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Resumo da obra

Um dos paréametros de qualidade mais importantes de um alimento envolve as
caracteristicas microbioldgicas, sendo necessario que critérios de avaliacdo sejam
claramente estabelecidos. Os novos critérios que definem a aceitabilidade de um lote ou
processo, denominados de padrdes microbioldgicos, passaram a vigorar no dia 23 de
dezembro de 2020, de acordo com os atos normativos da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA). Nesse sentido, o presente trabalho visa contribuir para a
interpretacédo dos atos normativos vigentes relacionados aos padrdes microbiolégicos de
alimentos.
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1 INTRODUCAO

Um dos parametros de qualidade mais importantes de um alimento envolve as caracteristicas
microbioldgicas. A avaliacdo microbiologica de um produto fornece informacdo que permite avalia-lo
guanto as condi¢cdes de processamento, armazenamento e distribuicdo para o consumo, sua vida util e
guanto ao risco a saude da populacdo (FRANCO; LANDGRAF, 1996).

A ingestdo de alimentos ou agua contaminados pode levar ao desenvolvimento do que
conhecemos como Doengas Transmitidas por Alimentos (DTA) (MALACRIDA et al., 2017; MELO et al.,
2018), cujos principais sintomas sao: nauseas, vomitos e/ou diarreia, dependendo muito do agente
etiologico envolvido. Os principais agentes etioldégicos sdo bactérias, toxinas, fungos, virus, prions,
agrotoxicos, produtos quimicos, metais pesados e parasitos (WELKER et al., 2010).

No Brasil, os 10 agentes etioldgicos mais identificados em surtos de DTA no periodo de 2009 a
2018 foram: Escherichia coli (24%), Salmonella sp. (11,2%), Staphylococcus aureus (9,5%), coliformes
(6,5%), norovirus (3,6%), rotavirus (3,3%), Shigella (3,0%), Bacillus cereus (2,6%), Clostridium
perfringens (1,7%) e virus da hepatite A (1,2%) (BRASIL, 2018).

Para que a analise microbiologica seja conduzida de forma que os resultados obtidos permitam
um julgamento correto do produto analisado, é necessario que critérios de avaliacdo sejam claramente
estabelecidos. Esses critérios sdo definidos de modo a permitir uma avaliacdo segura e valida,
relacionada a seguranca que o produto oferece para o consumidor (FRANCO; LANDGRAF, 1996).

Os novos critérios que definem a aceitabilidade de um lote ou processo, denominados de padrées
microbioldgicos, passaram a vigorar no dia 23 de dezembro de 2020, de acordo com 0s atos normativos
da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), compostos pela Resolugéo de Diretoria Colegiada
n° 331/2019, a qual estabelece os padrbes microbiolégicos para alimentos e sua aplicacdo, e pela

Instrucdo Normativa n° 60/2019, que estabelece as listas de padrées microbioldgicos para alimentos.
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Portanto, foram revogadas a Resolucao de Diretoria Colegiada (RDC) 12/2001 (antiga RDC de
padrbées microbiolégicos para alimentos), a RDC 275/2005 (antiga RDC de parametros microbiologicos
para dgua mineral) e o artigo 10 da RDC 182/2017 (padré&o microbioldgico para 4gua adicionada de sais).
Em 2020 e 2021, a Instrucdo Normativa (IN) 60/2019 foi alterada pela Instrucdo Normativa - IN 79 de
15/12/2020, pela RDC 459 de 21/12/2020 e pela IN 110 de 01/12/2021.

As legislacdes aplicadas a vigilancia e controle de alimentos tém papel fundamental de organizar,
disciplinar e controlar todo o conjunto de requisitos utilizados para garantir a elaboracéo de alimentos
seguros (RIO GRANDE DO SUL, 2017).

As atualizacbes recentes dos atos normativos relacionados aos padrées microbiolégicos
consideram as inovacdes no setor de alimentos, a relevancia da convergéncia regulatéria com diretrizes
internacionais, a importancia da inclusao de critérios de seguranca para patégenos emergentes, além da
remocao das inconsisténcias existentes das categorias de alimentos da antiga legislacdo (PEROTTO et
al., 2021).

Nesse sentido, a cadeia produtiva de alimentos € responsavel por assegurar, durante todo o prazo
de validade, que os alimentos cumpram com os padrdes microbioldgicos estabelecidos pelas novas
legislacdes. Assim, agroinddstrias e industrias de alimentos sdo responsaveis por realizar avaliagbes
periddicas quanto a adequacéao do processo e determinar a frequéncia das analises de controle (BRASIL,
2019a). Na esfera da fiscalizacdo sanitaria, as novas legislacdes sao utilizadas como base para acdes
de supervisao e controle de possiveis infracdes (RIO GRANDE DO SUL, 2017).

Para tanto, o presente trabalho objetivou a interpretacdo dos atos normativos vigentes
relacionados aos padrdes microbiologicos de alimentos da ANVISA, especialmente a RDC 331/2019, a
IN 60/2019 e suas alteracdes. Foram elaborados quadros de forma a facilitar o entendimento das
principais mudancas na legislagéo brasileira de padrées microbioldgicos de alimentos confrontando com
a antiga RDC 12/2001 da ANVISA.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 CRITERIOS MICROBIOLOGICOS

Critérios microbiol6gicos possibilitam analisar determinados microrganismos que estdo presentes
em um alimento, sendo fundamental para o conhecimento das condi¢cGes higiénico-sanitarias do seu
preparo, dos riscos que ele oferece a satde do consumidor e da sua vida Util esperada (DE SAO JOSE;
ABRANCHES, 2019).

O critério microbiologico deve estabelecer o alimento e os pontos da cadeia de alimentos em que
ele se aplica (matéria-prima, ingrediente ou produto final), além das medidas a serem tomadas caso o
critério microbioldgico ndo seja atendido. Em geral os padrées microbiolégicos podem ser aplicados pelas
autoridades reguladoras e pelos empresérios do setor de alimentos, para diferenciar se uma matéria-
prima, ingrediente, produto ou lote pode ser aceito ou ndo para o consumo humano (DE SAO JOSE;
ABRANCHES, 2019).

