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RESUMOQO

Produtos lacteos sé@o constantemente incriminados em surtos de Doencas
Transmitidas por Alimentos (DTAs) em varias paries do mundo. Queijos frescos,
particularmente, devido a sua alta atividade de agua, elevado grau de manipulagdo
durante a producdo e auséncia do processo de maturacdo, fornecem condicGes
adequadas para a sobrevivéncia e crescimento de microrganismos patogénicos, cuja
ocorréncia é favorecida quando procedimentos de Boas Praticas de Fabricagdo (BPF)
sdo negligenciados. Duas bactérias vém despertando a atencao de pesquisas
realizadas no setor de laticinios: Listeria monocytogenes devido a caracterisiicas de
infecclo septic€émica com alta taxa de mortalidade entre os individuos acometidos e
capacidade de multiplicagdo mesmo em alimentos sob temperaturas de refrigeragéo,
e Bacillus cereus, por sua resisténcia a pasteurizacdo e propriedades deteriorantes
sobre o leite, além da sua atuagao também como agente etiolégico de enfermidades
ao homem. Assim, a proposta deste trabalho foi avaliar a disseminacio destes
microrganismos em uma induastria produtora de queijos frescos caracterizada
iniciaimente por condicdes inadequadas de processamento como pela promocio de
reformas civis nas instalagcoes sem interrupcéo dos trabalhos, além da ndo-adogédo de
protocoios de BPF. Foram analisados 20 queijos Minas frescal, 120 amostras de
superficie do ambiente apds o processamento dos produtos, além de 10 amostras
entre leite cru e pasteurizado. Neste trabalho nao se isolou L. monocyfogenes. No
entanto, a ocorréncia e disseminacao de 4 ouiras espécies do género (L. seeligeri, L.
innocua, L. welshimerii @ L. grayi) nos vérios pontos da linha de producéo indica a
potencialidade da L. monocylogenes vir a ocorrer. A presenca de B. cereus foi
constatada em todo o ambiente de producdo e na maioria das amostras de queijos
analisadas, verificando maior grau de contaminacgdo nos produtos finais analisados
durante o periodo em que a inddstria se encontrava em reformas civis. A analise de
20 isolados de B. cereus dos queijos através de kif BDE — VIA para deteccac de
enterotoxina diarréica mostrou 100% de resuitados positivos, o que serve de alerta
para a necessidade do controle da presenga deste patdégeno nos produtos lacteos,
além da importancia da adoc¢&o das Boas Praticas de Fabricacac na indlstria.
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SUMMARY

Dairy products are constantly incriminated in foodborne diseases outbreaks
around the world. Particularly soft cheeses, due to its high water activity (Aw), high
manipulation degree during the production and ripening process absence, supply
good conditions for survival and growth of pathogenic microorganisms. This
occurrence is facilitated when Good Manufacturing Practices (GMP) are neglected.
Two bacteria is caliing up the dairy’s researchers: Listeria monocytogenes due to
septicemical infection characteristic with high mortality rate among involved
persons and the muitiplication ability in refrigeration temperatures, and Bacillus
cereus due to pasteurization resistance and milk spoilage properties, besides the
performance also as etiological agent of man iliness. Thus, the aim of this work
was evaluate the dissemination of these microorganisms in a soft cheese factory,
characterized initially by inadequate processing conditions as the promotion of civil
reforms in installations with no work interruption, besides the non-adoption of GMP
protocols. Twenty Minas frescal cheeses samples were analyzed, 120 samples of
environment surfaces after product processing, plus 10 samples of raw and
pasteurized milk. L. monocytogenes was not found in this work. However, the
occurrence and dissemination of 4 other species of the genus (L. seeligeri, L.
innocua, L. welshimerii and L. grayi) in several sites on processing line indicates
the potentiality of L. monocylogenes to occur. The presence of B. cereus was
verified in all processing environment and in most analyzed cheese samples. The
largest degree of B. cereus contamination on final products was observed during
civil reforms. Analysis of 20 B. cereus isolates from cheese through kit BDE — VIA
for diarrhoeal enterotoxin detection showed 100% positive results. It alerts for the
need to control the presence of this pathogen in dairy products and the importance
of Good Manufacturing Practices adoption in industry.

xii



Introdugao

1. INTRODUCAQ

Estima-se que todos os anos centenas de milhdes de pessoas adoecam
através do consumo de alimentos contaminados (World Health Organization,
1997), sendo os produtos lacteos um dos principais envolvidos (De Buyser ef al,,
2001). Neste aspecto, os queijos frescos possuem caracteristicas propicias &
contaminacao, sobrevivéncia e crescimento de microrganismos patogénicos,
como: elevada atividade de agua, alto grau de manipulagéo durante seu preparo e
auséncia do processo de maturagdo. Neste contexto, o estudo da produgio de
queijo Minas frescal reveste-se de importancia, pois além do consideravel volume
de consumo, € por vezes produzido de forma artesanal sem ser levado em conta o
perigo de contaminagdo do consumidor por microrganismos patogénicos; dentre

eles a Listeria monocytogenes e o Bacillus cereus.

A Listeria monocytogenes se tornou objeto de crescentes estudos nas
ultimas décadas, pois ao contrério de outros agentes de Doengas Transmitidas por
Alimentos (DTAs) que afetam apenas o sistema gastroentérico, o microrganismo
pode levar a quadros severos de listeriose com septicemia e alta taxa de
letalidade (Schlech, 1996), além da sua capacidade de multiplicacdo em
temperaturas de refrigeragéo (Donnelly, 2001). Carne, vegetais e produtos lacteos
s&@o alimentos comumente relatados como fontes de infeccdo ao homem, sendo os
derivados de leite recentemente envolvidos em um grave surto de listeriose nos
EUA nos anos de 2000 — 2001 (Centers for Disease Control and Prevention,
2001).

O Bacillus cereus também € alvo de pesquisas do setor laticinista, dada a
sua resisténcia a pasteurizagdo e propriedades deteriorantes sobre o leite
(Andersson ef al, 1995), além da atuagdo como agente etioldgico de
enfermidades ao homem (Kotiranta et al., 2000). O microrganismo & encontrado
em solo, poeira, agua e varios alimentos como arroz e carne. O BCCDC (British

Columbia Centre for Disease Control, 2002) relata a ocorréncia de surtos



introdugdo

envolvendo leite no Canadd em 1988 e 1999, onde mais de 100 pessoas

adoeceram devido a contaminacéo por B. cereus.

Na literatura sdo encontradas poucas pesquisas relacionadas &
sobrevivéncia de B. cereus em queijos frescos e a presenca deste nas instalagdes
de processamento do produto. Semelhantemente & L monocytogenes, o B. cereus
teria condigbes de sobrevivéncia e multiplicacdo tanto no queijo Minas frescal
quanto no seu local de produgéo, constituindo deste modo um risco em potencial
para o consumidor deste produto, no que concerne & ocorréncia de Doencas

Transmitidas por Alimentos.

Assim, a proposta da pesquisa foi avaliar a presenga destes
microrganismos em instalagbes produtoras de queijo Minas frescal e no produto
acabado, identificando os focos potenciais de contaminagdo na linha de
processamento e verificando a patogenicidade dos isclados de B. cereus,

propondo, entdo, medidas para o controle destes microrganismos.



Cbjetivos

2. OBJETIVO GERAL

» Avaliar a disseminacgdo de Listeria monocytogenes e Bacillus cereus em

industria produtora de queijo Minas frescal.

