crescimento e sobrevivéncia por longo tempo de E. coli patogénica em
queijo Camembert dependem principalmente do estdgio de produgio no qual o queijo foi
contaminado. E. coli patogénica ndo sobrevive hem em produtos ldcteos fermentados em
PH 5 ou inferior, da mesma forma que outros tipos de Escherichia coli.

2.8.4 E. coli éntero-hemorragica (EHEC)

Escherichia coli ¢ considerada parte normal da flora do trato intestinal do homem ¢ de
outros animais de sangue quente (Doyle, 1991). Embora a maioria das amostras de E. coli
néo seja perigosa para a savde piblica, um subgrupo denominado E. coli enteropatogénico
pode causar doenga no homem. Dentro deste grupo, a amostra denominada E. coli
OI157:H7 produz uma toxina que pode causar doenga grave e potencialmente fatal,
chamada colite hemorrdgica, caracterizada por diarréia sanguinolenta e severa dor
abdominal (Mermelsiein, 1993). O microrganismo pode causar também, uma rara doenga
chamada sindrome urémica hemolitica, levando & insuficiéncia renal aguda (Brackett &
Hao, 1993).
&

Este sorotipo, foi inicialmente reconhecido como patogeno em 1982 (Doyle, 1991) e
atualmente tem se destacado como um patdgeno de grande importancia em satide publica
no Canada, EUA ¢ Reino Unido, provocando quadros esporddicos de colite hemorrdgica,
sindrome urémica hemolitica e diarréia (Arocha et al, 1992),

O mecanismo de patogenicidade de E. coli O157:H7 ndo foi ainda completamente
elucidado, mas importantes fatores de viruléncia tém sido identificados. Todos os isolados
clinicos produzem uma ou duas verotoxinas. Estas toxinas sio ciloloxicas ao crescimento
de células Vero (rim de macaco verde africano) em cultivo de tecido. Uma das toxinas
(VT-1) ¢ imunologicalmente ¢ estruturalmente indistinguivel da shigatoxina produzida
por Shigella dysenteriae tipo 1. Portanto, tais verotoxinas sio também conhecidas como
toxinas-tipo-shiga. Estas toxinas sdo citotoxicas ao colon de camundongos e coelhos.
Suspeita-se de que E. coli colonize o trato intestinal ¢ elabore toxinas que agem no colon.
O microrganismo pode aderir as células do intestino del gado humano em cultivo de tecido.

A doenga causada por E. coli O157:H7 é tipicamente muito severa ¢ pode ser expressa por
trés diferentes manifestagoes que incluem colite hemorrdgica, sindrome urémica (SU) e
trombocitopenia trombotica purpura (TTP) (Doyle & Padhye, 1989; Griffin et al, 1988).
Os sintomas da colite hemorrdgica comecam com uma sibita e severa dor abdominal,
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seguida dentro de 24 horas, por diarréia aquosa que posteriormente se torna totalmente
sanguinolenta (Doyle, 1991). Tipicamente, hd pouca ou nenhuma febre ¢ o curso da
doenga ¢ de dois a nove dias. O periodo de incubagéo varia também de trés a nove dias. Os
sintomas de pacientes com sindrome urémica, que provoca insuficiéncia renal aguda,
usualmente se iniciam com diarréia sanguinolenta. A maioria dos individuos portadores
desta sindrome requer didlise e transfusdo de sangue, podendo desenvolver doenga no
sistema nervoso central por fregiientes compressoes, coma e morte. Pacientes com TTP
exibem caracieristicas clinicas e patoldgicas similares 4 SU, mas o envolvimento do
sistema nervoso ceniral usualmente ¢ a caracteristica principal. Os pacientes, por diversas
vezes, desenvolvem codgulos sanguineos no cérebro e isto geralmente resulta em morte
(Doyle, 1991).

Estudos realizados em Washington mostram uma incidéncia anual da doenga de
2,1/100.000\habitantes (Ostroff et al, 1989). A maior taxa de ataque foi observada em
criangas com menos de cinco anos de idade (6,1 casos/160.000 habitantes), mas os casos
foram relatados em pessoas de 11 meses a 78 anos de idade. Em pesquisa feita por Tarr &
Hickman (1987), a incidéncia anual de infecgio por E. coli 0157:H7 em criang¢as com
menos de 15 anos foi de 0,69 casos/100.000, no periodo de 1971 a 1975, ¢ de 1,74
casosf{100.000, no periodo de 1981 a 1986. Em Minnesota, Martin et al.(1990) observaram
um aumento da incidéncia anual de sindrome urémica em menores de 18 anos, de 0,5
¢as0/100.000, em 1979, para 2,0 casos/100.000, em 1988. A incidéncia aumentada da
sindrome urémica foi relacionada ao aumento da incidéncia de infecgbes por E. coli
O157:H7.

Os surtos de E. coli O157:H7, na sua maioria, tém sido ligados ao consumo de carne
moida mal cozida ¢ em menor extensdo & ingestdo de leite cru. Dentre os alimentos em
que o microrganismo tem sido isolado, podem ser citados: carne de porco, peru,
hamburger, carne moida bovina e suina, carne de frango, carne ovina, leite ndo
pasteurizado (Doyle, 1991) e queijos (Fantasia, 1975; Arocha et al, 1992). Em estudos
realizados em carne crua obtida no varejo, 3 a 5% de carne moida, 1,5% de came de
frango e 2,0% de carne ovina estavam contaminadas por E. celi O157:H7. Bovinos
leiteiros, especialmente bezerros, sdo considerados os principais reservatorios do
microrganismo, que tem sido isolado de fezes de vacas leiteiras e novilhas, incluindo
bezerros de uma a trés semanas de idade com colibacilose.

O leite e a carne podem ser contaminados com E. coli O157: H7 durante a ordenha e o
abate, mas o microrganismo ¢ facilmente destruido pela pasteurizagio ou cozimento
normal (Mermelstein, 1993). Segundo Doyle (1991), o principal veiculo implicado em
surtos tem sido a carne moida, mas leite cru e queijos tém sido descritos como importantes
causas da doenga na Europa e nos EUA (Olsvik et al, 1991).

Leite cru foi primariamente reconhecido como um veiculo de transmissdo de E. coli
O157:H7 em 1986 (Martin et al, 1986). Duas criangas de familias diferentes, em
Wisconsin, desenvolveram colite hemorrdgica e sindrome urémica apos ingerirem leite cru
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em duas propriedades Iciteiras (Padhye & Doyle, 1992). E. coli O157:H7 foi isolada das
fezes de um paciente ¢ das fezes de novilhas sadias das duas fazendas. Outro grande surto
envolvendo este patogeno ocorreu em criangas de um jardim de infancia do Sudeste de
Ontirio. Elas beberam leite cru, enquanto visitavam uma fazenda, ¢ wrés delas
desenvolveram  sindrome urémica. Verotoxinas foram isoladas de sete vacas, com dois
isolados identificados como E. coli O157:H7. Os outros cinco isolados mio foram
sorotipados (Borezyk et al, 1987). Adicionalmente, em 1971 cerca de 90 surtos de
intoxicagdo alimentar aguda nos Estados Unidos resultaram do consumo de queijos
Camembert ¢ Brie contaminados por E. coli enterotoxigénico. Segundo Olsvik et al
(1991), virios surtos de diarréia induzidos por E. coli tém sido associados com a ingestio
de queijos. Um surto investigado em 1983 demonstrou que um queijo Brie [rancés foi o
alimento suspeito (MacDonald et al, 1985).

No Brasil, a literatura ¢ escassa sobre a ocorréncia E. coli O157:H7 em queijos. Franco et
al (1987), ao estudarem a incidéncia de E. coli enterotoxigénica em alimentos em Sio
Paulo, observaram que 3.5% das amostras de alimentos crus e cozidos de origem animal ¢
vegetal apresentavam-se contaminadas por E. coli . Neste estudo, os alimentos de origem
animal, como salame, carne cozida e crua, hamburger e leite pasteurizado, apresentaram
maior freqiiéncia de isolamento. Por outro lado, tem sido demonstrada alta contaminagio
de leite e queijos, sobretudo aqueles fabricados artesanalmente com leite cru, por
coliformes ¢ E. coli (Furtado, 1990). A alta freqiiéncia de contaminacio por este
microrganismo, associada ao consumo de grande quantidade deste tipo de queijo no Brasil
(Santos et al, 1981), tornam estes produtos de grande risco para a saude publica.

2.8.5 Importancia de E. coli patogénica na transmisséo de doengas veiculadas
por alimentos

Portadores sintomdticos e assintomdticos sdo possivelmente o principal reservatério de
amostras de EPEC, EIEC ¢ ETEC que causam doenga no homem. Estas bactérias estio
presentes 1o (rato intestinal de portadores e sdo excretadas nas fezes. Manipuladores
infectados, por falta de higiene ou por dgua contaminada por esgoto humano, sao fontes de
contaminagao dos alimentos. Medidas de controle para prevenir a ocorréneia de doenca
incluem instru¢do dos trabalhadores em alimentos sobre técnicas de manipulagdo
adequadas, higiene pessoal, aquecimento adequado dos alimentos para eliminar E. coli e
manutengdo de alimentos sob condigdes apropriadas para impedir a multiplicagio da
bactéria. Além disso, esgoto humano nio tratado nio deve ser usado em irrigagdo e
fertilizagdio de vegelais e muito menos para higienizagdo de equipamentos em inddstrias
de alimentos.

