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CAPITULO 1

Monitoramento de perigos e pontos criticos de controle e
estimativa de riscos em uma Indiistria Mineira de pdo de queijo



1 Resumo Geral

MACHADO, Elayne Cristina Monitoramento de perigos e pontos criticos de
controle e estimativa de riscos em uma Indéstria Mineira de pdio de queijo.
Lavras: UFLA, 2001. 130p. (Dissertagio-Mestrado em Ciéncia dos Alimentos)'.

A aceitagio do pdo de queijo, além de seu consumo interno no Estado de
Minas Gerais, ganhou o dmbito nacional, levando a indistria mineira, de maior e
menor porte, a se interessar e buscar a qualidade do produto. A implantagéo de
programas que visam a obtengdo desta qualidade constitui instrumento eficiente
e quase sempre pouco oneroso, destacando-se, em funglo de sua exeqiibilidade,
o sistema APPCC, Anilises de Perigos e Pontos Criticos de Controle, e ainda a
microbiologia preditiva, através da qual se pode estimar riscos especificos de
contaminag#io. Visando estes objetivos, foi pesquisada uma Indistria Mineira de
pdo de queijo, ora designada IMpq, que colocava diariamente 61 do produto
congelado no mercado. Em uma primeira etapa, vistorias periédicas foram
realizadas, tendo em vista as préticas de producgfio voltadas ao processamento e
seu fluxo; condigdes de recep¢io, armazenagem e manejo da matéria-prima; uso
de equipamentos e utensflios; situagio de limpeza e sanificagdio e
comportamento de manipuladores. Uma vez tomado conhecimento dos Pontos
Criticos de Controle, PCC, anilise microbiolégica da superficie de
equipamentos e utensilios; dgua tratada; matéria-prima; produto intermediario e
produto final foram analisados. Examinou-se, ainda, o material clinico de
manipuladores quanto & presenga de estafilococos enterotoxigénicos.
Excetuando-se a pesquisa com manipuladores, andlises foram conduzidas, em
uma primeira etapa, de acordo com as priticas adotadas pela IMpq, ¢ em uma
segunda, apés implantagio de medidas corretivas, caso estas se tornassem
necessdrias. Quanto a estimativa de riscos especificos, massa escaldada,
homogeneizada e ndo congelada foi, de maneira individualizada,
experimentalmente inoculada com 10°, 10% e 10°UFC/g de Staphylococcus
aureus produtor de “SEA”; Salmonella Typhi e Listeria monocytogenes,
respectivamente. Uma vez inoculadas, as amostras de massa foram mantidas por
180 dias a -18°C, conforme prazo e condigdes de vida-de-prateleira estabelecida
para o pdo de queijo. Os resultados evidenciados através das vistorias de
inspecdio confirmaram a necessidade de implantagio de Boas Préticas de

'Comité Orientador: Dr® Eliana Pinheiro de Carvalho — UFLA (Orientadora)
Dr® Maria Lucia Pereira — FUNED (Co-orientadora)



Fabricagio, BPF. Matéria-prima, equipamentos ¢ utensilios e érea de produgéo
foram responsabilizados pelo maior niimero de irregularidades. Cerca de 30,7%
dos manipuladores mostraram-se portadores de estafilococos produtores de
“SEA” e “SEB”. Fécula de mandioca, leite pasteurizado tipo C, soro liofilizado
de leite pasteurizado e queijo parmesdo apresentaram contagens condenatdrias,
sobretudo de B.cereus, coliformes fecais e estafilococos produtores de
coagulase. Estes dois i1ltimos grupos de microrganismos apresentaram
populagdes elevadas no produto intermedidrio — massa homogeneizada e massa
modelada — e ainda estiveram presentes na superficie de equipamentos,
principalmente masseiras e mdquina de ralagem de queijo. Ap6és implantagio
das medidas corretivas voltadas as condigdes de estoque e manejo da
matéria-prima; adequacdio de limpeza na 4rea de produgfio; higiene e sanifica¢édo
de equipamentos; postura dos manipuladores e acertos no processamento € seu
fluxo, novo perfil microbioldgico foi observado para tedos os itens estudados.
Este conjunto de medidas, em consonincia com as BPF introduzidas e
monitoradas na IMpq, permitiuv a adequagdo da matéria-prima, produto
intermedidrio e produto final, e ainda confirmou a vida-de-prateleira do produto,
estimada em 180 dias a —18°C. Mesmo em se considerando a realidade do
tratamento térmico adicional ao qual se expde o pdo de queijo antes de seu
consumo, a sobrevivéncia das linhagens patogénicas testadas e, mais ainda, a
confirmagio de producdo de “SEA” diretamente na massa do péio de queijo
servem de alerta para o risco de contaminagfio cruzada, quer seja na prépria
inddstria, restaurantes e similares ou mesmo no ambiente doméstico.



2 General Summary

MACHADO, Elayne Cristina Dangers an control critical points monitoring
an risk estimate in a cheese-roll industry of Minas Gerais. Lavras: UFLA,
2001. 130p. (Dissertation - Master in Food Science)’.

The national popularity of the cheese-roll beyond its internal
consumption in the state of Minas Gerais has led both larger and smaller state
industries to seek improvement in the quality of the product. The
implementation of programs with a view to attaining this quality is an efficient
and inexpensive means to that end, with the HACCP system, Hazard Analysis
Critical Control Points, an outstanding example in virtue of its feasibility. To
achieve these aims, a cheese-roll industry of Minas Gerais was studied, herein
designated IMpq, produced and put on the daily market 6 ¢ of the frozen product.
At a first stage, periodical inspections were made, keeping in mind production
practices regarding processing and its flow; reception conditions, storage and
handling of raw materials; use of equipment and implements; cleaning,
sanitation, and building situation of the industry, and behavior of the food-
handlers. Once the Critical Control Points (CCP) were known, a microbiological
analysis was made of the equipment and implement surfaces, treated water, raw
material, intermediate and final product. Clinical material of the handlers, with
respect to the presence of enterotoxigenic staphylococci, was also examined.
With the exception of the research on the handlers, analyses were made, at a first
stage, according to the practices adopted by the IMpq, and, at a second stage,
after corrective measures were implanted if these proved necessary. As for the
estimate of specific risks, scalded, homogienized and non-frozen dough was,
individually, experimentally inoculated with 10, 10?, and 102UFC/g of “SEA”
producing Staphylococcus aureus, Salmonella Typhi, and Listeria.
monocytogenes, respectively. Once inoculated, the dough samples were
maintained for 180 days at -18°, in accordance with the time limit and shelf life
conditions established for cheese-rolls. The given resuits, through the periodical
inspections, confirmed the need for implanting Good Manufacturing Practices,
GMP. Raw material, equipment and implements, and the production area were
responsible for the greatest number of irregularities. About 30.7% of the

Guidance Committee: Dr* Eliana Pinheiro de Carvalho - UFLA (Major Professor)
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handlers proved to be bearers of “SEA” and “SEB” producing staphylococci.
Manioc flour, grade C pasteurized milk, liophyllous whey of pasteurized milk,
and parmesan cheese displayed unsatisfactory counts, especially of B. cereus,
fecal coliforms, and coagulase producing staphylococci. These two latter groups
of microorganisms showed high populations in the intermediate product—
homogenized and molded dough—and were even present in the equipment
surfaces, mainly the kneaders and cheese-grating machine. After implanting the
corrective measures regarding storage conditions and handling of raw material,
proper cleaning in the production area, hygiene and sanitation of equipment,
behavior of handlers, and adjustments in processing and its flow, a new
microbiological profile was observed for all the items studied. This set of
measures, together with GMP, introduced and monitored at the IMpq, allowed
for satisfactory raw materials, and intermediate and final product, as well as
confirming the shelf life of the product, estimated at 180 days at —18°C. Even if
the reality of the additional thermic treatment is considered, to which the cheese-
roll is exposed before consumption, the survival of the pathogens tested serves
as a warning of the risk of cross-contamination, in the industry itself, restaurants
and similar establishments, or even in the domestic environment.



3 Introdugéio Geral

Dentre os produtos alimenticios elaborados a partir de queijo, o pio de
queijo se destaca como aquele de maior aceitagdo popular. Desde muito,
caracteriza um habito alimentar e, mais ainda agora, havendo sido o queijo aqui
produzido tombado como patrimbnio, tornou-se o pdo de queijo signo
emblematico sécio cultural e econdmico do Estado de Minas Gerais.

Com o advento da cadeia de frios, foi viabilizada a colocagdio no
mercado, nfio apenas local, mas, de maneira mais abrangente, em todo pais, do
pdo de queijo congelado, passando a existir, a partir dai, a preméncia do
estabelecimento de perfil ou padrio do alimento em questdo, e,
conseqiientemente, a busca de controle e garantia de sua qualidade.

A formulagdo do pdo-de-queijo, até entfio de forma empirica, repassada,
portanto, de mio-a-m#o no contingente mais intimo da cozinha mineira, passou
a caracterizar uma idéia rentdvel, e, em se tratando de produto genuinamente
mineiro, foi, também aqui, que se estabeleceram as suas primeiras inddstrias.

O péo de queijo apresenta, em sua formulagdio basica, polvilho azedo ou
doce, fécula de mandioca, queijo de “meia cura”, leite, sal, ovos e 6leo.

No que concerne & escala industrial, a massa €, por etapas, elaborada a
partir do escaldamento das farinhas com mistura fervente de 4gua, 6leo e sal. A
este escaldo ¢ adicionado leite e queijo ralado para, apés, adequada
homogeneizagdio de seus constituintes, ser modelada sob a formas de bolas, as
quais, uma vez congeladas, sdio acondicionadas em embalagens plasticas e,
usualmente, postas no mercado consumidor em pacotes de 500g.

Poder-se-ia dizer que Minas Gerais comporta nimero crescente de
indastrias no género, todavia, Belo Horizonte retém aquelas marcas mais

expressivas em termos de volume de producdo.



Estas indastrias, em sua grande maioria, ja dispdem de equipamentos de
grande porte. Betoneiras, masseiras, maquinas de ralagem de queijo,
modeladoras ¢ empacotadoras foram introduzidas em decorréncia da escala de
produgiio que o produto em questdo atingiu, sobretudo a partir da década de 90.

Sob o aspecto microbiolégico, o pdo de queijo estd susceptivel a
diferentes fontes de contaminagdio, podendo-se destacar, entre os patbgenos,
Bacillus cereus, Staphylococcus aureus, Salmonella sp. e mesmo Listeria
monocytogenes, conforme proveniéncia mais provavel do polvilho, leite, queijo
e ovo.

Somando-se a estes fatores, a busca de bactérias indicadoras de higiene e
sanidade pode espelhar o processamento e seu fluxo; condi¢des de recepgio,
armazenagem e manipulagio da matéria-prima; condigdes de equipamentos e
utensilios; situagdo de limpeza e sanificagdo da indistria e, ainda, manipuladores
envolvidos na linha de produgdo. Dentre estas bactérias, podem ser citadas os
coliformes totais, coliformes fecais, bactérias aerébias mesofilas, estafilococos
produtores ou ndo de coagulase e clostridios sulfitos redutores.

Até o presente momento, n#io existem dados da literatura que
incriminem o pdo de queijo em processos de intoxicag#io alimentar. Isto pode ser
justificado pelo fato de o alimento ser submetido, antes do consumo, a
tratamento térmico adicional. Todavia, em fun¢do da presenga em sua
formulagéio de ingredientes de origem animal , queijo, leite e ovo, existe uma
possibilidade real de transferéncia microbiana de um alimento a outro por
contaminag¢io cruzada.

Com base no acima exposto, 0 presente trabalho, de forma bastante
elaborada e pormenorizada, teve como premissa a Andlise de Perigos e Pontos
Criticos de Controle, APPCC, que se realizou em uma Indistria Mineira de pdo
de queijo, entdo designada IMpq.



Este programa visa o controle dinfimico de qualidade, isto ¢, aquele que,
distintamente, ndo se atém com exclusividade ao produto acabado.

Somando-se ao sistema APPCC, realizou-se, ainda, um estudo de
microbiologia preditiva, através da qual foi modelado um experimento de
inoculagio experimental do produto intermedidrio, mantido durante 180 dias a
-18°C, com as linhagens teste S.gureus produtor de “SEA”, S.Typhi e
L.monocytogenes.

Pela modelagem experimental, baseada na confirmagio ou ndio de
crescimento e produgio de enterotoxinas das linhagens testes, tentou-se predizer
ou estimar os riscos a que pode estar exposto o consumidor.

Assim, o objetivo geral deste trabalho consistiu no diagndstico e
controle dos possiveis Pontos Criticos, PCs; seguido, caso fosse necessério, da
implantagdo e ou corregio das Boas Préticas de Fabricag#io, BPF, através de
vistorias e andlises microbiolégicas de inspego de uma IMpq.

Em paralelo, anélises microbiolégicas foram realizadas tendo em vista:

e Controle da &rea de produgio e da higienizagio dos equipamentos,
masseiras, betoneiras, miquina de ralagem do queijo, modeladora e

empacotadora;

e Controle de manipuladores quanto & presenga de estafilococos

enterotoxigénicos;
o Confirmagdo de potabilidade da 4gua usada industrialmente;
e Avaliaciio da qualidade da matéria-prima — polvilho e fécula de mandioca,

leite pasteurizado tipo C, soro liofilizado de leite pasteurizado, queijo

parmesdo e ovo liquido pasteurizado;



Avaliagdio da qualidade do produto intermedidrio - massa de pdo de queijo,

nas fases de escaldo, homogeneizagéo, modelagem e congelamento;

Avaliagdo da qualidade do produto acabado; e

Avaliagio da vida-de-prateleira do produto, estabelecida em 180 dias
a-18°C.



4 Referencial Tedrico

4.1 O piio de queijo

A origem do p#io de queijo ndo ¢ bem certa; hd suspeitas de que esta
tenha ocorrido nas regides de grande producdio leiteira e de mandioca do Estado
de Minas Gerais. Nos antigos casardes, os escravos faziam o biscoito de
polvilho, cuja formulagfio era desprovida de queijo; entretanto, acha-se que,
acrescentando-o a esta quitanda, e apés algumas modificagdes, chegou-se até a
formulaggo do pdo de queijo.

Ainda nas casas mineiras, existem quitandeiras ou mesmo donas de casa
que costumam elas proprias produzirem a massa do pdo de queijo, e foi assim, a
partir de uma receita doméstica e de uma produglio excessiva, que se iniciou a
comercializagfio do produto.

As industrias de pdo-de-queijo, em sua grande maioria mineiras, estdo
empenhadas em divulgar o produto genuinamente mineiro. Tendo estas
industrias grande éxito na comercializagio deste produto no Brasil como um
todo, viram-se diante de um grande desafio, ganhar o mercado internacional.
Para isso, algumas empresas j& se preparam, desenvolvendo embalagens mais
resistentes e se adequando as exigéncias do mercado.

O pio de queijo, hoje em dia, vem sendo consumido de vérias formas:
na mesa do café da manh#, nos lanches rdpidos dos estudantes, no
acompanhamento as refeigdes, em festas requintadas ou em reunies informais
como salgadinhos acompanhados de recheios ou patés. Este produto de
confeitaria vem h4 muito substituindo o tradicional pdo francés, uma vez que o
acesso ao pdo de queijo esté ficando cada vez mais fécil.

Este produto apresenta, em sua formulagio bésica, polvilho azedo ou

doce, fécula de mandioca, queijo de “meia cura”, leite, sal, ovos e 6leo. Existem
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diferengas entre as formulagdes; estas diferengas estdo na escolha de algumas
matérias-primas no processamento ¢ até mesmo no modo de assar.

A produgdo do pdo-de-queijo, nas industrias, envolve as etapas de
recepcdo e pesagem das matérias-primas, escaldamento, mistura, corte,

congelamento, embalagem e armazenamento.

4.2 Anilise de Perigos e Pontos Criticos de Controle (APPCC)

A abordagem sistemética sobre a seguranga do alimento foi inicialmente
desenvolvida por empresas produtoras de alimento, em conjunto com o
programa aeroespacial dos Estados Unidos, para garantir que os alimentos
preparados para os astronautas fossem seguros sob o ponto de vista sanitério
(Bryan et al. 1993).

Apés vérios ensaios, foi adaptado o conceito “Modos de falha” que
havia sido desenvolvido pelos Laboratérios Nacionais do Exército dos Estados
Unidos da América. Esse conceito baseia-se no conhecimento e experiéncias
relativos & produgio e/ou processamento do alimento, através dos quais se
poderiam descobrir falhas e como estas comprometeriam a inocuidade dos
alimentos. Com base neste tipo de analises, estas falhas, identificadas ao longo
do processo de producdio, tornaram-se conhecidas como Pontos Criticos de
Controle (PCC). O sistema de Andlises de Perigos e Pontos Criticos de Controle,
APPCC, foi desenvolvido para ser aplicado desde & matéria-prima até o
processamento como um todo, para prevenir a ocorréncia de perigos e, assim,
poder garantir a inocuidade dos alimentos.

A natureza preventiva deste sistema era, inicialmente, a de identificar
qualquer problema relacionado com a inocuidade dos alimentos, e que, estivesse
vinculado & cadeia produtiva dos mesmos. Em seguida, seriam determinados os
fatores especificos que precisavam ser controlados para evitar os problemas,

antes que eles ocorressem, e para isso deveriam ser estabelecidos sistemas que
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pudessem medir e documentar se esses fatores estavam sendo controlados
adequadamente.

Estas recomendagbes motivaram a formag¢#io de um comité composto
principalmente de microbiologistas de alimentos, que se reuniram pela primeira
vez em 1988, designado Comité Nacional de Assessoria em Critérios
Microbiolégicos para Alimentos (National Advisory Committee on
Microbiological Criteria for Foods, NACMCF).

Em 1989, foi publicado o primeiro documento tragado pelo grupo de
estudos do APPCC pela NACMCEF, intitulado “Principios APPCC para a
Producdio de Alimentos”, por meio do qual se definiu o APPCC como sendo
“um enfoque sistemético para ser usado na produgdo de alimentos, como forma
de garantir sua inocuidade”.

Apbs sucessivos estudos e diferentes interpretagdes do primeiro
documento, 0 NACMCF, em 1991, reconvocou o grupo de trabalho APPCC
para revisar o relatério de 1989. A partir dai, estabeleceram-se sete principios
para o sistema APPCC: efetuar uma anilise de perigos e identificar as medidas
preventivas respectivas; identificar os pontos criticos de controle (PCCs);
estabelecer limites criticos para as medidas preventivas associadas com cada
PCC; estabelecer os requisitos de controle (monitoramento) dos PCCs;
estabelecer agdes corretivas para o caso de desvio dos limites criticos;
estabelecer um sistema para registro de todos os controles; e estabelecer
procedimentos de verificagio para averiguar se o sistema estd funcionando

adequadamente.
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4.3 Principais agentes patogénicos enfocados na pesquisa

4.3.1 Listeria monocyfogenes

De acordo com o Bergey’s Manual of systematic Bacteriology
(Holt, 1994), o género Listeria estd incluido junto as bactérias coriniformes,
entretanto a utilizacio de metodologias de sistematicas moleculares mostrou que
a bactéria é filogeneticamente diferenciada em dois grupos, um formado por
L.grayi e L.murrayi, e outro, por L.monocytogenes, L.ivanovii, L.innocua,
L.welshimeri e L.seeligeri.

A maioria das Listerias séio saprofitas, porém algumas sdo patogenas
para 0 homem e diversos animais; a L.monocytogenes estd entre as causadoras
de patogenia ao homem, enquanto a L.ivanovii é patogénica apenas para os
animais.

L.monocytogenes possui ampla distribuigdo na natureza, tendo sido
isolada de vérias fontes, como solo, silagens, grama, hortalicas, leite de vaca,
vegetais em decomposi¢io, material fecal, 4gua de esgoto, animais domésticos,
peixes e crustidceos (Hofer, 1975 a,b; Barnes, 1989; Moura et al. 1993; Lage,
1993; Destro et al. 1996; Silva, 1999).

L.monocytogenes apresenta-se na forma de bastonetes regulares de 0,4 a
0,5um de didametro ¢ 0,5 a 0,2um de largura, gram-positivas, é ndo formadora de
esporos e ndio encapsulada, aer6bia e anaerébia facultativa. Sdo méveis,
apresentando flagelos peritriquios, quando cultivadas a 20-25°C. Formam
colonias de 0,5 a 1,5mm em 4gar nutritivo, arredondas, translicidas, convexas e
com bordas regulares.

Quanto & bioquimica, L.monocytogenes apresenta reagiio positiva para o
teste de Voges-Proskaver, sdo catalase-positivas e oxidase-negativas. Nio

hidrolisam uréia, gelatina e caseina e ndo sdo produtores de indol e H,S.
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O primeiro caso confirmado de listeriose envolvendo o homem ocorreu
na Dinamarca, foi relatado por Nyfeldt, 1929, porém em 1921 j& haviam sido
cultivadas linhagens semelhantes, procedentes de um caso de meningite humana,
nos laboratdrios do Instituto Pasteur (Pereira et al. 2001).

A listeriose humana apresenta conseqiléncias mais graves quando atinge
criangas, mulheres gravidas, pessoas idosas e também individuos
imunodeprimidos (Lovett, 1988). A doenga manifesta-se usualmente como
aborto septcémico, septicemia do recém-nascido e do adulto, meningite e
meningocefalia, entre outras formas de manifestagéo (Marth, 1988).

Apesar de a L.monocytogenes ser um patégeno estudado por mais de 60
anos, somente a partir da década de 80 € que foi reconhecida sua importéncia em
sadde piblica, associada a toxinfecgdes alimentares humanas.

A caracteristica ubiqiitaria e de resisténcia fisiolégica do microrganismo
e a gravidade do processo patolégico provocado no homem, aliadas a crescente
utilizagdio da cadeia de frios, para manutengéio de produtos alimenticios prontos
para consumo, sem diivida explicam o lugar de destaque que L.monocytogenes
vem ocupando no controle de qualidade da indistria de alimentos e organismos
de saide (Pereira et al. 2001).

Esta bactéria pode se desenvolver em temperaturas de refrigeragéo,
podendo proliferar em alimentos mantidos nessa condigdo. A maioria dos surtos
envolvendo L.monocytogenes ocorreram devido a ingestdo de alimentos
refrigerados, particularmente derivados do leite, sobremesas e vegetais

(Farber et al. 1991).
O estudo deste patdgeno no presente trabalho baseia-se no fato de que,

para a formulaggo do p#o de queijo, utiliza-se leite e queijo, principais alimentos
de propagacio da L.monocytogenes, ¢ também pelo fato de este produto ser
mantido em baixas condicdes de temperatura, sendo esta favordvel para o

crescimento deste patégeno.
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4.3.2 Salmonella sp
Salmonella constitui um género da familia Enferobacteriaceae

(Brunner et al. 1983). Os representantes desta familia se caracterizam por
bactérias gram-negativas, anaerébias facultativas, esporogénicas, em forma de
bacilo. Produzem 4cido e, as vezes, gis. Na presenga de glicose, so catalase-
positivas e oxidase-negativas ¢ ainda reduzem nitratos a nitritos.