Hé 4 tipos de critérios microbiologicos:

° Sugestdes: sao utilizadas quando ndo ha padréo oficial;
° Especificacdes: tem o valor de contrato comercial;
° Limites recomendados: apresentam a faixa maxima aceitdvel de um determinado

microrganismo, sendo elaborado por instituicbes de pesquisa ou organismo regulador de reconhecida
competéncia,

° PadrBes: sdo os Unicos que tém valor legal, sendo parte de um ato normativo (DE
MASSAGUER, 2005).
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2.1.1 Padrbes microbiolégicos

Padrdes microbiolégicos definem a aceitabilidade de um alimento ou de um lote de alimento,
baseado na auséncia, presenca, ou humero de microrganismos, ou na concentracdo das suas toxinas
ou metabdlitos, por unidade de massa, volume, area ou lote (BRASIL, 2019a).

Para estabelecer um padrdo microbiologico devem ser considerados 0s seguintes itens,
isoladamente ou em conjunto:

e Determinacdo dos microrganismos de importancia a serem pesquisados;

e Métodos analiticos para a detecgéo ou quantificacdo do microrganismo de interesse;

e Planos de amostragem (para definicdo do nimero de unidades a serem coletadas e o tamanho
da unidade analitica).

e Limites microbiolégicos considerados apropriados para o alimento, de acordo com o ponto na
cadeia de alimentos;

e Estabelecimento de especificacdes de conformidade (que definirdo se o produto sera aprovado
ou reprovado) (DE SAO JOSE; ABRANCHES, 2019).

Os padrdes microbiolégicos devem incluir microrganismos relevantes, sejam eles patégenos,
indicadores ou deteriorantes. De acordo com os riscos que oferecem a saude do consumidor, sao
classificados em categorias:

e Semrisco direto a salde: microrganismos que causam apenas alteracéo nos alimentos (maioria
dos fungos e de bactérias aerébias mesdfilas);

e Risco baixo ou indireto a saude do consumidor: microrganismos indicadores (coliformes);

e Risco direto & salde do consumidor: microrganismo patogénicos (DE SAO JOSE;

ABRANCHES, 2019).

Essa ultima categoria é subdividida em trés grupos:
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e Risco direto, moderado e de difusdo limitada: engloba os microrganismos parcialmente
patogénicos e que causam doencgas brandas (Staphylococcus aureus, Clostridium perfringens tipo
A,Coxiella burnetii, Yersinia enterocolitica, Campylobacter jejuni e 0 nematoide Trichinella spiralis).

e Risco direto, moderado e de difusdo extensa: microrganismos potencialmente patogénicos, que
causam doencas mais graves em doses infectantes mais baixas (Salmonella Typhimurium, E. coli
patogénica, Shigella, Vibrio parahaemolyticus e Estreptococos beta- hemoliticos).

e Risco direto e grave: microrganismos que nédo devem estar presentes em nenhum alimento, por
serem altamente patogénicos (Clostridium botulinum, Salmonella paratyphi A e B, Salmonella
choleraesuis, virus da hepatite infecciosa e outras) (DE SAO JOSE; ABRANCHES, 2019).

Segundo De Massaguer (2005), deve-se levar em conta a lei que regulamenta o numero maximo
aceitavel de microrganismo ou tipo de microrganismo determinados por métodos prescritos em um
alimento produzido, embalado, armazenado ou importado pela area de jurisdicdo de uma agéncia
fiscalizadora.

Os critérios de avaliacao sao estabelecidos pela legislacdo de cada pais e internacionalmente, por
um programa conjunto FAO/WHO, da Organiza¢ao das Nac¢des Unidas, através da Comisséo do Codex
Alimentarius (FRANCO; LANDGRAF, 1996).

No Brasil, para alimentos prontos para oferta ao consumidor, a RDC 331/2019 da ANVISA
estabelece os padrdes microbiologicos e, de forma complementar, a IN 60/2019 da ANVISA estipula as
listas de padrdes microbiolégicos separadas por categorias especificas. Esses dois atos normativos
entraram em vigor em 23 de dezembro de 2020 (BRASIL, 2019a; BRASIL, 2019b).

Para a utilizagdo adequada de um padréo microbioldgico, € necessario que a metodologia analitica
a ser adotada seja selecionada corretamente. Muitos métodos analiticos diferentes podem ser utilizados
para a mesma determinacéo, consequentemente, a escolha do melhor método vai depender do critério
microbiolégico adotado. Por exemplo, em caso de andlise para verificar atendimento a padrao
microbiolégico legal, empregam-se métodos aprovados por 0Orgaos regulamentadores, isso ocorre

mesmo em produtos para importacao ou exportacao (FRANCO; LANDGRAF, 1996).
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Os limites microbiolégicos estabelecidos para os padrées sdo baseados em dados apropriados
para cada alimento, podendo ser aplicados a produtos similares, devem estar fundamentados em
resultados obtidos pela analise do alimento ou por lote. Neste sentido, sdo consideradas as possiveis
alteracdes na microbiota do alimento (reducédo ou aumento) durante o armazenamento e a distribuicao
(DE SAO JOSE; ABRANCHES, 2019).

O componente do padrdo microbiolégico define o nimero de unidades amostrais a serem
coletadas aleatoriamente de um mesmo lote e analisadas individualmente (n), o tamanho da unidade
analitica e a indicacdo do numero de unidades amostrais toleradas com qualidade intermediaria (c), o

gue € denominado plano de amostragem (BRASIL, 2019a).

2.2 PLANOS DE AMOSTRAGEM

O plano de amostragem inclui o procedimento de amostragem e os critérios de decisdo a serem
aplicados no lote. E baseado na anélise do nimero preestabelecido de unidades amostrais e das
unidades analiticas, sendo o tamanho definido conforme indicacdo do método. Um plano de amostragem,
guando projetado adequadamente, define a probabilidade de detec¢cdo de microrganismo em um lote ou
amostra (DE SAO JOSE; ABRANCHES, 2019).