O principal reservatério de E. coli O157:H7 ¢ o trato intestinal de bovinos leiteiros e
talvez outros animais usados na produgio de alimentos. Portanto, alimentos crus de
origem animal (especialmente carne e leite de vaca) podem ser contaminados pelo contato
com fezes durante os procedimentos de abate e ordenha. O uso de boas prdticas no
processamento de alimentos de origem animal ¢ o aquecimento adequado destes produtos
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antes do consumo séo importantes medidas de controle na prevengédo de infecgoes por E.
coli O157:H7.
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1. INTRODUCAO

As titulagdes da acidez encontram largo uso na inspegio industrial sanitdria de leite e
derivados, bem como no controle dos processos de elaboragio dos produtos, sendo a acidez
diretamente relacionada & aceitabilidade do produto. Os principais usos sio:

¢ Na verifica¢do do estado de conservagiio do leite;
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* Para julgar e regular os processamentos de produtos, como por exemplo, o queijo e o
iogurte;

* No controle da maturagio de creme para fabricagio de maniciga;

¢ Na inspegiio sanitdria.

A acidez do leite pode ser observada sob dois aspectos:

a) Acidez atual ou aparente - Corresponde ao seu pH (inverso do logaritmo da concentra-
¢4o de hidrogénio ionizado), que ¢ aproximadamente 6,6 a 6,8. O Ieite se coagula ao
alcangar um pH de 4,6 a 4.7. A acidez atual pode ser determinada com indicadores de
PH como a alizarina, a pirpura de bromocresol e aparelhos (potencidmetros). A utili-
zagdo do teste de pH na indistria ldctea é problemdtica. A medigio do pH em
aparelhos, no ritmo da recepedo na plataforma apresenta dificuldades especiamente no
verdo. Durante o transporte ¢ comum a separagido de matéria gorda na superficie do
leite, 0 que ocasiona a formacgio de uma pelicula oleosa sobre o eletrodo, isolando-o ¢
impedindo seu funcionamento. Nestas circunstancias, os eletrodos devem ser lavados
com soluciio detergenie, mas esta manipulagio constitue um obstdculo para o bom an-
damento do trabalho. A medigdo colorimétrica ¢ mais rdpida, mais simples e menos
onerosa, porém ndo apresenta a precisio descjada. Os valores do pH, no entanto, sdo
mais significativos que. os valores da acidez tituldvel no que se refere a estabilidade
do leite.

b) Acidez real ou tituldvel - Ocorre devido ao poder de combinagio com uma base ¢ que
nos laticinios se apresenta sob dois aspectos diferentes:

2. A acidez expressa em écido ldtico. Exemplo: a acidez medida em graus Dornic
(que ndo pode ser confundida com teor de dcido ldtico);

3. A quantidade de solugdo alcalina titulada que se consome para alcangar a neutra-
lizagio dos dcidos presentes, observado pelo ponto de viragem do indicador.
Exemplos: os indices de Reicheri-Meissl, de Polenske ¢ a acidez da matéria gor-
da.

No primeiro caso, a titulagio se faz com o NaOH, empregando solugées tituladas que fa-
cilitam a conversdo do resultado em seu equivalente de dcido ldtico, segundo a reagio
quimica abaixo.

NaOH + CH;CHOHCOOH -, CH;CHOHCOONa + H,O
(40 g/mol) (90 g/mol) (112 g/mol) (18 g/mol)

Desta equivaléncia de pesos para completar a reagio, concluimos que
1 litro de solugdo de NaOH N neutraliza 90 g de acido latico

I litro de solugao de NaOH N/9 neutraliza 10 g de acido litico
1'ml de solugdo de NaOH N/9 neutraliza 0,01 g de deido latico
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Em 10 ml de leite, cada 0,1ml de solugido de NaOH gasto representa 0,001g de dcido ldtico
€, portanto, se gastamos 2,5ml desta solugao, significa que nesta amostra de 10ml de leite
neutralizam 0,025g de dcido ldtico e, consequentemente, 100ml de leite correspondem a
0,25g. Logo, a porcentagem de dcido litico pode ser obtida através da divisdo do numero
de ml de NaOH N/9 por 10 = 2,5/10 = 0,25g% de dcido litico. Logo, 1°Dornic. corres-
ponde a 0,01 % de dcido Ildtico no leite analisado

2. CONSIDERAGOES SOBRE A ACIDEZ

2.1 ORIGEM E DESENVOLVIMENTO DA ACIDEZ DO LEITE

O leite ao sair do tibere apresenta-se ligeiramente dcido (acidez natural). Isto se deve, em
parte, a alguns de seus componentes, tais como caseina, fosfatos, citratos, CO; etc., e tam-
bém a reagdo interna que ocorre durante a titulagao com solugéo alcalina.

Esta acidez ligeira, normalmente compreendida entre 15 a 18°Dornic é denominada aci-
dez tituldvel inicial ou natural. Representa simplesmente a capacidade tampao do leite,
pois ¢ dada pela quantidade de solugdo alcalina necessdria para elevar o pH desde seu
valor inicial de 6,8 até 8,3, ponto final da capacidade indicadora da fenolftalcina. Os tam-
poes ndo sdo mais do que solugdes que resistem a variagdes no pH quando se adicionam a
estas solugdes pequenas quantidades de dcidos ou bases, sendo componentes fundamentais
de todos os seres vivos. Os componentes responsaveis pela acidez natural do leite sdo:
caseina (2/5 da acidez), fosfatos, citratos e CO, entre outros sais e gases (2/5 da acidez) e
reagdo interna que ocorre durante o processo de titulagdo (1/5 da acidez). Esta reagao in-
terna ocorre da seguinte forma:

Ca(H,PO,), +  2NaOH o CaHPO, + Na,HPO4 + 2H,0

(acida) (alcalina) (neutra) (neutra)
3CaHPO, - Ca,(PO,), + H,PO,
(neutra) (precipita) (acida)

A medida que o leite vai envelhecendo, hé tendéncia de aumento da acidez proveniente do
desdobramento da lactose em dcidos, dos quais o mais importante € o dcido lético, resul-
tante da multiplicacio da flora bacteriana, comum no leite. Neste fendémeno, influem
consideravelmente os cuidados de higiene e temperatura aplicados durante a obtengéo,
manipulag@o e conservagao do leite. A sua conservagao em baixas temperaturas (2 a 5°C)
paralisa a multiplicagio bacteriana e, conseqiieniemente, o aumento da acidez sem, porém,
diminui-la. A pasteurizagdo, por sua vez, desiréi os germes causadores da acidez. Este
aumento da acidez ¢ denominado acidez tituldvel adquirida, e serve para avaliar o estado
de conservagio do leite.



Rodrigues et al .. Acidez do leite 66

O RIISPOA (Brasil, 1980) considera normal o lcite cuja acidez inicial somada i acidez
adquirida esteja compreendida entre 15 e 18°Dornic. Um leite fora do padrio estabelecido
¢ considerado anormal e, portanto, impréprio para o consumo e para a industrializagio,
conforme preconiza a legislagio em vigor,

2.2. CONSIDERACOES PRATICAS NA TITULACAO DA ACIDEZ DO LEITE

2.2.1 Variagdes naturais da acidez do leite

As seguintes causas, entre outras, fazem variar a acidez natural ou inicial do leite (ver
item 2.1 para as causas de acidez adquirida).

2.2.1.1 Raga

Existem ragas que produzem leite com acidez muito elevada, chegando a atingir 23°D ao
sair do ibere. Inclusive, certos exemplares da raga Jersey podem produzir leite com acidez,
natural de 21 a 23°D, dependendo da riqueza em composigio;

2.2.1.2 Periodo de lactacdo

O colostro possui acidez elevada. Geralmente a acidez miixima ¢ registrada no produto da
primeira ordenha pos-parto com valores médios de 31 a 51°D. Apos quatro dias a acidez
praticamente atinge o normal, sendo que, em primiparas, este periodo pode ser mais pro-
longado. Durante o decorrer da lactagdo os valores sio relativamente constantes no mesmo
animal, registrando-se pequenas variagdes em animais.

2.2.1.3 Alimentagao

Existem estudos que procuram avaliar alguma possivel interferéncia da alimentagio,
principalmente a silagem sobre a acidez natural do leite. Sabe-se no entanto que os produ-
tos dcidos da forragem ndo sio eliminados pelo leite e sim pela urina, deduzindo-se
portanto pela pequena possibilidade de interferéncia da alimentagio sobre a acidez do
leite. Sommer & Hart (1921) em um experimento cldssico forneceram até 120 ml de dcido
sulfurico concentrado misturado a racdo de cada animal, numa tentativa de se verificar
alguma interferéncia na acidez do leite. Os resultados nao mostraram modilicagoes signi-
ficativas na acidez natural do leite, no PH ¢ no tempo de coagulagio. Porém, animais em
processo de acidose podem apresentar uma aumento da acidez tituldvel do leite.