2.1. Objetivos Especificos

» Avaliar as possiveis fontes de contaminacdo de queijo Minas frescal por

Listeria monocytogenes e Bacillus cereus durante seu processamento.

« Avaliar a patogenicidade das colénias de B. cereus isoladas dos queijos

atraves da detecg&o da producdo de enterotoxina diarréica.



Revis&o Bibliografica

3. REVISAQ BIBLIOGRAFICA

3.1. O Queijo Minas Frescal

Inicialmente, entende-se por queijo o produto fresco ou maturado, obtido
por separagao parcial do soro de leite ou leite reconstituido, coagulado pela acao
fisica do coalho, enzimas, bactérias ou acidos organicos especificos (Ministério da
Agricultura Pecuaria e Abastecimento - MAPA, 1996).

O queijo Minas frescal € um produto tipico nacional, caracterizando-se
como queijo fresco obtido do leite pasteurizado integral ou parciaimente
desnatado, através de coagulagdo enzimatica (MAPA, 1997). Classificado ainda
como queijo de muito alta umidade (acima de 55%), massa crua, ndo maturado,
podendo ser levemente prensado ou ndo, devendo ser conservado sob
refrigerac@o e consumido nos 15 primeiros dias apos sua producdo (Oliveira,
1986; Pereira ef al., 1999; Peresi ef al., 2001). Com ampla aceita¢éo nacional, foi
o terceiro queijo mais produzido no Brasii na década passada, estando atras

apenas dos queijos mussarela e prato (Centro de Exceléncia em Laticinios, 2002).

As caracteristicas fisico-quimicas e tecnologicas (alta umidade e atividade
de agua, pH proximo da neutralidade, baixa concentragdo de sal, produgdo na
maioria das vezes com manipulagédo intensa e auséncia de cura) permitem que o
queijo Minas frescal seja susceptivel a contaminacdes bacterianas diversas, tal

como por L. monocytogenes e B. cereus.

3.2. Taxonomia e identificagao de Listeria monocytogenes e Bacillus cereus

3.2.1. Listeria monocytogenes

A Listeria monocytogenes & um bastonete Gram-positivo, anaerobio

facultativo n&o esporulado, movel, flagelado, com 0,4 a 0,5 um de didmetro e 0,5 a
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2 um de comprimento. Possui temperatura 6tima de crescimento na faixa de 30-
37°C, com um minimo de 1-2°C e maximo de 45°C (Ryser & Marth, 1999). Resiste
a uma faixa de pH de 5 a 9 e uma concentracdo de sal de até 10% (Doyle, 1988).

Segundo o Bergey’s Manual, o género Listeria compreende ainda outras
cinco especies (L. innocua, L. ivanovii, L. welshimeri, L. seeligeri e L. gray), sendo

estas de menor importancia em saude publica (Rocourt, 1994; Sneath, 2000).

A sistematica de identificacdo de Kauffmann & White para a Listeria
monocytogenes caracteriza atualmente 5 sorogrupos (1/2, 3, 4, 5 e 6) divididos em
19 sorovares, sendo baseados em 14 antigenos sométicos (O) e quatro flagelares
(H) (Rocourt, 1994). O sorovar 4b foi isolado em pelo menos 50% dos casos
mundiais bem como nos maiores surtos de listerioses desde 1981 (Rocourt, 1994;
Franciosa ef al., 2001). Sugere-se que o sorovar 4b possa ter um maior grau de

viruléncia, porém esta correlagéo ndo esta bem esclarecida (Lundén et al., 2004).

A identificac8o geneética das cepas de Listeria monocytogenes tem sido
amplamente pesquisada devido a capacidade limitada de caracterizagdo que a
sorotipagem oferece. A maioria dos isolados clinicos da bactéria s@o pertencentes
a apenas 3 sorovares: 1/2a, 1/2b e 4b. A fagotipagem também é utilizada, porém
apenas 60 a 70% dos isolados séo tipificaveis (Pifaretti et al., 1989).

A eletroforese de enzimas multilocadas (MEE) facilitou o estudo da genética
e epidemiologia da L. monocytogenes. Pifaretti et al. (1989) analisaram 175
isolados dos EUA e Europa, identificando 45 perfis eletroforéticos (ET) distintos
agrupados em duas grandes divisdes. Todos os isolados dos sorotipos 4a, 4b, e

1/2b pertenceram ao perfil eletroforético da diviséo |.

A identificacdo através de genes ribossomais (ribotipagem) vem sendo
aplicada na caraclerizagdo da bactéria, que € agrupada em pelo menos 14
ribovares, dois dos quais englobam 80% das cepas. Estes dois grupos sao
constituidos pela maioria dos sorovares 4b e pelo sorogrupo 1/2 (Jacquet et al.,
1992).
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Czajka & Batt (1994) relatam que a metodologia RAPD-PCR prové uma
maior especificidade para a classificagdo do microrganismo em relagdo 2

sorotipagem e, possivelmente, a eletrotipagem.

Destro et al. (1996) em trabalho com 115 isolados de L. monocytogenes
coletados em planta de processamento de camarao utilizaram os métodos RAPD-
PCR e PGFE para a tipagem do DNA cromossomal, os quais revelaram boa
capacidade discriminatdria, facilidade para interpretacdo dos resultados e

capacidade de subtipificacdo dos isolados.

3.2.2. Bacillus cereus

O Bacillus cereus é classificado segundo o Bergey’s Manual (Sneath,
1990), como bactéria pertencente ac género Bacillus, que ainda inclui outras 34
espéecies confirmadas e outras 26 a serem confirmadas. S3o bastonetes Gram
positivos, com comprimento variando de 3-5um e largura de 1-2um, anaerobios
facultativos e mobveis (na maioria das cepas), sendo detentores de flagelos

peritricos.

As espécies B. cereus, B. subtilis, B. anthracis, B. firmus, B. licheniformis,
B. megaterium, B. mycoides, B. pumilus e B. thuringiensis apresentam esporos
elipsoidais em posicionamento central a célula-mae, ndo possuindo dilatagdo por
ocasifo da formacgdo do esporo (Sneath, 1990). Deste modo sdo denominadas,
segundo sua morfologia, como espécies do Grupo 1 (Gordon, 1873; apud:
Stadhouders, 1992).

O B. cereus possui uma temperatura 6tima de crescimento situada na faixa
de 28-35°C com o minimo entre 4-7°C e o maximo de 43°C. Seu tempo de
geracao em condi¢cbes ideais e de 18-27 minutos. Suporta uma ampia faixa de pH,
variando de 4.9 - 9,3 e concentragtes de sal em torno de 7,5% (Kramer & Giibert,
1989; Kotiranta et al., 2000)

Seus esporos apresentam consideravel resisténcia ao calor, com valor Dy

situando-se entre 2,7-3,1 minutos. Germinam facilmente, podendo chegar a taxas
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proximas a 100% em condigbes favoraveis. Este processo tende a ser rapido,
podendo ocorrer dentro de 30 minutos em algumas cepas (Notermans & Batt,
1988).

Devido as caracteristicas morfofisiologicas das espécies de B. cereus, B.
anthracis, B. mycoides e B. thuringiensis serem muito semelhantes entre si (ndo
fermentadoras de manitol, crescimento em presenca de lisozima, fermentadoras
de glicose em anaerobiose, redutoras de nitrato, etc.) em relagdo as demais do
mesmo género, sdo denominadas normalmente como bactérias do grupo B.
cereus. Todas as cepas pertencentes ao grupo B. cereus sdo produtoras de
lecitinase, sendo que as demais do grupo 1 s&o lecitinase-negativas (Stadhouders,
1992).