A escolha de plano de amostragem deve considerar:

e Os riscos a saude publica associados ao perigo.

e A suscetibilidade do grupo de consumidores alvo.

e A heterogeneidade de distribuicAo de microrganismos quando se empregam planos de
amostragem variaveis.

e O nivel de qualidade aceitavel (porcentagem de umidade da amostra e ndo conformidade em todo
o lote avaliado) e a probabilidade de estatistica desejavel de aceitacdo de um lote com ndo conformidade
(DE SAO JOSE; ABRANCHES, 2019).

Na legislacdo brasileira, ha dois planos de amostragem: de duas ou trés classes. O tipo de plano

de amostragem de duas classes classifica a amostra analisada em apenas duas categorias, “Qualidade
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Aceitavel” ou “Qualidade Inaceitavel”, considerando se o resultado esta acima ou abaixo do limite
microbiolégico estabelecido (m). J& o plano de amostragem de trés classes é o tipo de plano que, com
base em um limite microbiologico "m" e um limite microbiologico "M", classifica a amostra analisada em
trés categorias, “Qualidade Aceitavel”’, “Qualidade Intermediaria” ou “Qualidade Inaceitavel” (BRASIL,
2019a).

Planos de amostragem alternativos podem ser utilizados pelos setores envolvidos na cadeia
produtiva de alimentos, caso estes fornecam protecdo equivalente, comprovada por meio de historico de
producgédo e implementacao de sistema de qualidade e seguranca de alimentos documentado e validado

(BRASIL, 2019a).

2.3 PRINCIPAIS MUDANCAS NA LEGISLACAO DE PADROES MICROBIOLOGICOS DE ALIMENTOS NO

BRASIL

Os novos padrdes microbioldgicos foram estabelecidos considerando-se:

e Presenca de microrganismos patogénicos, suas toxinas e metabdlitos de relevancia no alimento;

e Niveis quantitativos de microrganismos de interesse para verificacdo das condi¢cdes de higiene,
considerando as Boas Praticas;

e Caracteristicas intrinsecas e extrinsecas do alimento e a forma de preparo e consumo;

e Evidéncias epidemioldgicas de ocorréncia de DTA e probabilidade de presenca do microrganismo
no alimento;

e Populagéo a que se destina o alimento;

e Severidade da doenga associada ao microrganismo;

e Aplicabilidade de métodos de analise para a determinacdo dos microrganismos ou suas toxinas e
metabdlitos;

e Normas e padrdes internacionalmente reconhecidos, tais como os estabelecidos pelo Codex
Alimentarius (ANVISA, 2021).
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Os novos padrdes microbiolégicos para alimentos passaram a vigorar em 23 de dezembro de
2020. A legislagéo anterior RDC 12/2001 (BRASIL, 2001) foi revisada e atualizada, resultando em dois
atos normativos, a RDC 331/2019 (BRASIL, 2019a) e a IN 60/2019 (BRASIL, 2019b). Além disso, foram
revogadas a RDC 276/2005, que estabelecia padrdes para agua mineral natural e agua natural, e o artigo
10 da RDC 182/2017, que abordava os requisitos microbioldgicos para agua adicionada de sais.

As principais mudancas na legislacdo de padrbes microbiolégicos de alimentos envolveram:
ambito de aplicacdo e definicdes, categorias de alimentos, planos de amostragem, microrganismos
patogénicos, grupos microbianos, toxinas e metabdlitos.

2.3.1 Ambito de Aplicacdo e Definicbes

A primeira mudanca observada diz respeito ao ambito de aplicacdo dos novos atos normativos
(Quadro 2.1). A aplicacdo da RDC 12/2001 envolvia alimentos destinados ao consumo humano (BRASIL,
2001), ja os atos normativos vigentes tornam a aplicabilidade mais clara, direcionando-se a toda cadeia
produtiva de alimentos. Assim, a RDC 331/2019 e a IN 60/2019 aplicam-se a alimentos prontos para
oferta ao consumidor, ou seja, alimentos acabados na forma como serdo disponibilizados ao uso do
consumidor, produzidos por agroinddstrias, industrias de alimentos ou servicos de alimentacéo,
considerando até o ultimo dia do prazo de validade, respeitando as condi¢des de conservacédo definidas
pelo fabricante (PEROTTO et al., 2021).

Novas legisla¢6es para padrées microbioldgicos de alimentos 18



Quadro 2.1. Mudancas referentes ao ambito de aplicacéo e as definicbes da nova legislacéo de padrdes

microbiolégicos para alimentos IN 60/2019 comparativamente a RDC 12/2001.

RDC 12/2001 IN 60/2019

Alimentos prontos para oferta ao consumidor
produzidos por agroindustrias, industrias de alimentos
ou servigos de alimentagdo considerando até o ultimo
dia do prazo de validade, respeitando as condi¢bes de
conservacéo definidas pelo fabricante

Alimentos
Ambito de aplicagéo destinados ao
consumo humano

Produto | - alimento pronto para oferta ao consumidor; Il -
semielaborado e | alimento comercialmente estéril; I - alimento estavel a

Defini¢cdes alimentos temperatura ambiente; IV - alimento preparado pronto
comercialmente para o consumo; V - alimento pronto para o consumo; e
estéreis VI - alimento semielaborado?2

Fonte: Elaborado pelas autoras.

Os padrbes microbiolégicos foram estabelecidos apenas para os alimentos com uma necessidade
definida ou aplicacdo pratica. Essa necessidade € decorrente, por exemplo, de evidéncias
epidemioldgicas de que o alimento em questao pode representar um risco para a saude publica e que o
estabelecimento de um critério € necesséario para a protecdo dos consumidores, ou ainda, como
indicacdo de uma avaliacdo de risco. Também foi considerada a existéncia de método analitico oficial
para determinacéo do microrganismo ou toxina/metabdlito em questdo (ANVISA, 2021).