2.2.1.4 Mamite

O dbere infeccionado apresenta alteragio na composigio do leite produzido, com a ten-
déncia da mesma em aproximar-se i composi¢do do sangue. O contetido de sodio no
sangue ¢ maior do que o de potdssio. O sangue apresenta um pH de 7,3 a 7.5 e um teor de
cdlcio menor que no leite. Logo o leite de vacas mamiticas possui maior teor de sédio,
menor concentragio de potdssio, cdlcio e fosforo, um pH maior ¢ consequentemente, uma
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menor acidez tituldvel. Somente em poucos casos, quando os microrganismos envolvidos
sdo produtores de dcidos, que as infecgdes do ubere podem provocar o aparecimento do
leite com menor pH e maior acidez tituldvel.

2.2.1.5 Composicao

Normalmente o aumento ou a diminui¢io do extrato seco trazem o aumento ou diminuigio
correspondentes da acidez nawral do leite.

2.2.1.6 Leite com alta acidez natural

Dordevic (1969) relata o fato observado em algumas fazendas iugoslavas, onde as vacas,
temporariamente davam leite com alta acidez natural tituldvel. A acidez em alguns estibu-
los era tdo alta que as cooperativas se recusavam a receber o produto, fato esse observado
também em nosso pais.

Essa anomalia verificada naquele pais durava aproximadamente 3 a 4 semanas, o leite
continha teores mais elevados de gordura, proteina, cinzas, cdleio, fosforo e solidos nio
gordurosos, nio mostrava dependéncia entre a acidez natural tituldvel e o pH, e somente
10% das amostras se coagulavam na prova do dlcool a 75%. O aparecimento desse tipo de
leite ocorreu no periodo pos colostro, sendo época de outono em uma fazenda e inicio do
inverno em outra. Pelas observagoes o autor concluiu que a alta acidez natural se devia a
acio conjunta de alguns fatores, dos quais o periodo de lactagio era 0 mais importante no
caso, enquanto que a alimentagio e a estagdo do ano atuavam como fatores complementa-
res.

As pesquisas sobre o aparecimento desse leite nos primeiros meses da primavera na Unido
Soviética conduziram a hipétese de que a alta acidez natural tituldvel seria provocada pela
deficiéncia das vitaminas A e D, o que levaria a trocas mais vagarosas no organismo ¢ a
formagio de maior quantidade de fosfatos primdrios no leite, que influenciariam na acidez.
O problema em nosso meio deve ser avaliado, tendo em vista os graves entraves que o
mesmo pode trazer aos produtores ¢ 4 industria. Hd de salientar a ocorréncia de algumas
interpretagdes errOneas a respeito, onde o leite procedente de animais com infecgdes de
tibere, nao suportando as provas do dlcool ou do alizarol, ¢ por vezes condenado como de
alta acidez (o leite em tal situagdo, normalmente apresenta reagio alcalina).

E importante também lembrar o fato de que o leite com alta acidez natural nem sempre é
considerado indesejdvel para a industrializagdo, pelas caracteristicas de composi¢io do
mesmo.

2.2.2 Variacoes da acidez decorrentes de adulteragao

2.2.2.1 Adigao de agua

A acidez do leite diminui proporcionalmente ao volume da dgua adicionada. Portanto,
depois de cada determinagéo, o bequer deverd ser lavado com dgua e colocado em lugar
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proprio para secar, evitando o uso de €opos com dgua remanescente. Enxugar com toalhas
ou panos ndo ¢ aconselhdvel, por se admitir a possibilidade de contaminagéo por eles.

2.2.2.2 Desnate
O desnate ou adigéo de leite desnatado ndo fazem variar a acidez.

2.2.2.3 Adigao de solugdes preparadas
Varia de acordo com a acidez da solugdo utilizada

2.2.2.4 Adigao de neutralizante
A adigdo de neutralizante ao leite abaixa a acidez, podendo até tornd-lo alcalino.

2.2.3 Variagoes da acidez decorrentes da técnica

2.2.3.1 Quantidade e forga do indicador

A titulagdo do leite difere das titulagdes comuns de dcidos com dlcalis em outros trabalhos
de quimica. Nos trabalhos comuns, a quantidade de indicador nido interfere. No leite, o
indicador hd de ser medido, dada a grande importancia da quantidade utilizada.

Sabe-se que grande parte dos componentes do leite se encontra em estado de dispersio
coloidal. Este estado apresenta considerdvel poder de ofuscar o ponto de viragem do indi-
cador fenolftaleina. A viragem s6 se torna perceptivel no leite, depois de alcangada certa
intensidade da cor rdsea (Tab. 1).

Por razdes de ordem pritica utiliza-se 1ml da solugio a 0,5% de fenolftaleina em dlcool a
50%. Se por um lado as quantidades pequenas dio resultados imprecisos, hd inconvenien-
tes em se usar grandes quantidades do indicador, dado o seu volume. Por isto, utiliza-se 1
ml, quantidade razodvel e capaz de garantir resultados uniformes.

2.2.3.2 Ponto de viragem

Quando uma solugéo diluida de um écido forte ¢ titulada com um alcalino isento de carbo-
nato usando a fenolftaleina como indicador, um ponto de viragem ¢ finalmente atingido,
no qual a adigdo de uma gota a mais de alcalino provoca a mudanga da solugdo de incolor,
para uma cor rosea.

Tabela 1 Ponto de viragem perceptivel na titulagiio da acidez do leite utilizando vari-
as concentragdes de fenolftaleina.

Fenolftaleina 2 0,5% em 10 Acidez expressa em % de

ml de leite dcido ldtico pH para ponto de viragem
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1 gota 0,192 8,87
0,10 ml 0,177 8,71
0,25 ml 0,168 8,52
0,50 ml 0,163 8,48
0,75 ml 0,158 8,38
1,00 ml 0,153 8,28
1,50 ml 0,150 8,26
2,00 ml 0,148 8,20
2,50 ml 0,145 8,12
3,00 ml 0,143 8,10
3,50 ml 0,140 8,08
4,00 ml - 0,138 8,06

Fonte: Ling (1949)

A viragem ¢ siibita, dependendo de pequena quantidade da solugdo alcalina. Na verdade, o
leite muda da cor branca opalescente, através de uma sequéncia cromatica que vem desde
uma résea clara até o aparecimento de uma cor rosea forte.

Tabela 2 Interpretagio de resultados de valores do pH ¢ da acidez do leite

ACIDEZ %
pH DORNIC (°D) INTERPRETACAO DE RESULTALDOS
66-68 15-18 Leite normal (fresco)

269 <15 Leite do tipo alcalino: leite de vaca com mamite, leite do
final da lactagiio, leite de retengdio, leite fraudado com
agua.

6,5-6,6 19-20 Leite ligeimmente acido: leite do principio da lactagdio,
leite com colostro, leite em inicio do processo de fermen-
tagio.
64 +20 Leite que nilo resiste ao aquecimentoa 110°C

63 22 Leite que niio resiste ao aquecimento a 100°C

6.1 224 Leite que nido suporta a pasteurizagio a 72°C

52 55-60 Leite que comega a flocular i temperatura ambiente

6.5 9-13 Soro de queijo

Essa dificuldade se contorna colocando o leite no bequer a ser titulado e, tdo logo chegue a
tltima gota de solugdo alcalina que fez a mudanga da cor, suspender a adigdo do dlcali
imediatamente. Esta cor deverd permanecer por algum instante. Para facilidade de verifi-
cagio da mudanga da cor, pode-se comparar o leite que acaba de ser titulado com o
restante da amostra que se encontra no frasco.
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Alguns operadores tém dificuldade em deter mudanga de cor durante as titulagdes. Nestes
casos, torna-se preferivel fazer um padrio de cor e continuar a adigdo do dlcali até as duas
cores se igualarem. Todas as titulaghes do leite sio traduzidas para a mesma cor do pa-
dréo, que ndo estando em uso deverd ser conservado ao abrigo da luz.

Deve-se notar que a provisio do padrio de cor é tio importante quanto a adogio de uma
quantidade convencional de indicador.

2.3 PROVAS DA ACIDEZ DO LEITE

2.3.1 Provas por titulagio com hidréxido de sédio:

As provas por titulagoes de leite se baseiam nos mesmos principios, diferindo apenas nas
quantidades de amostra utilizada ¢ na concentragio da solugdo titulada que se emprega. As
buretas devem ser verificadas e as titulagdes devem ser feitas partindo sempre do ponto
0" no aferimento da bureta. Preferimos usar um pequeno copo para receber o leite em
prova ¢ observar a viragem por cima. A solugdo titulada deve ser cuidadosamente vertida
e, ao final da prova, gota a gota até apresentar ligeiro tom rdseo persistente. As solugdes
tituladas de NaOH devem sempre ser tratadas com as medidas de seguranga contra o
enfraquecimento decorrente da precipitagdo de sais.

As provas por titulagdes mais empregadas sio:

2.3.1.1 Processo Dornic:

* Indicador: Solugio de fenolftaleina a 0,5% em dlcool a 50% (1 ml) ou 2% em dlcool a
50% (5 gotas);

* Solugdo titulada: NaOH N/9;

* Resultado: 1°Dornic corresponde a 0,01% de dcido ldtico.