A origem da maioria das infecgdes ocorre através da ingestio de égua,
alimentos contaminados ou disseminagdo fecal-oral direta em criangas. As
fontes mais comuns de infecgio humana s#o aves domésticas, ovos e laticinios.

Os ovos podem contaminar-se por salmonelas pela via transovérica nas
poedoras infectadas ou como conseqiiéncia da penetragdo do microrganismo
pela casca e membranas, especialmente quando este € resfriado ou lavado
inadequadamente. Ji a superficie da casca dos ovos pode se contaminar durante
o transito na cloaca ou quando exposto a um ambiente contaminado com
material fecal (Humphrey, 1994; International Comission on Microbiological
Specifications for Foods, 1996).

Os produtos derivados do ovo, tanto os desidratados como os
congelados que ndo tenham sido pasteurizados, sdo evidentes veiculos de
salmonelas.

No leite, as salmonelas chegam por meio de contamina¢do do ubere e
dos mamilos, ¢ ainda, em menor concentragiio, durante infecgbes sépticas das
vacas e, possivelmente, dos operdrios que manipulam o leite. Os produtos
lacteos (por ex., o leite em p6, o queijo, manteiga, etc) também tém sido
identificados como veiculadores de salmonelas (Bryan et al. 1986).

Embora a exposicdo a Salmonella seja freqiiente, é necessario um
grande indculo (10%%UFC/g de bactérias) para o desenvolvimento de doenca
sintomética. A doenga ocorre quando o organismo tem oportunidade de se

multiplicar, alcangando elevada densidade, como em alimentos refrigerados
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conservados inadequadamente, em individuos que possuam maior risco de
doenga devido & idade, imunossupressiio ou doenga subjacente (leucemia,
linfoma, anemia falciforme), ou reducdio da acidez géstrica, que efetivamente
aumenta a dose infecciosa (Doyle, 1989).

As infecgOes por Salmonella ocorrem em uma das quatro formas:
gastroenterite, bacteremia, febre entérica e colonizag¢d@o assintomatica.

A gastroenterite ¢ a forma mais comum de salmonelose. Em geral, os
sintomas surgem de 6 a 48 horas apés o consumo de alimento ou dgua
contaminados, com apresenta¢fo inicial de nduseas, vémitos e diarréia ndo-
sanguinolenta. A elevagio da temperatura, célica abdominal, mialgias e cefaléia
também s#io comuns. Os sintomas podem persistir de dois a sete dias antes da
resolugdo espontanea.

Todas as cepas de Salmonella podem causar bacteremia, apresentando,
dentre outras, infecgdes supurativas localizadas, como osteomielite, endocardite
ou artrite.

A S. Typhi e a S. Paratyphi produzem uma doenga febril denominada
febre tiféide ou febre paratiféide, respectivamente. A apresenta¢io clinica de
ambas as doengas é semelhante, embora a febre paratiféide geralmente seja mais
leve. Apés um periodo de incubagdo de 10 a 14 dias depois da ingestio de
bacilos, o paciente apresentard, gradualmente, febre termitente crescente com
queixas inespecificas de cefaléia, mialgias, mal-estar ¢ anorexia. Estes sintomas
persistem por uma ou mais semanas e sdo seguidos por sintomas
gastrointestinais. Este ciclo corresponde a uma fase de bacteremia inicial
seguida por infecgdo dos intestinos (Doyle, 1989).

O que justifica a pesquisa da presenga de Salmonella no pdo de queijo, é
o fato deste, possuir como matéria-prima, alimentos de origem animal, tais como

leite, queijo e principalmente ovos.

16



4.3.3 Staphylococcus aureus

Inicialmente, os estafilococos foram observados por Koch, em 1878, a
partir de material purulento, e em 1880, a partir de cultivados em meios liquidos
por Pasteur. A primeira publicagio destes microrganismos, em forma de
“cocos”, e sua constincia em abscessos agudos e cronicos, tiveram lugar na
Escécia, nos idos de 1881. Foi também a partir destes estudos que passaram a
receber a denominagdo de Staphylococcus devido ao fato de que, quando
observados microscopicamente, apresentavam-s¢ sob a forma de gréos
arranjados ou dispostos como cachos de uvas (Ogston apud Baird-Parder, 1990).

Estafilococos (gr. Satphyle, uva) apresentam-se como cocos gram-
positivos, iméveis agrupados em massas irregulares ou em cachos de uva.
Pertencem a familia Micrococcaceae e ao género Staphylococcus. S&o aerébios
ou anaerdbios facultativos e produtores de catalase. Fermentam a glicose com
produciio de 4cido, tanto em aerobiose como em anaerobiose, diferenciando-se,
assim, dos microrganismos do género Micrococcus, que s6 a fermentam em
aerobiose (Kloos & Schleifer, 1986).

Quanto a atividade de dgua (ay), o crescimento de S.aureus esté na faixa
de 0,83-0,99, de acordo com Tatini, 1973, citado por Pereira 1996, que relatou
também que este microrganismo € capaz de crescer em altas concentrag3es de
cloreto de sédio.

Muitos alimentos foram epidemiologicamente incriminados e séo
freqilentemente relatados como capazes de tolerar o desenvolvimento natural e
artificial do S.aureus, bem como a produgio de suas enterotoxinas. Dentre os
principais substratos alimenticios, de acordo com estudos cientificos, podem ser
citados produtos lacteos (queijos, leite cru, pasteurizado e em p6, manteiga e
sorvetes), produtos de confeitaria (tortas, bolos recheados e doces cremosos),

carnes frescas e curadas; ovos e massas alimenticias (Pereira, 1996).
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A intoxicacdo estafilocécica ¢ uma doenga comum entre surtos
alimentares, que ocorre devido a ingestdio de alimentos contaminados por
enterotoxinas produzidas por algumas espécies de Staphylococcus (Bergdoll,
1989) e tem proporcionado ampla divulgacéo cientifica (Pereira, 1996).

As enterotoxinas estafilocicicas pertencem a um grupo de nove
exoproteinas sorologicamente distintas e s#o classificadas como EEA, EEB,
EEC,, EEC,, EEC;, EED, EEE, EEG, EEH, EEI e EEJ. A EEA predomina nos
surtos de intoxicag#o alimentar e cerca de 5% das intoxicagdes sdo causadas por
enterotoxinas ainda n#o identificadas (Balaban et al. 2000).

Os sintomas clinicos mais freqilentes s#io vomito e diarréia, que ocorrem
de 2 a 6 horas apds a ingestdo do alimento contaminado.

A primeira observagio registrada que associou os estafilococos &
intoxicagio alimentar provavelmente foi feita, em 1884, por Vaughan &
Sterneberg, contido em Dack ,1956. Os autores demonstraram uma intoxicagdo
ocorrida em Michigan, envolvendo pessoas que haviam se alimentado de queijo
contaminado por estafilococos.

Até o momento, ndio existem dados na literatura que incriminem o péo
de queijo em processos de intoxicagfio alimentar, principalmente causada por
enterotoxina estafilocécica, mas, levando-se em conta sua formulagdo bdasica
(queijo e leite), pode-se supor uma contamina¢io cruzada do produto em
questio. Além disso, para a produciio de piio de queijo € necessdria excessiva
manipulagio da matéria-prima, o que aumenta o risco de contamina¢do do
produto pelos manipuladores, pois dados da literatura demonstram que os
estafilococos, dentre os microrganismos gram-positivos, fazem parte da
microbiota humana, principalmente da cavidade orofaringea, fossas nasais e
leito sub-unguial (Munch-Petersen, 1961; Willians, 1963; Malaki et al. 1973;
Cardoso et al. 1988; Raddi ef al. 1988).
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Sendo assim, o portador de estafilococos enterotoxigénicos, enquanto
manipulador de alimentos, representa indiscutivel elo na cadeia epidemiologica
da intoxicagdo alimentar (Bryan, 1978; Bryan, 1980; laria ef al. 1980; Bergdoll,
1989; Cruickshand, 1990; Tranter, 1990).
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CAPITULO 2

Identificacfio de perigos e pontos criticos de controle e avalia¢fio das
priticas de fabricacio em uma Indistria Mineira de piio de queijo
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1 Resumo

MACHADO, Elayne Cristina Identificacio de perigos e pontos criticos de
controle e avaliagiio das préticas de fabricacfio em uma Indistria Mineira
de pdo de queijo. Lavras: UFLA, 2001. 130p. (Dissertagdo - Mestrado em
Ciéncia dos Alimentos)’.

A aceitagdio do pio de queijo, além de seu consumo interno no Estado de
Minas Gerais, ganhou o ambito nacional, levando a industria mineira, de maior e
menor porte, a se interessar e buscar a qualidade do produto. A implantagdo de
programas que visam a obtengfio desta qualidade constitui instrumento eficiente
e, quase sempre, pouco oneroso, destacando-se, em funcio de sua
exeqilibilidade, o sistema APPCC. Com vistas a estes objetivos, foi estudada
uma Indéstria Mineira de pdo de queijo, entdio designada IMpq, que produzia e
colocava diariamente 6¢ do produto congelado no mercado. Com auxilio de um
Questionirio de Inspegdo, especialmente modificado para este fim, vistorias
peritdicas foram realizadas. Processamento e seu fluxo; condigGes de recepgéo,
armazenagem ¢ manipulagio da matéria-prima; uso de equipamentos e
utensflios; situagdo de limpeza, sanificagio e edificacio da industria e
comportamento de manipuladores envolvidos na linha de produgdo foram
enfocados. Estes itens, desdobrados em 53 subitens, foram pesquisados, de
maneira equinime, ¢ a eles foram atribuidos valores minimo e méximo de 0 a 60
pontos, para posterior conceituagio de A a D, Stimas a péssimas condi¢3es de
funcionamento, respectivamente. Os dados gerados através de criteriosa
observagdo ¢ da andlise de informagbes emitidas por 13 manipuladores
evidenciaram a matéria-prima, equipamentos ¢ utensilios e drea de produgiio
como aqueles responséaveis pelo maior nimero de irregularidades. No computo
geral, foi conferida & indistria em questio pontuag¢do 33 e conceito C, ficando
constatada a necessidade da implantagiio de Boas Préticas de Fabricagéo, BPF.

Palavras-chaves: APPCC, BPF, péo de queijo

!Comité Orientador: Dr* Eliana Pinheiro de Carvalho — UFLA (Orientadora)
Dr® Maria Lucia Pereira — FUNED (Co-orientadora)

25



2 Summary

MACHADO, Elayne Cristina Identification of dangers and critical controls
points and evaluation of the manufacturing process in a cheese-roll
Industry of Minas Gerais. Lavras: UFLA, 2001. 130p. (Dissertation - Master
in Food Science).

The national popularity of the cheese-roll beyond its internal
consumption in the state of Minas Gerais has led both larger and smaller state
industries to seek improvement in the quality of the product. The
implementation of programs with a view to attaining this quality is an efficient
and inexpensive means to that end, with the HACCP system, an outstanding
example in virtue of its feasibility. To obtain these aims, a cheese-roll industry
of Minas Gerais was studied, produced and put on the daily market 6 ¢ of the
frozen product. With the aid of an Inspection Questionnaire, specially modified
for this purpose, periodical inspections were carried out. Processing and its
flow; reception conditions, storage and handling of raw materials; use of
equipment and implements; cleaning, sanitation, and building situation of the
industry, and behavior of the handlers involved in the production line were all
analyzed. These items, broken down into 53 sub-items, were researched, in an
even-handed way, and maximum and minimum numerical values were assigned,
from O to 60 points, with a subsequent grading from A to D, excellent to poor
work conditions, respectively. From the data produced through the careful
observation and analysis of the information given by 13 handlers, the raw
material, the equipment and implements, and the production area were
responsible for the greatest number of irregularities. In the general estimate, 33
points and a grade of C were given the industry in question, with the proven
need to implement good manufacturing practices.

Key-words: HACCP, GMP, cheese-roll

Guidance Committee: Dr® Eliana Pinheiro de Carvalho - UFLA (Major Professor)
Dr* Maria Liicia Pereira — FUNED (Co-Professor)
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3 Introdugdio

A preocupagio com ;1 qualidade de produtos alimenticios tem levado
produtores & busca de sistemas e programas que visam a obtengdo de alimentos
dentro dos padrdes de qualidade e seguranga estabelecidos por lei.

O sistema mais largamente difundido e aceito denomina-se APPCC,
tendo como principais objetivos a identificagio de perigos especificos e o
estabelecimento de medidas preventivas de controle, a fim de assegurar a
qualidade e inocuidade dos alimentos.

O sistema APPCC, com implantag@o regulamentada desde 1993, através
da Portaria n® 1428 do Ministério da Satde (Brasil, 1993), prevé, entre outros
aspectos, a necessidade da “Responsabilidade Técnica” voltada as Boas Préticas
de Fabrica¢dio, BPF, para todo estabelecimento responsdvel pela produgdo e
industrializagio de produtos alimenticios.

O primeiro passo para a implantagéo do sistema APPCC consiste na
identificacfio de perigos e possiveis Pontos Criticos de Controle, PCC, seguida
da implantagéo ou adequac#io da indistria as BPF.

As BPF, de maneira ampla, sdo destinadas a produtos, processos,
servigos e edificagdes da indistria, visando, de acordo com normas apropriadas
e especificas, a promogdo e a certificagfio de qualidade e seguranga do alimento.

Assim, todas as etapas, desde a fabricagiio até a distribuicio dos
produtos alimenticios, envolvendo distintas escalas de riscos ou perigos de
contaminag#o, caracterizam objeto das BPF.

Através do presente trabalho, foi efetuado em uma Indistria Mineira de
pdo de queijo, entdo designada IMpq, um diagndstico de suas praticas de
fabricagfio para, a identificagio de PCC, e caso fosse necessario, adequé-las as
BPF tendo em vista a implantag#io do sistema APPCC .
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4 Material ¢ Métodos

4.1 Identificacfio de PCC e avaliaciio das priticas de producfio em uma
IMpq

Quatro visitas niio previamente programadas, realizadas no decorrer do
més de junho de 2000, em dias e horérios distintos, perfazendo um total de 20h,
foram conduzidas, em cariter de vistoria, tendo em vista o levantamento de
dados que permitissem o conhecimento das préticas de fabricagdio adotadas na
IMpgq, seguido do diagnostico dos PCC.

Para tal, adotou-se um Questionirio de Inspegio especialmente
modificado para este fim, a partir de Bryan (1980, 1993), por meio do qual
foram enfocados seis itens, que foram desdobrados em 53 subitens, pertinentes
as condigdes de funcionamento da IMpq e sua produgdo, conforme se observa
na Tabela 1.

Todos estes itens foram pesquisados e a eles, de maneira equinime,
foram atribuidos valores de pontuagfio e conceito. Para cada item considerado
foi estabelecida uma pontuagdo minima igual a zero ¢ médxima igual a 10.
Quanto a conceituagdo, de forma idéntica, o conceito A (6timo) foi representado
pelo valor situado entre 9,1 a 10; B (bom), de 7,1 a 9,0; C (regular), de 5,1 a 7,0;
e D (péssimo), de 0 a 5,0. Considerada a somatéria dos seis itens estudados
foram, de maneira proporcional, correlacionados valores minimo e méximo de 0
a 60 pontos, e, igualmente, conceitos de A a D, relativos as 6timas a péssimas
condigdes de funcionamento, desta feita para o enfoque da IMpq, no computo
geral.

As informagdes necessérias para o preenchimento do Questiondrio de
Inspegdo foram obtidas junto a um total de 13 manipuladores diretamente

envolvidos na linha de produgiio e por criteriosa andlise visual.
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TABELA 1Questiondrio de Inspegdo para identificagdo de PCC e conhecimento
das praticas de fabricag#o adotadas na IMpq'

Itens e subitens considerados

Area externa

A fgua é tratada?

Existe depésito para lixo?

A éreaq estd sempre limpa?

As aberturas da industria s8o teladas?

Existe um controle regular de pragas?

Existe um refeitério para os funcionérios?

Ha vegetagio e criagio de animais nos arredores?

Existe uma érea separada para recepgo da matéria-prima?
O escoamento de esgoto ¢ feito de forma regulamentar?
Existem instalagBes sanitarias destinadas aos manipuladores e outros funciondrios?

Area de produgio

Conserva-se sempre limpa?

Existem lixeiras suficientes?

O lixo ¢ removido com fregiiéncia?

Existem sujeiras acumuladas nos ralos?

Existem equipamentos inadequados ou desnecessérios?

E observado actimulo de 4gua no chiio, apds higienizagdo?

O fluxo do alimento produzido ocorre em um Gnico sentido?

Possuem receita afixada para a observaglio dos valores a serem pesados?
Existem pias para higiene pessoal providas de sabio liquido e papel toalha?
As lixeiras possuem sacos plésticos, na cor branca, e sfio providas de pedais para abertura?

Equipamentos ¢ utensilios

A limpeza ¢ realizada diariamente?

Os equipamentos sio de fécil limpeza?

Ha desmonte dos equipamentos para limpeza?

Produtos de limpeza sdo utilizados corretamente?

H4 um responsével para o acompanhamento da limpeza?

O material de limpeza possui registro e local de depésito?

Hé méveis (bancadas, mesas, carrinhos, etc) em niimero suficiente?

Os utensilios sfo compostos de materiais in6cuos e resistentes?

Hi controle da temperatura em “freezer”, geladeira e cimara fria?

Os equipamentos encontram-se em bom estado de funcionamento e/ou conservago?
Recipientes plasticos para transporte de leite, queijo, ovos e 6leo s#io devidamente higienizados?

...continua...
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TABELA 1, Cont

Manipuladores

Gozam de boa saiide?

Lavam as méos com freqliéncia?

Recebem treinamento periédico?

Possuem boa apresentagiio e asseio corporal?

Apresentam lesdes ou supuragdes de pele?

Portam uniformes na drea de produgéio?

Dispdem de 4rea restrita aos seus objetos particulares?

Possuem o hébito de alimentar-se na 4rea de produgfio?
Apresentam méos limpas, unhas cortadas e desprovidas de esmalte?
Ao dar entrada no estabelecimento, os funciondrios s#o obrigados a tomar banho?

Matéria-prima

S#o respeitedas as datas de validade?

As temperaturas de chegada siio observadas?

As condi¢Bes de embalagem sfio observadas?

O armazenamento segue as recomendagdes do fornecedor?

O depésito atende aos requisitos de condigdes de estrutura fisica e de higiene?

E seguida uma correta rotatividade: o primeiro que entra ¢ o primeiro que sai?

Estiio aparentemente isentas de agentes fisicos, como, pélos, cabelos, vidros ou metal, etc?
Os estrados que impedem o contato da matéria-prima com o chfio sdo adequados?

Processamento

H4 um fluxograma a ser seguido?

A massa escaldada ¢ mantida tampada até o amassamento?

Apbs a modelagem a massa ¢ imediatamente congelada?

Apds o congelamento a massa ¢ prontamente embalada?

O congelamento é monitorado com tempo ¢ temperatura?

O amassamento, a modelagem e a embalagem sdo conduzidos mecanicamente?
O produto final é armazenado adequadamente quanto 4 temperatura e umidade?
Locais para o pré-preparo (“4rea suja”™) e preparo (“4rea limpa™) sgo isolados?
A massa que j& foi congelada é reprocessada ¢ embalada novamente para comercializaglio?
As embalagens das matérias-primas s#o higienizadas antes de sua utilizag20?

IMpq: Indistria Mineira de pao de queijo; Questionério de Inspegio modificado a partir de
Bryan (1981 e 1992); As respostas, sim, em caso positivo, € néio, em caso negativo, foram
obtidas junto a 13 manipuladores diretamente envolvidos na linha de producdio da IMpq;
Pontuagiio minima igual a zero e mixima igual a 10, para cada item considerado;
conceituagio: A (6timo), valor situado entre 9,1 a 10; B (bom), de 7,1 a 9,0; C (regular), de

5,1 a 7,0 e D (péssimo), de 0 a 5,0.
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5 Resultados e Discussiio

De acordo com a analise visual procedida por quatro vistorias realizadas
na IMpq, foi possivel registrar irregularidades que envolveram, principalmente,
a drea de produgdo, os equipamentos e utensflios, os manipuladores e a

matéria-prima, conforme se apresenta.

5.1 Area de produgiio e processamento

Quando da higienizag#o, apds o término de cada turno, observou-se a
permanéncia de pogas d’gua no chiio. Material de limpeza, galSes plasticos
contendo detergentes, vassouras e rodos, ¢ matéria-prima nio perecivel, fécula e
polvilho de mandioca, soro liofilizado de leite pasteurizado e sal, eram mantidos
juntos, dispostos no chdo. Produto final congelado, embalado ou ndo, era
mantido junto, sem qualquer critério de separagdo ¢ ordenamento. A massa de
piio de queijo, ao ser transportada para a modeladora, permanecia em recipientes
plasticos desprovidos de tampa e & temperatura ambiente. As pias para a
higienizagdo de mios ndo dispunham de sabdo liquido e papel toalha. Por sua

vez, as lixeiras, em nimero insuficiente, ndo portavam pedais para abertura.

5.2 Equipamentos e utensilios
A higieniza¢io de equipamentos e utensilios era procedida de forma
desordenada, sem supervisdo e planejamento. Os procedimentos de limpeza
eram realizados com 4gua fria e detergente neutro. Apds este procedimento, as
superficies dos equipamentos e utensilios mantinham a aparéncia gordurosa ¢

apresentavam restos de material orgénico.
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5.3 Manipuladores

De maneira geral, todos os manipuladores conservavam carteiras e
documentos pessoais junto ao uniforme de trabalho, pois ndio dispunham de
armdrios para guardar seus pertences nem érea especifica para troca de roupas.
Observou-se, por mais de uma vez, a presenga de manipuladores utilizando
uniformes fora da drea de produgdio ou mesmo do recinto da fabrica, ainda
quando se transportavam, de Onibus, para o inicio de expediente na IMpq.
Nenhum manipulador praticava a lavagem periédica das mdos, e aqueles
responséveis pelas atividades de ralagem do queijo parmesdo e retirada da massa
pronta das misturadeiras ndo faziam uso de mdscara e luvas. Por vezes,

debicavam matéria-prima e outros ingredientes dentro da area de produgéo.