A ndo-formagdo de acido a partir de D-manitol e sua producéo a partir de
glicose em anaerobiose, além de crescimento na presenca de lisozima sdo
propriedades caracteristicas do grupo B. cereus, ndo se aplicando via de regra a
outras espécies do grupo 1, que possuem caracteristicas variaveis (Stadhouders,
1992).

As bactérias do grupo 1 decompdem a tirosina, sendo que as outras em
geral ndo. Fora deste grupo, somente 3 espécies sdo claramente aptas a

decompor tirosina: B badius, B. brevis e B. laterosporus (Stadhouders, 1992).

As caracteristicas sorolégicas dentro do género Baciflus ndo s&o bem
definidas. Deniro de suas limitagbes, a caracterizacdo pode ser baseada na
pesquisa de antigenos flagelares e somaticos das células vegetativas ou
antigenos dos esporos. Entretanto, os antigenos flagelares (H) sdo os que
possuem maior grau de especificidade entre as cepas. O método de tipificacéo
sorologica flagelar, porém, falha devido a ocorréncia por parte de cepas de B.
cereus do compartihamento de alguns antigenos flagelares semelhantes com o B.
thuringiensis (Stadhouders, 1992).

Desde gue a caracterizagdo molecular comegou a ser empregada na
classificagdo das espécies, questionamentos comecaram a ser levantados em
relagdo a classificagdo taxondmica do género Bacillus. Pesquisas, como de
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Kaneko et al (1978) revelaram que B. anthracis, B. cereus e B. thuringiensis
possuiam forte homologia de DNA na faixa de 36% de G+C semelhantes, de
modo que surgiram propostas nos meios cientificos de agrupamento destas trés
espécies em uma dnica espécie, que se cogitou, entre varios postulados, ser o B.

anthracis a espécie raiz, e as demais sendo subespécies desta.

Estudos mais recentes como os realizados por Helgason et al. (2000) em
que se utilizou o sequenciamento gendmico através de método baseado em PCR,
tambem apresentam evidéncias da similaridade dos genomas das trés espécies
em questdo com menos de 5% de divergéncia nos seus codigos de DNA. Assim,

estas poderiam ser consideradas uma so6 espécie.

As pesquisas buscaram, entdo, encontrar protocolos que diferenciassem ao
menos as bactérias do grupo B. cereus das outras espécies. Hansen et al. {2001}
desenvolveram primers especificos para este grupo que, segundo os autores,
possuiriam potencial para serem utilizados na detec¢do direta das bactérias sem

0s procedimentos de isolamento ou enriquecimento.

Ja em 2003 Manzano ef al. desenvolveram um método satisfatorio para a
diferenciacéo de B. cereus, B. mycoides e B. thuringiensis através do uso do
protocoio PCR associado a técnica de endonuciease restritiva (PCR-RE) em que
dois primers especificos para espécies do género Bacillus foram utilizados para a
amplificagdo. Os amplicons obtidos foram digeridos por 3 enzimas restritivas
diferentes, sendo obtidos perfis eletroforéticos adequados para a diferenciacdo
entre as espécies. Esta técnica, segundo os autores, também possui possibilidade
de ser utilizada diretamente em amostras alimenticias onde a populagdo de

bactérias é de composicdo mista.

Na area alimenticia os métodos de caracterizagdo molecular de
microrganismos encontraram viabilidade para sua utilizacdo desde o final da
decada de 90, em especial na identificagdo de fontes de contaminagdo dos
produtos com consideravel poder discriminatorio intra-espécies. Andersson et al.
(1999) compararam ¢ método de ribotipagem e o protocolo RAPD — PCR onde se
identificou, de 50 cepas previamente isoladas B. cereus e B. mycoides oriundas de
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laticinios e culturas proprias, 36 diferentes ribovares e 40 perfis diferentes de

DNAs amplificados.

3.3. Fatores de Viruléncia de Listeria monocytogenes e Bacillus cereus

3.3.1.Listeria monocytogenes

A bactéria possui a peculiar caracteristica, dentre as bactérias causadoras
de DTAs, de se multiplicar intracelularmente dentro de seu hospedeiro, de modo
que muitas das suas caracteristicas de viruléncia estdo relacionadas a este ciclo

de vida.

Internalinas (InlA, IniB e InlC)

Proteinas acidas, presentes na superficie celular bacteriana, compostas de
800 aminoacidos t&m a funcdo de mediar a entrada da bactéria nas células
epiteliais (como as do epitelio intestinal), facilitando o contato entre parasita e
hospedeiro (Kuhn & Goebel, 1999).

Proteina P-60

envolvida na invaso de fibroblastos, com indicios também de participacgéo
na invaséo de hepatocitos, além de facilitar a fagocitose por parte de macrdfagos
(Kuhn & Goebel, 1999).

Hemolisina

A hemolisina € reconhecida como o maior fator de viruléncia da Listeria
monocytogenes, cuja secregdo é essencial para a promogéo de seu crescimento
intracelular, promovendo a lise da membrana fagossdmica dentro dos macréfagos,

permitindo o acesso da bactéria ao citoplasma do hospedeiro, onde a

9
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multiplicagdo da mesma ocorrera. Esta enzima, também denominada Listeriolisina
O (LLO), é classificada como citolisina porogénica sulfidrilo-ativada que promove a
formacao de grandes poros transmembranosos, responsaveis pela caracteristica
citolitica da enzima (Farber & Perterkin, 1991; Kuhn & Goebel, 1999).

Fosfolipases

Semelhantemente & hemolisina, a fosfatidilinositol fosfolipase C e a
fosfatidilcolina s&o responsaveis pelo escape dos vaclolos das células
hospedeiras (Kuhn & Goebel, 1999).

Proteina ActA

Proteina de superficie composta de 610 aminoacidos responsavel pela
polimerizagdo da actina, promovendo a formagdo de uma espécie de cauda
propulsora que sera responsavel pela movimentagdo intracelular da bactéria,
levando-a a borda da celula para a infecgdo da célula vizinha (Kuhn & Goebel,
1999).

Superodxido Dismutase e Catalase

Ambas enzimas também produzidas e secretadas pela bactéria atuam na
detoxificagdo dos radicais superdxidos gerados pela combustdc oxidativa dentro
da celula fagocitica. Tais superoxidos, que sdo responsaveis pela destruicio das
bactérias dentro dos fagossomos, sédo convertidos em perdxido de hidrogénio pela
agao do superoxido dismutase, dai clivado pela catalase em agua e oxigénio,
neutralizando o mecanismo de eliminagdo bacteriana realizado pelas células de
defesa do hospedeiro (Kuhn & Goebel, 1999)

10
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3.3.2. Bacillus cereus

A producdo de toxinas por parte do B. cereus esta vinculada a uma série de
fatores. O primeirc e o mais importante deles € a presenga ou ndo dos genes
codificadores de determinadas toxinas. Hansen & Hendriksen (2001) analisaram
por PCR uma cole¢ado de isolados da bactéria e verificaram que apenas 45% das
cepas estudadas apresentaram bandas amplificadas de bceT, gene codificador da
enterotoxina T. Ghelardi et al. (2002) constataram a auséncia de beeT e cytK

(codificador da citotoxina K) em 100% das 24 amostras por eles analisadas.