2.3.1.2 Processo Soxhlet-Henkel:

¢ Indicador: solugio de fenolftaleina a 0,5% em dlcool a 50% (2,5 ml);

* Solugdo titulada: NaOH N/4;

¢ Resultado: em 50 ml de leite, o nimero de ml de solugdo de NaOH N/4 gasto e multi-
plicado por 2 expressa graus de acidez Soxhlet-Henkel (ou SH) em 100 ml de leite.

2.3.1.3 Processo Thorner
* Indicador: Solugdo de fenolftaleina a 0,5% em dlcool a 50% (0,5 ml);
* Solugio titulada: NaOH N/10;

* Resultado: Tomando 10 ml de leite, o nimero de ml de NaOH N/10 gasto, multiplica-
do por 10 fornece: graus de acidez Thorner em 100 mi de leite.
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Devido a problemas surgidos na maior ou menor dilui¢do do leite, a conversao de resulta-
dos da acidez obtida por um processo em resultados de acidez por outro processo, nao é
recomendada quando se procuram dados precisos. No entanto para entendimento, princi-
palmente de pesquisas realizadas em paises que adotam diferentes técnicas de andlises, a
conversdo de valores pode ser feita (como por exemplo, cada °SH corresponde a 0.0225 %
de dcido ldtico em média).

2.3.2 Métodos rapidos

2.3.2.1 Papéis indicadores

Sobre cada lado de um papel hé tragos de substincias indicadoras que, pela mudanga
da cor, indica o grau de acidez do leite.

Acima ou abaixo do trago encontram -se faixas com a cor do indicador que correspon-
dem aos graus de acidez 15°D; 20°D ¢ 24°D.

Submergindo este papel durante um curto prazo no Ieite, depois de retirado e escorrido,
faz-se a leitura do resultado.

Este processo ndo proporciona resultados de grande precisio.

2.3.2.2 Prova de Fervura

Pequena quantidade de leite € aquecida em um simples tubo de ensaio, em chama ténue
ou banho-maria.

O leite néo suporta a fervura e coagula quando tem mais de 25°D.

A coagulagio verificada ndo se deve, entretanto, somente & acidez.

2.3.2.3 Prova do Alcool

Colocar 5ml de leite e 5ml de dlcool a 68% (v/v) em um tubo de ensaio ¢ agitar vigoro-
samente. O leite normal desliza em ténue camada uniforme ao longo da parede interna
do tubo.

O leite 4cido, acima de 20°D, pelo contrério, deixa floculos mais ou menos espessos de
cdsco-albumina precipitada.

Quando o dlcool estd em solugio superior a 68% ou contém restos organicos, a flocula-
¢o inicia-se em acidez mais baixa, por exemplo, 19, 18, 17°D ou menos.

Esta prova é considerada apenas complementar no Regulamento de Inspegao Oficial.

O teor de cdlcio e de deido citrico do leite fazem variar os resultados desta prova, bem
como os da prova de alizarol.

O 4leool etilico, quando acrescentado ao leite, promove uma desidratagiio parcial ou
total de certos coldides hidrofilos, podendo haver perda de equilibrio ¢ conseqiente flo-
culagao.

O leite anormal flocula nesta prova e ndo tem resisténcia térmica. Conseqiientemente,
existe um paralelismo entre a resisténcia ao aquecimento ¢ a estabilidade em presenga
do dlcool.
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¢ Geralmente, para leites a serem esterilizados a concentragio da solugio alcodlica utili-
zada ¢é de 72%.

2.3.2.4 Prova do Alizarol de Morres

¢ Esta prova consiste em uma combinagio da prova do dlcool e do indicador de alizarina
parda (dioxiantraquinona).

¢ A solugao ¢ preparada dissolvendo-se 0,2 gramas de alizarina em 1.000 ml de dlcool a
68% (720ml de dlcool a 95% mais 280ml de dgua destilada). Agitar bem, deixando em
repouso durante 12 horas ¢ depois filtrar em papel filtro. Esta solugao deverd apresen-
tar uma cor vermelho-tijolo. Caso ndo apresente, adicionar algumas gotas de NaOH
N/10 até que adquira tal coloragio antes de ser usada, ou acertar a solugio para pH 7,0.
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1. INTRODUCAO
O leite ¢ um fluido bioldgico onde a composigdo em gordura, proteina, lactose, sais mine-
rais e dgua variam de acordo com cada animal. A qualidade de composi¢iao nem sempre ¢
a melhor medida de se verificar a "pureza do Ieite”. A adigio de dgua ao leite é fato reco-
nhecido mundialmente como fraude e altera sua qualidade e aceitagio pelo consumidor.
Esta prélica existe em proporgoes varidveis de acordo com a regido ¢ mesmo de acordo
com o grau de conscientizacao do produtor rural.

Visando a eliminagéo deste tipo de problema, caminhos alternativos sdo utilizados, dentre
os quais inclui-se a aplicagio de penalidades aos infratores. Evidentemente, para caracteri-
zar a [fraude, hd necessidade da existéncia de provas laboratoriais que sejam precisas,
rdpidas e eficazes, além do custo reduzido por andlise. O método disponivel atualmente
para verificacdo de aguagem, que mais se enquadra nas caracteristicas citadas ¢ o método
de determinagdo da temperatura de congelamento do leite, ou seja, do indice crioscopico
do leite (também conhecido como depressdo do ponto de congelamento - DPC).

A determinagio do indice crioscopico do leite ¢ um método usado internacionalmente ¢ é
aceito legalmente como indicador de fraude do leite por adigdo de dgua. Os valores do
indice crioscopico ém relagoes fisiologicas bem estabelecidas. Para uma vaca produzir
leite, a "pressdo osmatica” ou “balango idnico” do leite deve ser similar a do sangue. Como
a pressao osmatica do sangue bovino varia dentro de uma faixa extreita de valores, conse-
qiientemente acontecerd 0 mesmo com balanco idnico do leite (que estd relacionado com
os valores de indice crioscdpico).

2. PRINCIPIOS DE CRIOSCOPIA

A dgua pura congela a 0°C. Com a adigiio de qualquer substancia solivel, haverd uma
diminuigao da temperatura de congelamento. Esta ¢ a razdo pela qual solugbes salinas
congelam a temperaturas mais baixas do que a dgua pura. O equilibrio osmatico do leite é
balanceado de acordo com a pressdo osmdtica do sangue do animal. Portanto, quando a
fragdo soliivel do leite se altera (lactose ¢ sais minerais), ocorre 0 mesmo com o indice
crioscdpico. Em vacas com mamite, por exemplo, a diminui¢do da lactose ¢ compensada
por um aumento na concentragio de sais, razdo pela qual o leite apresentard sabor salgado
mais pronunciado.

Assim, o indice crioscopico ¢ dependente do mimero de moléculas ou ions dissolvidos,
conforme expressa a equagdo de Raoult:

AT=Km

Onde: AT = indice crioscopico



Cad. Téc. Esc. Vet. UFMG, n.13, p.73-83, 1995. 75

K constante da depressio molal para solugio aquosa ideal

(1,86)

]

m molalidade da solugio aquosa

O leite ¢ uma solugdo aquosa complexa ¢ a Ici de Raoult pode ser usada para cdlculos
grosseiros da relagdo da concentragdo dos constituintes do leite e o indice crioscdpico. O
efeito das proteinas, que estdo no estado coloidal, e da gordura, que estd no estado de
emulsio, sobre o indice crioscdpico do leite é considerado nulo.

Entretanto, apesar do indice crioscopico do leite ser uma "constante fisioldgica”, nao si-
gnifica que ndo ocorram variagoes. Algumas vezes, pesquisas realizadas sobre o assunto
nem sempre sio compardveis, devido ao ndo registro e observancia de fatores como: tipo
de amostra, tipo de ordenha, por¢io da ordenha, raga, estagio do ano, condi¢des climdti-
cas, tempo de lactagio, téenica de amostragem, informagoes estatisticas ¢ metodologia
utilizada. As condigdes de produgio em diferentes paises também sdo importantes para a
determinagio do indice crioscopico do leite. Outro fator extremamente importante é a
utilizagdo da escala Hortvet ou da escala Celsius. Quando o tipo de escala ndo ¢ levado em
consideragio, as comparagoes de resultados podem ser questiondveis (Buchberger, 1994).

3. RELAGAO ENTRE RESULTADOS DE INDICE CRIOSCOPICO
NAS ESCALAS CELSIUS E HORTVET

Quando Hortvet (1921) fez seu trabalho original, ele utilizou um termémetro calibrado
pelo United States Bureau of Standards para determinar o ponto de congelacio de solu-
¢oes de sacarose a 7% e 10%. O objetivo era utilizar estas solugdes como pontos de
referéncia para calibragio de outros termdmetros crioscipicos. Os valores obtidos com
essas solugoes foi de —0,42°C (sacarose a 7%) e —0,62°C (sacarose a 10%). Entretanto, foi
descoberto recentemente que os pontos reais de congelamento siio ~0,408°C (solugiio a 7%
de sacarose) e —0,600°C (solugdo a 10%). Convencionou-se, entio, pelos resultados de
Hortvet, denominar esta escala como Escala Horrvet. Portanto, a solucdo de sacarose a
7% congela-se a -0,408°C (—0,422°H) ¢ a de sacarose a 10%, a —0,600°C (-0,621°H).