Os novos padrdes microbiolégicos para alimentos nao englobam ingredientes, matérias primas e
aditivos, pois ndo sdo destinados ao consumo direto do consumidor final, além de esses produtos
estarem enquadrados em legislacdes especificas (ANVISA, 2021).

O artigo 2 da IN 60/2019 apresenta novos conceitos (BRASIL, 2019b), como mostra a Tabela 1.
Também foram modificadas as definicbes de amostra representativa, cadeia produtiva de alimentos,
padrao microbiolégico, doencas transmitidas por alimentos, ingrediente, limite microbioldgico, planos de
amostragem (duas ou trés classes), embalagens (hermética e comercial) e tratamento térmico efetivo
(BRASIL, 2019b; PEROTTO et al., 2021).
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2.3.2 Categorias de alimentos

A IN 60/2019 apresenta modificacdes na descricdo dos alimentos que compdem as categorias de
grupos alimentares para enquadramento nos padrdes microbiologicos (PEROTTO et al., 2021). Com
essas modificacbes foram sanados problemas existentes na RDC 12/2001, em que um mesmo alimento
podia ser identificado em mais de uma das 28 diferentes categorias (BRASIL, 2001), fator que gerava
duvidas quanto ao estabelecimento do padrdo microbiolégico (PEROTTO et al., 2021).

Na legislacdo vigente IN 60/2019, atualizada pela IN 110/2021, constam 24 categorias gerais e
106 subcategorias especificas de alimentos, a fim de abranger o maior nimero de alimentos relacionados
(Quadro 2.2). A legislagao atual prevé ainda duas categorias adicionais, consideradas abrangentes:
“alimentos semielaborados” e “alimentos prontos para o consumo” (BRASIL, 2019b). Qualquer alimento
que atenda a definicAo de alimento semielaborado ou alimento pronto para consumo deve ser
enquadrado nessa categoria, desde que ndo se enquadre em nenhuma das categorias especificas
listadas (ANVISA, 2021).

Quadro 2.2. Mudancas referentes as categorias de alimentos da nova legislacdo de padrdes
microbioldgicos IN 60/2019 comparativamente a RDC 12/2001.

RDC 12/2001 IN 60/2019 alterada pela IN 110/2021
Mais de um alimento @ 24 categorias gerais;
Categorias de poderia ser enquadrado |® 106 subcategorias especificas de alimentos;
alimentos nas 28 categorias da ® categoria adicional de “alimentos semielaborados”;
legislacéo ® categoria adicional de “alimentos prontos para o consumo”.

Fonte: Elaborado pelas autoras.

Para produtos ndo descritos explicitamente nas categorias e subcategorias da IN 60/2019 deve
ser considerada a similaridade da natureza do alimento e do processo de fabricag&o para enquadramento

no padrao microbiolégico brasileiro (BRASIL, 2019b).
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2.3.3 Planos de amostragem

Na antiga legislacdo, havia padrées microbiologicos para amostras indicativas e amostras

representativas (BRASIL, 2001), conforme evidenciado no Quadro 2.3.

Quadro 2.3. Mudancas referentes aos planos de amostragem das novas legislacdes de padrdes
microbiolégicos RDC 331/2019 e IN 60/2019 comparativamente a RDC 12/2001.

Planos de amostragem da
RDC 12/2001

Planos de amostragem conforme

RDC 331/2019 e IN 60/2019 com alteracéo da IN
110/2021

Padrdes
microbiolégicos

Estabelecidos para planos
de amostragem indicativo e
representativo

Estabelecidos para plano de amostragem representativo a
ser seguido pelas empresas. Apenas a autoridade sanitaria
competente pode realizar a amostragem indicativa.

NUmero de
unidades
amostrais (n)

“n=5" para todas as
categorias de alimentos,
exceto para:

- algumas categorias de
alimentos com n=10 para
Salmonella;

- purés e doces em pasta
ou massa e similares com
n=2 para bolores e
leveduras

Nenhuma categoria com “n<5”
Além de Salmonella, “n>5" para outros microrganismos

- Em algumas categorias: “n=10" para L. monocytogenes
e Estafilococos coagulase positiva;

- Em algumas categorias especificas de alimentos infantis
e férmulas para nutricdo enteral: “n=30" ou “n=60" para
pesquisa de Salmonella; “n=30" para Cronobacter; “n=10"
para Enterobacteriaceae.

Fonte: Elaborado pelas autoras.

A amostra indicativa é aquela constituida por um nimero de unidades amostrais (n) inferior ao

estabelecido no plano de amostragem representativo. Para a amostra indicativa, os limites “m, M e ¢’

continuam os mesmos, o que varia é o “n” (BRASIL, 2019a).

A amostra representativa € aquela constituida por um determinado nimero de unidades amostrais

(n) retiradas aleatoriamente de um mesmo lote (BRASIL, 2019a).
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O artigo 9 da RDC 331/2019 estabelece que as empresas de alimentos devem seguir o plano de
amostragem representativo estabelecido na IN 60/2019 ou planos alternativos (Quadro 2.3), caso estes
fornecam protecdo equivalente, que deve ser comprovada por meio de historico de producéo e
implementacéo de sistema de qualidade e seguranca de alimentos documentado e validado (BRASIL,
2019a). Apenas a autoridade sanitaria competente pode realizar amostragem indicativa, conforme a
finalidade da coleta, podendo decidir sobre medidas adicionais, como coleta de amostra representativa
e/ou verificacdo do cumprimento do artigo 15 da RDC 331/2019, o qual indica que a cadeia produtiva de
alimentos deve investigar as possiveis causas dos resultados satisfatérios com qualidade intermediaria
e adotar as acdes corretivas necessarias para evitar que os resultados satisfatérios com qualidade
intermediaria voltem a ocorrer (BRASIL, 2019a; ANVISA, 2021).

Em alguns casos especiais, nos quais a combinacao alimento/microrganismo apresenta maior
risco ao consumidor ou o alimento é destinado a populagdes sensiveis (Quadro 2.3), adotou-se 0 nimero
de unidades amostrais a serem coletadas aleatoriamente de um mesmo lote e analisadas
individualmente (n) superior a 5 (ANVISA, 2021).