Outros fatores de influéncia sobre a producdo de toxinas sdo: tipo de
alimento onde o bacilo se encontra, temperatura, tipo de tratamento térmico e pH
deste ambiente. Agata ef al. (2002) quantificaram a producdo de toxina emética
em varios alimentos encontrando altos niveis em alimentos farinaceos. Dentre
estes, os que sofreram pracesso de fritura e cozimento curiocsamente obtiveram
maiores taxas. Por outro lado, alimentos como carne e ovos apresentaram baixa
concentragdo da toxina, assim como alimentos preparados com vinagre,

provavelmente devido a reducdo do pH pelo acido acético.

Pode-se creditar as enterotoxinas do B. cereus o carater de proteinas
causadoras de citotoxicidade, acumulo de liquido na alga ileal ligada de animais
experimentais, dermonecrose e morte em ratos experimentais. Foram identificados
ao menos quatro diferentes tipos de proteinas enterotoxicas, produzidas e
secretadas em sua maioria durante o crescimento logaritmico do microrganismo
(Hansen & Hendriksen, 2001).

Ao contrario das enterotoxinas, a toxina emética & produzida durante a fase
estacionaria e é liberada durante a esporulagdo da bactéria, na fase de lise celular
{(Notermans & Batt, 1998).

Atualmente as técnicas de identificagdo molecular baseadas em PCR
permitem & caracterizacdo de grande parte dos genes codificadores destas
toxinas, fornecendo mais uma ferramenta para o rastreamento de fontes de
contaminagdo de B. cereus toxigénicos (Ghelardi et al, 2000: Hansen &
Hendriksen, 2001).

11
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Hemolisina BL (HBL)

E constituida por trés componentes: a fragdo B, com funcdo de ligacdo e
codificado pelo gene hblA, e as fragbes L, e Lo, responsaveis pela acéo litica da
enzima, codificadas pelos genes hb/D e hbIC, respectivamente (Hansen &
Hendriksen, 2001). Supde-se que o mecanismo de acdo da hemolisina BL seja
pela formacao de poros na membrana da célula-alvo provocando a lise osmotica
(Lund et al.,, 2000).

Enterotoxina nao-hemolitica (NHE)

Possui trés fragbes: A, B e C, com peso molecular de 45, 39 e 105 kDa e
codificados pelos genes nheA, nheB e nheC, respectivamente (Hansen &
Hendriksen, 2001).

Um dos kits disponiveis no mercado para identificagdo de cepas toxigénicas
de B. cereus (Kit BDE —~ VIA Tecra®) detecta a fracdo de 45 kDa desta toxina
através de ensaio imunoabsorvente ligado a enzima (ELISA) em configuragdo

conhecida como “sandwich” (Tan et al., 1997; Hansen & Hendriksen, 2001 ).

EnterotoxinaT (bc-D-ENT)

Pesando 41 kDa esta proteina exibe toxicidade as células Vero e é
codificada pelo gene bceT (Hansen & Hendriksen, 2001). Apesar de apresentar
caracteristicas citotoxicas ela provavelmente é liberada somente na lise celular,
ndo havendo indicagdo segura de envolvimento desta toxina em surtos de DTAs
(Lund ef al., 2000; Choma & Granum, 2002).

Citotoxina K

Descrita pela primeira vez em 2000 por Lund et al. esta toxina foi isolada de

uma cepa de B. cereus responsavel por um grave surto ocorrido na Franga em

12
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1998 resultando em trés mortes. Com peso de 34 kDa é altamente citotdxica e

hemolitica.

Toxina Emética

A toxina emetica foi primeiramente identificada no Reino Unido apos
variados incidentes associados ac consumo de arroz cozido de restaurantes
chineses. Esta toxina foi purificada e identificada como um peptidio ciclico
denominado “cereulideo”. Possui massa molecular de 1,2 kDa e & estavel a
enzimas proteoliticas, baixo pH e temperatura elevada. Seu mecanismo de acao
resume-se ao estimulo das vias aferentes do nervo vago resultando em vémito
(Granum, 1994; Notermans & Batt, 1998).

3.4. Epidemiologia de Listeria monocytogenes e Bacillus cereus

3.4.1. Listeria monocytogenes

A L. monocytogenes estd freqlientemente presente no trato intestinal de
humanos de modo que estimativas levam a crer que 5-10 % da populagdo em
geral pode ser portadora assintomatica do organismo. Além disso, anticorpos anti-
Listeria spp. s&o encontrados em pessoas sadias de modo que a presenca do
organismo nas fezes ndo é necessariamente indicativa da infecgdo conhecida

como listeriose (Farber & Peterkin, 1991).

Com especial oportunismo por individuos com baixa imunidade celular a
populagdo de risco inclui gestantes e neonatos, pessoas com enfermidades ou

tratamentos imunodepressores e idosos (Rocourt, 1994).

A infeccdo em adultos se apresenta com quadro de meningite e bacteremia.
Infecgbes localizadas, tais como aririte séptica, endocardite, osteomielite e
peritonite sdo raras e, em geral, precedem a bacteremia. Em gestantes, a

listeriose ocorre mais freglientemente no 3° trimestre de gestacdo. Enquanto na

13
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mae a infecGdo pode ser assintomatica ou caracterizada por quadro semelhante a
um resfriado, o feto pode sofrer conseqiiéncias mais sérias, incluindo aborto
espontaneo, morte fetal, nascimento prematuro, septicemia neonatal e meningite
no recem-nascido (Rocourt, 1994). A despeito dos protocolos antibioterapicos a
listeriose neonatal permanece com alta taxa de mortalidade atingindo valores de
até 36% (Farber & Peterkin, 1991).

N&o obstante os avangos das pesquisas, a dose minima infectante para a
L. monocytogenes nao é seguramente confirmada, sendo este desconhecimento
um sério problema para as indistrias e as agéncias governamentais. O
Departamento de Saude Publica dos EUA (PHSIS) estabeleceu tolerancia zero
para a L. monocytogenes em alimentos cozidos e os “prontos para consumo”. Esta
politica se baseia nos seguintes argumentos: capacidade do microrganismo de
causar enfermidades em humanos, capacidade de multiplicagdo em temperatura
de refrigeragcdo e, principaimente, pela sua dose infectante ser desconhecida
(Shank et al., 1996).

A bactéria € antiga conhecida no meio veterinario como patdgeno de

animais, primariamente acometendo ovinos e bovinos (Archer, 1996).

Devido a sua ampla distribuicdo na natureza, o homem pode entrar em
contato com a bactéria através de uma variedade de fontes, como carne, leite e
derivados, frutos do mar e vegetais, assim como agua, insetos, poeira, fezes e
portadores humanos (Brackett, 1988; Ryser & Marth, 1999).

O primeiro surto de listeriose de origem alimentar ocorreu nas Provincias
Maritimas do Canada em 1981, com 41 acometidos e 17 mortes. Salada de
repolho foi o alimento incriminado, isolando-se o sorovar 4b (Schiech, 1996;
Farber & Peterkin, 1991).

Na Franca, dois grandes surtos ocorreram entre 1992 e 1993. O primeiro,
de maior relevancia, acometeu 225 individuos, com 22 abortos e 63 mortes.
Ambos os surtos estiveram relacionados a produtos suinos prontos para consumo

contaminados com o sorovar 4b (Meng & Doyle, 1997).