5.4 Matéria-prima

As condigdes de embalagem da fécula e polvilio de mandioca ¢ a
temperatura de refrigeragio para leite pasteurizado tipo C, queijo parmesdo e
ovo liquido pasteurizado ndo eram observadas quando da chegada & érea de
recepgiio. Quanto ao estoque da matéria-prima, este se dava de forma incorreta:
fécula e polvilho de mandioca eram mantidos em local quente e imido; queijo
parmesdo, leite pasteurizado tipo C e ovo liquido pasteurizado eram
armazenados em cdmara fria, porém em cima de estrados de madeira ou
diretamente no piso. No que diz respeito s embalagens, sacos de fécula e
polvilho de mandioca e soro liofilizado de leite pasteurizado eram abertos ao
mesmo tempo, sem previsdo racional de uso. J& o queijo parmesdo ralado
permanecia exposto em recipientes plésticos desprovidos de tampas e a

temperatura ambiente.
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5.5 Outros

O produto final era liberado ao comércio portando rétulo com dizeres
incorretos quanto ao tipo de ingredientes. O rétulo também era desprovido da
informago relativa ao niimero de lote.

As informagdes advindas do Questionario de Inspegdo, respondido por
13 manipuladores envolvidos diretamente na linha de produgdo, geraram dados
que permitiram, através da média de seus valores, a pontuagdo e conceituagdo

dos seis itens considerados para o diagnostico do PCC (Tabela 2).

TABELA 2 Pontuagdo e conceito observados para diferentes itens relativos ao
funcionamento da IMpq

Itens considerados Pontuagio Conceito
Area externa 07 B
Area de produgio 05 D
Equipamentos e utensilios 05 D
Manipuladores 05 D
Matéria-prima 04 D
Processamento 07 B

IMpq: Industria Mineira de pdo de queijo; pontuagdo minima igual a zero e maxima
igual a 10, para cada item considerado; conceituagiio: A (6timo), valor situado entre 9,1
a 10; B (bom) de 7,1 a 9,0; C (regular) de 5,1 a 7,0 e D (péssimo) de 0 a 5,0, conforme
previsto no Questiondrio de Inspe¢do modificado a partir de Bryan (1981 e 1992)

Somente para os itens area externa e processamento a IMpq alcangou 07
pontos, que correspondem ao conceito B. Limpeza da area externa, coleta
constante de lixo, fluxograma em um unico sentido e afixado na &rea de
produgdio foram observados na avaliagdo das referidas areas.

Quanto aos equipamentos, poucas irregularidades foram observadas
devido, possivelmente, ao maquindrio de tecnologia especifica e adequada. A

IMpq funcionava com equipamentos especialmente adaptados a produgdo de pido
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de queijo, como uma maquina de ralagem de queijo parmesdio; modeladora para
a modelagem do produto; tinel de congelamento & base de nitrogénio e
empacotadeira da marca “Masipack”. Tais equipamentos reduziam em muito a
freqiéncia de manipulagdio, porém a falha em sua higienizagdo ¢ manutengéo
determinou sua pontuag#o e conceituacdo.

Os outros trés itens pesquisados apresentaram igualmente conceito D
ficando demonstradas as mis condi¢des de funcionamento da IMpq, que, no
computo geral, para uma pontuagiio méxima igual a 60, atingiu 33 pontos, que
correspondem ao conceito C.

O maior nimero de irregularidades observadas na area de produgéo;
equipamentos e utensflios; manipuladores ¢ matéria-prima ja foram igualmente
relatados por Pinto (2001), quando de estudos sobre Boas Préticas de Fabricagdo
em trés industrias de péo de queijo em Belo Horizonte, MG.

Através dos pontos criticos levantados e do conhecimento tomado a
respeito das praticas de fabricagdo adotadas na IMpq, ficou demonstrada a
necessidade de controle, sobretudo na 4rea de produgdio, higienizagdo de
equipamentos e utensilios, estoque ¢ manipulag3o da matéria-prima.

A pronta implantagio das BPF, incluindo treinamento especifico para
manipuladores, mostrou-se necessaria, tendo em vista a qualidade e seguranga

do alimento a ser produzido.
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Belo Horizonte.
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CAPITULO 3

Monitoramento da qualidade microbiol6gica em uma Indistria
Mineira de pio de queijo — Superficies de equipamentos e utensilios
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1 Resumo

MACHADO, Elayne Cristina Monitoramento da qualidade microbiolégica
em uma Indistria Mineira de pio de queijo — Superficies de equipamentos
e utensflios. Lavras: UFLA, 2001. 130p. (Dissertagiio - Mestrado em Ciéncia
dos Alimentos)'.

Andlise microbiolégica de superficies de equipamentos e utensilios foi
procedida em uma Industria Mineira de péio de queijo, entdo designada IMpq,
com intuito de conferir, em uma primeira etapa, a eficiéncia dos procedimentos
de higienizagio por ela praticados e, em uma segunda etapa, caso fosse
necessario, validar alteragdes efou corregdes sugeridas & melhoria destes
mesmos procedimentos. Desta maneira, esfregagos de superficies de cinco
equipamentos, betoneira, masseira, maquina de ralagem de queijo, modeladora ¢
empacotadora, ¢ dos utensflios, espatulas metélicas e recipientes plasticos, foram
realizados utilizando-se a técnica de “swabs”. Os resuitados evidenciados na
primeira etapa revelaram, gara maioria dos equipamentos e utensilios, contagens
de >2,0 x 10°UFC/em’ >1,1 x 10°NMP/em’ >1,1 x 10°NMP/cm?;
>2,0 x 10°UFC/em® >2,0 x 10°UFClem’, respectivamente, para bactérias
aerébias mesofilas, coliformes totais, coliformes fecais e estafilococos
produtores ¢ ndo produtores de coagulase. Em fungdio da constatagio destes
resultados, alteragdes do procedimento de higienizagdio, que consistiram
inicialmente da remogio de detritos orgnicos pela lavagem de superficies com
jatos de 4gua quente, seguida da aplicagéio de detergente/sanitizante, posterior
enxagiie com jatos de 4gua quente e borrifamento final de solugdo de hipoclorito
de sodio a 1%, foram introduzidas e monitoradas. Redugdo de dois ciclos log. na
populagdo de bactérias aerébias mesoéfilas (2,0 x 10°UFC/cm?); auséncia de
coliformes totais e fecais (<2,0NMP/cm’) e igualmente auséncia de estafilococos
produtores e ndo produtores de coagulase (<100UFC/cm2) foram evidenciados,
revelando-se a possibilidade de se obterem superficies microbiologicamente
compatibilizadas com as Boas Priticas de Fabricag#o (BPF).

IComité Orientador: Dr* Eliana Pinheiro de Carvalho — UFLA (Orientadora)
Dr* Maria Lucia Pereira — FUNED (Co-orientadora)
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2 Summary

MACHADO, Elayne Cristina Monitoring of microbiological quality in a
cheese-roll Industry of Minas Gerais - Equipment and implement surfaces.
Lavras: UFLA, 2001. 130p. (Dissertation - Master in Food Science)’.

Microbiological analysis of equipment and implement surfaces was
made in a cheese-roll industry located in Contagem, MG, for the purpose of
checking, at an initial stage, the efficiency of its hygienization practices, and, at
a second stage, if that proved necessary, of validating alterations and/or
corrections suggested for the improvement of these procedures. Thus, swabbings
of the surfaces of five pieces of equipment, mixer, kneader, grating machine,
molder, and packager, and of implements, metallic spatulas and plastic
containers, were made through the swab technique. The results obtained at the
initial stage reveal for the majority of the equipment and implements counts of
>2.0 x 10 UFC/em?, > 1.1 x 10°NMP/cm?; > 1.1 x 10°NMP/em?; > 2.0 x 10
UFC/ecm? and > 2.0 x 10 UFC/cm?, respectively, for mesophyllic aerobic
bacteria, total coliforms, fecal coliforms, and staphylococcic coagulase
producers and non-producers. In virtue of these results, alterations of
hygienization procedures were introduced and monitored, initially consisting of
the removal of organic remains through the washing of surfaces with hot water,
followed by the applying of sanitizing detergent, another rinsing with jets of hot
water, and a final sprinkling of 1% hypochloride sodium solution. Reduction of
two log. cycles in the population of mesophyllic aerobic bacteria (2.0 x
10°UFC/cm?); absence of total and fecal coliforms (<2.ONMP/cm?), and also
absence of staphylococcic coagulase producers and non-producers
(<100UFC/cm?) were verified, which shows the possibility of obtaining surfaces
that are microbiologically compatible with Good Manufacturing Practices
(GMP).

Guidance Committee: Dr* Eliana Pinheiro de Carvalho - UFLA (Major Professor)
Dr* Maria Lucia Pereira — FUNED (Co-Professor)
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3 Introdugfio

Uma grande variedade de equipamentos e utensilios niantém-se em
contato com os alimentos, desde o acesso da matéria-prima 2 indistria até o
momento em que o produto final é colocado no mercado e posto & mesa do
consumidor.

Os equipamentos e utensilios, quando néio fabricados com “lay-out”
adequado, podem transformar-se em fatores potenciais de risco. Usualmente, as
dificuldades apresentadas no decorrer do processo de higienizagdio, na maioria
das vezes, siio advindas do actiimulo de residuos orgéinicos, que acabam levando
4 formagdo de biofilme.

O biofilme, gerado em decorréncia de incorreta higienizaggio, ¢ formado
pela fixacdio, colonizagdo e posterior crescimento bacteriano junto as superficies,
ocorrendo, em seguida, a produgio de material extracelular que ird definir ou
promover a completa fixagdo das bactérias.

Contribuindo ainda para a formacio de biofilmes, a prépria 4rea de
produciio industrial de alimentos oferece condigdes de crescimento microbiano,
pois o ambiente em si dispde de altas taxas de umidade e temperatura adequadas
(American Public Health Association, Agency Committee on Microbiological
Methods for Food, 1992).

Para a instalagio de equipamentos e utensilios em indistria de
alimentos, deve-se em primeiro lugar observar s¢ 0os mesmos prestam-se a ser
limpos; em segundo lugar, para serem apropriados, devem proteger o alimento
de qualquer tipo de contaminagdo e, em terceiro, 0s mesmos devem permitir o
monitoramento e o controle de suas fungdes.

Atualmente, a indistria de pdo de queijo vem utilizando equipamentos

de grande porte, como masseiras, betoneiras, miquinas de ralagem de queijo,
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modeladoras, esteiras ¢ empacotadoras que foram introduzidos em decorréncia
da escala de produgdo que este produto atingiu, sobretudo na década de 0.

Entretanto, apesar dos avangos tecnoldgicos, que conferiram ao
maquinirio de fabrico de pdo de queijo especificidade e certa sofisticacdo,
sabe-se que na indistria de alimentos, de maneira geral, equipamentos
constituem e s3o usualmente relatados como causa ou foco de contaminac¢do
(Silva Junior, 1997).

Desta maneira, objetivou-se, neste experimento, levado a efeito em uma
Indastria Mineira de pdo de queijo, entdo designada IMpq, a avaliagiio
microbiolégica de superficies de equipamentos e outros utensilios.

A pesquisa teve como intuito conferir, em uma primeira etapa, a
eficiéncia dos procedimentos de higienizagdio praticados e, em uma segunda
etapa, caso fosse necessédrio, validar alteragbes e/ou corregdes sugeridas a

melhoria destes mesmos procedimentos.

41



4 Material e Métodos

4.1 Avaliagio dos procedimentos de higienizacio de superficie de
equipamentos e utensilios adotados na IMpq
Através de contato pessoal com a geréncia de produgdo, tomou-se

conhecimento dos procedimentos de higienizaco de superficie de equipamentos
e outros utensilios adotados pela IMpq. Posteriormente, estes mesmos
procedimentos foram acompanhados no decorrer da pritica de limpeza, que se
realizava no final do expediente, quando do término da produgdo didria de péo

de queijo.

4.2 Avaliagio microbiolégica de superficies de equipamentos e utenslios
higienizados
4.2.1 Tomada de amostras

Amostras de superficie, drea delimitada de aproximadamente 15cm?,
perfazendo um total de 22, foram tomadas em pontos indicativos de maior
contaminagdo para cada equipamento e utensilio, exceto para méquina de
ralagem de queijo, empacotadeira e modeladora, que foram amostradas em
fungiio de seus tamanhos, em dois, quatro e trés pontos, respectivamente,
conforme se verifica na Tabela 1.

As amostras foram tomadas com auxilio de “swabs” embebidas em
15mL de caldo “BHI” acondicionado em tubos de tampa de baquelite. Uma vez
realizados os esfregagos, as “swabs” embebidas e mantidas no mesmo tubo
foram transferidas, em condi¢les isotérmicas, ao Laboratério® e incubadas a
35°C durante 24 horas (Tiedman et al. 1994).

SSetor de Anaerébios ¢ Epidemiologia Molecular da Divis2o de Bromatologia, Toxicologia ¢ Medicamentos
(DBTM); Instituto Octdvio Magalhies (I0M), Fundagdo Ezequiel Dias (FUNED) Rua Conde Pereira Camneiro,
80 -Bairro Gameleira - 30510-010, Belo Horizonte, MG-laem@funed.mg.gov.br
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TABELA 1 Distribuicio de amostras de superficie de equipamentos ¢ utensilios

tomadas na IMpq
Equipamentos ¢ Niimero Amostras tomadas

utensilios (n°)
Betoneira 05 05
Masseira 05 05
Méquina de ralagem de queijo 01 02
Modeladora 01 03
Empacotadeira 01 04
Recipientes plésticos 02 02
Espétula metélica 01 01
Total 16 22

IMpq: Industria Mineira de p2o de queijo

Decorrido o tempo de incubagio, diluigdes seriadas foram procedidas
em APT, de forma a se procederem contagens de bactérias aerébias mesofilas,
coliformes totais, coliformes fecais e estafilococos produtores e ndo produtores
de coagulase.

Em se considerando a possibilidade da ndio adequagdo dos
procedimentos de limpeza das superficies de equipamentos ¢ utensilios adotados
pela IMpq, a corregdio destes seria introduzida e acompanhada e novas andlises

microbiolégicas seriam procedidas conforme se encontra descrito no item 4.2.

4.2.2 Enumeracio de bactérias aerébias meséfilas, segundo Vanderzant &
Splittstoesser (1992)

A partir do crescimento obtido em caldo “BHI”, foram procedidas
diluigdes 1/10, 1/100 e 1/1000 em APT, destas, tomou-se ImL, que foi, em
duplicata, inoculado em placas de Petri, seguindo-se incorporagéio com “PCA”
previamente fundido e estabilizado em banho-maria a 44-46°C. Apds
homogeneizagéio e solidificagdo, as placas foram incubadas a 35°C durante

48horas. Os resultados foram expressos como UFC/cm® da amostra tomada.
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4.2.3 Determinacfio do Niimero Mais Provivel (NMP) de coliformes totais e

fecais, segundo Vanderzant & Splittstoesser (1992)

Utilizou-se 0 método de fermentagiio de lactose em tubos miiltiplos para
0s quais a partir do crescimento obtido em caldo “BHI”, foram procedidas
diluigGes 1/10, 1/100 e 1/1000 em APT; destas, ImL foi tomado e inoculado em
trés séries de trés tubos contendo na primeira série CLD e nas outras duas CLS.

Ap6s incubagio a 35°C durante 48horas, os tubos presuntivamente
positivos, que evidenciaram produgiio de gases nos tubos de Duhram, foram
submetidos ao teste confirmatério para enumeragéio de coliformes totais e fecais,
para os primeiros utilizando-se CVB, duplo e simples, e para os segundos, caldo
EC, com incubagiio até 48h, em estufa a 35°C, e em banho-maria a 44,5°C,
respectivamente. Os resultados de densidade de coliformes totais e fecais foram

expressos em NMP/cm’ da amostra analisada.

4.2.4 Enumeraciio de estafilococos produtores e nio produtores de
coagulase, segundo Vanderzant & Splittstoesser (1992)

A partir do crescimento obtido em caldo “BHI”, foram procedidas
dilui¢des 1/10, 1/100 e 1/1000 em APT; destas, tomou-se 0,ImL, que foi, em
duplicata, inoculado, com auxilio de alga de Drigalski, sobre superficie de dgar
“BP”. Apés completa incorporagdo, as placas inoculadas foram incubadas a
37°C durante 48horas. Decorrido o tempo de incubagdo, procedeu-se a contagem
das placas. Teste de produgiio de coagulase foi realizado com cerca de 2% das
colonias, sendo considerados como estafilococos produtores de coagulase

somente tubos com codgulo 4+. Os resultados foram expressos em UFC de

estafilococos produtores e niio produtores de coagulase/cm’.



5 Resultados e Discussdio

Os procedimentos de higienizagio empregados na IMpq nio se
encontravam registrados sob forma de protocolo e eram transmitidos, de maneira
informal, ao pessoal encarregado da higienizagdio de equipamentos e utensilios,
sem qualquer acompanhamento ou conferéncia posterior.

Estes procedimentos consistiam basicamente em uma fase inicial, de
remogdio grosseira dos residuos orgdnicos aderidos & superficie dos
equipamentos e utensilios utilizando jatos de dgua & temperatura ambiente,
aproximadamente 25°C. Em seguida era procedida a esfregagem, com bucha
sintética embebida em detergente neutro de uso comum em cozinhas domésticas,
e, finalmente, 0 enxagile, também com jatos de 4gua 4 mesma temperatura.

Apébs o término da limpeza, a superficie da maioria dos equipamentos
ainda apresentava sinais da presenga de detritos orgdnicos, bem como
evidenciava a aparéncia untuosa indicativa de incompleta remogfio de 6leos ¢
gorduras.

Assim, face aos resultados observados, apés a tomada de amostras de
superficie dos treze equipamentos e trés utensilios, foram introduzidas e
acompanhadas as modificagdes e corregdes que se fizeram necessdrias aos
procedimentos de higienizagdo para, em seguida, promover nova amostragem
das mesmas superficies anteriormente pesquisadas.

O procedimento de higienizagdo de superficies de equipamentos e
utensflios propostos previu a aplicagdo de jatos de agua aquecida,
aproximadamente 37°C, seguida de esfregagem, com auxilio de bucha sintética
embebida em detergente/sanitizante neutro de uso industrial, enxagiie com jatos
de dgua aquecida & mesma temperatura e, finalmente, borrifamento de solugéio

aquosa de hipoclorito de sédio a 1%, de acordo com Silva Junior (1997).
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Este tiltimo procedimento, uma vez protocolado, foi entdo transferido a
geréncia de produgdio e ao pessoal encarregado da higienizagdo e acompanhado
no decorrer da prética de limpeza, que se realizou por uma tnica vez ao final do
expediente, quando do término da producio didria de pdo de queijo.

Os resultados microbiologicos para superficie de equipamentos e
utensilios evidenciados na primeira etapa, de acordo com procedimento de
higienizagio praticado na IMpq, ¢ na segunda etapa, de acordo com
procedimento de higienizagio modificado e introduzido, encontram-se
transcritos na Tabela 2.

Os dados microbiolégicos gerados na primeira etapa evidenciaram
densidade populacional significativamente mais elevada para todos os
microrganismos pesquisados, em relagdo aqueles revelados na segunda etapa,
conforme higienizagdo segundo procedimento modificado.

Excetuando-se os resultados relativos & auséncia de coliformes totais e
coliformes fecais, 2,0NMP/cm’ para betoneiras, ¢ dos obtidos para espétula
metélica, as quatro modalidades de equipamentos e os dois recipientes plésticos
apresentaram, igualmente, >2,0x10°UFC/em?; 1,1x10°NMP/cm?;
1,1x10° NMP/cm® e >2,0x10° UFC/ent’, respectivamente, para bactérias aerébias
meséfilas, coliformes totais, coliformes fecais e estafilococos ndo produtores de
coagulase.

Estes resultados sdo incompativeis com as exigéncias da American
Public Health Association, Agency Committee on Microbiological Methods for
Food, 1992, e confirmaram a ineficiéncia dos procedimentos de higienizagdo

adotados pela IMpq.
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TABELA 2 Avaliagio microbiolégica da superficie de equipamentos e
utensilios disponiveis na IMpq

Equipamentos Bactérias Coliformes  Coliformes  Estafilococos Estafilococos
¢ utensflios (n°) acrébias totais fecais ndo produtores produtores
mesbfilas NMP/em’ NMP/cm®  decoagulase de coagulase
(UFC/em’) (UFClcm’) (UFClem?)
De acordo com
higienizagdo, praticada da
IMpq

Betoneiras (05) 2,0x10° 2,0 20 2,0x10° <100
Masseiras (05) “ LIx10'  11x10° “ 20x10°
Pingadeira (01) “ “ “ “ <100
Méquina de ralagem (01) “ “ “ “ “
Empacotadeira (01) “ “ “ “ “
Recipientes plasticos (02) “ “ " “ “
Espitula metilica (01) “ “ 2,0 <100 “

De acordo com

higienizacfio, segundo
procedimento modificado

Betoneiras (05) 2,0x10’ 2,0 20 <100 <100
Masseiras (05) “ “ “ 20x10° “
Pingadeira (01) “ “ “ <100 u
Mdgquina de ralagem (01) “ “ “ 2,0x10 “
Empacotadeira (01) “ “ “ <100 “
Recipientes plasticos (02) “ " “ 20X10 “
Espitula metélica (01) - “ “ <100 “

IMpq: Industria Mineira de piio de queijo; “: idem; Anélises realizadas em triplicata, segundo a
técnica de esfregagos, de acordo com Tiedman (1994) e Vanderzant & Splittstoesser (1994);
Resultados expressos através de valores médios relativos a esfregagos tomados para cada
equipamento e utensilio, exceto para méquina de ralagem de queijo, empacotadeira e pingadeira
que foram amostradas em dois, quatro e trés pontos, respectivamente

As modificagdes e corregbes introduzidas ao procedimento de
higienizagdio de equipamentos e utensilios resultaram em nfo detecgdio de
bactérias do grupo coliformes totais, coliformes fecais e estafilococos produtores
de coagulase; estes 1ltimos haviam se mostrado presentes, com exclusividade,
nas masseiras, em indice populacional de >2,0 x 10* UFC/em?.

Quanto 3s bactérias aerébias mesoéfilas, ocorreu um decréscimo na
contagem, que era de >2,0 x 10° UFC/cm? passando a >2,0 x 10* UFC/cm?,

reduzindo-se, portanto, em dois ciclos log.
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Quanto aos estafilococos ndio produtores de coagulase, ndo foram
encontrados nas betoneiras, modeladora e empacotadeira e sofreram decréscimo
de dois, trés e trés ciclos para as masseiras, miquina de ralagem de queijo e
recipientes pldsticos, respectivamente.