Foi adotado n=10 para Listeria monocytogenes em alimentos prontos para 0 consumo, destinados
a lactentes ou para fins especiais. Bem como foi adotado n=10 para Estafilococos coagulase positiva na
categoria especifica de chocolates, incluindo chocolates brancos, bombons e similares, com recheio,
estaveis a temperatura ambiente, bem como para pastas, cremes, coberturas, recheios e similares, ndo
estaveis a temperatura ambiente (BRASIL, 2019b; BRASIL, 2020c).

No caso de Salmonella, foram alterados os valores de “n” para 10 em diversas categorias gerais
de alimentos, incluindo os suplementos. Em alimentos infantis e férmulas para nutricdo enteral, o nimero
de unidades amostrais para pesquisa de Salmonella devera ser de 30 ou 60.

Adicionalmente, para a categoria especifica de “férmulas infantis em p6 para lactentes (até seis
meses de idade), férmulas infantis destinadas a necessidades dietoterapicas especificas e férmulas de
nutrientes”, o “n” adotado do plano de amostragem para Cronobacter spp. devera ser de 30.

No caso de Enterobacteriaceae, o “n” sera de 10 para “fdrmulas infantis apresentadas ou indicadas

para recém-nascidos de alto risco e outros alimentos especialmente formulados para lactentes” (BRASIL,
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2019b); bem como para a categoria especifica de formulas para nutricdo enteral em po e formulas para
erros inatos do metabolismo em p6 destinadas a lactentes de até 6 (seis) meses, conforme a recente
alteracdo da IN 110/2021 que entrou em vigor em 1° de dezembro de 2021 (BRASIL, 2021).

Importante ressaltar que para as formulas para nutricdo enteral a IN 60/2019 entra em vigor em
25 de dezembro de 2021, conforme a alteracéo da IN 79/2020 (BRASIL, 2020a).

2.3.4 Microrganismos patogénicos

A Salmonella corresponde a um género bacteriano pertencente a familia Enterobacteriaceae com
as seguintes caracteristicas: Gram negativa, anaerdbica facultativa, ndo formadora de esporos e com
formato de bastonete curto (FRANCO; LANDGRAF, 1996). E o segundo agente etioldgico mais envolvido
em DTA no Brasil (BRASIL, 2018), encontrado em muitos alimentos, incluindo vegetais, frutas e até
alimentos processados, mas os produtos avicolas como ovos e carnes de frango sdo os veiculos na
maioria dos casos de salmoneloses (PEROTTO et al., 2021).

Além da deteccao de Salmonella genérica, que devera estar ausente em 25 g ou 25 mL da amostra
analisada, a nova legislacédo inclui a identificacdo de alguns sorotipos (Quadro 2.4). Na categoria
especifica que contempla padrées microbiolégicos para carnes de aves, a IN 60/2019 estabelece a
identificacdo dos sorovares Enteriditis e Typhimurium pela relevancia em saude publica. Cabe ressaltar
que uma legislacéo anterior ainda em vigéncia, a IN 20/2016 do Ministério da Agricultura, ja estabelecia
o controle e monitoramento de Salmonella spp. nos estabelecimentos avicolas, incluindo medidas de
controle em relacdo a presenca destes sorotipos.

Para carne de suinos, de 5 amostras coletadas (n=5), aceita-se que uma Unica unidade amostral
(c=1) apresente resultado positivo para Salmonella, conforme indicado no Quadro 2.1 (BRASIL, 2019b).
Entretanto, apds a atualizacao da IN 60/2019, a RDC 459/2020 obriga a auséncia de Salmonella em 5
amostras em categorias especificas de carne suina até a adequacgéo da rotulagem contendo instrugfes

de preparo, uso e conservacao (BRASIL, 2020b).

Novas legisla¢6es para padrées microbioldgicos de alimentos 23



Quadro 2.4. Principais alteracdes na exigéncia para microrganismos em alimentos prontos para

consumo

Microrganismo
Patogénico

Padréo
microbiolégico da
RDC 12/2001

Padrado microbiol6gico da IN 60/2019 alterada pela RDC
459/2020

Salmonella spp.

N&o exigido para carne
crua de aves

- Carnes de aves: detectar sorotipos associados a DTA - S.
Thyphimurium e S. Enteriditis;

- Carnes de suinos: Salmonella spp. com plano de
amostragem n=5 e c=1 apOs adequacdo da rotulagem
estabelecido pela RDC 459/2020;

- Alimentos prontos para consumo, com excecdes e plano de

perfringens

redutores a 46°C

Listeria Somente para queijos amostragem (n=5);
monocytogenes Alimentos prontos para consumo destinado a lactentes ou fins
especiais, com plano de amostragem (n=10)
- Determinacao de Clostridium perfringens atualizada frente
Clostridium Clostridios sulfito as metodologias internacionalmente reconhecidas, exigindo

técnica de isolamento simples a 37°C. Para aguas
envasadas, determinar esporos de clostridios sulfito redutores

Cronobacter spp.

N&o havia padrao

Isolamento de Cronobacter spp. em alimentos em p6 e
formulas para nutricao enteral

Bacillus cereus

Determinacao de
Bacillus cereus

Determinacdo de Bacillus cereus presuntivo, eliminando multi
provas e condizente com metodologias internacionais

Pseudomonas
aeruginosa

Para categorias de
aguas envasadas “para
0 preparo de
mamadeiras e
similares” e “para o
preparo de alimentos
para imunodeprimidos
e imunocomprometidos
e para dietas enterais”

Para aguas envasadas na categoria especifica “agua mineral
natural, agua natural, &gua adicionada de sais e 4gua do mar
dessalinizada potavel”

Fonte: Elaborado pelas autoras.

A Listeria monocytogenes € um bacilo Gram positivo, ndo formador de esporo, anaerobio
facultativo, com crescimento na faixa de 2,5 a 44,0°C e capaz de formar biofilmes. Tem sido isolada de

diferentes alimentos, tais como leite cru e pasteurizado, queijos, carnes, pescado, produtos carneos crus
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e termoprocessados, além de produtos de origem vegetal, de origem marinha e refeicbes preparadas
(FRANCO; LANDGRAF, 1996).