14
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Surto de uma forma branda de listeriose foi relatado na ltalia em 1994
envolvendo 39 pessoas das quais 70% tiveram quadro gastroentérico e o restante
apresentando sintomatologia semelhante ao resfriado. Neste caso, salada a base
de arroz foi implicada como veiculador da doenca, isolando-se o sorovar 1/2a
(Meng & Doyle, 1997).

Pesquisas realizadas nos Estados Unidos pelo Departamento de Agricultura
(USDA) em 1999 indicaram uma prevaléncia de 2,5% de listeria em alimentos
prontos para consumo, apontando ainda uma prevaléncia de 4.6% em frios
carneos para lanche (USDA, apud: Norton, 2002).

Lyytkéinen et al. (2000) relataram um surto de listeriose envolvendo o
sorovar 3a ocorrido na Finlandia onde acometeu 25 pacientes de um hospital e
resultou em 6 mortes. Tal evento foi relacionado ao consumo de manteiga

contaminada.

Em 2000-2001 um surto nos EUA foi associado ao consumo de queijo
fresco tipo mexicano de fabricagdo caseira onde se utilizou leite contaminado.
Doze pessoas foram acometidas pela doenca (incluindo 10 gestantes),
provocando 5 abortos, 3 partos prematuros, 2 recém-nascidos infectados, um
adulto acometido por meningite e outro desenvolvendo abscesso cerebral

(Centers for Diseases Controf and Prevention, 2001).

Em 2001, 48 pessoas foram acometidas por gastroenterite febril apés o
consumo de queijo fresco na Suécia. A tipificacdo dos isolados do produic e dos
pacientes por analise de enzimas restritivas revelou perfis idénticos entre si
(Lundén ef al., 2004).

Na Europa entre 1991 e 2001 foram notificados 2065 casos de listeriose,
porem estima-se que o numero real tenha sido maior principalmente devido a
falhas na comunicagdo dos casos aos servicos epidemiolégicos (Lundén et af.,
2004).

Mundialmente surtos de listeriose ja foram registrados na Nova Zelandia,

Canada, Franga, EUA, Suica e Inglaterra, sendo os alimentos de maior risco:
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vegetais frescos, carnes cruas, leite cru, derivados de leite, ovos e frutos do mar
{Meng & Dovle, 1997).

3.4.2. Bacillus cereus

A enfermidade de origem alimentar em humanos causada pelo B. cereus é
expressa através de duas sindromes distintas: a sindrome diarréica e a sindrome

emética.

A sindrome diarréica e caracterizada por dor abdominal, diarréia intensa e,
menos freqientemente nauseas e vOomitos, com persisténcia dos sintomas por 12
— 24 h; sintomas estes semelhantes a intoxicagdo causada por Clostridium
perfringens. Neste quadro clinico estd comumente envolvido o consumo de

produtos lacteos, vegetais e carne (Kotiranta et al., 2000).

A sindrome emética foi reportada pela primeira vez em 1971 na inglaterra
sendo causada pela acdo da toxina cereulidica. Esta sindrome tem como
sintomas: nausea, vomito e eventualmente diarréia, sinais clinicos semelhantes
aos encontrados na enfermidade causada por Staphylococcus aureus. O quadro é
manifesto de 1- 5 h apds o consumo da toxina e persiste por até 24 h. A toxina é
produzida durante a fase estacionaria de crescimento do microrganismo no
alimento e liberada em grande quaniidade durante a lise celular, de modo que néo
€ necessaria a ingestéo da célula viavel em si, bastando apenas a ingestao da
toxina pré-formada para o desenvolvimento dos sinais clinicos. A sindrome
diarréica, por sua vez, tem como caracteristica a producdo de toxinas pelas
células vegetativas do B. cereus quando da sua fase de crescimento logaritmico

no intestino delgado do hospedeiro (Kotiranta et al., 2000; Christiansson, 1992).

Valores acima de 10° UFC/g de alimento como a concentragdo padrio
minima para a ocorréncia de toxinfecg&o por B. cereus foram outrora amplamente
citados (Johnson, 1984; Ahmed et al, 1983). Levantamentos mais recentes,
entretanto, apontam gue concentragbes muito inferiores a este valor também
podem levar a um quadro de toxinfecgdo. Um trabalho citado por Notermans &

Batt (1998) relata que 107 casos de sindrome emética no Reino Unido mostraram
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que as concentragSes de B. cereus presentes nos alimentos (principalmente arroz)
variaram de 10° a 10" UFC/g, com média de 10’ UFC/g. QOutros levantamentos
citados pelo mesmo autor mostram que os valores relacionados a sindrome
diarréica variaram de 10° a 10° UFC/g, com valor médio de 10’ UFC/g.
Anteriormente, autores brasileiros também encontraram baixas concentragdes de
B. cereus em alimentos responsaveis por incidentes de toxinfeccdo alimentar da
ordem de 10%a 10° UFC/g (Rabinovitch et al., 1985).

O Bacillus cereus foi identificado pela primeira vez por Frankland &
Frankland em 1887, sendo a ocorréncia desta bactéria em leite ja descrita desde
1916 como contaminante comum de leite cru. A partir dai sua presenca em leite
pasteurizado vem sendo descrita por varios pesquisadores em diversos paises,
inclusive com a presenca de cepas do tipo psicrotrficas (Meer et al,, 1991; Te
Giffel et af., 1997; Lin et al., 1998; Larsen & Jergensen, 1999).

O primeiro caso documentado de toxinfecgdo humana causada por B.
cereus e datado de 1950 pelo consumo de sobremesa de baunilha sendo
encontradas concentragbes de esporos acima de 10* UFC/g no amido de milho

usado para o preparo dos alimentos (Andersson et al., 1995).

Durante a década de 60 o B. cereus foi o terceiro maior causador de
enfermidades transmitidas por alimentos na Hungria, sendo pratos carneos
freqlientemente envolvidos, fato este devido ao intenso uso de condimentos na

culinaria hdngara (Andersson ef al., 1995; Ahmed et al., 1983).

Dois surtos envolvendo B. cereus foram registrados no Canada. O primeiro
em 1988, envolvendo 36 pessoas apds o consumo de milkshake em um fast food.
O produto possuia contagens do microrganismo acima de 10° UFC/g. No ano
seguinte, 74 pessoas em uma escola foram acometidas apés o consumo de leite
que apresentava contagens acima de 10° UFClg (British Columbia Centre for
Disease Control, 2002).

No Brasil, Azeredo (1998) avaliou a presenca do microrganismo em 216
amostras das trés grandes classes de arroz comercializados no pais (polido,

parbolizado e Iintegral), encontrando 50%, 10% e 100% das amostras
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respectivamente contaminadas com contagens variando de 10° a 10°. Surtos
relacionados ao B. cereus j& foram relatados nos Estados Unidos, Reino Unido,
Canada, Holanda, paises escandinavos, Japdo e outros onde os alimentos
incriminados foram: produtos carneos, laticinios, condimentos e produtos da

culinaria chinesa.

3.5. Ocorréncia dos Microrganismos em leite e Derivados

3.5.1. Listeria monocytogenes

Uma ampla variedade de produtos lacteos vem sendo incriminada como
veiculadora de bactérias do género Listeria. Entre estes produtos o queijo é alvo
de grande interesse devido & sua constante associagdo com surtos de listeriose. A
presenga desse microrganismo em queijos se deve, entre outros fatores, a
facilidade de acesso da bactéria ao produto pela sua alta manipulagdo na industria

e sua habilidade de sobreviver as etapas de producao e cura.