Quando se trabalha com o crioscdpio Hortvet ou com a escala Hortvet, os dados obtidos
poderdo ser convertidos para a escala Celsius através da formula usada pela Federagio
Internacional de Laticinios:

°C = 096418 x “H + 0,00085

Uma férmula simplificada foi apresentada por BROUWER (1981), onde:
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°C = 0,9656 x °H

Esta observagio ¢ de importancia fundamental pois, em algumas pesquisas publicadas, os
valores de crioscopia sdo apresentados na escala Celsius, quando na verdade o crioscopio
foi calibrado na escala Hortvet, o que pode levar a falsas interpretagoes. Isto ocorre na
legislagdo de alguns paises, inclusive a brasileira, quando valores de crioscopia sio citados
na escala Celsius tomando por base resultados de pesquisa baseados na escala Hortvet.

Os valores de crioscopia legalmente aceitos no Brasil sdo de -0,55 + 0,01, sendo que, para
o leite tipo C, podem variar de -0,53 a —0,56 (Brasil, 1980; Circ./DILEI n. 001/86, do
Diretor da Divisdo de Inspegio de Leite e Derivados para Del. Fed. de Agricultura).

4. INDICE CRIOSCOPICO DO LEITE DE ALGUMAS ESPECIES
Os valores de indice crioscopico de algumas espécies como a caprina, ovina, bovina e
bubalina sdo semelhantes. Para cabra, sdo encontrados valores de —0,531 a —0,558°C; para
ovelha, variam de —0,555 a —-0,575°C; o leite de bufala tem valores de crioscopia de —
0,524 a -0,544°C ¢ o leite humano, de —0,531 a -0,586°C (Alkanhal, 1993, Joint
IDF/ISO/AOAC Group E 37, 1983).

5. ALGUNS FATORES QUE PODEM AFETAR O INDICE CRIOS-
COPICO DO LEITE BOVINO

5.1 RACA DA VACA

Apesar de Hortvet ter concluido em seu trabalho original que a raga do animal néo influ-
encia sobre o indice crioscipico do leite, trabalhos mais recentes apresentam pequenas
variagoes decorrentes deste fator (Tab. 1).

Tabela 1 Valores médios do indice crioscopico de amostras de leite bovino de diferen-
tes racas.

Raga Niimero de amostras Indice criosedpico (°C )
Holstein 665 -0,526
Jersey 606 -0,530
Guernsey 664 -0,531
Brown Swiss 351 -0,529

Avyrshire 377 -0,527
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Fonte: Sato et al. (1957)

5.2. ESTAGIO DE LACTACAO

O colostro apresenta menor indice crioscdpico do que o leite normal, podendo variar de —
0,551 a -0,561°C. Mudangas da composigao do leite durante o periodo normal de lactagio
podem influenciar a crioscopia do leite. Porém, fatores como alimentagdo, dgua ingerida,
temperatura etc. parecem ser de maior importincia durante os diferentes estdgios de lacta-
¢do. Isto ocorre devido ao equilibrio osmdtico que se processa fisiologicamente para
balancear a mudanga de composigio nos diferentes estigios.

5.3 ESTACAO DO ANO

Apesar de pequenas variagdes decorrentes deste [ator, pode-se suspeitar que tais variagdes
sejam resultado de outras interferéncias, como alimentagio e fornecimento de dgua.

Em trabalhos realizados no hemisfério norte, valores mais baixos de indice crioscopio sio
observados no inverno em relagdo ao verdo. Tais diferengas sio observadas também no
Brasil, com tendéncia oposta, pois no inverno do hemisfério norte a temperatura é muito
baixa ¢ a alimentacio ¢ estabulada.

5.4 ALIMENTACAO

Mudangas no indice crioscopico de leite poderdo ocorrer como resultado de uma subali-
mentagdo. Em geral, alimentagdo com maior propor¢do de grios resulta em valores de
indice crioscopico mais elevados do que alimentagio feita com volumosos e pastagem.

Nao hd dividas de que vacas subnutridas produzirio leite com indice crioscopico mais
elevado. Como exemplo, valores de crioscopia tio altos quanto —0,483°C jd foram encon-
trados em vacas subalimentadas com batatas de baixa qualidade. Inclusive, em alguns
locais onde ocorre subnutrigio severa, espera-se valores de crioscopia mais elevados para
leite ndo fraudado.

H4 indicagtes de que, quando ocorre a transigdo para pastagens com baixo contetido de
fibra bruta e baixa relago carboidratos digestiveis:energia e em dietas equilibradas, valo-
res mais baixos de crioscopia serdo encontrados (Wiedemann et al., 1993a,b; Joint
IDF/ISO/AOAC Group E 37, 1983). Grandes variagoes na ingestio de minerais também
podem afetar a crioscopia do leite. De qualquer forma, a alimenta¢do pode estar associada
a outros fatores, como estado de satide e ingestdo de dgua, na alteragdo da crioscopia do
leite.

5.5 CONSUMO DE AGUA

VariagOes na pressao osmotica do sangue irdo resultar em variagoes no indice crioscopico
do leite produzido. Uma unica ingestdo de grande quantidade de dgua ird resultar em
diminuigdo da pressdo osmotica sanguinea. Evans & Johnson (1978), citados por Joint
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IDF/ISO/AOAC (1983), demonstraram que vacas que tiveram acesso i dgua somente por
30 minutos a cada 24 horas tiveram leite com valores de crioscopia alterados. Os valores
normais de crioscopia eram de —0,528°C; quando o acesso foi restringido, o leite apresen-
tou valores de crioscopia em torno de -0,563°C. Quando os animais ingeriram dgua, o
indice crioscopico atingiu —0,512°C.

Os resultados de pesquisa mostram que, havendo suspeita de que o rebanho tem acesso
restrito 4 dgua ou se as amostras de leite sdo obtidas durante periodos de seca, os resulta-
dos de crioscopia devem ser analisados e interpretados com cuidado.

5.6 ORDENHA DA MANHA E DA TARDE

Alguns trabalhos publicados mostram variagio na crioscopia de leite produzido em dife-
rentes ordenhas, com valores mais altos na ordenha da manha (Tab. 2). Uma tinica
explicagdo para esta diferenga ¢ dificil de ser encontrada. No entanto, parece que cerlos
metabolitos no sangue do animal podem alcangar baixas concentragdes na ordenha da
manha o que poderia influenciar nos valores de crioscopia. Existe uma relagdo entre esta
diferencga de crioscopia em diferentes ordenhas e a ingestio de alimentos que regulam o
nivel de metabdlitos no sangue. Portanto, ¢ razodvel acreditar que o hdbito alimentar diur-
no das vacas ¢ a principal causa das diferencas em indices crioscdpicos das ordenhas da
manha e da tarde.

Tabela 2 indice crioscopico do leite de algumas ragas, associado as ordenhas da ma-
nhi e da tarde

raca Indice crioscopico (°C)

Manha Tarde
Jersey -0,529 -0,532
Guernsey -0,530 +0;531
Holandesa -0,524 -0,526

Fonte: Mitchell (1986)

5.7 CLIMA

Pela andlise das pesquisas publicadas, parece haver uma relagdo direta entre temperatura
ambiente ¢ indice crioscopico do leite. A amplitude das variagdes de crioscopia é geral-
mente pequena e provavelmente de importincia somente em climas tropicais e
subtropicais. Em locais de clima temperado, mudangas no manejo do rebanho podem ser
de maior importancia do que efeitos climdticos diretos.

5.8 LEITE DE DIFERENTES QUARTOS

Os quartos do 1ibere sdo fisiologicamente e anatomicamente separados. A composi¢io do
leite de diferentes quartos pode diferir substancialmente se a ordenha nio for simultinea.
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Entretanto, desde que todos os quarios estejam sadios ¢ que seja utilizada ordenha mecéni-
ca simultanea, a composi¢io do leite serd idéntica em todos eles, acontecendo o mesmo
com o indice crioscopico.

5.9 MASTITE

Em animais com mastite o leite tem composigio alterada. Porém, a relagdo entre mastite e
indice crioscapico € objeto de investigagdo. O leite do quarto com mastite subclinica nao
apresenta diferenca de indice crioscopico do leite obtido de quartos sadios. Entretanto, o
indice crioscopico serd mais baixo quando a secregio ldctea estiver visivelmente anormal,
decorrente de mastite clinica. Neste caso, a secre¢io estd tio alterada que ndo pode ser
considerada leite.

5.10 ORDENHA MECANICA

Possivelmente, o “estresse [isico” do leite obtido na linha de ordenha ndo terd influéneia
sobre o indice crioscopico. Entretanto, existe a possibilidade de dgua residual ou de con-
densacio adicionada ao leite néo intencionamente.

5.11 ACIDEZ

Na acidificagdo do leite, uma molécula de lactose ¢ desdobrada em quatro de dcido ldtico.
Ocorre, por isso, um aumento do nimero de particulas dissolvidas que abaixa o indice
crioscapico.