Anteriormente, a legislagéo brasileira (RDC 12/2001) trazia apenas limite para L. monocytogenes
em queijos (Quadro 2.4). De forma a ampliar a seguranca e a saude publica, foram incluidos alimentos
prontos para consumo, cujo limite de L. monocytogenes é de até 102 UFC/25 g ou 25 mL em 5 amostras
do mesmo lote. Bem como, para produtos destinados a lactentes ou para fins especiais, € estabelecida
auséncia em 25 g ou 25 mL em 10 amostras do mesmo lote (BRASIL, 2019b).

Excetuam-se da necessidade de pesquisa regular de Listeria monocytogenes os alimentos que se
enquadrem em, pelo menos, uma das seguintes situacdes: | - alimentos com vida util menor que 5 dias;
Il - alimentos com pH menor ou igual a 4,4; Il - alimentos com atividade de agua menor ou igual a 0,92;
IV - alimentos com combinacdo de pH menor ou igual a 5,0 e atividade de agua menor ou igual a 0,94;
V - alimentos que tenham recebido tratamento térmico efetivo ou outro processo equivalente para
eliminacdo de L. monocytogenes e cuja recontaminacdo apos este tratamento ndo seja possivel, tais
como os produtos tratados termicamente em sua embalagem final; VI - frutas e hortalicas frescas, inteiras
e nao processadas, excluindo sementes germinadas; VIl - paes, biscoitos e produtos similares; VIII -
aguas envasadas, aguas carbonatadas, refrigerantes, cervejas, cidras, vinhos e produtos similares; IX -
acucares e produtos para adocar; X - mel; XI - chocolate e produtos de cacau; Xll - balas, bombons e
gomas de mascar; ou Xlll - moluscos bivalves vivos (BRASIL, 2019b).

A maioria das espécies que pertencem ao género Clostridium sdo anaerébios obrigatérios,
fermentativos, formadores de esporos, podendo ser meséfilos e termofilos. A maioria dos clostridios
reduz o sulfito (SO2) a sulfeto de hidrogénio (H2S) (DE MASSAGUER, 2005).

Clostridium perfringens foi responsavel por 1,7% dos surtos alimentares identificados entre 2009
e 2018 no Brasil (BRASIL, 2018). Essa bactéria ndo é capaz de invadir células, mas provoca DTA por
producéo de toxinas. E facilmente encontrado no solo, &gua, especiarias, carne bovina, suina e de aves,
bem como no trato gastrointestinal humano e de animais (PEROTTO et al., 2021).

A IN 60/2019 substituiu o parametro de clostridios sulfito redutores a 46°C por C. perfringens em

produtos carneos e preparacdes com carne (massas alimenticias frescas e alimentos semielaborados
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recheados de carne, sanduiches). Além disso, na categoria de aguas envasadas, foi incluido o parametro
de esporos de clostridios sulfito redutores (Quadro 2.4). Caso o resultado para esporos de clostridios
sulfito redutores seja "Presenca em 50 mL" de agua envasada, deve-se realizar a pesquisa de esporos
de Clostridium perfringens em 50 mL.

O género Cronobacter pertence a familia Enterobacteriaceae e é composto por sete espécies:
Cronobacter malonaticus, Cronobacter dublinensis, Cronobacter turicensis, Cronobacter muytjensii,
Cronobacter universalis e Cronobacter condimenti. Contudo, apenas as seis primeiras supracitadas
foram associadas a casos de infec¢des. Apresentam-se como bastonetes Gram negativos e possuem
flagelo peritriquio. A temperatura 6tima de crescimento varia de 37 a 44°C, tolerando uma faixa de pH
de 4,5 a 10 (IVERSEN et al, 2008).

Cronobacter spp. emergiu como perigo microbiolégico em férmulas infantis desidratadas (FID)
causando infeccbes em criangas, particularmente em neonatos de baixo peso ou imunodeficientes
(FAO/WHO, 2008). Por isso, a legislacéo brasileira exigiu um novo padrdo microbioldgico para férmulas
infantis em pé e férmulas para nutricdo enteral (Quadro 2.4), exigindo auséncia de Cronobacter spp. em
10 g de amostra (BRASIL, 2019b; BRASIL, 2021).

Bacillus cereus € um bacilo Gram positivo grande, aerébio, meséfilo, com flagelos peritriquios e
produtor de esporos. Pode causar duas formas distintas de gastrenterite: a sindrome diarreica e emética.
O solo é seu reservatorio natural contaminando facilmente vegetais, destacando-se o arroz. Pode ser em
encontrado em varios tipos de alimentos: queijos, farinhas, alimentos desidratados e carnes (FRANCO;
LANDGRAF, 1996).

Para diversos grupos alimentares a IN 60/2019 traz a indicacéo de analise de B. cereus presuntivo
(Quadro 2.4). A analise presuntiva € indicada devido as limitacfes dos testes confirmatdrios que podem
ser inadequados para discriminar claramente B. cereus de outros organismos similares ocasionalmente
encontrados em alimentos como B. thuringiensis. B. mycoides e B. anthracis. (PEROTTO et al., 2021).

A IN 60/2019 traz ainda o padrdo microbiolégico de P. aeruginosa para aguas envasadas na
categoria especifica “agua mineral natural, &gua natural, agua adicionada de sais e agua do mar

dessalinizada potavel”.
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P. aeruginosa é considerada uma bactéria saprofita que se encontra difundida na natureza,
particularmente em ambientes Umidos, sendo considerada patdgeno oportunista frequentemente
associada a casos de doencas transmitidas por aguas. E classificada como bastonete Gram negativo,
aerobio estrito, reduz o nitrato, catalase e oxidase positiva e a faixa de crescimento 6timo ocorre entre
37 a 42°C. Contagens elevadas de P. aeruginosa sao comuns em agua engarrafada porque a superficie
do plastico pode favorecer o crescimento microbiano e a formacéo de biofilmes (VASCONCELLOS et
al., 2021).