Ryser & Marth (1988) relatam a sobrevivéncia da bactéria por até 130 dias
em um preparado onde o queijo Cheddar era o principal ingrediente.

No Brasil, Destro et al. (1991) constataram a presenca de Listeria spp. em
10% de 40 amostras de leite cru e em 40% das amostras de queijo Minas frescal.
Neste Ultimo, 10% foram identificadas como Listeria monocytogenes. Em

nenhuma das 40 amostras de leite pasteurizado foi identificado o microrganismo.

Em 1993, Moura ef al. pesquisaram a incidéncia de Listeria spp. em leite
cru e pasteurizado em uma grande beneficiadora de leite do Estado de S3o Paulo,
analisandc um total de 440 amostras. Os autores verificaram que 12.7% das
amostras de leite cru e 0,9% de leite pasteurizado foram positivas para bactérias
do género listeria, sendo que 9,5% das amostras de leite cru foram positivas para

L. monocytogenes.
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Silva et al. (1998) analisando 103 amostras de varios tipos de queijos
(Gorgonzola, Roquefort, ricota, Cheddar, Brie, Camembert e Minas frescal caseiro
e industrializado) no Estado do Rio de Janeiro, encontraram 10,68% de
contaminag&o por L. monocytogenes e 19,42% por outras listerias. A maior
incidéncia ocorreu nos queijos Minas frescal de fabricacéo caseira isolando-se os
sorotipos 1/2a, 1/2b, e 4b.

O queijo Minas frescal comercializado na regido de Campinas — SP foi
pesquisado em trabalhos de Vieira (2000) e Carvalho (2003). Em vinte amostras
analisadas por Vieira, 25% estavam contaminadas por L. monocytogenes, 40%
por L. innocua, 20% por L. welshimeri e 5% por L. seeligeri. Analisando 93
amostras do produto, Carvalho verificou que 11,8% das amostras apresentavam
contaminagéo por Listeria spp., sendo 3% por L. monocytogenes e 8% por L.

innocua.

No México, Vazquez-Salinas et al. (2001) encontraram em um total de 1300
amostras de leite cru, 23% de amostras positivas para Listeria spp., sendo que

13% encontravam-se contaminadas por L. monocytogenes.
p

No Parana, 100 amostras de varios tipos de queijos foram analisados por
Moskalewsky et al. (2003), onde foram isoladas Listeria spp. em 12% das

amostras, sendo 6% L. monocytogenes.

Naldini (2002) através de inoculagio experimental, verificou a viabilidade de
L. monocytogens em queijos Minas frescal produzidos com adicdo de culturas
laticas estocados por vinte e cinco dias. Ainda constatou a elevagdo da
concentragdo do microrganismo em até dois ciclos logaritmicos nos queijos

produzidos com acidificacéo direta e armazenados durante o mesmo periodo.

Kabuki ef al. (2004a) em trabalho com queijos frescos tipo hispanico
constataram a presenga de L. monocytogenes em 6,3% de 111 amostras
analisadas. Ribotipagem realizada com amostras de isolados dos produtos e do
ambiente da industria revelou que, dentre os varios perfis, o ribotipo mais
persistente na planta de processamento durante o tempo da pesquisa era o

mesmo que havia sido isolado no produto final.
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3.5.2. Bacillus cereus

Segundo Andersson ef al. (1995) esta bactéria vemn se tornando um grande
problema nos paises do hemisfério norte, pois seus esporos sfo resistentes a
pasteurizag@o, podendo vir a germinar no leite ja pasteurizado e se proliferar, de
modo que este leite pode se tornar veiculo do microrganismo além da ocorréncia
de problemas tecnolégicos, como a agregacdo da camada lipidica do leite
pasteurizado por agdo das lecitinases, fenémeno este conhecido como bitty cream
e ainda a formacdo do sweet curdling ou coalho doce. Soma-se a estes fatos a
presenca constante de esporos no leite que é recebido na indistria, pois ja na
fazenda o leite € contaminado através de poeira, esterco e ragdo contendo
altissimas contagens do microrganismo, além da alta capacidade de adesdo as

mais variadas superficies.

Assim, a identificagdo da rota de contaminagdo desde a chegada da
matéria-prima ate a expedi¢ao do produio final torna-se parte importante dentro de

um programa de controle das bactérias patogénicas na industria.

A principio, o B. cereus no leite pasteurizado pode ser originado
principalmente de esporos presentes no leite cru ou a partir de focos de
contaminagdo dentro do ambiente da indastria (Lin et al., 1998; Svensson ef al.,
1999).

Andersson et al. (1995) expSem a facilidade da contaminacgéo da planta de
processamento de leite devido a contaminacao inicial do leite cru que chega ao
estabelecimento, a sobrevivéncia dos esporos & pasteurizagdo e & forte
capacidade de adesdo destes esporos as superficies de ago inoxidavel, que
podem em grande parte permanecer aderidos mesmo apds o processo de limpeza

das instalacdes.

Ahmed et al. (1983) analisaram 40 amostras de leite cru e pasteurizado,
além de produtos lacteos como queijo e sorvetes. Apesar de encontrarem baixas
concentragBes de B.cereus, o microrganismo foi isclado em grande nimero de

amostras analisadas, principaimente em queijo Cheddar.
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Granum ef al. (1993) verificaram que, de 85 colénias isoladas de produtos
lacteos (leite desnatado, leite semi-desnatado e creme de leite), 59% se revelaram

enterotoxigénicas e 15% psicrotroficas.

Te Giffel et al. (1996) analisaram 229 amostras das mais variadas classes
de alimentos, desde alimentos chineses, doces, produtos de panificagdo, leite,
carne, até ervas e condimentos, sendo detectada a presenca presuntiva de B,

cereus em 48% das amostras.

Em um trabalho onde se investigou 334 amostras de leite pasteurizado
semi-desnatado foram encontradas, em 40% das amostras, a presenca presuntiva
de B. cereus em baixas contagens, variando de 50 a 5000 UFC/ml (Te Giffel et al.,
1997).

Estudo realizado por Cardoso (2000) revelou a presenca do B. cereus em
48,3% de 240 amostras de leite A, B e C analisados. Foram detectados niveis
baixos de contaminagio, na faixa de 10% UFC/ml, com maior concentracdo no leite

tipo C. N&o houve deteccado de cepas psicrotroficas nas amostras analisadas.

Lin ef al. (1998) realizaram o procedimento de rastreamento de
contaminagdo por B. cereus em planta de leite pasteurizado através de
amostragem do leite em vérios pontos durante o processamento do mesmo, além
de coleta de amostras de superficies do ambiente através de swab. O autor
encontrou baixo nimero de células vegetativas de B. cereus no leite cru:
encontrando, porem, esporos do microrganismo em alta concentracao, na faixa de
10° UFC/ml. Essa contagem foi similar & das células vegetativas encontradas no
leite pasteurizado. Os resultados obtidos sugerem que a maior fonte de
contaminacdo por B. cereus em leite pasteurizado vem a ser os esporos de B.
cereus do leite cru. A contaminag8o pos-pasteurizacio através das linhas de

processamento ou ambiental teria pouca importancia na contaminacao do produto.

Com o desenvolvimento das técnicas de caracterizacdo molecular
Svensson ef al. (1999) utilizaram, com sucesso, a técnica de RAPD -~ PCR para
uma proiongada investigagdo de fontes de contaminacdc em planta de

beneficiamento de leite. Grandes grupos (clusters) de isolados geneticamente
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relacionados foram encontrados no silo de armazenamento pré-pasteurizacéo e
no produto final durante os dois anos da duragédo da coleta, indicando um provavel

foco de contaminacgdo persistente neste silo.