O padrio britinico (Joint IDF/ISOJAOAC Group E 37, 1983) estipula que, se a acidez do
leite estiver na faixa de 18 a 30°D, podera ser usado um fator de corre¢ao de 0,0034°C
para cada °D acima de 18. a

5.12 EFEITO DO PROCESSAMENTO

O calor aplicado na pasteurizagio, na esterilizagdo e noutros processamentos comerciais
pode afetar a precipitagio parcial de sais, enquanto tratamentos a vdcuo podem influenciar
o indice crioscdpico do leite pela remogido de parte ou totalidade dos gases dissolvidos. Os
resultados de pesquisa ndo sdo conclusivos, porém hd uma tendéncia de elevagdo dos valo-
res de indice erioscopico quando o leite sofre aquecimento (valores aproximando de zero;
portanto, apresentando suposta aguagem). Esta modifica¢io ocorre mais fregiientemente
no leite esterilizado, sendo que, no leite pasteurizado, nao ¢ significativa (Tab. 3).

O congelamento do leite nio deve afetar o indice criosedpico, desde que todo o leite seja
descongelado e bem misturado antes da tomada de amostras. Porém, se ndo houver des-
congelamento total, os valores de crioscopia das dilerentes {ragoes serdo diferentes. A
primeira fragao transformada em gelo terd indice crioscopico proximo a —0,470°C, en-
quanto que a tltima o terd proximo de -0,660°C. No descongelamento, a primeira por¢io
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terd indice criosedpico de aproximadamente =0,650°C ¢ na iiltima parte descongelada,
cerca de —0,210°C.

Tabela 3 Influéncia do aquecimento no indice crioscopico do leite

Tipo de leite °H C Autor
Cru -0,535 -0,517 Fonseca et al., 1992

Pasteurizado HTST -0,532 -0514

Pasteurizado LTLT -0.532 -0514

Esterilizado UHT (aquecimento indire- -0.530 -0512

10) i !

¢ Kessler, 1984

Cru 0,526

Esterilizado UHT (quecimento direta) -0.517

Esterilizado UHT (aquecimento indire- -0,523

10)

O Ieite desnatado e o creme (ém praticamente o mesmo indice crioscdpico do leite integral,
pois o teor de gordura nio afeta tal indice. Em processamentos que levam & formagio de
dcido ldtico a partir da lactose, 1ém-se um menor valor de crioscopia (afastando do zero na
escala), como por exemplo, na fabricagiio de leites fermentados.

6. FONTES DE INCORPORACAO DE AGUA AO LEITE

Desde que na produgiio ¢ em todo o processamento do leite se utiliza dgua para limpeza e
higienizagio, ¢ muito dificil eliminar totalmente o problema da aguagem néo intencional.
Portanto, o ponto fundamental ¢ um projeto de instalagio adequado que permita a drena-
gem total da dgua. Em alguns casos, uma esponja pode ser usada através da tubulagio para
permiltir a retirada de dgua residual,

Eswudos 1€m mostrado que a dgua residual em ordenhadeiras ¢ tanques de resfriamento
pode influenciar o indice crioscopico do leite, sendo que a drenagem das instalagdes
constitui o fator mais importante na prevengio de uma "aguagem ndo intencional”. E
importante também prevenir a entrada de dgua proveniente de condensagio ou de vaza-
mento de resfriadores.

As principais fontes de contaminagio do leite por dgua sio:

¢ Drenagem inadequada das instalagdes antes da ordenha;

*  Vazamentos em resfriadores ou em vilvulas;

* Fala de eliminagio da dgua das teteiras apos imersiao das mesmas no interva-
lo de ordenha entre uma vaca e outra;
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p £

Entrada acidental de dgua no circuito de ordenha decorrente do acionamento
do sistema automdtico de limpeza antes do esvaziamento dos tanques ou acio-
namento errado da vdlvula de entrada.

COMO EVITAR O PROBLEMA DE INCORPORAGAO
DE AGUA AO LEITE

* Latdes e resfriadores devem ser checados para assegurar que niao hd vazamentos devido
a perfuragoes.

Em sistemas de ordenha mecanica devem ser observados os seguintes pontos:

Antes da ordenha

Drenar todas as partes do cirenito e acessorios;

Se possivel, evitar a conecgio do sistema de ordenha diretamente a um supri-
mento externo de dgua com a utilizagio de uma vilvula simples. Se isto
ocorrer, deve-se verificar o funcionamento sob pressao do vidcuo;

Se houver lavagem de teteiras e juntas por sistema de refluxo, deve-se ter
certeza que a vélvula esteja funcionando corretamente (checar sob agio do vi-
cuo), para que a dgua nao entre na linha do leite.

Durante a ordenha

Enxugar cuidadosamente os tiberes das vacas apos a lavagem, utilizando toa-
lha de papel limpa;

Se as teteiras estiverem imersas em uma solugiio sanitizante no intervalo de
uma vaca para a oultra, sacudi-las bem para remover o excesso de dgua.

Apos a ordenha

Drenar todo o leite proveniente do sistema para o tanque limpo ¢ sanitizado,
verificando se o mesmo estd totalmente seco; v

Desviar o fluxo de liquido do tanque antes de iniciar a limpeza e higienizagio
do sistema;

Assegurar que o sistema de limpeza dos tanques ndo possa ser acionado aci-
dentalmente enquanto o leite estiver armazenado.

8. ESTIMATIVA DA AGUA ADICIONADA AO LEITE

A quantidade de dgua adicionada pode ser estimada desde que o indice crioscdpico do leite
nao fraudado seja conhecido. Infelizmente, hd uma pequena variagio biolégica na crios-
copia do leite e deve-se ter cuidado na interpretagio de resultados para o cilculo de
aguagem. Entretanto, ¢ possivel acessar a probabilidade da presenga de dgua externa no
leite total de um rebanho. Deve-se observar que o desenvolvimento de acidez poderd influ-
enciar os resultados, abaixando os valores de crioscopia.
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Como exemplo, uma pesquisa feita pela “United Kingdom Milk”, usando niveis de confi-
anga de 90% para delinir os limites mais baixos de crioscopia de leite auténtico, mostra
que:

a) ndo mais que 5% das amostras de leite poderio ter indice crioseopico acima de -0,516°
C (-0,534°H);

b) ndo mais que 0,6% das amostras de leite poderio ter indice criosedpico acima de 0,513
°C (-0,529°H);

¢) ndo mais que 0,1% das amostras de leite poderio ter indice criosedpico acima de -0,508
°C (-0,525°H).

Deduz-se portanto deste exemplo que amostras de leite apresentando indice crioscopico
acima de ~0,508°C (valor mais proximo do zero na escala de lemperatura), serio suspeitas
de fraude por adigio de dgua. E quanto mais o indice criosedpico se aproximar de zero,
maior serd a probabilidade de aguagem do leite.

A [6rmula mais encontrada na literatura para estimar a dgua adicionada ao Ieite ¢ a se-
guinte:

LN
A=

X (100 - EST)
T

T = valor padrao,
T = valor encontrado
EST = extrato seco total

Quando o padrio -0,55° (padrio brasileiro) ¢ usado, os resultados serdo maiores em cerca
de £ 3% em comparagao ao padrio -0,53° de outros paises (a citacio Celsius da escala
legal corresponde tecnicamente 4 escala Hortvet — ver item 3).
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1. INTRODUCAO

O leite ¢ um alimento de grande valor nutritivo, fornecendo ao homem macro e micronu-
trientes indispensdveis ao seu crescimento, desenvolvimento ¢ manutengio da satide (Gurr,
1992). Como fonte de proteinas, lipides, carboidratos, minerais ¢ vitaminas, o leite torna-
se¢ também um excelente meio para o crescimento de vdrios grupos de microrganismos
desejdveis ¢ indesejdveis. Estes germes contaminantes podem causar alteracoes [lisico-
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quimicas e organolépticas, problemas econdmicos, de saude ptiblica ¢ limitar a durabilida-
de do leite e de seus derivados.

A contaminagio do leite inicia-se nas fazendas, durante ou apos a ordenha, sendo resulta-
do de deficiéncias da higienizagio do meio ambiente ¢ dos utensilios ¢ de doencas do
rebanho ¢ do homem. As dificuldades de transporte ¢ as falhas durante os processos de
beneficiamento e estocagem do leite também podem interferir na sua qualidade. O controle
deficiente em qualquer uma dessas etapas pode causar sérios problemas. Para evitar estes
riscos, o leite deve ser obtido de forma hi gicnica, resfriado ¢ rapidamente transportado até
a usina de beneficiamento, onde o produto deve ser submetido a tratamento térmico.

Com o objetivo de garantir um produto com qualidade, tanto sanitdria, organoléptica ou
nutricional, vdrios métodos de tratamento térmico foram propostos desde o final do sécu-
lo.passado. Entretanto, em fungio de problemas observados em relagio as perdas
nutricionais ¢ a ineficiéncia dos processos frente & climinagdo de patdgenos de importancia
em saude publica, os equipamentos e os processos de pasteurizacio foram aperfeicoados,
sobretudo em relagdo ao binémio temperatura-tempo. Duas combinagoes sdo recomenda-
das: pasteurizagio lenta em tanque a 63°C por 30 minutos (Low temperature long time -
LTLT) e 72°C por 15 segundos (High temperature short time - HTST). Sistemas conven-
cionais HTST tém sido empregados utilizando-se lemperaturas superiores ds combinacaes
minimas de temperatura-tempo para reduzir mais pronunciadamente a carga microbiana e,
portanto, aumentar a vida de prateleira do leite.