2.3.5 Grupos Microbianos

A incluséo de microrganismos deteriorantes na nova legislagéo traz beneficios quanto a avaliacédo
da qualidade de um produto. A andlise de mesofilos aerébios em alimentos também € util para a
avaliacdo da qualidade de alimentos altamente pereciveis com vida de prateleira curta, como carnes in
natura, por exemplo (PEROTTO et al, 2021). A IN 60/2019 traz indicacdo de analise de mesoéfilos

aerobios para algumas categorias de alimentos conforme indicado no Quadro 2.5 (BRASIL, 2019b).

Quadro 2.5. Grupos microbianos com modificacdes pelas novas legislacdes de padrdes microbioldgicos

de alimentos.

Padréao microbiol6gico da RDC

Grupo Microbiano 12/2001

Padréao microbiol6gico IN 60/2019

Para categorias de carnes, categoria especifica
‘produtos lacteos em pd” e para algumas
categorias especificas de alimentos infantis e
férmulas para nutricao enteral

Aerbbios mesofilos N&o havia padrbes

Apenas para frutas, produtos de
frutas e similares e para
alimentos para grupos
populacionais especificos

Bolores e leveduras Ampliado para 16 categorias de alimentos

Enterobacteriaceae ou E. coli, dependendo da
Enterobacteriaceae Coliformes a 45°C cada categoria especifica
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Estafilococos coagulase

positiva + Enterotoxina

Estafilococos , - estafilocdcica na categoria leite e derivados e
. Estafilococos coagulase positiva , oo

coagulase positiva suplementos de base lactea (retificada em

22/12/2020), sendo que a auséncia da toxina

nao exclui a presenca de estafilococos

Fonte: Elaborado pelas autoras.

Além disso, os grupos alimentares que possuem a indicacao de controle de bolores e leveduras
foram ampliados para mais de 16, enquanto a RDC 12/2001 trazia indicagao apenas de dois grupos: (i)
frutas, produtos de frutas e similares e (ii) para alimentos para grupos populacionais especificos (BRASIL,
2001; BRASIL, 2019b). A definicdo de limites para bolores e leveduras é bastante Util para alimentos em
gue ha pouca probabilidade de crescimento de outros indicadores (Quadro 2.5) devido a natureza de
fatores intrinsecos do alimento, como baixa atividade de agua ou pH, como ovos em conserva, incluidos
na nova legislacao, por exemplo (PEROTTO et al., 2021).

Uma atualizacédo relevante apresentada pelas novas legislacGes brasileiras sobre os padrbes
microbioldgicos para alimentos e agua € a substituicdo de coliformes a 45°C como indicador de higiene
por Enterobacteriaceae e ou Escherichia coli, evidenciado no Quadro 2.5 (BRASIL, 2019b).

As determinacdes analiticas de “Coliformes a 35°C” e “Coliformes a 45°C”, ndo sao mais usadas
internacionalmente, uma vez que esses testes indicam/quantificam somente 0s microrganismos que
fermentam a lactose. Aqueles ndo fermentadores de lactose ndo aparecem na determinacdo, mas podem
ter importancia sanitaria e predominar no alimento, por exemplo, Cronobacter, Shigella, Yersinia e E. coli
0157. Os coliformes nao constituem um grupo taxondmico definido, podendo incluir algumas espécies
gue fermentam lentamente lactose e que nao séo reconhecidamente coliformes, como Erwinia e Serratia,
ou espécies com linhagens capazes de perder a capacidade fermentativa da lactose, como Citrobacter,
Klebsiella e algumas cepas de Escherichia (ANVISA, 2021).

Pertencente ao grupo dos coliformes e a familia Enterobacteriaceae, a E. coli possui formato de

bacilo Gram negativo. E considerado um indicativo de presenca de contaminacao fecal, pois € eliminada

Novas legisla¢6es para padrées microbioldgicos de alimentos 28




nas fezes e disseminada a partir da excrecéo, podendo sobreviver em um ambiente hostil por até meses
(ANDRADE, 2005).

A pesquisa de bactérias do grupo Enterobacteriaceae e de E. coli fornece mais informagées como
indicadoras de seguranca e de qualidade microbiologica dos alimentos (PEROTTO et al., 2021).

E importante salientar que muitas legislacbes do Ministério da Agricultura, Pecuéaria e
Abastecimento estabelecem padrdes microbiolégicos para coliformes em produtos de origem animal.
Como exemplo, no Regulamento Técnico para Fixacdo de Identidade e Qualidade o Requeijao (Portaria
n° 359 de 04 de dezembro de 1997) ha padrbes para coliformes a 35°C e coliformes a 45°C, sendo de
carater liberatério para o lote produzido (BRASIL, 1997).

Foi mantido Estafilococos coagulase positiva como indicador sanitario com definicdo de limites de
quantificacdo para diversas categorias de alimentos descritas na IN 60/2019 (BRASIL, 2019b).
Staphylococcus aureus, um estafilococo coagulase positiva, € um agente recorrente em surtos de DTA
no Brasil, merecendo grande atencdo da cadeia produtiva de alimentos (BRASIL, 2018). Em
complementacao, foram definidas algumas categorias de alimentos em que foi estabelecido limite de
enterotoxina estafilocécica independente da quantificacdo de Estafilococos coagulase positiva (Quadro
2.5).

2.3.6 Toxinas ou metabdlitos

Uma das grandes inovacdes dos novos padrdes microbiol6gicos no Brasil € a inclusdo de padrées

para toxinas ou metabdlitos (PEROTTO et al., 2021), conforme mostra o Quadro 2.6.
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Quadro 2.6. Inclusédo de padrdes de toxinas ou metabdlitos pela nova legislacéo.