Os resultados microbiol6gicos mostraram-se de acordo com as
recomendagdes da American Public Health Association, Agency Committee on
Microbiological Methods for Food (1992), exceto no que diz respeito &
enumeraglo de bactérias aerébias meséfilas, para as quais o valor recomendado
éde <2,0UFC/ cm’.

Estas tré&s modalidades de equipamentos disponiveis na IMpq,
enfatizando-se sobretudo, as duas primeiras, masseiras e miquina de ralagem de
queijo, compdem o maquinério mais susceptivel & contaminag8o. Isto se deve ao
contato mais estreito dos manipuladores com estes equipamentos, quer seja
quando da mistura da massa, ou no momento da ralagem do queijo parmeséo.
Microbiologicamente, a contaminagio foi confirmada, pela elevada contagem,
sobretudo de estafilococos produtores de coagulase, presentes em proporgdes
indicativas até mesmo da possibilidade de ocorréncia de intoxicacdo
estafilocécica (Bergdoll, 1989).

Em trabalhos com superficies de bancadas da Feira Livre de Pescados ¢
de um Restaurante Universitario, localizadas, respectivamente, em Fortaleza,
CE, e Porto Alegre, RS, foi caracterizado Staphylococcus aureus e aventada a
hipétese de sua origem advir do contato de manipuladores portadores de
afecgdes cutineas e respiratorias e, ainda, das deficitarias condi¢Ges de higiene e
sanificacfio de utensflios (Vieira ef al. 1998; Brugalli ef al. 2000)

Em se considerando a situa¢do particular da IMpq, que executava a
higienizagio de seus equipamentos e utensilios através de procedimentos nio
eficazes, conforme se confirmou nos resultados microbiol6gicos evidenciados

através da primeira etapa, é possivel inferir que seu maquinario necessitaria de
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uma rotina ou prética constante de higienizagdo. Esta pratica ndo se deu, uma
vez que, para a validagdo do procedimento modificado e introduzido, as andlises
microbiolégicas foram executadas tomando-se como base apenas uma primeira
higienizag#o.

Desta maneira, no que diz respeito as contagens de bactérias aerGbias
meséfilas, que apés o processo de higienizagdo introduzido tiveram redugdo de
apenas dois ciclos log., podem ser atribuidas a uma possivel presenca de
biofilme, o qual, através de tnico processo de higienizagio, mesmo correto €
adequado, poderia nfo ter sido removido.

Pesquisa conduzida por Pinto (2001) em Industria de pdo de queijo, em
Belo Horizonte, MG, revelou, para as superficies de maquindrio idéntico,
presenca de bactérias aerébias mesofilas e bactérias do grupo coliforme, que se
mantiveram mesmo apds efetuado o processo de higienizagido proposto.

Através da tomada de conhecimento e acompanhamento dos
procedimentos de higienizagdo adotados pela IMpq, no que diz respeito aos
resultados microbiolégicos de seus equipamentos e utensilios, péde-se observar

a necessidade de sua corregéio e modificagdes.
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CAPITULO 4

Pesquisa de estafilococos enterotoxigénicos em
manipuladores de uma Indiistria Mineira de piio de queijo
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1 Resumo

MACHADO, Elayne Cristina Pesquisa de estafilococos enterotoxigénicos em
manipuladores de uma Indistria Mineira de p#o de queijo. Lavras: UFLA,
2001. 130p. (Dissertagdo - Mestrado em Ciéncia dos Alimentos)'.

Os estafilococos, mesmo colonizando diferentes regides do organismo,
no homem e animais de sangue quente, apresentam predominéincia pelas
mucosas das fossas nasais, cavidade orofaringea, miios e outras superficies,
nestas ultimas como resultado de vinculo epidemiolégico decorrente dos
principais sitios. Desta maneira, o portador, assintomético ou nio, enquanto
manipulador de alimentos, desempenha importante elo na cadeia epidemiolégica
de intoxicagiio alimentar. Examinaram-se, assim, neste experimento,
manipuladores diretamente envolvidos na linha de produgdo de uma Indistria
Mineira de p#o de queijo, entio designada IMpq, quanto & presenga de
estafilococos enterotoxigénicos. Os resultados obtidos evidenciaram que dos
treze manipuladores avaliados, quatro destes, 30,7%, mostraram-se portadores
de estafilococos enterotoxigénicos, sendo “SEA” e “SEB”, indistintamente,
detectadas nos trés sitios pesquisados. Das 32 cepas de estafilococos
enterotoxigénicos isoladas, todas se mostraram produtoras de “SEA” e 16 e 50%
produziam “SEB” concomitantemente. Somente 08 cepas, 25%, n#io produziam
as enzimas coagulase e termonuclease, tratando-se possivelmente das 24
linhagens restantes de Staphylococcus aureus. Os quatro portadores
identificados desempenhavam fungdes nas etapas de homogeneizagdo, ralagem
de queijo parmesdio e empacotamento para uma produgdo didria de 61 de pdo de
queijo congelado, ficando demonstradas as possibilidades de contaminagfio do
produto em suas mais diferentes fases de processamento.

‘Comité Orientador: Dr* Eliana Pinheiro de Carvalho — UFLA (Orientadora)
Dr* Maria Lucia Pereira — FUNED (Co-orientadora)
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2 Summary

MACHADO, Elayne Cristina Study of enterotoxigenic staphylococci on food-
handlers in a cheese-roll Industry of Minas Gerais. Lavras: UFLA, 2001.
130p. (Dissertation - Master in Food Science)’.

Staphylococci, while colonizing different regions of the organism, show
predominance in man and warm-blooded animals, in the mucuous of the nasal
cavities, oropharyngeous cavity, and on the hands and other surfaces, the latter
as a result of an epidemiological connection deriving from the main sites. Thus,
the bearer, whether or not symptomatic, as a food-handler is an important link in
the epidemiological chain of food poisoning. In this experiment, therefore,
handlers directly involved in the production line of a cheese-roll industry in
Minas Gerais were examined for the presence of enterotoxigenic staphylococci,
with “SEA” and “SEB,” indistinctly, detected on the three sites studied. Of the
32 clusters of enterotoxigenic staphylococci isolated, all showed themselves to
be producers of “SEA,” and sixteen, 50%, producers of “SEB, concomitantly.
Only eight clusters, 25%, did not produce the coagulase and thermonculease
enzymes, being possibly the 24 remaining lines of Staphylococcus aureus. The
four bearers identified were employed on the stages of homogenization, cheese-
grating, and packaging for a daily product of 6 ¢ of frozen cheese-rolls,
demonstrating the possibilities of contamination of the dairy product at its
different phases of processing.

*Guidance Committee: Dr® Eliana Pinheiro de Carvalho - UFLA (Major Professor)
Dr* Maria Liicia Pereira — FUNED (Co-Professor)
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3 Introdugfio

Os estafilococos, mesmo colonizando diferentes regiées do organismo,
no homem e animais de sangue quente, apresentam predominéncia nas mucosas
das fossas nasais, cavidade orofaringea, mdios, leito sub-ungéal e outras
superficies, nestas dltimas como resultado de vinculo epidemioldgico decorrente
dos principais sitios (Kloos & Schleeifer, 1986; Raddi ef al. 1988).

A partir do homem, os estafilococos tornam-se facilmente
disseminiveis aos alimentos, distribuindo-se também no ambiente, vindo a
constituir problema em hospitais, consultérios odontolégicos e industrias de
alimentos (Baird-Parker, 1994).

A relagiio entre estafilococos, sobretudo Staphylococcus aureus, e
hospedeiro tornar-se-4 ainda mais estreita quando barreiras naturais de prote¢io
da pele ¢ mucosa mostrarem-se comprometidas, como quando da presenca de
lesdes cutiineas e em casos de afecedes respiratérias (Kloos, 1980).

Desta maneira, o portador de estafilococos, assintomético ou ndo,
enquanto manipulador de alimentos, vem representar indiscutivel elo na cadeia
epidemiolégica da intoxicagdo alimentar. Isto pode vir a ocorrer devido ao fato
de os estafilococos, além de outras toxinas e enzimas, serem capazes de produzir
enterotoxinas.

As enterotoxinas estafilocécicas, “SE”, em sua maioria produzidas por
S.aureus, possuem natureza termoestivel, sdo antigenicamente especificas e
foram, até o presente momento, alfabeticamente designadas de “SEA” até “SEJ”
(Bergdoll, 1989; Pereira, 1995; Balaban et al. 2000).

Ampliando o perfil epidemiolégico de estafilococos em portadores

humanos, alguns autores j4 relataram a presenca de espécies coagulase negativas
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também produtoras de enterotoxinas (Danielson & Helberg, 1984; Pereira et al.
1995; Oliveira et al. 1995).

Examinaram-se, assim, neste experimento, manipuladores diretamente
envolvidos na linha de produgiio de uma Industria Mineira de p#o de queijo, ora
designada IMpq, quanto & presenca de estafilococos enterotoxigénicos, tendo em
vista a avaliagiio das condigGes higiénico-sanitdrias e praticas de fabricagdo

adotadas pela industria em questéo.
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4 Material e Métodos

4.1 Tomada de amostras

Material clinico de fossas nasais, cavidade orofaringea e leitos sub-ungiieais
de manipuladores diretamente envolvidos na linha de produgdio da IMpq foi
coletado no decorrer do més de julho de 2000.

Treze manipuladores, somente trés de sexo feminino, ora identificados de A
a M, exerciam atividades relacionadas 4 pesagem da matéria-prima, escaldo do
polvilho e fécula de mandioca, ralagem do queijo parmeséo, homogeneiza¢do da
massa nas masseiras, apds introdugdio de leite, queijo parmesdio ralado e ovo
liquido; modelagem da massa pronta, congelamento e empacotamento do
produto final.

O material clinico de cada manipulador, originado de cada um dos trés
sitios, foi coletado, de forma individual, através de esfregagos com auxilio de
"swabs”, em tubos de tampa de baquelite contendo 15mL de caldo “BHI”
acrescido de 10% de NaCl.

Uma vez realizados os esfregagos, perfazendo um total de 39, as
amostras foram encaminhadas, em condigfes isotérmicas, ao Laboratério’, para

posterior incubagdo a 35°C durante 24 horas (Pereira ef al. 1994).

3Setor de Anaerdbios e Epidemiologia Molecular, Divisio de Bromatologia, Toxicologia ¢ Medicamentos
(DBTM), Instituto Octivio Magalhles (IOM), Fundaclio Ezequiel Dias (FUNED) Rua Conde Pereira Camneiro,
80 Bairro Gameleira 30510-010 Belo Horizonte, MG lacm@funed.mg.gov.br
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4.2 Pesquisa de estafilococos enterotoxigénicos

4.2.1 Caracterizaciio morfolégica e bioquimica de estafilococos

Decorrido o tempo de incubagdo, tomou-se cerca de imL de cada
cultura proveniente de cada sitio, de forma a se constituir um “poo ” de cada
manipulador.

Realizou-se entio semeadura do crescimento obtido por estrias, com
auxilio de alca de niquel-cromo, em placas de dgar “BP”, com posterior
incubagdio a 37°C, durante 48 horas.

Ap6s periodo de incubagdio, procedeu-se a avaliagio das placas,
verificando-se a presenga de coldnias tipicas e atipicas. Coldnias tipicas , de
coloragiio negra, puntiformes e circundadas por um halo branco opaco e outro,
mais externo, transparente; e colonias atipicas, cinzentas, mucdides e
desprovidas de halo e negras, com apenas um halo, foram pescadas, em nimero
de cinco e trés, para as primeiras e as segundas, respectivamente.

Posteriormente, estas colonias, de forma a se definir ou ndo S.aureus,
foram caracterizadas quanto a produgéio de coagulase e termonuclease e quanto a
capacidade de lisar hemicias de carneiro ¢ de utilizar glicose e manitol, em

condiges de anaerobiose.

4.2.2 Produgiio e detecciio de enterotoxinas estafilocécicas

Apbs caracterizagio bioquimica, as coldnias, produtoras ou ndo de
coagulase, foram submetidas aos ensaios de produgdio e identificagdo de
enterotoxinas.

Cerca de 0,5mL de culturas jovens crescidas em caldo “BHI” foram
transferidos e espalhados, com auxilio de alga de Drigalski, sobre superficie de
dgar “BHI”- 2x recoberto com membrana de didlise, ¢ incubadas 37°C por 24
horas (Hallander, 1965; Casman et al. 1969 e Jarvis & Lawrence, 1970). Apés
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o periodo de incubag#io, lJavagem para recuperagéio do crescimento bacteriano foi
realizada com 2,5mL de Na,HPO, 0,01M, em trés etapas, utilizando-se 1mL,
1mL e 0,5mL do tampdo. O liquido de lavagem obtido foi centrifugado a 7400g,
durante 20 minutos, a —4°C, e o sobrenadante utilizado para averiguacdo de
producéio de enterotoxinas.

Neste procedimento, através do ensaio de “RPLA” (Igarashi ef al. 1986),
25uL da amostra a ser pesquisada foram aplicados em orificios de placa de
microtitulo e, em seguida, adicionados de outros 25ul. de particulas de latex
sensibilizadas com antitoxinas especificas, tomando-se o cuidado da prévia
adi¢do de 5% de IgG normal de coelho ao extrato sobrenadante de cultura, para
evitar a formagdo de reagdes inespecificas (Ey et al. 1978; Pereira, 1995). A
placa de microtitulo, uma vez inoculada, permaneceu por 18h & temperatura

ambiente, sem agitagdo.
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5 Resultados e Discussiio

A analise do material clinico dos 13 manipuladores examinados revelou
em 100% destes, a presenga de estafilococos no “pool” procedente de suas
fossas nasais, cavidade orofaringea e leitos sub-ungiieais.

De um total de 104 cepas identificadas, 56 o correspondente a 54%,
mostraram-se ndo produtoras de coagulase.

Trinta e duas linhagens revelaram-se enterotoxigénicas, das quais 24
evidenciaram produgfio das enzimas coagulase e termonuclease, ficando
sugerida a possibilidade de se tratarem de S.aureus.

Os dados reportados na Tabela 1 demonstram o perfil de
enterotoxigenicidade, expressdo de crescimento de colnias em agar “BP” e
ainda identificam os quatro portadores do microrganismo, segundo fungdo
exercida na IMpq.

Os manipuladores, de referéncia A, responsabilizavam-se pela etapa de
homogeneizagdo da massa; H ¢ M pela ralagem de queijo parmeséo e J pela
modelagem da massa pronta.

Estabelecendo-se uma correlagdo com os dados apresentados no
Capitulo 3, p. 49, desta mesma dissertagdio, € possivel supor um possivel elo de
contato entre a contaminagéo verificada nas superficies de equipamentos ¢ a
presenga de manipuladores portadores de estafilococos.

No que diz respeito & presenga de estafilococos coagulase negativos
todas as cinco superficies apresentaram o microrganismo, o que igualmente se
deu com todos os 13 manipuladores examinados.

Ji no que tange aos estafilococos enterotoxigénicos e produtores de
coagulase, o manipulador de referéncia A era o mesmo que exercia suas

atividades junto & homogeneizagdo da massa escaldada com leite pasteurizado
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tipo C, queijo parmes#o ralado e ovo liquido pasteurizado nas masseiras, cujas
superficies apresentaram populagio de >2,0 x 10* UFC/cm® do mesmo
microrganismo.

A importdncia da presenga de portadores de estafilococos
enterotoxigénicos enquanto manipuladores em industria de alimentos vem sendo
tratada por diferentes autores. No Brasil, entretanto, estes trabalhos ainda podem
ser considerados escassos, talvez pelas dificuldades e custos relativos a detecgiio
de enterotoxinas (Danielson & Helberg, 1984; Pereira e al. 1994).

TABELA 1 Portadores de estafilococos enterotoxigénicos identificados em

manipuladores da IMpq
Manipuladores Crescimento Ensaios bioguimicos “SE”
Func#io / Referéncia emdgar Coag Glic Man Hem TNase detectadas
C‘BP"
Homogeneizagio A AT + + + + + “SEA”
da massa
Ralagem de H T + + + + + “SEA” e “SEB”
queijo M T + + + + + “SEA”
Modeladora J T - + + - - “SEA” e” SEB”
“Masipack”

Mpq: Industria Mineira de p@o de queijo; T: col6nias tipicas — coloragio negra, puntiformes e
circundadas por um halo branco opaco e outro, mais externo, transparente; AT: coldnias atipicas —
cinzentas, mucdides e desprovidas de halo ou negras, com apenas um halo; Coag.: coagulase;
Glic. ¢ Man.: glicose e manitol, em anaerobiose; Hem.:hemélise; Tnase: termonuclease; “SE”:
enterotoxina estafilocécica; +: positivo; -: negativo
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CAPITULO S

Monitoramento da qualidade microbiolégica em uma Indistria Mineira
de pdo de queijo — Matéria-prima, produto intermedidrio e final
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1 Resumo

MACHADO, Elayne Cristina Monitoramento da qualidade microbiol6gica
em uma Indistria Mineira de piio de queijo — Matéria-prima, produto
intermedidrio e final. Lavras: UFLA, 2001. 130p. (Dissertagdo - Mestrado em
Ciéncia dos Alimentos)'.

Estudo de acompanhamento microbiologico foi realizado em uma
Indistria Mineira de pdo-de-queijo, entdio designada IMpq. Para a realizagiio
deste estudo, tomou-se como direcionamento o fluxograma de produgdo que,
basicamente, se atinha as etapas de recepgio e pesagem da matéria-prima;
escaldamento, homogeneizagio, modelagem e congelamento da massa e
empacotamento do produto final. A partir de falhas de producdio identificadas
através de vistorias previamente conduzidas e programadas em conformidade
com o sistema APPCC, anilises foram realizadas, em uma primeira etapa, com
o objetivo de se confirmar microbiologicamente tais falhas. Posteriormente,
novas anélises foram realizadas, no decorrer de trés semanas consecutivas, em
uma segunda etapa, para acompanhamento e validagio das medidas corretivas
propostas e implantadas. Os resultados microbiolégicos evidenciados através da
primeira etapa revelaram inadequagéio da fécula de mandioca, leite pasteurizado
tipo C, soro liofilizado de leite pasteurizado e queijo parmesdo aos padrdes
legais vigentes, no que diz respeito as contagens de Bacillus cereus, coliformes
fecais e estafilococos produtores de coagulase. Contagens dos dois ultimos
grupos de microrganismos mantiveram-se igualmente inadequadas tanto para o
produto intermedidrio, massa de pdo-de-queijo coletada nas etapas de
escaldamento, homogeneizagio, modelagem e congelamento, como para o
produto final, embalado ou n#io. Apbs a implantagio das medidas corretivas
voltadas principalmente 4s condigdes de estoque ¢ manejo da matéria-prima;
adequagdo de limpeza na drea de produgdio; higiene e sanificagio de
equipamentos; postura dos manipuladores e acertos no processamento e seu
fluxo, novo perfil microbiolégico foi observado para todos os itens estudados.
Foi verificada significativa redugo na contagem de coliformes fecais ¢ de
estafilococos produtores de coagulase no queijo parmesdo, sobretudo apés
raspagem ¢ lavagem de sva superficie externa por manipuladores munidos de
mascara e luvas. Uso racional da fécula de mandioca, caracterizado
principalmente pela adequagfio da drea de estocagem e manipulagdo, controlou

lComité Orientador: Dr* Eliana Pinheiro de Carvalho — UFLA (Orientadora)
Dr* Maria Lucia Pereira — FUNED (Co-orientadora)

64



as contagens elevadas de B.cereus. Quanto ao leite pasteurizado tipo C, em
virtude de sua ma qualidade, foi sugerido, com eficiéncia, o tratamento térmico
de fervura durante 5 min. O conjunto de medidas, em consonéncia com as BPF,
introduzidas e microbiologicamente monitoradas na IMpq, permitiu a adequagéo
da matéria-prima, do produto intermedidrio e do produto final, e ainda
confirmou a vida-de-prateleira do produto, estimada em 180dias, a —18°C.
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2 Summary

MACHADO, Elayne Cristina Monitoring of microbiological quality at a
cheese-roll Industry in Minas Gerais — Raw material, intermediate and final
product. Lavras: UFLA, 2001, 130p. (Dissertation - Master in Food Science)”.

An accompanying microbiological study was made in a cheese-roll
industry of Minas Gerais. For this analysis, the production flow-chart was taken
as a guide, which is basically tied to the stages of reception and weighing of the
raw material: scalding, homogenization, and molding of the dough; freezing and
packaging of the final product. Starting from the production flaws identified
through previously conducted inspections and programmed in accordance with
the method HACCP, analyses were made, at an initial stage, for the purpose of a
microbiological confirmation of these flaws. Later, new analyses were made, at
a second state that lasted three consecutive weeks, to check and validate the
corrective measures that were proposed and implanted. The microbiological
results at the first stage showed that the manioc flour, grade C pasteurized milk,
liophyllic whey of the pasteurized milk, and parmesan cheese, were
unsatisfactory according to current legal standards, as regards the counts of
Bacillus cereus, fecal coliforms, and staphylococcal coagulase producers.
Counts of the last two groups of micro-organisms were equally unsatisfactory,
both for the intermediate product, cheese-roll dough collected at the stages of
scalding, homogenization, and molding, and for the final frozen product,
whether packaged or not. After the implantation of corrective measures aimed
principally at storing conditions and handling of the raw material, adequate
cleaning in the production area, hygiene and sanitizing of equipment, behavior
of handlers, and adjustments in processing and flow, a new microbiological
profile was observed for all the items studied. A significant reduction in the
fecal coliform and staphyococcic coagulase producer count in the parmesan
cheese was verified, especially after scraping and washing of the outer surface
by handlers wearing mask and gloves. Rational use of manioc flour,
characterized mainly by adequate areas of storage and handling, controlled the
elevated counts of B. cereus. As regards the low quality of the grade C
pasteurized milk, a thermical treatment of boiling for five minutes was
efficiently introduced. This set of measures, together with the GMP introduced
and microbiologically monitored at the IMpq, allowed for satisfactory raw
materials, and intermediate and final product, as well as confirming the shelf life
of the product, estimated at 180 days.

2Guidance Committee: Dr* Eliana Pinheiro de Carvalho - UFLA (Major Professor)
Dr* Maria Licia Pereira — FUNED (Co-Professor)
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3 Introdugiio

A qualidade da matéria-prima influencia diretamente na qualidade dos
produtos industrializados e em uma indistria de alimentos sdo consideradas as
maiores fontes de contaminacio microbiana. Matéria-prima de mé qualidade
origina produtos comprometidos, reduzindo, assim, sua vida comercial e
depreciando-o perante o consumidor.