Registros relacionados a presenca desta bactéria em queijos sao escassos,
havendo na literatura apenas um relato de incidente de enfermidade de origem
alimentar em 1967 no Canada, citado por Schmitt ef al. (1976), ocorrido com

queijo Feta, onde uma pessoa foi acometida de sindrome emética.

A sobrevivéncia de B. cereus em queijo Gouda foi pesquisada por Rukure e
Bester (2001) onde se inoculou o microrganismo, chegando a concentracdes de
102 no leite utilizado. Apds a salga do queijo ndo foi detectado B. cereus nas
amostras. O autor sugere a baixa atividade de agua (Aw), baixo potencial de 6xido-
redugdo, alto teor de sal e a deplecdo de lactose combinados com a acidez
caracteristica deste queijo como fatores que inviabilizaram a sobrevivéncia da

bactéria.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Caracteristicas da Indistria

O laticinio onde foi realizado o estudo situa-se na regido de Campinas,

Estado de S&o Paulo. Trata-se de uma indGstria de pequeno porte onde s&o

processados em torno de 4 — 7 mil litros de leite diarios, provenientes de 68

produtores localizados em um raio de 6 a 35 km de distancia do laticinio. Os

produtos fabricados no local sdo: queijo Minas frescal, queijo Minas padréo e

ricota que s&o distribuidos na regido e na capital do Estado.

4.2. Material Utilizado para Isolamento e Identificacao

4.2.1. Isolamento e Identificagao de Listeria monocytogenes

Esponjas de celulose estéreis para amostragem de superficies
(Speci-Sponge Bags, Nasco)

Solugéo cloro-neutralizante de tiossulfato de sodic™

Caldo de Enriquecimento para Listeria (Listeria Enrichment Broth,
Oxoid}

Caldo Fraser Modificado (Modified Fraser Broth, Oxoid)

Agar Oxford Modificado (Modified Oxford Agar, Oxoid)

Agar Tripticase de Soja Extrato de Levedura (Tripticase Soy Agar-
Yeast Extract, Oxoid)

Agar—Sangue de Eqlino (Horse Blood Agar, Oxoid, Laboratdrio Boa
Vista)

Agar Motilidade (Motility Test Medium)*

Agar para Teste de Fermentacéo de Carboidratos: (manitol, ramnose
e xilose)*

Kit AP! Listeria System (BioMérieux)
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Cbs: *

elaborados com ingredientes oriundos de diversas marcas comerciais, segundo
formulagéo recomendada pelo CHFB (Canadian Health and Food Branch, 2001).
elaborados em laboratério, através de solugdo tampao-fosfato Butferfield, segundo
recomendagao APHA (American Public Health Association, 2001) adicionado de 5% de
solugio clore-neutraiizante (tiossulfato de sodio), segundo formutacdo do produto D-£
Neutralizing Broth, Difco.

4.2.2. Isolamento e Identificagao de Bacillus cereus

Obs: *

Esponjas de celulose estéreis para amostragem de superficies
(Speci-Sponge Bags, Nasco)

Solugao de rinsagem cloro-neutralizante de tiossulfato de sédio™
Solugéo Tampéo-fosfato Butterfield (Butterfield’s Phosphate-buffered
dilution water)*

Agar Manitol Gema de Ovo Polimixina (Mannitol-Egg Yolk-Polimixin
Agar, Difco)

Agar Nutriente (Nutrient Agar, Merck)

Caldo Glicose-Vermelho de Fenol (Feno! Red Glucose Broth*)

Caildo Nitrato (Nitrate Broth)*

Caldo VP Modificado (Modified VP Medium)*

Agar Tirosina (Tyrosine Agar)*

Kit Bacillus Diarrhoeal Enterotoxin Visual Immunoassay — BDE-VIA
(TECRA International Pty.)

elaborado com ingrecdientes oriundos de diversas marcas comerciais, segundo formulag@o
recomendada pelo FDA ({.S. Food and Drugs Administration, 2001) .

elaborade em laboratdrio, através de solugdo tampao-fosfate Bulterfield, segundo
recomendagao APHA (American Public Health Association, 2001), adicionado de 5% de
solugéo cloro-neutralizante {tiossulfato de sédio), segundo férmula do produto D-E
Neutralizing Broth, Difco.
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4.3. Metodologia

4.3.1.Coleta das Amostras
Leite

Foram analisadas 13 amostras de leite, sendo 6 amostras de leite cru e 7
amostras de leite pasteurizado. Cada amostra foi formada através da mistura de
10 aliquotas de 100ml de leite cru ou pasteurizado, coletadas aleatoriamente
durante todo o periodo de producdo do dia, totalizando 1000ml por unidade

amosiral.

Queijos

Um total de 25 queijos Minas frescal foi analisade em todo o trabalho,
sendo que em cada uma das coletas, 5 unidades amostrais foram analisadas,
segundo recomendagdo da Resolucdo - RDC 12, de 02 de janeiro de 2001
(Agencia Nacional de Vigilancia Sanitaria, 2001).

Amostras Ambientais

Foram coletadas 120 amostras de superficies das instalactes,
equipamentos e utensilios da linha de produgdo apds os procedimento de limpeza

e sanitizago da planta, somandec 24 amostras em cada uma das 5 coletas.

A amostragem foi realizada utilizando-se o método de contato direto de
esponja, que consistiu na pressdo e arraste de esponja estérii de celulose
embebida em 10 mi de solugéo de rinsagem cloro-neutralizante pelo local a ser
analisado, segundo recomendado pela American Public Health Association -
APHA (2001). A area a ser analisada foi estabelecida de acordo com o local,
sendo 400cm? para drenos, 75¢cm? para a bomba de transporte de soro e 2500cm?

para os demais locais.

Os locais sujeitos & coleta de material de amostras ambientais estdo
discriminados na Figura 1.
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Os materiais coletados foram acondicionados em caixas isotérmicas
contendo barras de gel eutético congelado em seu interior sendo, entdo, levados
ao laboratorio e analisados no prazo de 18 — 24h.
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Recepcao do leite

Pré-filtracéo

Fittracao

Pasteurizacao

Coagulacao

Corte

Agitacao/
Repouso

Dessoragem

Enformagem

Viragem

Resfriamento/ Secagem

Embalagem

Estocagem

1 - dreno da plataforma
2 — piso
3 ~ tangue de recepgio

4 — dreno da sala de tanques
5 — piso
8 ~ parede

7 — tangue de coagulacio 1
& - tanque de coagulacdo 2
9 - tanque de coagulagdo 3

20 —lira

24 —bomba centrifyga de
transporte de soro

10 — superficie de bancada
de enformagem

21— férmas

27 — bandejas

11 — dreno da sala de
embalagens

12 ~ piso

13 — parede

14 - mesa de ago inox

15 - bancadz lateral

16 — piso de camara Fia 1
17 — parede de cadmara fria 1
18 ~ pisc de camara fria 2
19 — parede de camara fria 2
23 - caixas de expedigio

Figura 1. Fluxograma de producéo do queijo Minas frescal e pontos de amostragem ambiental.
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4.3.2. Detecgdo e Caracterizacio Bioquimica de L. monaocytogenes

As analises foram realizadas segundo metodologia recomendada pelo
Canadian Health Product and Food Branch (2002), associando-se a etapa de

confirmacéo & identificacdo por meio do Kit AP Listeria (BioMerieux).