Padrédo
microbioldgico da Padréao microbiol6gico IN 60/2019
RDC 12/2001

Toxinas ou
metabolitos

Estabelecidos limites de enterotoxinas estafilocdcicas (1ng/g)

Toxina N . ~ para algumas categorias de leite e seus derivados, suplementos
S N&o havia padréo . e .

estafilococica de base lactea (retificada em 22/12/2020) e alimentos prontos

para consumo

Controle de histamina (mg/Kg) somente para peixes com elevado
teor de histidina (Carangidae, Gempylidae, Istiophoridae,
Scombridae, Clupeidae, Engraulidae, Coryfenidae, Pomatomidae,
Scombresosidae)

Histamina N&o havia padrdo

Fonte: Elaborado pelas autoras.

Em consonéancia com os critérios de seguranca adotados em regulamentos internacionais, foram
estabelecidos pela IN 60/2019 (BRASIL, 2019b) limites de enterotoxinas estafilocdcicas (1ng/g) para
algumas categorias de leite e seus derivados (Ex.: queijo, requeijdo, leite em pé, doce de leite e outros
produtos lacteos similares).

Contagem de estafilococos coagulase positiva acima de 10° UFC/g ou mL de alimento pode indicar
presenca de enterotoxinas estafilocécicas e pode provocar um quadro de intoxicacao. Essas toxinas sédo
produzidas durante a fase log de crescimento desses microrganismos, mas contagem baixa nao
assegura auséncia de enterotoxinas, uma vez que os estafilococos podem ter sido reduzidos pelo
aguecimento, mas as enterotoxinas podem ter permanecido no produto, pois sao termoestaveis. Dessa
forma, a auséncia de estafilococos ndo necessariamente esta relacionada com a auséncia de toxina no
alimento. Assim, a analise de enterotoxinas independe da realizacdo de contagem de estafilococos
coagulase positiva (ANVISA, 2021).

Por esse motivo e, considerando que o leite € um alimento propicio & contaminagdo por
estafilococos coagulase positiva devido a ordenha ou contaminacdo do Ubere das vacas, as
enterotoxinas estafilococicas foram incluidas no padrao de derivados de leite e também de suplementos

em po de base lactea, tais como whey protein (ANVISA, 2021). Com relacdo a esse ponto, a IN 60/2019
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foi retificada em 22 de dezembro de 2020, estabelecendo que a pesquisa de enterotoxinas estafilococicas
se aplica somente para aqueles suplementos de base lactea, tais como, whey protein e outros (BRASIL,
2020c).

Ainda, ha padrdo de auséncia da toxina estafilococica para suplementos de base lactea e
alimentos prontos para consumo, sendo que o limite de deteccdo do método deve ser menor ou igual a
1 ng/g (BRASIL, 2019b).

A histamina € uma amina primaria, 4(2-amino-etil) imidazol e se origina principalmente da
descarboxilagdo do aminoacido L-histidina presente na forma livre, pela atividade da enzima histidina
descarboxilase de bactérias naturalmente presente nos alimentos. Trata-se de um perigo quimico e
apresenta-se estavel a elevadas temperaturas. Essa amina € uma potente mediadora de numerosas
reacodes fisioldgicas, atuando como neurotransmissor no sistema nervoso central, e na fungéo vasoativa,
dilatando os pequenos vasos sanguineos (MOREIRA, 2018).

A intoxicacdo por histamina, também conhecida como envenenamento por escombrideos, é
atribuida ao desenvolvimento de bactérias que descarboxilam a histidina, tais como Enterobacteriaceae,
produzindo elevados niveis de histamina e outras aminas biogénicas quando o pescado nao é
imediatamente refrigerado ap6s captura. Os peixes mais susceptiveis a producdo de histamina sao
aqueles com elevado teor de histidina, pertencentes a familia Scombridae, tais como, o atum, a cavala
e o bonito, embora histidina também possa ser encontrada em peixes das familias Clupeidae,
Engraulidae, Coryfenidae, Pomatomidae e Scombresosidae (ANVISA, 2021).

A histamina é termoestavel e, se produzida na matéria-prima, nao sera eliminada pelo cozimento,
pela defumacado a quente e nem mesmo pelo processamento térmico de esterilizacdo comercial. Além
disso, os peixes podem conter niveis toxicos de histamina sem apresentar qualquer dos parametros
sensoriais habituais caracteristicos da deterioragdo (ANVISA, 2021).

O ensaio de histamina deve ser realizado em uma amostra composta por 9 unidades amostrais,
com um limite de 100 mg/Kg ou 200 mg/Kg dependendo da categoria especifica. Caso o resultado seja
superior a esse limite, deve-se analisar as unidades amostrais individualmente para verificar se alguma
delas apresenta resultado acima de 200 mg/Kg ou 400 mg/kg (BRASIL, 2019b; ANVISA, 2021).
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3 CONCLUSOES

A revisdo e atualizacdo das legislacdes sobre os padrées microbioldgicos de alimentos no Brasil
foi necessaria, especialmente devido aos processos e produtos inovadores no setor alimenticio, a
relevancia da convergéncia regulatéria com diretrizes internacionais e a importancia da inclusao de
critérios para microrganismos relevantes nas variadas categorias de alimentos.

Dessa forma, o presente trabalho contribui para facilitar o entendimento das principais mudancas
na legislacdo brasileira de padrdes microbiolégicos de alimentos. Importante para que 6rgaos
fiscalizadores e profissionais que atuam na area saibam atender e interpretar o que esta disposto nas
legislacdes vigentes visando o controle higiénico-sanitario na producdo, preparacdo e prestacao de

servigcos para a entrega de alimentos seguros a populacao.
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Resumo

Um dos parédmetros de qualidade mais importantes de um alimento envolve as
caracteristicas microbiolégicas, sendo necessdrio que critérios de avaliacdo
sejam claramente estabelecidos. Os novos critérios que definem a
aceitabilidade de um lote ou processo, denominados de padr8es
microbiolégicos, passaram a vigorar no dia 23 de dezembro de 2020, de
acordo com os atos normativos da Agéncia Nacional de \/igi|6mci0 Sanitdria
(ANVISA). Nesse sentido, o presente trabalho visa contribuir para a
interpreftacdo dos atos normativos vigentes relacionados aos podrées
microbio|égicos de alimentos.