O pao de queijo apresenta, em sua formulagdo bisica, polvilho azedo e
fécula de mandioca, queijo de “meia cura”, leite, sal, ovos e dleo. Existem
diferencas entre uma formulagéio e outra e estas podem residir na escolha de
algumas matérias-primas, no processamento e até mesmo no modo de assar.

Sob o aspecto microbiologico, o p#o-de-queijo estd susceptivel a
diferentes fontes de contaminagdo, podendo se destacar, entre os patdgenos,
sobretudo Staphylococcus aureus, Salmonella sp. e Listeria monocytogenes,
conforme proveniéncia mais provdvel do leite, queijo e ovos, produtos de
origem animal.

Além da matéria-prima, o processamento ¢ considerado ponto critico de
contaminagdo, uma vez que este produto, principalmente ao ser homogeneizado,
entra em contato com superficies de equipamentos e utensilios e até mesmo com
os préprios manipuladores.

Para o processamento do pdo de queijo, a primeira etapa consiste na
recepcdio e manejo da matéria-prima, em que'devem ser observadas as condigdes
de embalagem, temperatura e aparéncia em que esta se encontra; uma vez
inspecionada, a matéria-prima deverd ser armazenada de acordo com suas
necessidades, e ainda, quando da pesagem, obedecida a escala de produgéio do
dia. A segunda etapa consiste no escaldamento para promover a gelatinizagfio do
amido disponivel no polviltho azedo e fécula de mandioca, através da adico de
mistura fervente de 4gua, 6leo, margarina e sal.
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Ap6s a homogeneizagiio do escaldo, este serd transferido até as
masseiras, onde receberfio leite, ovos e queijo ralado, formando uma massa
homogénea. Esta massa € entfio levada até a modeladora, onde tomaré formas de
“bolas”, que serdo imediatamente congeladas, empacotadas e armazenadas, sob
temperatura controlada, para posterior distribui¢do ao consumo.

Com uma vida-de-prateleira prescrita, em média, de 180 dias, uma vez
descongelado, o pd#o de queijo industrializado, usualmente em embalagens
plésticas de 500g, deverd ser assado em forno alto a 180°C, durante 30 minutos,
aproximadamente, e tdo logo consumido.

Até o momento, ndo existem dados de literatura que incriminem o
pao-de-queijo em processos de intoxicag#io alimentar, possivelmente em fungdo
de o alimento ser submetido, antes do consumo, a tratamento térmico adicional.
Todavia, pelo fato de constar em sua formulagdio ingredientes ricos como leite,
queijo e ovo, somados ao estreito contato com manipuladores, quer seja no
momento da ralagem e adi¢8io do queijo, na fase de homogeneizagdo ou na
retirada do produto intermedidrio das masseiras, existe possibilidade real de
transferéncia microbiana de um substrato a outro, 0 que vem a caracterizar a
possibilidade de contaminag#o cruzada.

Desta maneira, a partir de falhas de produgdo previamente identificadas
através de vistorias conduzidas e programadas em conformidade com o sistema
APPCC, objetivou-se, neste experimento, o monitoramento da qualidade
microbiolégica em uma Indistria Mineira de pio de queijo, entdo designada
IMpq.

Anilises microbiolégicas da matéria-prima, produto intermediério,
produto final ¢ de acompanhamento da vida-de-prateleira do produto, simulando
as condigdes de comercializagiio do alimento, foram realizadas em duas etapas,

antes e aps a introdugdo de medidas corretivas propostas e implantadas.
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4 Material e Métodos

Tomando-se como base o fluxograma de produgéo adotado na IMpq,
para a produgdo de pdo de queijo, avaliaram-se, de acordo com a Portaria n°451,
de 19 de setembro de 1997, SNVS/MS, a qualidade microbiol6gica de diferentes
amostras de matéria-prima, o produto intermediério e o produto final (Figura 1 e
Tabela 1).

Estes substratos, disponibilizados na IMpq, de acordo com vistorias de
inspegdo previamente conduzidas, apresentavam, entfio, variados pontos criticos
de produgdio (Tabela 2).
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Armazenamento em cimaras frias

v

Distribui¢fio no mercado consumidor

FIGURA 1 Modelo esquemdtico do fluxo de produgio de péo de queijo adotado na IMpq
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TABELA 1 Amostras tomadas na IMpq para os procedimentos de
monitoramento microbiolégico realizado no periodo de junho a

setembro de 2000
Tipo de substrato/procedéncia Local de coleta/Condigdes da amostra
- Agua tratada
Pias Area de produggo'
Bebedouro “
Caixa d’égua Area externa
Matéria-prima
Polvilho azedo Area de estoque’/Embalagem original de papeldo
Fécula de mandioca “

Soro de leite pasteurizado
Queijo parmesgo inteiro

(3

No piso da cimara refrigerada/Sem embalagem

Queijo parmesio ralado Area de produgio/Recipientes plésticos
Ovo liquido pasteurizado Cémara refrigerada/ Embalagem original de pléstico
Leite pasteurizado tipo C Céamara refrigerada/Embalagem original

Produto intermedidrio

Massa escaldada Area de produg3o/Betoneiras
Massa homogeneizada Area de produgio/Masseiras

Massa modelada Area de produgic/Modeladora
Massa modelada congelada Area de produgio/Tine] de congelamento
Produto fina!

Massa congelada embalada Area de producio/Embaladora "Masipack”

'IMpq: Industria Mineira de pdo de queijo; temperatura ambiente estimada em 28°C;
temperatura estimada em 40°C; para cada substrato foram coletadas quatro amostras,

analisadas em triplicata.
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TABELA 2 Principais pontos criticos de produgio detectados apés vistorias de
inspegdio previamente realizadas na IMpq, no perfodo de junho a
setembro de 2000

Itens avaliados

Falhas detectadas

Area de produgdo

Higienizago nfo era realizada com freqUiéncia

Lixeiras, em nimero insuficiente, eram desprovidas de pedais para abertura
O lixo n#o era removido com freqliéncia

Presenga de sujidades retidas nos ralos

Actmulo de dgua no chiio, apés a higienizagfio

Auséncia de pias, providas de sabdo liguido e papel toalha, para higiene
pessoal dos manipuladores

Equipamentos
¢ utensilios

Higiene e sanificago nlo se realizavam diariamente

Emprego de 4gua fria nos procedimentos de limpeza

Produtos de limpeza nffio adequados e armazenados incorretamente
Auséncia de um responsével para o acompanhamento da higiene e
sanificacfio

Manipuladores

Hibito da lavagem de méios nio era adotado com a devida freqfiéncia
Nio tomavam banho ao chegar 3 indistria

Quando portando lesdes ou supuragdes de pele, no eram remanejados
Portavam uniformes fora da érea de produgdo

Mantinham seus objetos particulares junto aos uniformes

Debicavam, por vezes, de matéria-prima e outros ingredientes

Nilo portavam luvas e méscara

Matéria-prima

Inexisténcia de laudos de anélise de validagio microbiol6gica

Néo respeito s datas de validade estabelecidas pelos fornecedores
Temperatura de chegada dos produtos pereciveis ndo era observada

O armazenamento nfio seguia as recomendagSes do fomecedor

Embalagens da matéria-prima néio eram higienizadas antes de sua utilizagdo
Auséncia de planejamento racional para a pesagem € uso da matéria-prima

Processamento

A massa escaldada era mantida destampada até a homogeneizagdo
Produto intermediério permanecia a temperatura ambiente
Reaproveitamento de piio-de-queijo recolhido do mercado

Qutros

O produto final era colocado no mercado portando rétulo com dizeres
incorretos e desprovidos de referéncia de lote

IMpq: Indastria Mineira de péo de queijo; Capitulo 2, p. 31-4



4.1 Coleta e preparo das amostras

A coleta da 4gua tratada, aproximadamente 90mL, foi realizada em
frascos estéreis contendo tiossulfato de s6dio a 10%.

J4 para a matéria-prima, produto intermedidrio e produto final, cerca de
225g ou 225mL foram amostrados, de modo individualizado, em frascos estéreis
de 250g.

Uma vez coletadas, as amostras foram transferidas em condigbes
isotérmicas ao Laboratério®, onde foram analisadas em tempo niio superior a 2h.

Para cada substrato alimenticio, 25g ou 25mL foram assepticamente
pesados ¢ homogeneizados em “Stomacher” com 225mL de Agua Peptonada
Tamponada, APT, e entdo preparadas dilui¢des seriadas até 1/1000 em porgdes
de 90mL do mesmo diluente. Quanto as amostras de 4gua tratada, estas foram
diluidas até 1/100 também em APT. A partir desta etapa, foram procedidas
determinagGes bacterioldgicas especificas para cada tipo de substrato alimenticio
(Brasil, 1997).

4.2 Agua tratada
Amostras foram analisadas tomando-se como referéncia as normas de

padrdes de potabilidade de 4guas destinadas ao consumo humano.

4.2.1 Determinacfio do Numero Mais Provivel (NMP) de coliformes totais e
fecais (NMP), segundo Vanderzant & Splittstoesser (1992)
Utilizou-se o método de fermentagdio de lactose em tubos multiplos em
que foram inoculados 1mL da amostra ¢ ImL das diluigdes 10, 1 € 0,1mL, em
trés séries de trés tubos contendo CLS e CLD.

ISetor de Anaerébios e Epidemiologia Molecular da Divisto de Bromatologia, Toxicologia e Medicamentos
(DBTM), Instituto Octivio Magalhdes (IOM), Fundaglio Ezequiel Dias (FUNED); Rua Conde Pereira
Cameiro, 80 Bairro Gameleira 30510-010 Belo Horizonte, MG laem@funed.mg.gov.br
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Apés incubagio a 35°C durante 48horas, os tubos presuntivamente
positivos, que evidenciaram produgfio de gases nos tubos de Duhram, foram
submetidos ao teste confirmatério para enumeracgéio de coliformes totais e fecais,
para os primeiros utilizando-se CVB, e para os segundos, caldo EC, com
incubagiio até 48h, em estufa a 35°C, e em banho-maria a 44,5°C,
respectivamente.

Resultados de densidade de coliformes totais e coliformes fecais foram
expressos em NMP/100mL da amostra analisada.

4.2.2 Enumeracfio de bactérias aerébias meséfilas, segundo Vanderzant &
Splittstoesser (1992)

Inocularam-se, em duplicata, ImL da amostra ¢ ImL da dilui¢do 1/10

em placas de Petri, com incorporagio de PCA previamente fundido e

estabilizado em banho-maria a 44-46°C. Apés homogeneizagéio e solidificagdo,

as placas foram incubadas a 35°C durante 48 horas. Multiplicando-se a média

das contagens de col6nias pelo fator de dilviglio utilizado, os resultados foram

expressos como UFC/mL da amostra.

4.3 Matéria-prima

As amostras foram analisadas tomando-se como referéncia as normas de
padrdes da Secretaria da Vigildncia Sanitiria de Belo Horizonte, através da
portaria n° 451, de 19 de setembro de 1997 , conforme se observa na Tabela 3.
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TABELA 3 Anilises microbiologicas das matérias-primas utilizadas na
producéio do pdo de queijo
Amostras _ Colif Colif Bact.  S.aureus Bolorese Salmonela  Clostridios B.

totat fecal aerob. leveduras sulfitos cereus
mes6f. redutores

Polvilho . N . I’
Fécula . . . .
Soro . . . . .
Leite . . .

Ovo cru e

Ovo liquido . . . o

Queijo . . .

inteiro

Queijo ralado . ® .

eAndlises microbiol6gicas realizadas segundo a Secretaria de Vigilincia Sanitéria através da
Portaria n° 451, de 19 de setembro de 1997

4.3.1 Metodologia microbiolégica

4.3.1.1 Enumeracfio de Bacillus cereus

Inoculou-se, com auxilio de al¢a de Drigalski, sobre superficie de BC,
0,ImL das dilui¢des 1/10, 1/100 e 1/1000. Apés completa incorporagdo, as
placas inoculadas foram incubadas a 30°C até 24h.

Colénias suspeitas de B.cereus, réseas, com halo branco e convexas,
foram presuntivamente contadas e cerca de 1% destas foi inoculado em agar
nutriente inclinado e submetido ao teste de coloragéio de Gram. Esfregagos
foram examinados ao microscopio para confirmagéio da presenga de bastonetes
longos e Gram positivos, dispostos em cadeias e apresentando esporos nio
deformantes. Culturas assim caracterizadas foram submetidas & confirmagdo
bioquimica através da produgio de 4cido em anaerobiose, em caldo glicose-
vermelho de fenol; produgdio de acetilmetilcarbinol, em caldo VP; decomposicdo
de tirosina, em 4gar tirosina, e crescimento em presenga de 0,001% de lisozima.

Resultados foram expressos em UFC/g da amostra (Vanderzant &
Splittstoesser, 1992; Food and Drug Administration, 1992).
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4.3.1.2 Enumeraciio de bactérias aerébias meséfilas, segundo Vanderzant &
Splittstoesser (1992)

Inocularam-se, em duplicata, 1mL da amostra e 1mL das dilui¢des 1/10,

1/100 e 1/1000 em placas de Petri com incorporagdo de PCA, previamente

fundido e estabilizado em banho-maria a 44-46°C. Apos homogeneizagio e

solidificagdo, as placas foram incubadas a 35°C durante 48horas. Multiplicando-

se a média das contagens de coldnias pelo fator de dilvi¢iio utilizado, os

resultados foram expressos como UFC/mL da amostra.

4.3.1.3 Epumeracio de bolores e leveduras segundo Vanderzant &

Splittstoesser (1992)

Semearam-se, em duplicata, aliquotas de 1mL das diluigdes 1/10, 1/100
e 1/1000, quando necessdrias, em placas de Petri as quais havia sido acrescido
0,2mL de 4cido tartérico a 10%. Adicionaram-se 15mL de 4gar AB, previamente
fundido e estabilizado em banho-maria a 44-46°C. Apés homogeneizagdo e
solidificacio, as placas foram incubadas a 25°C durante cinco dias.
Muitiplicando-se a média das contagens de col6nias pelo fator de diluigdo

utilizado, os resultados foram expressos como UFC/g da amostra.

4.3.1.4 Determinagfio do Nimero Mais Provavel (NMP) de coliformes totais

e fecais, segundo Vanderzant & Splittstoesser (1992)

Utilizou-se 0 método de fermentagiio de lactose em tubos maitiplos, em
que foi inoculado 1mL das diluigBes 1/10, 1/100 e 1/1000 em trés séries de trés
tubos contendo LST.

Apbs incubagdo a 35°C durante 48 horas, os tubos presuntivamente
positivos, que evidenciaram produgdio de gases nos tubos de Duhram, foram
submetidos ao teste confirmatério para enumeragdo de coliformes totais e fecais,

para os primeiros utilizando-se CVB simples, e para os segundos, caldo EC, com
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incubacdo até 48h, em estufa a 35°C, e, em banho-maria a 44,5°C,
respectivamente.

Resultados de densidade de coliformes totais e fecais foram expressos
em NMP/g da amostra analisada.
4.3.1.5 Enumerac#o de clostridios sulfitos redutores

Inoculou-se, por incorporagfio, ImL das diluiges 1/10 e 1/100, em
duplicata, em placas de Petri com agar “SPS”. Apés incubagéio a 46°C durante
48h, em sistema de anaerobiose “Gas Pack”, bioMérieux, contaram-se coldnias
negras, que foram transferidas para caldo “BHI”, incubadas a 37°C por 24h e,
posteriormente, submetidas ao teste de coloragio de Gram. Esfregacos foram
examinados ao microscépio para confirmagfio da presenga de bastonetes Gram
positivos esporulados ou nd#o. Resultados foram expressos em UFC de
clostridios sulfito redutores/g da amostra.

4.3.1.6 Enumeragiio de estafilococos produtores de coagulase, segundo

Vanderzant & Splittstoesser (1992)

Inoculou-se, com auxilio de alga de Drigalski, sobre superficie de agar
BP, 0,1mL das diluigges 1/10, 1/100 e 1/1000.

Apbs completa incorporagfio, as placas inoculadas foram incubadas a
37°C durante 48horas. Decorrido o periodo de incubagdo, procedeu-se a
contagem das placas anotando-se, separadamente, resultados para coldnias
tipicas e atipicas. Colbnias tipicas, de coloragdo negra, puntiformes e
circundadas por um halo branco opaco e outro, mais externo, transparente; €
colonias atipicas, cinzentas, mucéides e desprovidas de halo e negras, com
apenas um halo, foram pescadas. Teste de produ¢fio de coagulase foi realizado
com cerca de 2% das coldnias, sendo considerados como positivos tubos com
codgulo 4+. Os resultados foram expressos em UFC de estafilococos produtores

de coagulase/g da amostra.
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4.3.1.7 Pesquisa de Listeria monocytogenes

Para o pré-enriquecimento, foram pesados e homogeneizados, em
“Stomacker”, 25g da amostra em 225mL de APT, com incubagéio a 35°C durante
24 horas. Foi transferido, entdo, 0,ImL do crescimento obtido para caldo
“LEB”, incubando-se a 37°C durante 24h (Van Leusen, 1982; Lovett, 1988;
Bush & Donnelly, 1992; Vanderzant & Splitstoesser, 1992). Para isolamento
diferencial, o material foi semeado, por esgotamento com alga de niquel-cromo,
para 4gar Palcam e dgar Oxford, seguindo incubagdo a 35°C pelo periodo de até
48h.

Para a contagem adotou-se o seguinte perfil de coldnias: pequenas;
puntiformes; arredondadas; contra a luz, apresentando cor esverdeada; quando
do inicio da hidr6lise da esculina, atingindo, posteriormente, tons
esbranquigados, para o &gar Palcam. No que diz respeito ao dgar Oxford, foram
selecionadas aquelas que apresentaram tamanho médio; arredondadas, na cor

branca leitosa, que passa a marrom brilhante e transparente, quando da luz

-

incidente.

Identificagdo bioquimica de linhagens compativeis ao género Listeria
foi, apés crescimento de 24h a 35°C em caldo “BHI”, foi conduzida através de
repiques por estrias com auxilio de alga de niquel-cromo, em “TSA” enriquecido
com 6% de extrato de levedura. Apds incubagdo a 35°C por 24h, linhagens
foram avaliadas, através da agio de luz incidente, quanto & presenga da
tonalidade cinza-azulada. A partir das colénias assim caracterizadas,
realizaram-se testes de coloragdo de Gram; motilidade a 25°C, em égar “SIM”,
lise de hemacias em placas de “TSA” suplementado com sangue de carneiro a
5%; “CAMP test” utilizando culturas de Rodococcus eqili e S.aureus, produtor
de “SEH”, e fermentagio dos carboidratos xilose ¢ manitol (Rocourt, 1989).
Além destes, utilizaram-se também os Sistemas Api Listeria, bioMérieux,
Craponne, France, para ampliagdo de respostas bioquimicas.
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Linhagens entfio bioquimicamente caracterizadas como pertencentes a0
género Listeria foram encaminhadas para anlise sorolégica em Laboratdrio de
Referéncia®. A classificagiio antigénica em sorogrupo/sorovar foi realizada por
soroaglutinagio em lamina utilizando antissoros policlonais adsorvidos para

fatores sométicos e flagelares (Seeliger & Jones, 1986).

4.3.1.8 Pesquisa de Salmonella sp.

Para o pré-enriquecimento, foram pesados e homogeneizados, em
“Stomacher”, 25g da amostra em 225mL de APT, com incubagéo a 35°C durante
24 horas (Van Leusen ef al. 1982). Foi transferido 0,1mL do crescimento obtido
para caldo de Rappaport-Vassiliadis, segundo Van Schothorst & Renaud (1983).
Apbs incubag#o deste a 37°C por 24 horas, com auxilio de ai¢a de niquel-cromo,
procederam-se semeaduras por estrias em dgar SS e dgar de Hecktoen, com
incubagio a 35°C, durante 24 horas (International Comission on Microbiological
Specifications for Foods, 1992; Food and Drug Administration. Bacteriological
Analytical Manual, 1992; Vanderzant & Splittstoesser, 1992).

Colénias ndo fermentadoras de lactose, suspeitas de Salmonella, foram
repicadas para o 4gar IAL e, posteriormente, submetidas a classificagdo
antigénica em sorogrupo/sorovar, através de soroaglutinagio em limina

utilizando anti-soros policlonais adsorvidos para fatores somaticos e flagelares”.

4.4 Produto intermedidrio e final
Nido existindo pardmetros microbiologicos legais que regulamentem o

pdo de queijo no decorrer de seu processamento, isto €, a massa do pdo de queijo

*Laboratério de Bacteriologia, Instituto Oswaldo Cruz, FIOCRUZ, Rio de Janeiro, RJ

S Andlise sorolégica realizada no Setor de Microbiologia, Divislio de Biologia Médica (DBM), Instituto
Octavio Magalhles (IOM), Fundaglio Ezequiel Dias (FUNED);Rua Conde Percira Carneiro, 80 -Bairro
Gameleira- 30510-010 Belo Horizonte, MG -lammed@funed.mg.gov.br
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nas fases de escaldamento, nas betoneiras; homogeneizagdo, nas masseiras;
modelagem, na modeladora; e congelamento, na saida do tinel de
congelamento, adotaram-se, para estes produtos intermedidrios, os mesmos
parimetros que regulamentam o pdo de queijo propriamente dito
(Brasil, 1997).

Foram ent3o realizadas anslises microbiolégicas para a determinagdo do
Namero Mais Provivel (NMP) de coliformes fecais, a enumeragiio de
estafilococos produtores de coagulase e clostridios sulfitos redutores. Tomou-se
como substrato para estas andlises a massa de pio de queijo escaldada,
homogeneizada, modelada e congelada, e ainda, o pdo de queijo congelado e
embalado pronto para a distribui¢8o no mercado consumidor.

Em se considerando a confirmagdio dos pontos criticos de produgéo,
através da evidéncia de resuitados analiticos indicativos da mé qualidade
microbiolégica dos itens entdo pesquisados, a corregfio destes seria procedida,
aplicada e acompanhada.

Para tal, novas anilises microbiolégicas, por um periodo de trés semanas
consecutivas, seriam realizadas conforme ji descrito no item 4.3.1.

Além dos mesmos itens pesquisados, seria adotada, ainda, a anélise
microbiolégica do produto final, simulando em Laboratério, apoés
acondicionamento em refrigerador a -4°C, as condigdes ideais de venda do
pio-de-queijo no comércio.