Apesar da evolugdo dos equipamentos de tratamento térmico, vdrios produtores tém intro-
duzido no mercado brasileiro leite integral pasteurizado pelo método lento (62-65°C por
30 minutos), em “banho-maria”, na propria embalagem em que é comercializado. Adicio-
nalmente, vdrios estados brasileiros nio possuem ainda normas e padroes para o leite
submetido a este processamento, dificultando a inspe¢io do produto. Torna-se necessdrio,
portanto, avaliar este tipo de processo para assegurar a qualidade do produto para o con-
sumidor.

2. HISTORICO DO PROCESSO DE PASTEURIZACAO

O processo de tratamento térmico conhecido atualmente como pasteurizagdo, com o objeti-
vo de conservar alimentos, foi desenvolvido no século passado pelo cientista francés Louis
Pasteur. Entre os anos 1866 ¢ 1876, o pesquisador constatou que fermentagdes anormais
do vinho e da cerveja eram impedidas apos um aquecimento até 60°C, o que interferia com
o crescimento e o desenvolvimento de microrganismos responséveis pela alteragao.

A pasteurizagio do leite foi realizada pela primeira vez por Soxhlet, na Alemanha, em
1880 (Harvey & Hill, 1967), porém, segundo a Society of Dairy Technology, teria ocorrido
em 1891. O primeiro pasteurizador foi fabricado na Alemanha em 1882. Nesse equipa-
mento, o leite era aquecido a 74-77°C por tempo nio definido. Em 1885, o leite
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pasteurizado jd era comercializado na Dinamarca ¢ na Suécia ¢, em 1893, nos EUA. Em
1890, surgiu o pasteurizador dinamarqués do tipo "[lash” em que o leite era aquecido a
80°C por tempo nio determinado. Em 1909, foi introduzido o pasteurizador tubular, sendo
atualmente mais utilizado por industrias que fabricam iogurte. Em 1923, surgiu o pasteu-
rizador a placas, sendo o tipo mais usado atualmente, principalmente devido a grande
economia de energia por ele proporcionada. Na década de 40, apareceu o pasteurizador
elétrico doméstico, sendo empregado para o tratamento érmico lento do leite (62-65°C/30
minutos), principalmente em dreas rurais.

Nos ultimos anos, outro equipamento de pasteurizagio lenta surgiu no Brasil. Trata-se de
um tanque contendo dgua aquecida, a gds ou eletricidade, em que o leite empacotado é
mergulhado e submetido ao tratamento térmico lento (62-65°C por 30 minutos), utilizado
inicialmente para pasteurizagio de leite de cabra (Capistrano, 1989).

Rapidamente, a pasteurizagao difundiu-se por todo o murdo fornecendo ao coméreio um
produto de maior durabilidade e garantindo a seguranga dos consumidores ao adquirirem
uma alimento que nio oferecia riscos a saide. Estes fatos foram comprovados com o des-
envolvimento de pesquisas cientificas durante o século XX e, associados a crescente
necessidade de fornecimento de um alimento rico a uma populagio mundial aumentando
em progressdo geomélrica, impulsionaram o emprego em larga escala do método de pas-
teurizagao do leite.

3. DEFINIGAO E OBJETIVOS DA PASTEURIZACAO

A pasteurizagio do leite ¢ um processo de tralamento térmico visando a eliminagio de
todos os microrganismos patogénicos e grande parte da flora banal, sem alteragdo das
caracteristicas fisico-quimicas ¢ organolépticas normais (Brasil, 1980). O Regulamento da
Inspegio Industrial e Sanitdria de Produtos de Origem Animal (RIISPOA) estabelece o uso
de dois tipos de pasteurizagio: (1) lenta ou LTLT, na qual o leite ¢ aquecido a 62-65°C por
30 minutos; (2) rdpida ou HTST, em que o leite € aquecido a 72-75°C por 15 a 20 segun-
dos.

Este bindmio temperatura-tempo objetiva a destrui¢do dos patdgenos mais termorresisten-
tes (Mycobacterium tuberculosis, Coxiella burnetti, Brucella e, mais recentemente,
Listeria monocytogenes), sem afetar o equilibrio dos componentes do leite. Além de tor-
nar-se indeuo a satde publica, o leite pasteurizado pode ou ndo conter enzimas naturais ou
de origem microbiana, que alteram o sabor e odor do produto.

Os efeilos da pasteurizagdo sobre os diferentes constituintes do leite e microrganismos
variam de acordo com as associagoes temperatura-tempo (Fig. 1). Este diagrama determi-
na os pontos criticos para a pasteurizagao adequada do leite. Acima da “linha do creme”
podem ocorrer alteragoes nos componentes do leite, sendo refletidas pela alteragdo do seu
valor nutritivo (Schaafsma, 1989). A zona neutra estabelece os limites da combinagdao
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lemperatura-tempo de exposigao do leite capazes de destruir os microrganismos patogéni-
cos, sem afetar a sua composi¢io. O niimero de combinagoes lemperatura-tempo ¢ infinito,
entretanto o método de pasteurizagio do leite deve empregar uma correlagio temperatura-
lempo com uma margem de Seguranga para alcangar os objetivos citados,

4. EQUIPAMENTOS DE PASTEURIZACAO

4.1 APARELHOS DESCONTINUOS

Sio tanques individuais com capacidade variando de 200 a 2.000 litros e destinados a
pasteurizagiio lenta do leite. Hd uma lamina interior de ago inoxiddvel para aquecer o leite
¢ manté-lo & temperatura ¢ lempo necessdrios a pasteurizagio ¢ posterior resfriamento
parcial. O espago entre a lamina interna ¢ a parede externa forma uma camisa onde circula
0 meio aquecedor ou resfriador. Um agitador ¢ instalado para favorecer o aquecimento
uniforme. O termometro ¢ o termdgrafo registram a temperatura, controlando o processo.
Este sistema possui vantagens como simplicidade e facilidade de limpeza ¢ manutencio da
composigao original do leite, conservando intacta a linha do creme. Mas também apresen-
ta inconvenientes como: ocupa muito espago, lentidio do processo, possibilidade de
oxidagdo de vitaminas, desenvolvimento de termofilos e, principalmente, o grande consu-
mo de energia. E mais recomendado para pequenas usinas que trabalham menor volume
de leite.

4.2 APARELHOS CONTINUOS

4.2.1 PASTEURIZADOR PARABOLICO

Internamente, tem o formato de uma pardbola, sendo um conjunto de dupla parede. Um
agitador vertical gira em alta velocidade e langa o leite contra as paredes, aquecidas a
120°C pelo vapor presente na camisa aquecedora, que sai entio i temperatura de 80°C,
Estes pasteurizadores nio sio mais utilizados devido ao grande consumo de energia,
aquecimento desigual (feito somente em uma das faces da camada liquida) e superaqueci-
mento do leite, provocando alteragdes em sua composigdo, estrutura ¢ caracteristicas
organolépticas. Apresenta ainda as desvantagens de maiores perdas por evaporagio (£2%),
nio havendo etapa de resfriamento no proprio pasteurizador.

4.2.2 PASTEURIZADOR DE TAMBOR

Surgiu apés o anterior, com al gumas modificagoes. O recipiente possui forma de tambor ¢
o agitador foi substituido por um tambor rotatorio aquecido interiormente. O leite também
circula de baixo para cima, passando pela camada de 5-8mm, onde ¢ aquecido homogene-
amente, havendo troca de calor com o vapor nas duas superficies. Este lipo também se
tornou ultrapassado devido & possibilidade de super ou subaquecimento para grandes vo-
lumes de leite.
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4.2.3 PASTEURIZADOR A PLACAS

Atualmente ¢ o mais utilizado pelas industrias de laticinios. Apresenta facilidade de ope-
ragdo, limpeza e inspegdo e grande economia de energia, proporcionada pela se¢io de
recuperagio de calor. O leite cru ¢ bombeado do tanque de equilibrio e enviado & se¢io de
recuperacao de calor, onde circula em contra-corrente, entre as placas, em espago de 3mm
de espessura, com o leite recém-pasteurizado, trazendo economia de energia para a indus-
tria. A seguir, o leite cru pré-aquecido a 39-50°C ¢ desviado para a padronizadora
centrifuga que ajusta o teor de gordura. Logo apds, o leite volta ao pasteurizador, onde
entra na segio de aquecimento e circula, entre placas, em contra-corrente com dgua quen-
te. As placas de ago inoxiddvel siio justapostas e promovem turbuléncia uniforme do leite
que tem todas as suas particulas aquecidas. A temperatura do leite atinge 72-75°C e é
mantida por 15 a 20 segundos, quando o leite passa pela se¢ao de retardamento. Entdo, o
produto pasteurizado passa pela seg¢io de recuperagio de calor, circulando em contra-
corrente com o leite cru que entra no aparelho, pré-aquecendo-o e sendo pré-resfriado. O
resfriamento ¢ completado quando o leite pasteurizado passa pelas segoes de reslriamento,
circulando em contra-corrente com dgua [ria e gelada, tendo no final do processo tempera-
tura proxima de 4°C. O sistema possui grande seguranga, proporcionada por dispositivos
que controlam o circuito. A vilvula de desvio de fluxo s6 permile que o leite aquecido
passe para a se¢do de recuperagéo de calor quando a temperatura e o tempo de pasteuriza-
¢io forem atingidos, caso contrdrio, ¢ desviado para o tanque de equilibrio. Além disso, os
termoregistradores permitem o adequado controle das varias operagoes.