Estas Gltimas anélises, realizadas em periodos de 30, 60, 90, 120, 150 e

180 dias, poderiam vir a estimar a vida-de-prateleira do pao-de-queijo produzido

na IMpq.
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5 Resultados e Discusséio

Os resultados microbiolégicos apresentados na primeira etapa
evidenciaram a compatibilizagdo de todas as amostras de dgua tratada, polvilho
de mandioca, ovo liquido pasteurizado e massa escaldada aos padrdes legais
vigentes, dados nfio apresentados em tabelas (Brasil, 1997).

As amostras de fécula de mandioca mostraram-se dentro do estabelecido
por lei no que tange & contagem de coliformes fecais, estafilococos produtores
de coagulase, bolores e leveduras ¢ quanto a presenca de Salmonella sp.
Todavia, duas amostras, Ref. 2 e 3, apresentaram-se contaminadas com
B.cereus, de acordo com valores >1,0 X 10° UFC/g (Tabela 4).

Contagens elevadas deste patégeno, de acordo com Azeredo (1996), sdo
comuns em féculas e outros amildceos, sobretudo quando o estoque ou
armazenagem expde o produto 3 umidade, e ainda quando em temperaturas
elevadas. Esta situag#o contributiva foi verificada na estocagem da fécula entéo
analisada, que, indevidamente, era mantida em local que apresentava, por

ocasidio da coleta, cerca de 40°C.

TABELA 4 Resultados de andlise microbiologica de fécula de mandioca

disponibilizada na IMpq
Amostras! Coliformes fecais Bolores e leveduras B.cereus
(Ref) (NMP/g) (UFC/g) (UFC/g)
1 0 Nr 1,0 x 10°
2 0 1,0x 10* 1,0 x 10*
3 11,40 1,2x 10 2,0x 10*
4 0 5,0 x 10? 3,0 x 10°

IMpq: Indistria Mineira de pdo de queijo; ‘amostras, de mesmo lote ¢ mesma marca, tomadas ao
acaso; Nr: Néo realizado; valores médios de anélises realizadas em triplicata, segundo padres
legais vigentes; (Brasil, 1997); Salmonella sp.: ausente em 25g de amostra; estafilococos
produtores de coagulase: <I00UFC/g; NMP/g: Numero Mais Provével; UFC/g: Unidade
Formadora de Col6nias
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No que diz respeito ao leite pasteurizado tipo C, todas as quatro
amostras analisadas apresentaram indice condenatério de coliformes totais, valor
maior que 10NMP/mL, e duas, além destas, também evidenciaram coliformes
fecais e bactérias aerébias mesoéfilas, conforme valores superiores a 2NMP/mL
e 3,0 x 10°UFC/mL, respectivamente (Tabela 5).

Apesar de o leite pasteurizado tipo C ter sido armazenado e mantido em
condigdes de refrigeragdo, seu prazo de validade ndo era obedecido, podendo

esta situagio ter contribuido para a elevagdo da microbiota presente.

TABELA 5 Resultados de analise microbiolégica do leite pasteurizado tipo C

disponibilizado na IMpq
Amostras Coliformes totais  Coliformes fecais Bactérias aerébias
(Ref) (NMP/mL) (NMP/mL) meséfilas (UFC/mL)
1 2,3x10 0 1,3x10°
2 1,4x10 0 3,5x10°
3 1,1 x 10° 1,1 x 10° 2,8x 10°
4 1,1 x 10° 93,3 3,0 x 10°

Mpq: Indistria Mineira de pdo de queijo; 'amostras, de mesmo lote ¢ mesma marca, tomadas a0
acaso; Valores médios de andlises realizadas em triplicata, segundo padrSes legais vigentes
(Brasil, 1997); Salmonella sp.: ausente em 25g de amostra; NMP/g: Niimero Mais Provével;
UFC/g: Unidade Formadora de Coldnias

Sdo conhecidos, todavia, apesar de ndo esperados, problemas com a
qualidade microbiolégica envolvendo leite pasteurizado tipo C.

De acordo com relatos de Vieira ef al. (2001) e Padilha & Fernandes
(1999), este produto foi, recentemente, fiscalizado nos Estados de Goids e
Pernambuco ¢ condenado por elevadas contagens de coliformes fecais e
bactérias aerébias mesofilas.

Trabalho realizado por Pinto (2001), quando da realizagio de pesquisa

em indistrias de pao-de-queijo localizadas em Belo Horizonte, MG, observou
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que 17% das amostras do leite pasteurizado tipo C empregado no fabrico do
produto licteo mostravam-se igualmente fora dos padrdes quanto 4 contagem
destes dois grupos de microrganismos.

Quanto aos dados encontrados para soro liofilizado de leite pasteurizado,
a amostra de Ref. 2 mostrou-se fora dos padrdes quanto as contagens de
coliformes totais, valor >10NMP/g, coliformes fecais, >1NMP/g; e bactérias
aer6bias mesofilas, >5,0 x 10°UFC/g, respectivamente, ¢ a amostra de Ref. 3

quanto aos coliformes fecais e bactérias aerdbias mesofilas (Tabela 6).

TABELA 6 Resultados de andlises microbiol6gicas do soro liofilizado de leite
pasteurizado disponibilizado na IMpq

Amostras Coliformes Coliformes Bactérias Bolores e B.cereus
(Ref.) totais fecais aerdbias leveduras (UFC/g)
(NMP/g) (NMP/g) mesoéfilas (UFC/g)
(UFC/g)

1 0 0 8,0x10 3,0x10° NHC

2 33x10 4,5 52x10° 4,0x 10° NHC

3 4,0 4,0 1,3x 10° 1,5x 10° NHC
4 0 0 1,7x 10° 50x10 1,0 X 10?

IMpq: Indistria Mineira de pdo de queijo; ' Amostras, de mesmo lote e mesma marca, tomadas 20
acaso;Valores médios de andlises realizadas em triplicata, segundo padrdes legais vigentes,
(Brasil, 1997); Salmonella sp.: ausente em 25g de amostra; Estafilococos produtores de coagulase:
<100UFC/g ; NMP/g: Niimero Mais Provével; UFC/g: Unidade Formadora de Colénias

Apesar de duas amostras deste produto tiverem se mostrado nfio
aceitdveis, as duas restantes apresentaram valores muitos préximos aos limites
estabelecidos. Mesmo em se tratando de substrato desidratado e proveniente de
leite pasteurizado, sua armazenagem ocorria em condigdes de temperaturas
muito elevadas, aproximadamente 40°C, o que pode, possivelmente, ter

influenciado positivamente no desenvolvimento microbiano.
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TABELA 7 Resultados de andlise microbiol6gica do queijo parmes#o, inteiro e
ralado, disponibilizado na IMpq

Amostras de Coliformes fecais Estafilococos Bolores e
queijo parmes#o (NMP/g) produtores de leveduras
(Ref)) coagulase (UFC/g) (UFC/g)
Produto inteiro
1 L,1x10° 6,0 x 10* Nel
2 4,6 X 10 3,4 x 10° “
3 4,6 X 10 1,1 x 10° “
4 1,1 x 10° 2,3 X 10° “
Produto ralado
1 4,3 x 10? 8,0 x 10° 1,0x 10°
2 0 <100 1,5x10*
3 93,3 3,6x10° 1,9x 10*
4 1,1x 10° 2,0x10* 1,5 x 10°

IMpq: Indistria Mineira de péio de queijo; 'Amostras, de mesmo lote ¢ mesma marca, tomadas a0
acaso; Valores médios de andlises realizadas em triplicata, segundo padrSes legais vigentes
(Brasil, 1997); Saimonella sp.: ausente em 25g de amostra; NMP/g: Nimero Mais Provavel;
UFC/g: Unidade Formadora de Col6nias; Nel: Nifo exigido por lei (Brasil, 1997)

O queijo parmesdo inteiro apresentou-se contaminado com coliformes
fecais, >5,0 x 10NMP/g, ¢ ainda evidenciou elevadas contagens de estafilococos
produtores de coagulase em todas as amostras estudadas.

O indice toleravel por lei para este produto licteo prevé valor igual a
10°UFC/g deste grupo de microrganismos (Tabela 7). Além disto, dentre estes
distingui-se o S.aureus, responsivel pela maioria das linhagens
enterotoxigénicas, cuja populagio minima capaz de provocar intoxicagdo estd
situada em faixas proximas a 10° UFC/g (Bergdoll, 1989).

No que diz respeito ao queijo parmes#o ralado, para o qual existe ainda a
exigéncia de contagem de bolores e leveduras, foi observado, para trés das
amostras pesquisadas, Ref. 2, 3 ¢ 4, valor >5,0 x 10°UFC/g de estafilococos
(Tabela 7).



Este grupo de microrganismos, dentre outros, reflete, no produto
analisado, as condigdes de acondicionamento ou manutengdo inadequados, o que
se confirma neste caso, uma vez que, apés ralagem, o queijo permanecia a
temperatura ambiente, em recipientes pldsticos desprovidos de tampa.

Quanto & enumeracéo de coliformes fecais e estafilococos produtores de
coagulase, amostras de Ref. 1, 3 e 4 apresentaram-se fora dos padrdes,
5,0 x 10UFC/g e 10°UFC/g, respectivamente.

Estes valores, mesmo condenatérios, inferiores aqueles verificados para
amostras do queijo inteiro, refletem, apesar do estreito contato com
manipuladores, a realidade de o maior grau de contaminagio microbiana
encontrar-se localizado na casca ou na superficie externa.

Estudos conduzidos sobre a qualidade do queijo no Estado de Minas
Gerais tém reportado sobre a contamina¢io com bactérias do grupo coliformes
fecais e, principalmente, com S.aureus., para este iltimo citando-se, com énfase,
seu envolvimento em alguns episédios de intoxicag#o alimentar (Sabioni ef al.
1988; Pereira et al. 1991; Carmo et al. 1996).

De acordo com os resultados apresentados na Tabela 8, amostras de
massa procedentes das betoneiras mostraram-se em boas condigdes
microbiol6gicas no que tange & enumeragdio de coliformes fecais, estafilococos
produtores de coagulase, clostridios sulfitos redutores e pesquisa de Salmonella
sp.

Possivelmente em virtude da temperatura elevada do escaldamento com
solugdo fervente de dgua, dleo de soja, margarina e sal entdio utilizada, deve ter
ocorrido, provavelmente, um efeito deletério sobre a microbiota presente, neste
caso proveniente sobretudo da fécula de mandioca e do soro liofilizado de leite
pasteurizado, o que se constatou anteriormente, conforme j4 apresentado nas
Tabelas 3 e 5.
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Por sua vez, em todas as quatro amostras de massa homogeneizada foi
detectado o mesmo grupo de estafilococos, € para a massa modelada,
verificaram-se, além deste, também coliformes fecais em duas amostras, cujas
referéncias séio 1 € 2.

Estes dados de contamina¢lio do produto intermedidrio sdo similares
aqueles relatados por Pinto (2001), que observou, em indistrias de pdo de queijo
localizadas em Belo Horizonte, MG, a contaminacfio elevada por coliformes
fecais e estafilococos coagulase positivos.

J& os resultados evidenciados quando da anélise da massa modelada
congelada, logo apds sua saida do tinel de congelamento, em temperatura
controlada a -25°C, apresentaram decréscimo tanto na populagio de
estafilococos ndo produtores de coagulase como de coliformes fecais (Tabela 8).

Esta temperatura de -25°C pode ter, caso niio completamente eliminado,
provocado danos celulares aos microrganismos presentes, os quais, uma vez
injuriados pelas condigdes de frio, passaram a néio se expressar sob a forma de
colénias, ndo podendo, portanto, de acordo com técnicas metodolégicas usuais
empregadas, ser detectados (Busta, 1976).

Ao confrontar estes iultimos dados com aqueles reportados para o
produto final, massa congelada e empacotada (Tabela 9), pode-se estimar que,
uma vez cessada a aplicagiio da temperatura de -25°C do tinel de congelamento,
ocorreu alteragio na densidade populacional, sobretudo do grupo de

estafilococos produtores de coagulase.
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TABELA 8 Resultados de andlise microbiolégica do produto intermediario

disponibilizado na IMpq
Amostras de produto Coliformes fecais Estafilococos produtores de
intermediario/ (NMP/g) coagulase (UFC/g)
Equipamento (Ref.)

Massa escaldada/

Betoneiras
1 30 <100
2 43x10 <100
3 0 <100
4 0 <100

Massa homogeneizada/

Masseiras
1 3,6 1,7 x 10
2 0 1,1 x 10°
3 3,6x10 2,0x 10°
4 0 2,0 x 10°

Massa modelada/

Modeladora
1 0 1,0 x 10°
2 0 6,0 x 10°
3 9,3 x 10° 3,3x10*
4 1,7x 10° 1,0 x 10°

Massa modelada

congelada/

Tinel de congelamento 3,0 1,0 x 10°
1 9,3x10 1,0x 10°
2 9,3x 10 1,0x 10°
3 2,3x 10 1,0 x 10°

4

IMpq;: Indistria Mineira de pdo de queijo; ‘amostras, tomadas ao acaso, coletadas em um mesmo
fluxo/dia de produgfio; Valores médios de andlises realizadas em triplicata, segundo padrdes legais
vigentes (Brasil, 1997) ; Salmonella sp.: ausente em 25g de amostra; Clostridios sulfito redutores:
<100UFC/g; NMP/g: Nimero Mais Provavel; UFC/g: Unidade Formadora de Col6nias
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TABELA 9 Resultados de andlise microbioldgica do produto final

disponibilizado na IMpq
Amostras Coliformes fecais Estafilococos produtores
(Ref) (NMP/g) de coagulase (UFC/g)
1 36x10 3,0x10°
2 2,1x10 1,2x10°
3 42x10 3,0x 10°
4 1,1 x10° 5,0 x 10*

Mpq: Industria Mineira de pdo de queijo; Amostras, tomadas ao acaso, coletadas em um mesmo
fluxo/dia de produgiio; Valores médios de anilises realizadas em triplicata, segundo padr3es legais
vigentes (Brasil, 1997); Salmonella sp.: ausente em 25g de amostra; Clostridios sulfito redutores:
<100UFC/g; NMP/g: Niimero Mais Provével; UFC/g: Unidade Formadora de Col6nias

Estes microrganismos apresentaram um acréscimo de um e dois ciclos
log, respectivamente, para as amostras de Ref. 3 e 4 e Ref. 2, variando de
10° para 10* e 10°UFC/g, respectivamente, conforme se observa na Tabela 8.

Avaliagiio sobre a qualidade microbiolégica de quinze marcas de pdo de
queijo comercializadas em Belo Horizonte, MG, foi realizada por Dias ef al.
1995. Os autores observaram, dentre 60 unidades do produto, que 68,3% das
amostras estudadas encontravam-se em discorddncia com os padres legais
vigentes (Brasil, 1997). Sobretudo coliformes fecais e estafilococos produtores
de coagulase foram detectados, e ainda Salmonella sp. em 3,3% destas.

De acordo com os dados anteriormente relatados, pdde-se confirmar
microbiologicamente, tanto para quatro das matérias-primas como para dois dos
produtos intermediarios e produto final, a inadequago das praticas de fabricagéo

adotadas na IMpq.
Desta maneira, foram introduzidas e acompanhadas as modificagGes e

corregdes da prética entio adotada, de acordo com o proposto na Tabela 10,
para, em seguida, serem realizadas nova amostragem e analise microbioldgica,

por trés semanas consecutivas, dos mesmos itens estudados.
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TABELA 10 Medidas propostas e implantadas com vistas & corregio dos pontos
criticos de controle detectados na IMpq

Itens considerados Medidas corretivas propostas e implantadas

Area de produgio

Higienizagiio continua e fiscalizada

Lixeiras em niimero suficiente e providas de pedais para abertura
Remocgio didria do lixo

Uso de rodos para elimina¢#o da dgua empogada

Pias providas de sabio liquido € papel toalha para higiene pessoal dos
manipuladores

Higiene de

equipamentos ¢
utensilios

Limpeza diaria 2o final do expediente

Adogfio de dgua quente no procedimento de higiene e sanificagiio
Local adequado para a armazenagem dos produtos de limpeza
Designagiio de um gerente para fiscalizagfio da limpeza

Palestra sobre a utilizagfo correta de produtos de limpeza

Manipuladores

Correta e freqfiente higienizag#io das méos

Obrigatoriedade de banho ao chegar 2 indiistria

Remanejamento de manipuladores portando lesdes ou supura¢des dapele e
mucosas

Proibig#o do uso de uniforme fora da 4rea de produgio

Proibi¢#io da permanéncia de objetos particulares junto ao uniforme
Proibig#o da alimentagéio dentro da édrea de produgdo

Obrigatoriedade do uso de luvas e méscara

Matéria-prima

Obediéncia &s datas de validade

Conferéncia das temperaturas de chegada da matéria-prima perecivel
Armazenamento de acordo com as recomendagdes do fornecedor
Conferéncia das condi¢des de todas as embalagens

Higienizagéio de embalagens antes de sua utiliza¢do

Mudanga de marca ¢ fornecedor ou fervura do leite tipo C

Higienizagéo do queijo parmesiio inteiro, através de raspagem e lavagem,
antes de sua utilizaglo

Planejamento ¢ programagfio para correta abertura ¢ pesagem

Processamento

Manutenciio do produto intermediério em cimaras frias até o momento de
sua utilizecBo

Obediéncia ao fluxo de produgéio, de forma a evitar contaminag#o cruzada
Proibigfio do reaproveitamento de p2o-de-queijo no comércio

Outros

Modificagio nos dizeres do rétulo de forma a apresentar ingredientes
corretos e com referéncia ao n° de lote

IMpq: Indistria Mineira de p2o de queijo
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Nesta segunda etapa, os resultados observados para a fécula de
mandioca, apés a racionalizagdo de seu uso, que consistiu sobretudo na redugdo
de tempo de estoque e armazenagem em érea apropriada, reservada, provida de
ventilagio e temperatura ambiente apresentaram, novo perfil microbioldgico.

Auséncia de coliformes fecais e redugfio na contagem de bolores e
leveduras e B.cereus, da ordem de trés ciclos log, compatibilizou-a com os
padrdes legais vigentes.

Quanto ao leite pasteurizado tipo C, uma vez nfio tendo sido possivel a
busca de outro produto, de marca e fornecedor distintos, recomendou-se seu
aquecimento, fervura durante Smin., em recipiente inox.

Os resultados observados apds este tratamento térmico indicaram a
eficiéncia do tratamento, quanto & auséncia de coliformes totais e fecais e 4
contagem de <1QUFC/mL para bactérias aerébias mesdfilas.

Igualmente, foram observados para soro liofilizado de leite pasteurizado,
ap6s sua transferéncia para a cimara fria, os mesmos resultados obtidos para o
leite pasteurizado tipo C, além da redugfio das contagens de B.cereus e bolores e
leveduras para 10? ¢ <100UFC/g, respectivamente.

No que concerne as amostras de queijo parmesdo, as medidas corretivas
propostas e implantadas embasaram-se no uso de luvas e miscara para 0s
manipuladores ¢ a correta higienizagio da maquina de ralagem.

Em se tratando do queijo parmesdo utilizado na IMpq de produto
comercializado sem SIF, isento de qualquer envoltério externo que o embalasse
e até entdo disposto diretamente por sobre o piso da cimara fria, ainda mais

estas condigdes contribuiam para sua contaminag#o.
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TABELA 11 Resultados de andlise mlcrobloléglca do queijo parmesdo, inteiro e
ralado dliaomblllzado na IMpq', apés introdugio de medidas

corretivas

Amostras de Coliformes fecais Estafilococos Bolores e leveduras
queijo parmesdo® (NMP/g) produtores de (UFC/g)
(Ref) coagulase (UFC/g)
Produto inteiro
1 0 <100 Nel
2 3,57 <100 “
3 11,4 2,0X10° “
Produto ralado
1 3,57 <100 <100
2 9,18 <100 1,5 x 10
3 11,4 2,7x 10° <100

"IMpq: Indistria Mineira de piio de queijo; “Raspagem da superficie externa com auxilio de faca
segulda de lavagem, imers3o em dgua com hipoclorito de sédio 0,5% e enxégile em dgua corrente;
3correta higienizagio com 4gua aquecida, aplicagdo de detergente sanitizante, seguida de enxéglie
e borrifamento com solugio de hlpoclomo a 1%; ‘manipuladores portando luvas e méscara,
quando da higienizaglo e ralagem do queijo; *amostras, de mesmo lote ¢ mesma marca, tomadas
20 acaso; valores médios de anélises realizadas em triplicata, segundo padr3es legais vigentes;
(Brasil, 1997); Salmonella sp.: ausente em 25g de amostra; NMP/g: Niumero Mais Provével;
UFC/g: Unidade Formadora de Colénias; Nel: Ndo exigido por lei (Brasil, 1997)

Assim, adotaram-se, logo apds sua raspagem, lavagem, secagem em
toalhas de papel, recobrimento com sacos pldsticos de primeiro uso e
transferéncia para estrados de poliestireno localizados no interior da cimara fria.

O procedimento de raspagem, com auxilio de faca, em cerca de 2cm da
superficie externa, e posterior imerséo do produto em dgua com hipoclorito de
sodio a 0,5%, por um periodo estimado de 15min., seguido de enxégiie em dgua
corrente, consistiu em estratégia alternativa e eficiente, contribuindo para o
controle da contaminag3o entfio observada para o produto (Tabela 11).

A recomendagio da raspagem da casca do queijo, tem sido adotada nos
paises europeus, visando o controle de L.monocytogenes neste produto ldcteo,

sobretudo em fungéio de pessoas pertencentes ao grupo de risco, como mulheres
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gravidas, imunodeprimidos e transplantados renais, dentre outros (Rocourt,
1995).

A melhoria da qualidade obtida para a matéria-prima, fécula de
mandioca, leite pasteurizado tipo C, soro liofilizado de leite pasteurizado e
queijo parmesdo, aliada 4s Boas Priticas de Fabricacdo introduzidas, vieram a
determinar, conseqiientemente, a melhoria da qualidade microbiolégica. Esta
qualidade foi confirmada para todos os produtos intermediérios, para o produto
final, ficando igualmente assegurada a validade do pdo de queijo, no periodo
avaliado em até 180 dias de vida-de-prateleira .

De acordo com os resultados obtidos nesta experimentagdo de
monitoramento microbiolégico da IMpq, foi constatada a possibilidade da
obtengdio de um produto de qualidade microbiolégica compativel com as normas

de regulamentagdo.
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CAPITULO 6

Estimativa de riscos da contaminacfio da massa de pfio de queijo com
Stahylococcus aureus, Salmonella Typhi e Listeria monocytogenes
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1 Resumo

MACHADOQO, Elayne Cristina Estimativa de riscos da contamina¢do de massa
de pdo de queijo com Srahylococcus aureus, Salmonella Typhi e Listeria
monocytogenes. Lavras: UFLA, 2001. 130p. (Dissertagdio - Mestrado em
Ciéncia dos Alimentos)'.

Tendo em vista a possibilidade de acesso, crescimento e produgéo de
toxinas por bactérias patogénicas no decorrer do processamento do pdo de
queijo, o qual apresenta em sua formulagio béasica leite, queijo e ovos, este
experimento foi conduzido. Buscou-se, desta maneira, avaliar a possibilidade de
riscos a que poderiam estar sujeitos os consumidores, com base na confirmagéo
da presenga de patOgenos experimentalmente inoculados em massa escaldada,
homogeneizada e nio modelada do produto. Para a condugfo deste experimento
modulado voltado & microbiologia preditiva, a massa em questdo, produzida de
acordo com Boas Priticas de Fabricacfo por uma Indistria Mineira de pdo de
queijo, uma vez inoculada, foi mantida & temperatura de —18°C pelo periodo de
180 dias, que correspondem a vida-de-prateleira do pdo de queijo colocado no
comércio. Assim, suspensdes bacterianas individuais e padronizadas em
10'UFC/g de Staphylococcus aureus, produtor de enterotoxina A, “SEA”, Ref.
FUNED; lO’UFC/g de Salmonella Thyphi, Ref. UNICAMP; e lOzUFC/g de
Listeria monocytogenes sorovar 1/2a, Ref. UNICAMP, foram empregadas.
Decorrido o tempo de estocagem da massa inoculada e tendo esta sido mantida
em condi¢des de congelamento, foi possivel a recuperagdio e caracterizagio de
S.Typhi e L.monocytogenes, cujas populagdes foram estimadas, respectivamente,
em 4,7 x 10°e 1,7 x 10°UFC/g. As contagens de S.aureus foram da ordem de
1,4 x lO‘UFCIg, tendo, ainda, sido possivel a detec¢do e identificagio de “SEA”
diretamente produzida na massa inoculada. Mesmo considerando a realidade do
tratamento térmico adicional, a que se expde o pdo de queijo para ser ingerido, a
sobrevivéncia dos patégenos entdio estudados serve de alerta, sobretudo para o
risco de contaminagéio cruzada, quer seja na propria indistria, restaurantes e
similares ou no ambiente doméstico.

Palavras-chaves: cheese-roll dough; inoculagdo experimetal; S aureus,
staphylococcic enterotoxin; Salmonella sp.; Listeria monocytogenes; freezing

'Comité Orientador:  Dr* Eliana Pinheiro de Carvalho — UFLA (Orientadora)
Dr* Maria Lucia Pereira — FUNED (Co-orientadora)
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2 Summary

MACHADO, Elayne Cristina Risk Estimate of Contamination of Cheese-roll
Dough with Staphyloccus aureus, Salmonella Typhi and Listeria
monocytogenes. Lavras: UFLA, 2001. 130p. (Dissertation - Master in Food
Science)®.

This experiment was conducted in view of the possibility of the access
and growth ofStaphyloccus aureus, Listeria monocytogenes and Salmonella
Typhi in cheese-roll dough, whose basic composition is grade C pasteurized
milk, parmesan cheese, and pasteurized liquid egg. The analysis was to evaluate
the possibility of risks relating to the confirmation of the presence of the
pathogens in question in the ready-to-consume product. Homogenized dough of
the available product in a cheese-roll industry of Minas Gerais was aseptically
transferred to the laboratory and artifically innoculated with standardized
suspensions of the bacteria 10*, 10°, and 10?UFC/g, of S. aureus producer of the
enterotoxin A, “SEA, S. Thyphi and L. monocytogenes, respectively. Once the
time of 180 days for the maintenance of innoculated dough and maintained
frozen had elapsed, which corresponds to the shelf-life of the cheese-rolls
available in retail establishments and ready for consumption, the recovery and
identification of S. Thyphi and L. monocytogenes whose population was
estimated at, respectively, 4,7 x 10° and 1,7 x 10°UFC/g, of the dough examined.
The counts of S. aureus were of the order of 1,4 x 10°UFC/g, with the detection
and identification of “SEA” directly in 25g of the innoculated dough made
possible. Even if the reality of the additional thermic treatment, 180°C for 30
min., to which the cheese-roll is exposed before consumption, is considered, the
survival of the pathogens then studied serves as a warning of the risk of cross-
contamination, in the industry itself, restaurants and similar establishments, or
even in the domestic environment.

Key-words: cheese-roll dough; experimental innoculation; S. aureus,
staphylococcic enterotoxin; Listeria monocytogenes; Salmonella sp.; ; freezing

2Guidance Committee: Dr* Eliana Pinheiro de Carvatho - UFLA (Major Professor)
Dr* Maria Lucia Pereira — FUNED (Co-Professor)
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3 Introduciio

A partir da década de 80 ocorreu, de maneira bastante significativa, uma
crescente preocupagdo com o fabrico higiénico de produtos alimenticios e com a
protegéo do consumidor.

Sabe-se que, até o presente momento, ndo existem dados de literatura
sobre o envolvimento do pdo de queijo em processos de intoxicagdo alimentar.
Isto parece normal na medida em que, antes de ser consumido, o produto ¢
submetido a tratamento térmico adicional, usualmente estabelecido, seguindo
pequenas variagdes de marca e produtor.

Todavia, nos dltimos dez anos, o pdo-de-queijo, até entdo produto de
panificago de consumo tipico e circunscrito ao Estado de Minas Gerais, devido
a grande aceitacdo de novos consumidores acabou se expandindo para outros
Estados, levando fabricas mineiras & escala de produg#o industrial.

Constando em sua formulag@io basica de leite, queijo e ovos, produtos de
origem animal, o p3o de queijo apresenta nutrientes que, facilmente,
compatibilizam o acesso e o desenvolvimento de bactérias patogénicas e suas
toxinas.

Além desta matéria-prima, o pdo de queijo industrializado passa, em seu
fluxo de produgdio, por etapas de estreito contato com manipuladores, como
ocorre por ocasido da ralagem do queijo a ser adicionado & massa escaldada e,
ainda, quando da homogeneizagdo desta nas masseiras.

A presenca dos patdgenos S.aureus, S.Thyphi e L.monocytogenes, e
dentre outros torna-se possivel, quer seja no produto intermedidrio ou no
produto final, a saber pela possibilidade da presenga destes na propria matéria-
prima, como também através da contaminagdo por manipuladores, portadores

assintoméaticos ou ndo.
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Mesmo em se considerando a prevaléncia, nos dias atuais € em nosso
meio, da aplicagio das BPF e do sistema APPCC, permanece explicita a
inviabilidade da obtenc#o de alimentos completamente livres de contaminaggo.

Assim, a quantificacio das probabilidades de ocorréncia ou niio de risco
alimentar, por meio de sistema que permita a estimativa destes mesmos riscos
(“risk assesment”) envolvidos diretamente ou néio no consumo de alimentos, tem
se mostrado, a cada dia, tema atual e de interesse crescente (Ross & McMeekin,
1991; Potter, 1996).

A partir da identificagdio do perigo, isto é, do reconhecimento de que os
patgenos em questdo podem ser ou virem a ser contaminantes normais do p#o
de queijo, nestes podendo crescer e ainda produzir toxinas, a probabilidade da
contaminagio a que os consumidores estariam expostos poderia entdio ser
medida.

Em se considerando, mais uma vez, a necessidade do tratamento térmico
efetivo, o qual, segundo Bergdoll (1989), desativa as enterotoxinas
estafilocécicas, termoestéveis somente ate 100°C durante 30min, e mais ainda,
de acordo com Doyle (1989), as células vegetativas de S.aureus, S.Typhi e
L.monocytogenes no caso especifico do pao de queijo, os riscos do consumidor
ficariam vinculados, sobretudo, a possibilidade da contaminag8o cruzada.

Na contaminagdo cruzada, torna-se vidvel a transferéncia destes
patogenos e da enterotoxina estafilocdcica, jé elaborada ou a ser elaborada, do
pdo de queijo ainda n#io assado a outro alimento a ser consumido cru ou com
tratamento adicional, que seja insuficiente para a eliminagdo destes agentes
contaminantes.

Esta transferéncia pode, ainda, vir a ocorrer por meio da superficie de
vasilhame e outros utensilios ¢ das méos do manipulador, pelo contato direto

com o po de queijo, nas mesmas condigdes, ainda n#io assado e contaminado.
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Outra possibilidade de risco envolvendo este produto poderia estar
relacionada 4 ingestdo —~ debicagem — do produto contaminado, antes de este ser
submetido as condigGes do forno.

Estas possibilidades estariam embasadas no fato de a quantidade de
enterotoxina, j& estimada em 0,7ng/g, ser suficiente para a instauracéio da
intoxicagdo estafilocécica (Evenson et al., 1988). Somando-se a isto, as doses
minimas infectantes de S. Typhi e L. monocytogenes sio reconhecidamente
baixas, da ordem de 10°UFC/g e 10°UFC/g, respectivamente (Doyle, 1989),

Assim, buscou-se, neste experimento, recuperar células de S. aureus
produtores de “SEA”, S. Typhi e L. monocytogenes, inoculadas intencionalmente
na massa jé escaldada, homogeneizada e ndo modulada de pao-de-queijo, ap6s
180 dias de manutengio & temperatura de congelamente, — 18°C.
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4 Material e Métodos

4.1 Tomada de amostras

Aproximadamente 3kg de massa escaldada, homogenecizada e niio
modelada foram coletados da mesma masseira na IMpq, apés implanta¢io de
medidas corretivas e introdugéio das BPF (Capitulo 5, p.84).

A amostra, uma vez acondicionada em frasco estéril, foi transferida ao

Laboratério®, em condigdes isotérmicas e em prazo ndo superior a 2h.

4.2 Avaliagio da qualidade microbiolégica da massa escaldada,
homogeneizada e nio modelada
Antes de executar o procedimento de inoculagfio experimental, a massa

escaldada, homogeneizada e ndo modelada foi submetida 4 andlise
microbiolégica, conforme ensaios efetuados, em triplicata, de acordo
Vanderzant & Splittistoesser (1992).

Nio existindo pardmetro microbioldgico legal que regulamente o pio de
queijo no decorrer de seu processamento, adotou-se, para este produto
intermedidrio os mesmos parimetros que regulamentam o pdo de queijo
propriamente dito (Brasil, 1997).

Realizou-se, assim, contagem de coliformes fecais, com valor permitido
até o méaximo de 10°NMP/g; estafilococos produtores de coagulase, até
10° UFC/g, clostridios sulfito redutores, até 2,0 x 102UFC/g; e auséncia em 25g
de Saimonella sp. Incluiu-se ainda, mesmo néo recomendada por lei, a pesquisa
de L.monocytogenes, uma vez que esta também compde o grupo de linhagens

teste a serem experimentalmente inoculadas na massa em questfo.

3Setor de Anzerdbios ¢ Epidemiologia Molecular da Divisio de Bromatologia, Toxicologia e
Medicamentos (DBTM); Instituto Octvio Magalhles (IOM), Fundagio Ezequiel Dias (FUNED)
Rua Conde Pereira Cameiro, 80 -Bairro Gameleira, 30510-010 Belo Horizonte, MG - laem@funcd.mg.gov.br
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4.2.1 Preparo da amostra

Trés porgdes de 25g da massa escaldada, homogeneizada e ndo
modelada foram transferidas, de modo individualizado, para sacos plasticos de
primeiro uso, sendo a estes adicionados 225mL de APT, seguindo-se de
homogeneizagdo em “Stomacher”.

Foram entdio preparadas diluigSes seriadas até 1/1000 em porgdes de
90mL do mesmo diluente, para o procedimento das determinagdes

bacteriologicas.

4.2.2 Determinacio do Numero Mais Provivel (NMP) de coliformes fecais,
segundo Vanderzant & Splittstoesser (1992)
Utilizou-se 0 método de fermentagdio de lactose em tubos multiplos em

que foi inoculado 1mL das diluigSes 1/10, 1/100 e 1/1000, em trés séries de trés
tubos contendo caldo LST.

Ap6s incubagdo a 35°C durante 48 horas, os tubos presuntivamente
positivos, que evidenciaram produgdo de gases nos tubos de Duhram, foram
submetidos aos testes confirmatérios para enumeragdo de coliformes fecais em
caldo EC, com incubagdo em banho-maria a 44,5°C.

Resultados de densidade de coliformes fecais foram expressos em

NMP/g da amostra analisada.

4.2.3 Enumeraciio de estafilococos produtores e nfo produtores de
coagulase, segundo Vanderzant & Splittstoesser (1992)
Inoculou-se, com auxilio de alga de Drigalski, sobre superficie de BP,

0,ImL das diluigdes 1/10, 1/100 e 1/1000. Apés completa incorporagdo, as
placas inoculadas foram incubadas a 37°C durante 48horas. Decorrido o periodo
de incubagdo, procedeu-se a contagem das placas anotando-se, separadamente,
resultados para coldnias tipicas e atipicas. Coldnias tipicas de colorag@o negra,

puntiformes e circundadas por um halo branco opaco e outro, mais externo,
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transparente; e colnias atipicas, cinzentas, mucdides e desprovidas de halo e
negras, com apenas um halo, foram pescadas. Teste de produgdo de coagulase
foi realizado em cerca de 2% das coldnias, sendo considerados como positivos
tubos com codgulo 4+.

Estas colonias, de forma a distinguir o perfil de S.aureus, foram
caracterizadas quanto a produgio de coagulase e termonuclease e quanto a
capacidade de lisar hemdcias de carneiro e de utilizar glicose e manitol, em
condigdes de anaerobiose.

Independentemente de haverem apresentado ou ndo perfil de distingdo
da linhagem teste, tanto colonias produtoras ou ndo de coagulase foram
avaliadas quanto & produgio de enterotoxinas.

Assim, cerca de 0,5mL de culturas jovens crescidas em caldo “BHI” foi
transferido ¢ espalhado, com auxilio de alga de Drigalski, sobre superficie de
dgar “BHI” concentrado 2 vezes, recoberto com membrana de didlise, e
incubado a 37°C por 24 horas (Hallander, 1965; Casman ef al. 1969; Jarvis &
Lawrence, 1970).

Apés o periodo de incubagdo, a lavagem para recuperagdo do
crescimento bacteriano foi realizada com 2,5mL de Na,HPO, 0,01M, em trés
etapas, utilizando-se 1mL, ImL e 0,5mL do mesmo tampdo. O liquido de
lavagem obtido foi centrifugado a 7400g, durante 20 minutos a —4°C, e o
sobrenadante utilizado para averiguagio de produgéo de enterotoxinas.

Para este procedimento, através do ensaio de “RPLA” (lgarashi et al.
1986), 25uL da amostra a se pesquisada foram aplicados em orificios de placa
de microtitulo e, em seguida, adicionados de outros 25pL de particulas de latex
sensibilizadas com antitoxinas especificas, tomando-se o cuidado da prévia
adigdo de 5% de IgG normal de coelho ao extrato sobrenadante de cultura, para

evitar a formagdo de reagdes inespecificas (Ey ef al. 1978; Pereira, 1996). A
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placa de microtitulo, uma vez inoculada, permaneceu por 18h a temperatura

ambiente, sem agitacéo.

4.2.4 Enumeracio de clostridios sulfito redutores

Inoculou-se, por incorporagdo ImL, das diluigdes 1/10 e 1/100, em
duplicata, em placas de Petri com agar “SPS”. Apés incubagdo a 46°C durante
48h, em sistema de anaerobiose “Gas Pack”, bioMérieux, contaram-se coldnias
negras, que foram transferidas para caldo “BHI”, incubadas a 37°C por 24h e,
posteriormente, submetidas ao teste de coloragdo de Gram. Esfregagos foram
examinados ao microscopio para confirmagdo da presen¢a de bastonetes Gram
positivos esporulados ou n#o.

Resultados foram expressos em UFC de clostridios sulfitos redutores/g

da amostra.

4.2.5 Pesquisa de Salmonella sp.

Para o pré-enriquecimento, foram pesados e homogeneizados, em
“Stomacher”, 25g da amostra em 225mL de APT, com incubagio a 35°C durante
24 horas (Van Leusen et al. 1982). Foi transferido 0,1mL do crescimento obtido
para caldo de Rappaport-Vassiliadis, segundo Van Schothorst & Renaud (1983).
Apos incubagdo deste a 37°C por 24h, com auxilio de alga de niquel-cromo,
procederam-se semeaduras por estrias em 4gar SS e dgar de Hecktoen, com
incubagéio a 35°C, durante 24 horas (International Comission on Microbiological
Specifications for Foods, 1992; Food and Drug Administration. Bacteriological
Analytical Manual, 1992; Vanderzant & Splittstoesser, 1992). Coldnias nfio
fermentadoras de lactose, suspeitas de Salmonella, foram repicadas para o agar

inclinado Rugai (Pessoa e Silva) modificado e, posteriormente, submetidas a

105



classificagdio antigénica® em sorogrupo/sorovar, através de soroaglutinacio em
lamina utilizando-se anti-soros policlonais adsorvidos para fatores sométicos e

flagelares.

4.2.6 Pesquisa de L.monocyfogenes

Para o pré-enriquecimento, foram pesados e homogeneizados, em
“Stomacker”, 25g da amostra em 225mL de APT, com incubagiio a 35°C durante
24 horas. Foi transferido, entdo, 0,ImL do crescimento obtido para caldo
“LEB”, incubando-se a 37°C durante 24h (Van Leusen, 1982; Lovett, 1988;
Bush & Donnelly, 1992; Vanderzant & Splitstoesser, 1992). Para isolamento
diferencial, o material foi semeado, por esgotamento com alga de niquel-cromo,
para agar Palcam e 4gar Oxford, seguindo-se incubag#o a 35°C pelo periodo de
até 48h.

Para a contagem, adotou-se o seguinte perfil de colonias: pequenas
puntiformes; arredondadas; contra a luz, apresentando cor esverdeada; quando
do inicio da  Thidrolise da esculina, atingindo, posteriormente, tons
esbranquicados, para o dgar Palcam.

No que diz respeito ao dgar Oxford, foram selecionadas aquelas que
apresentaram tamanho médio; arredondadas, na cor branca leitosa, que passa a
marrom brilhante e transparente, quando da luz incidente.

Foi feita identificagio bioquimica de linhagens compativeis ao género
Listeria foi, ap6s crescimento de 24h a 35°C em caldo “BHI”, conduzida através
de repiques por estrias com auxilio de al¢a de niquel-cromo, em agar “TSA”
enriquecido com 6% de extrato de levedura. Apos incubagfio a 35°C por 24h,

4 Anslise soroldgica realizada no Setor de Microbiologia, Divislio de Biologia Médica (DBM), Instituto
Octavio Magalhies (IOM), Fundagilo Ezequicl Dias (FUNED) -Rua Conde Percira Camneiro, 80 -Bairro
Gameleira ,30510-010 -Belo Horizonte, MG -lammed@funcd.mg.gov.br
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linhagens foram avaliadas, através da agio de luz incidente, quanto & presenca
da tonalidade cinza-azulada.

A partir das colénias assim caracterizadas, realizaram-se testes de
coloragdo de Gram; motilidade a 25°C, em meio dgar “SIM”, lise de hemécias
em 4gar “TSA” suplementado com sangue de carneiro a 5%; “CAMP test”
utilizando culturas de Rodococcus egili e S.aureu sub-espécie aureus, produtor
de “SEH”, e fermentagfio dos carboidratos xilose e manitol (Rocourt, 1989).
Além destes, utilizou-se também o Sistema Api Listeria, bioMérieux, Craponne,
France, para ampliag#o de respostas bioquimicas.

Linhagens entdio bioquimicamente caracterizadas como pertencentes ao
género Listeria foram encaminhadas para andlise sorolégica em Laboratério de
Referéncia®. A classificagio antigénica em sorogrupo/sorovar foi realizada por
soroaglutinacdo em ldmina utilizando-se anti-soros policlonais adsorvidos para

fatores somaticos e flagelares (Seeliger & Jones, 1979).

4.3 Inoculacfio experimental da massa escaldada, homogeneizada ¢ niio
modelada com S.aureus produtor de “SEA”, Ref. FUNED

Duzentos gramas de massa escaldada, homogeneizada e nio modelada
foram transferidos para Becker de capacidade de 1000mL, com auxilio de colher
e espétula esterilizadas. Apés esta transferéncia, a amostra foi inoculada com
S.aureus produtor de “SEA”, Ref. FUNED, linhagem padrdo isolada por Pereira
et al. (1994) a partir de bolo de confeitaria envolvido em surto de intoxicagéio
alimentar em Belo Horizonte, MG (Tabela 1).

* Laboratério de Bacteriologia, Instituto Oswaldo Cruz, FIOCRUZ, Rio de Janeiro, RJ
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Tabela 1 Caracteristicas da linhagem de S.aureus produtor de “SEA”, Ref.
FUNED!, empregada na inoculagio experimental de massa
escaldada homongeneizada e nfio modelada

Crescimento Ensaios bioquimicos
Procedéncia do Ref. em “SE”
microrganismo fgar “BP” Coag Glic Man Hem TNase produzida
Bolo de FUNED T + + + + + “SEA”

confeitaria

'Publicagdio de Pereira ef al (1994); T: colBnias tipicas - coloragdo negra, puntiformes e circundadas por um
halo branco opaco e outro, mais externo, transparente; Coag.: coagulase Glic. ¢ Man.; glicose ¢ manitol, em
anaerobiose; Hem.:hemélise; Tnase: termonuclease; “SE™: enterotoxina estafiloctcica; +: positivo; -: negativo

A densidade populacional do microrganismo foi estabelecida por
intermédio de Curva Padrdo de Crescimento, elaborada a partir de leitura de
absorvéncia a 550nm e contagem de células por meio de diluigdes seriadas, em
“PCA”, de forma a gerar inéculo inicial (tempo zero) aproximado em 10°UFC/g
de massa (Figura 1).

Uma vez inoculada, a massa foi fracionada em seis aliquotas de 25g,
embaladas em sacos plésticos de primeiro uso e prontamente armazenadas em

condiges de congelamento -18°C, durante 180 dias.
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FIGURA 1 Curva padrio de crescimento de S.aureus produtor de “SEA”,
Ref. FUNED; Leitura de absorvancia 550nm.