4.2.4 PASTEURIZADOR TUBULAR

E utilizado para tratamento térmico mais elevado que 75°C e, portanto, pouco aplicdvel ao
leite de consumo. E usado em algumas indistrias que fabricam iogurte, proporcionando
maior viscosidade ao produto. Por ser desprovido de juntas de borracha, pode resistir a
pressdes mais elevadas. E mais caro e possui melhor rendimento caldrico. Possui tubos
concéntricos que formam uma camisa de 5-6mm de espessura. O leite circula no tubo
central em contra-corrente com o fluido aquecedor que circula na camisa.

4.2.5 ESTASSANIZADOR

E um tipo de pasteurizador tubular em que o leite passa por uma camada menor que 1 mm
de espessura e ¢ aquecido a 73-74°C em um segundo.

4.3 EFICIENCIA DA PASTEURIZACAO

As caracteristicas ideais de um pasteurizador devem assegurar uniformidade do tratamento
térmico, sem causar alteragoes fisicas, quimicas, sensoriais ou nutricionais ao leite; ser de
fdcil instalagio, higienizagio e inspegio; ocupar menor espago fisico; ser econdmico, ofe-
recendo o mdximo de recuperagio de calor possivel.
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A eficiéncia do processo de pasteurizagio estd relacionada com a destruigdo de quase toda
a flora banal do leite e de 100% da flora patogénica, sem alteragoes de composicio, equili-
brio fisico-quimico, sabor ¢ odor do produto.

No Brasil, alguns pesquisadores tém estudado a eficiéncia do processo de pasteurizagio do
leite, baseando-se na redugio da flora mesofilica. Nascimento (1982), ao estudar a efici-
éncia da pasteurizagio rdpida de 30 amostras de leite, em Joio Pessoa (PB), observou uma
taxa de 98,21% de eficiéncia. Barros et al (1984), ao avaliarem a taxa de redugdo microbi-
ana em 47 amostras de leite pasteurizado tipo C, verificaram uma eficiéncia de 99,78%.
Nader Filho et al (1988) e Ajzental ( 1990), ao realizarem estudos semelhantes em 20 e 41
amostras de leite, verificaram taxas de 99.35% ¢ 98,71%., respectivamente.,

Alguns fatores podem interferir na eficiéncia da pasteurizacio do leite. Dentre eles, desta-
cam-se:

4.3.1 QUALIDADE MICROBIOLOGICA DO LEITE CRU

A obtengio higiénica do leite e, posteriormente, cficientes manipulagio, resfriamento e
transporte ai¢ o local de beneficiamento sio fatores essenciais na manutengio de boa qua-
lidade microbioldgica do leite cru, interferindo decisivamente na qualidade e vida util do
leite pasteurizado. Além disso, o tipo de flora do leite cru ¢ muito importante para a efici-
¢éncia da pasteurizagio. O Ieite pode sofrer contaminagdo com bactérias termoduiricas
esporuladas como Bacillus cereus ¢ B. subtilis, termofilas ou termoduiricas como certas
espécies de Streptococcus ¢ Lactobacillus ¢ termodiiricas como Micrococcus e Microbac-
terium (Frazier, 1976). Esta contaminagio reduz a eficiéncia do processo, pois estes
microrganismos sdo altamente resistentes is lemperaturas elevadas, nio sendo destruidos,
principalmente quando presentes em grande mimero. Geralmente, nio se multiplicam as
temperaturas de pasteurizagiio, mas sobrevivem, podendo multiplicar ¢ deteriorar o leite
pasteurizado, mesmo resfriado, porque algumas espécics, além de termodiricas, sio tam-
bém psicrotroficas, crescendo de 0 a 30°C ¢ preferencialmente a 20-21°C. O tratamento
térmico de pasteurizagio aplicado ao leite nio climina completamente a sua flora. Ocorre
uma diminuigio drdstica do nimero de microrganismos, proporcional 4 eficiéncia do pro-
cesso, em escala logaritmica. Portanto, o leite pasteurizado pode apresentar variagoes na
populagdo bacteriana, devido a qualidade do leite eru (contaminagdes apos a ordenha e md
conservagdo); a problemas durante a manipulagio ¢ o processamento ou a contaminagoes
apos a pasteurizagio. No tltimo caso, pode-se destacar a presenca de bactérias do grupo
coliforme, associada a falhas de higiene ou tecnologicas ¢ de psicrowrdficos, principalmen-
te do género Pseudomonas (Borges et al, 1 978; Rowe & Gilmour, 1985; Tuohy et al, 1991;
Reinheimer, 1993).

4.3.2 EFICIENCIA DO MANEJO E DO TRATAMENTO TECNOLOGICO
DO LEITE

Os tipos de processamento ¢ a marca dos equipamentos utilizados, os cuidados operacio-
nais e os métodos de limpeza e sanitizagao sdo fatores que vém sendo aperfeicoados e,
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recentemente, com o surgimento do conceito de controle de qualidade total, tornaram-se de
grande importdncia sanitdria e econdmico-social. Dentro do programa HACCP (Hazard
analysis critical control points), todas as etapas de produgio do leite, desde a ordenha até
a comercializagio, incluindo o beneliciamento, devem ser monitoradas, visando maior
eficiéncia do processo e garantia de um produto final de qualidade superior.

4.4 ALTERACOES FiSICO-QUIMICAS DO LEITE DECOR-
RENTES DO PROCESSO DE PASTEURIZACAO

Por menos drédstica que seja a pasteurizagdo, hd sempre ligeira preciptagdo do cdlcio idnico
¢ diminuigdo da acidez tituldvel pela redugao do CO,. O tratamento (érmico também altera
a estrutura globular das proteinas, afetando mais as proteinas do soro do que as casei-
nas.Esta desnatura¢io ndo compromete a digestibilidade enzimdtica. Com relagdo as
vitaminas, hd grande redugdo das vitaminas B e C, havendo menor problema com relagio
a vitamina C, pois a sua principal fonte na alimentagio ¢ o leite. A diminuicio de lisina,
devido & reagdo de Maillard, ndao reduz marcadamente o seu valor bioldgico porque este
aminodcido estd presente em excesso no leite. Hd também desnaturagio de enzimas como
fosfatase alcalina, lipase enddgena, aldolase e amilase. As enzimas peroxidase, ribonuclea-
se e fosfatase dcida sdo dotadas de maior resisténcia térmica. Com relagio aos minerais,
alguns como cdlcio e zinco podem sofrer alteragoes na sua estrutura quimica. Hd perda de
15% dos fosfatideos, lecitina e colesterina. A perda destes microconstituintes ¢ maior
quanto mais drdstico for o tratamento térmico. Em geral, a pasteuriza¢io compromete
menos a disponibilidade destes nutrientes do que a esterilizagdo convencional (115°C por
10 minutos) ou a esterilizagdo UHT (Ultra-hight temperature, 135°C por 2 a 5 segundos),
conservando melhor vdrias propriedades nutritivas do leite.

A preservagio dos componentes do leite durante o processo de pasteurizagio ¢ de grande
importéncia para manter suas principais qualidades nutricionais. Além disso, o leite possui
propriedades “protetoras” em relagdo ao trato gastrointestinal, ds doengas Oseeas
(principalmente a osteoporose), as cdries dentdrias, 4 hipertensao, a alguns tipos de cincer
e as doengas corondrias.

4.5 CARACTERISTICAS MICROBIOLOGICAS E FiSICO-
QUIMICAS

As caracteristicas microbioldgicas do leite cru ou pasteurizado sdo evidenciadas por pro-
vas laboratoriais que incluem: contagem de microrganismos mesofilos aerdbios, contagem
de microrganismos psicrotroficos, pesquisas de coliformes fecais e totais e pesquisa de
germes Gram-negativos.

As caracteristicas fisico-quimicas do leite cru ou pasteurizado sao evidenciadas por provas
laboratoriais que determinam: densidade, teor. de gordura, extrato seco total, extrato seco
desengordurado, acidez e indice crioscdpico. Pesquisas complementares também podem
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ser realizadas, como detecgio de inibidores, conservantes, reconstituintes e andlise de
sedimentos.

No Brasil, o leite pasteurizado tipos A, B ¢ C apresentam qualidade [isico-quimica oscilan-
te, havendo grandes variagoes entre as regides em que ¢ comercializado. Grande mimero
de amostras fora dos padrées oficiais também tem sido verificado por trabalhos de pesqui-
sa jd publicados.
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