4.3.1 Contagem do microrganismo e confirma¢io de produgio de
enterotoxina por S.aureus produtor de “SEA”, Ref. FUNED,
experimentalmente inoculado na massa escaldada, homogeneizada e
nio modelada

Decorrido o tempo de congelamento, a massa foi analisada
quanto a contagem de células vidveis de S.aureus produtor de “SEA”,

Ref. FUNED, utilizando-se agar “BP” incubado a 37°C até 72h, semeando-se

por espalhamento 0,ImL das diluicdes seriadas preparadas a partir da

homogeneizagio de 25g da massa em APT.
Multiplicando-se a média das contagens de colénias pelo fator de
diluicdo utilizado, resultados foram expressos como UFC/mL da amostra

(Vanderzant & Splittstoesser, 1992).
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Foram consideradas, para efeito desta contagem, somente aquelas
colénias que apresentavam o mesmo comportamento morfotintorial e
bioquimico da linhagem padrio empregada para a inoculagio, descartando-se
quaisquer outras colonias que, porventura, viessem a crescer (conforme
procedimento contido no item 4.2.3).

Adotou-se também, como medida de seguranga e para efeito de
confiabilidade, a confirma¢do da produgdio de “SEA” em extratos sobrenadantes
de cultura, a partir de 5% das colonias devidamente caracterizadas, adotando-se

igual procedimento jé detalhado no item 4. 2. 3.

432 Verificagio de producdio e identificaciio de enterotoxina na massa
escaldada, homogeneizada e niio modelada experimentalmente
inoculada com S.aureus produtor de “SEA”, Ref. FUNED

Para a verificacio de produgfio de enterotoxina na massa escaldada,
homogeneizada e ndo modelada, foi utilizado o teste de “ELISA-SET-EIA”.

Para este ensaio foram empregados 20mL do extrato da massa obtido a
partir de prévia homogeneizagiio de 125g da amostra com 150mL de tampdo
salina-fosfato centrifugados a 7400g, durante 20min.

A verificagdio da presenca de enterotoxina foi realizada com auxilio de
bolas de poliestireno sensibilizadas com antitoxinas especificas, seguindo
idéntico procedimento reportado através do “kit de ELISA-SET-EIA” (Fey &
Pfister, 1984).

4.4 Inoculaciio experimental da massa escaldada, homogeneizada e niio
modelada com S.Typhi, Ref. UNICAMP

Duzentos gramas de massa escaldada, homogeneizada e nfo modelada

foram transferidos para Becker de capacidade de 1000mL, com auxilio de colher

e esptula esterilizadas. Apés esta transferéncia, a amostra foi inoculada com
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S.Typhi, Ref. UNICAMP , linhagem padriio isolada de infecgdo de adulto,
(Hospital das Clinicas, UNICAMP, Campinas, SP,Tabela 2).

TABELA 2 Caracteristicas da linhagem de S.Typhi, Ref. UNICAMP, empregada
na inoculagiio experimental de massa escaldada, homogeneizada e

ndo modelada
Procedéncia do Ref. Crescimento em Produgdo de gés e Hys, em
microrganismo dgar Hektoen égar inclinado de Rugai
Infecgdio de adulto UNICAMP Col6nias transparentes -/fraca

-: negativo

A densidade populacional do microrganismo foi estabelecida por
intermédio de Curva Padrdo de Crescimento, elaborada a partir de leitura de
absorvéncia a 550nn e contagem de células de acordo por meio de diluigdes
seriadas, em “PCA”, de forma a gerar inéculo inicial (tempo zero) aproximado
em 10°UFC/g de massa (Figura 2).

Uma vez inoculada, a massa foi fracionada em seis aliquotas de 25g,
embaladas em sacos plésticos de primeiro uso ¢ prontamente armazenadas em

temperatura de congelamento, -18°C, durante 180 dias.
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FIGURA 2 Curva padriio de crescimento de Salmonella sp Ref. UNICAMP;

Leitura de absorvancia: 550nm.

4.4.1 Contagem de Salmonella Typhi, Ref. UNICAMP, experimentalmente
inoculada na massa escaldada, homogeneizada e niio modelada

Decorrido o tempo de congelamento, a massa foi analisada quanto a
contagem de células vidveis de S.7yphi, Ref. FUNED, utilizando-se agar
Hektoen incubado a 37°C até 72h, semeando-se por espalhamento 0,ImL das
diluigdes seriadas preparadas a partir da homogeneizagao de 25g da massa em
APT.

Multiplicando-se a média das contagens de colonias pelo fator de
dilui¢do utilizado, resultados foram expressos como UFC/mL da amostra
(Vanderzant & Splittstoesser, 1992).

Foram consideradas, para efeito desta contagem, somente aquelas
colénias que apresentavam o mesmo comportamento morfotintorial e

bioquimico da linhagem empregada para a inoculagdo, descartando-se quaisquer
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outras colonias que, porventura, viessem a crescer (conforme procedimento

contido no item 4.2.5).

4.5 Inoculacfio experimental da massa escaldada, homogeneizada e nio
modelada com L.monocytogenes sorovar 1/2a, ReL UNICAMP

Duzentos gramas de massa escaldada, homogeneizada e ndo modelada
foram transferidos para Becker de capacidade de 1000mL, com auxilio de colher
e espétula esterilizadas. Apés esta transferéncia, a amostra foi inoculada com
L.monocytogenes sorovarl/2a, Ref. UNICAMP, linhagem padrio isolada de
processo septicémico em recém-nascido (Hospital das Clinicas, UNICAMP,
Campinas, SP,Tabela 3).

TABELA 3 Caracteristicas da linhagem de L.monocytogenes sorovar 1/2a, Ref.
UNICAMP, empregada na inoculagdo experimental de massa
escaldada, homogeneizada e nfio modelada

Procedéncia do Ref. Crescimento  Utilizagio  Motilidade Camp test
microrganismo em dgar de aglicar  em dgar SIM
“TSA + YE” a25°C
Xil Man R.equi  S.aureus
Processo UNICAMP T + + + - +

septicémico de
recém-nascido

Xil. e Man.: xilose e manitol; Agar “TSA + YE”: agar triptcaseina acrescido de 0,5% de extrato de
levedura; +: positivo; -: negativo

A densidade populacional do microrganismo foi estabelecida por
intermédio de Curva Padrdo de Crescimento, elaborada a partir de leitura de

absorvincia a 550nm e da contagem de células por meio de diluigdes seriadas,
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em “PCA”, de forma a gerar indculo inicial (tempo zero) aproximado em
102UFC/g de massa (Figura 3).

Uma vez inoculada, a massa foi fracionada em seis aliquotas de 25g,

embaladas em sacos pldsticos de primeiro uso e prontamente armazenadas em

temperatura de congelamento, -18°C, durante 180 dias.
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FIGURA 3 Curva padrio de crescimento da L.monocytogenes sorovarl/2a,
Ref. UNICAMP, leitura de absorvancia de 550nm

4.5.1 Contagem de L.monocytogenes sorovar 1/2a, Ref. UNICAMP,
experimentalmente inoculada na massa escaldada, homogeneizada e
niio modelada
Decorrido o tempo de congelamento, a massa foi analisada quanto a

contagem de células vidveis de L.monocytogenes sorovar 1/2a, Ref. UNICAMP,

utilizando-se 4gar Palcam incubado a 37°C até 72h, semeando-se por
espalhamento  0,ImL das diluigdes seriadas preparadas a partir da

homogeneizagio de 25g da massa em caldo ‘LEB”.
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Multiplicando-se a média das contagens de coldnias pelo fator de
diluigdo utilizado, resultados foram expressos como UFC/mL da amostra
(Vanderzant & Splittstoesser, 1992).

Foram consideradas, para efeito desta contagem, somente aquelas
colénias que apresentavam o mesmo comportamento morfotintorial e
bioquimico da linhagem empregada para a inoculag#io, descartando-se quaisquer
outras colGnias que, porventura, viessem a crescer (conforme procedimento

contido no item 4.2.6).
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5 Resultados e Discusséio

Os resultados da avaliagio microbiolégica da massa escaldada,
homogeneizada e ndo modelada procedida em uma etapa anterior & inoculag#io
com as linhagens teste confirmaram a boa qualidade do produto.

Em relagio a4 contagem de coliformes fecais e clostridios sulfito
redutores, valores iguais a 93,3 NMP/g e <100UFC/g foram obtidos.

Por sua vez, Salmonella sp. e Listeria monocytogenes mostraram-se
ausentes em 25g da amostra pesquisada.

Em relagdo ao grupo de estafilococos, somente produtores de coagulase
foram detectados, conforme populagio igual a 3,0 x 10°UFC/g, valor igualmente
compativel aquele estabelecido por lei (Brasil, 1997).

Todavia, o comportamento morfotintorial e bioquimico deste grupo de
microrganismos mostrou-se distinto daquele apresentado pela linhagem teste
S.aureus produtor de “SEA”, Ref. FUNED, inclusive pela confirma¢do da ndo
producio de qualquer enterotoxina que pudesse ter sido detectada pelo método
de “RPLA” (Tabela 1 e 4).

TABELA 4 Caracteristicas de estafilococos produtores de coagulase detectados
em massa escaldada, homogeneizada e ndo modelada

disponibilizada na IMpq
Procedéncia Crescimento em Ensaios bioquimicos
éw “BP" “SE”
Coag Glic Man Hem TNase
Massa escaldada,
homogeneizada ¢ ndo AT + +- 4 - - Nd
modelada

Mpq: Indistria Mineira de pio de queijo; AT: coldnias atipicas — coloragdo negra ou negro-
acinzentada, nfo circundadas por um halo branco opaco ¢ outro, mais externo, transparente, halos
de lecitinase ¢ lipase; Coag: coagulase Glic ¢ Man: glicose e manitol, em anaerobiose Hem:
hemolise, Tnase: termonuclease; “SE”: enterotoxina estafilocGeica; +: positivo; -: negativo;
+/-:positivo no épice e negativo no fundo; Nd: Néo detectado
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Foi possivel, com base neste perfil bioquimico apresentado pelo grupo
de estafilococos produtores de coagulase, nitida diferenciagdio entre estes e a
populagéo artificialmente inoculada.

Pela anélise visual, a partir do 4gar BP, as colOnias oriundas da prépria
massa puderam ser discriminadas, por meio da aparéncia atipica, AT, colora¢géo
negra ou negro-acinzentada, porém ndo circundadas por halo duplo de lecitinase
e lipase e, bioquimicamente, de acordo com o distinto perfil: ndo producgéio de
termonuclease e hemolisina; ndo produgdio de enterotoxinas e incompleta
utilizagéio dos agicares glicose e manitol, em anaerobiose.

Desta maneira, tais colonias nfio foram computadas junto as células
vidveis da linhagem teste inoculada.

Os dados apresentados a seguir demonstram as contagens obtidas para as
linhagens teste, S.aureus produtor de “SEA”, Ref. FUNED;
S.Tiphy, Ref. UNICAMP e de L.monocytogenes, Ref. UNICAMP, na massa
escaldada, homogeneizada e n#o modelada, experimentalmente inoculada e

armazenada a —18°C, durante 180 dias.

TABELA 5 Contagens apresentadas pelas linhagens testes' em massa escaldada,
homogeneizada e ndo modelada armazenada a —18°C, durante 180

dias
Massa escaldada, homogeneizada e néio modelada
Linhagens padriio Indculo inicial Populaciio detectada,
(UFC/g) ap6s 180 dias a —18°C (UFC/g)
S.aureus produtor de “SEA”, Ref. 5,8 x 10° 1,4x10°
FUNED
S.tiphy, Ref. UNICAMP 22x10° 4,7x10°
L.monocytogenes, Ref, UNICAMP 8,4 x 107 1,0 x 10°

"Valores médios obtidos para ensaios realizados em triplicata
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Os valores de contagens observados, decorrido o tempo de estoque,
evidenciaram populagdes estimadas em 10% 10° e 10°UFC/g da massa
escaldada, homogeneizada e nio modelada. Acréscimo de dois, dois e trés ciclos
log. foi verificado para S.aureus, S.Typhi e L.monocytogenes, respectivamente.

Quanto a produgdo de enterotoxinas, o extrato sobrenadante da cultura
de S.aureus experimentalmente inoculado confirmou-se enterotoxigénico, tendo
sido possivel a identificagdo de “SEA” através do ensaio de aglutinacfio reversa
e passiva em latex, “RPLA”.

De maneira idéntica, “SEA” pode ser detectada diretamente na massa
estocada por 180 dias, em condigdes de congelamento, de acordo com a
metodologia de “ELISA-SET-EIA”.

Os microrganismos L.monocytogenes, Salmonella sp. e Staphylococcus
aureus vém sendo, com freqliéncia, detectados em produtos de origem animal.
Diversos sdo os relatos de literatura que citam a contaminagdio de queijo ¢ leite
com estes patogenos, sem esquecer os relatos de episodios de intoxicagdo
alimentar para os dois tltimos microrganismos (Pereira ef al. 1991; Carmo et al.
1996; Pereira et al. 2001).No tocante ao ovo, de maneira especial o grupo
Salmonella tem sido detectado (Oliveira, 1998).

Trabalho realizado por Dias ef al. (1997) confirmou a presenca deste
microrganismo em amostras de pdo de queijo ndo assado e disponivel no
comércio do municipio de Belo Horizonte, MG.

Em se considerando a situag@o particular do pdo de queijo, que antes de
ser consumido ¢ submetido ao tratamento térmico adicional, os riscos aos quais
se submetem o consumidor ficariam vinculados, sobretudo, & possibilidade de
uma contaminag#o cruzada.

Na contaminagio cruzada, torma-se vidvel a transferéncia destes
patogenos, e ainda da enterotoxina estafilococica, ja elaborada ou a ser

elaborada, do pﬁo-de—qtieijo ainda nfio assado a um outro alimento a ser
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consumido cru ou com tratamento adicional insuficiente para a eliminagio
destes agentes contaminantes.

Esta transferéncia poderia ainda vir a ocorrer por meio da superficie de
vasilhame e outros utensilios e das midos do manipulador, através do contato
direto com o pdo de queijo, nas mesmas condigdes, ainda ndio assado e
contaminado.

Outra possibilidade de risco envolvendo o pao de queijo poderia estar
relacionada & ingestdo, debicagem, do produto contaminado, antes de ser
submetido as condi¢des do forno.

Estas possibilidades se sustentam no fato de que infima quantidade de
enterotoxina, jA estimada em 0,7ng/g, é suficiente para a instauragio da
intoxicagdo estafilocicica (Evenson ef al. 1988).

Somando-se a isto, as doses minimas infectantes de S.Typhi e
L.monocytogenes s#io reconhecidamente baixas, da ordem de 10°UFC/g (Doyle,
1989), razdio pela qual estes microrganismos foram selecionados como linhagens

teste para o estudo de microbiologia preditiva entdo conduzido.
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ANEXO A

TABELA 1A Relagiio de amostras coletadas e analisadas frente aos pardmetros
referenciados por lei', conforme monitoramento microbiolégico
realizado, em trés etapas, na IMpq’

Tipo de Amostras Nimerode Parimetros microbiolégicos
substrato/procedéncia coletadas  aliquotas referenciados por lei
n°) (andlise em
triplicata)
Primeira etapa
Agua tratada
Pias 08 24 A,BC
Bebedouro 02 6 AB,C
Caixa d’4gua 03 9 A,B,C
Matéria-prima
Polvilho azedo 04 12 B,D,E,H1
Fécula de mandioca 04 12 B,D,E,H1
Soro de leite pasteurizado 04 12 A,B,C,D,E,F,GH,1
Queijo parmesdo inteiro 04 12 , G, H, 1
Queijo parmeséo ralado 04 12 B,C,G HI
Ovo liquido pasteurizado 04 12 B,C,HI
Leite pasteurizado tipo C 04 12 A,B,C,H
Produto intermedidrio
Massa escaldada 04 12 B,F,1
Massa homogeneizada 04 12 B,F,1
Massa modelada 04 12 B,F,1
Massa modelada congelada 04 12 B,F,1
Produto final
Massa congelada embalada 10 30 B,F, 1
Sub-total 67 201

TPortaria n°451, de 19 de setembro de 1997, SNVS/MS; ‘ Mpq: Indistria Mineira de pdo de
queijo A: coliformes totais; B: coliformes fecais; C: bactérias aerdbias meséfilas; D: B.cereus;
E: bolores ¢ leveduras; F: clostridios sulfitos redutores; G: L.monocytogenes; H: Salmonella sp;
I: estafilococos produtores de coagulase

...continua...
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TABELA 1A Cont

Tipos Amostras Numero de Pardmetros
de substrato/procedéncia coletadas  aliquotas microbiolégicos
n°) (andliseem referenciados por lei
triplicata)
Equipamentos e utensilios
Betoneira 05 15 B, 1
Masseira 05 15 B, I
Miquina de ralagem de queijo 01 3 B, I
Modeladora 01 3 B,1
Empacotadeira 01 3 B,1
Recipientes plésticos 02 6 B, 1
Espétula metilica 0l 3 B, 1
Material clinico
Orofaringe + fossas nasais + 13 13 LJ
leito sub-ungileal
Sub-total 55 61

"Portaria n°451, de 19 de setembro de 1997, SNVS/MS; 2 IMpq: Indistria Mineira de pfio de
queijo; A: coliformes totais; B: coliformes fecais; C: bactérias aer6bias meséfilas; D: B.cereus:
E: bolores ¢ leveduras; F: clostridios sulfitos redutores; G: L.monocytogenes; H: Salmonella sp;
L: estafilococos produtores de coagulase; J: pesquisa de enterotoxinas estafilocécicas; Material

clinico nfio foi analisado em triplicata.
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TABELA 1A Cont

Tipo de substrato/procedéncia Numerode Numero de Andlises
amostras aliquotas microbiolégicas
coletadas  (andlise em realizadas

triplicata)
Segunda etapa
Matéria-prima
Polvilho azedo 03 09 B,D,E,H1
Fécula de mandioca 03 09 B,D,E,H1
Soro de leite pasteurizado 03 09 A,B,C,D,E,F,G,H,1
Queijo parmesdo inteiro 03 09 B,G,H,I
Queijo parmes#o ralado 03 09 B,C,G,H,1I
Ovo liquido pasteurizado 03 09 B,C,H1
Leite pasteurizado tipo C 03 09 A,B,C,H
Produto intermedidrio
Massa escaldada 03 09 B,F,1
Massa homogeneizada 03 09 B,F,1
Massa modelada 03 09 B,F,1
Massa modelada congelada 03 09 B,F,1
Produto final
Massa congelada embalada 03 09 B,F,1
Equipamentos e utensflios
Betoneira 05 15 B,I
Masseira 05 15 B,1
Méquina de ralagem de queijo 01 03 B,1
Modeladora 01 03 B, 1
Empacotadeira 01 03 B, 1
Recipientes plasticos 02 06 B,1
Espétula metélica 01 03 B, 1
Sub-total 52 156

TPortaria n°451, de 19 de setembro de 1997, SNVS/MS; ZIMpq: Indistria Mineira de pdo de

queijo; A: coliformes totais; B: coliformes fecais; C: bactérias aerdbias mesdfilas; D: B.cereus;
E: bolores e leveduras; F: clostridios sulfitos redutores; G: L.monocytogenes; H: Salmonella sp;
I; estafilococos produtores de coagulase.

...continua...
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TABELA 1A Cont

Tipo de substrato/procedéncia Numero de Numero de Andlises
amostras  aliquotas microbiolégicas
coletadas (andlise em realizadas

triplicata)
Terceira etapa
Massa escaldada homogeneizada e nilo
modelada
Amostra niio inoculada 01 03 B,F,G,H LJ
Amostra inoculada com S.aureus 01 03 I,J
Amostra inoculada com Salmonella sp 01 03 G
Amostra inoculada com L monocytogenes 01 03 H
Sub-total 04 12
Total 172 430

TPortaria n°451, de 19 de setembro de 1997, SNVS/MS; “ IMpq: Indastria Mineira de p&o de
queijo; A: coliformes totais; B: coliformes fecais; C: bactérias acrébias meséfilas; D: B.cereus;
E: bolores ¢ leveduras; F: clostridios sulfitos redutores; G: L.monocytogenes; H: Salmoneila sp;
I: estafilococos produtores de coagulase.
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TABELA 2A Custos de andlise microbiolégica de alimentos, de acordo com
pardmetros referenciados por lei'

Pardmetros microbiolégicos Valores médios de pregos”
Bactérias aer6bias mesoéfilas 2(;%
Clostrldios sulfito redutores 35,80
Coliformes fecais 25,00
Coliformes totais 26,50
Bacillus cereus 30,00
Bolores e leveduras 24,90
Estafilococos produtores de coagulase 30,00
Identificagiio de enterotoxinas estafilocécicas 250,00
Listeria sp 62,50
Salmonella sp 35,00
Total 542,70

TPortaria n°451, de 19 de setembro de 1997, SNVS/MS; “Valores médios obtidos junto a uma
Institui¢o Piiblica € um Laboratério Particular, Belo Horizonte, MG
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TABELA 3A Relagiio de custos analiticos para a realizagéo do monitoramento
microbioldgico realizado na IMpq'

Tipo de substrato/procedéncia  Nimero de aliquotas  Prego unitério Prego total

(anélise em triplicata) (R$) (R$)
Agua tratada 39 76,40 2.979,60
Matéria-prima
Polvilho azedo 21 144,90 3.042,90
Fécula de mandioca 21 144,90 3.042,90
Soro de leite pasteurizado 21 292,70 6.146,70
Queijo parmes#o inteiro 21 152,50 3.202,50
Queijo parmesdo ralado 21 175,50 3.685,50
Ovo liquido pasteurizado 21 113,00 2.373,00
Leite pasteurizado tipo C . 21 109,50 2.299,50
Produto intermedidrio
Massa escaldada 21 90,80 1.906,80
Massa homogeneizada 21 90,80 1.906,80
Massa modelada 21 90,80 1.906,80
Massa modelada congelada 21 90,80 1.906,80
Massa n#o inoculada 03 175,50 526,50
Massa inoculada 09 315,00 2.835,00
Produto final
Massa congelada embalada 39 90,80 3541,20
Equipamentos/utensilios
Betoneira 30 55,00 1650,00
Masseira 30 55,00 1.650,00
Maéquina de ralagem de queijo 06 55,00 330,00
Modeladora 06 55,00 330,00
Empacotadeira 06 55,00 330,00
Recipientes plésticos 12 55,00 660,00
Espétula metdlica 06 55,00 330,00
Material clinico
Orofaringe + fossas nasais + 13 250,00 3.250,00
leito sub-ungileal
Total 116 2.788,90 49.832,50
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TABELA 4A Despesas com APPCC e implantag@io de BPF na IMpq

Servigos realizados Custos (R$)
Andlise microbiol6gica 49,832,50
Consultoria (35h) 3.500,00
Total © 53.332,50

APPCC: Anélise de Perigos ¢ Pontos Criticos de Controle; BPF: Boas Priticas de Fabricagéo;
IMpq: indistria Mineira de péio de queijo; Consultoria para diagnéstico e planejamento de
medidas corretivas, hora técnica estimada em R$100,00 (SEBRAE, 2001).
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