Leite

Porgbes de 25ml da amostra de leite foram homogeneizadas em 225ml de
caldo Listeria Enrichment Broth (LEB) na etapa de enriquecimento das amostras,
sendo incubadas a 35°C por até 48h. Na etapa de enriquecimento seletivo, apos
24h e 48h de incubagédo do caldo LEB, inoculou-se 0,1mi deste meio em caldo
Modified Fraser Broth (MFB) incubando-se os tubos a 35°C par 24h.

Para a etapa de isolamento os meios MFB indicativos de cultura positiva
para Listeria spp. (meios com coloracdo enegrecida devido a hidrélise da esculina
em presenca de ions férricos) foram estriados em agar Oxford modificado e agar

LPM, incubando-se a 35°c por 24-48h e a 30°C por 24-48h respectivamente.

Na etapa de confirmagdo foram selecionadas cinco coldnias com
caracteristicas positivas para Listeria spp. em cada placa dos meios de cultura
anteriormente citados sendo submetidas aos seguintes testes: prova de hemolise,
prova de motilidade, prova de utilizagdo de carboidrato e prova de catalase.
Isolados que mesmo apds as provas confirmatdrias suscitaram dividas guanto a
identificagéo, tiveram a classificacdo de espécie confirmada através do Kit API

Listeria.

Queijos

Vinte e cinco gramas das amostras de queijo foram homogeneizadas em
225m| de caldo Listeria Enrichment Broth (LEB) na etapa de enriquecimento das

amostras, sendo incubadas a 35°C por 48h. A partir deste ponto as amostras
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seguiram para a etapa de enriguecimento seletivo e demais processos

semelhantemente ao descrito para as amostras de leite.

Amostras ambientais

As esponjas foram imersas em 100ml de caldo LEB sendo vigorosamente
agitadas por 1 minuto para permitir o contato efetivo do material coletado na
esponja com o caldo. Incubou-se a 35°C por 48h, seguindo a partir deste ponto
para a etapa de enriquecimento seletivo e demais processos semelhantemente ao

descrito para as amostras de leite.

4.3.3. Detecgdo, Enumeraciao e Caracterizagdo Bioquimica de B. cereus

As analises foram realizadas segundo metodologia recomendada pelo U.S.
Food and Drug Administration (2002). Para o procedimento especifico de
tratamento térmico na enumeragdo de esporos de B. cereus foi utilizada
metodologia recomendada pela American Public Health Association - APHA
(2001). |

Leite

Amostras de leite cru e pasteurizado foram analisadas para a quantificacéo
de células vegetativas e esporos de B. cereus. Unidades analiticas de 50mi das
amostras foram homogeneizadas em 450mi de tampao-fosfato Butterfield sendo
realizadas diluicbes decimais subseqientes utilizando-se 0 mesmo tipo de solugéo
tampéo. Os volumes que abrangeram 1ml e 0,1m! de amostra de leite e 0,1ml de
cada dilui¢do decimal foram espalhados em superficie de agar Mannitol-Egg Yolk-
Polymixyn (MYP), sendo incubados a 30°C /24h. Apds contagem, cinco coldnias
tipicas de B. cereus foram isoladas e submetidas aos seguintes testes de
confirmacéo: coloragdo de Gram, prova da utilizacdo da glicose em anaerobiose,
prova de redugdo de nitrato a nitrito, prova de Voges-Proskauer, prova de

decomposi¢ao de tirosina e prova de crescimentc em presenga de lisozima. Estas
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mesmas colbnias do grupo B. cereus ainda foram submetidas a analise para
identificacdo da espécie: prova de motilidade, atividade hemolitica e auséncia de

cristais parasporais.

Para a quantificacdo de esporos de B. cereus unidades analiticas de 50ml
das amosiras foram previamente submetidas a tratamento térmico de 70°C/10min
seguido de imediato resfriamento a temperatura ambiente, conforme
recomendacgdo da American Public Health Association - APHA (2001), seguindo a
partir deste pontc procedimento semelhante ao utilizado para a quantificacao,

isolamento e confirmacao de células vegetativas do microrganismo.

Queijos

Unidades analiticas de 50g de amostra foram homogeneizadas em 450mi
de solugdo de citrato de sodio 2% sendo realizadas diluigdes decimais
subseqiientes através da utilizacdo de solugdo tampdo-fosfato Butterfield.
Aliquotas de 0,1ml de cada diluicdo decimal foram espalhadas em superficie de
agar Mannitol-Egg Yolk-Polymixyn (MYP), sendo as placas incubadas a 30°C /24h
e as colbnias caracteristicas de B. cereus enumeradas. A partir deste ponto os
procedimentos posteriores seguiram metodologia semelhante a utilizada para a

quantificacéo, isolamento e confirmacio do microrganismo em leite.

Amostras Ambientais

Volumes da solugdo de rinsagem que abrangeram 1ml, 0,1ml, além de
0,1ml de suas diluigdes decimais (em tampao-fosfato Butterfield) foram
espalhados em superficie de agar MYP e incubados a 30°C /24h; apds este
periodo, as coldnias caracteristicas de B. cereus foram enumeradas. A partir deste
ponto, seguiu-se metodologia semethante as utilizadas para analise das amostras

de leite.
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Cada aliquota de 1ml da solugdo de rinsagem correspondeu a 40cm? de
area analisada dos drenos, 7,5cm® de area da bomba de transporte de soro e

250cm? da 4rea analisada dos demais locais,

4.3.4. Pesquisa de Producao de Enterotoxina Diarréica por B. cereus

Isolados de Queijo Minas Frescal

Foram selecionadas 20 colbnias de B. cereus isoladas dos queijos para
detecgc@o de enterotoxina diarréica visando avaliar o risco que tais culturas

contaminantes poderiam trazer para o consumidor destes queijos.

As coldnias selecionadas foram reativadas através de inoculagdo em caldo
BHI adicionado de 5% de glicose e incubadas a 35°C por 24h, seguindo a partir
dai, as recomendagdes constantes no manual do fabricante do Kit Bacillus
Diarrhoeal Enterotoxin Visual Immunoassay — BDE-VIA (TECRA International
Pty.).

Foi utilizado como controle positivo substrato contendo enterotoxina

diarréica e como controle negativo diluente padréio. Ambos acompanhavam o kit,

4.4. Descricao das Principais Alteragdes do Ambiente de Processamento de

Queijo Minas Frescal ao Longo das Coletas de Amostras

Durante as coletas a indUstria sofreu reformas civis e alteracdes no fluxo de
processamento as quais serdo descritas a seguir. A 12 coleta foi realizada antes
das reformas civis conforme /ayout mostrado na Figura 2. Na 22 coleta, as
reformas estavam em andamento com a sala de tanques vedada para circulagao
de pessoas. Isto incorreu na alteragdo de quatro locais de amostragem: dreno,
piso e parede da sala de tanques, além da superficie da bancada de enformagem
(Ver item 4.4.2.). ApGs as reformas (3%, 4% e 57 coletas) os pontos de amostragem

foram os mesmos do periodo da 12 coleta.
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4.4.1. Caracteristicas da Inddstria no Periodo da 12 Colefa de Amostras

Procedimentos de Higienizac¢ao

Limpeza

.

Procedimentos de limpeza realizados apenas no final do expediente de
trabaiho.

Pisos e paredes: detergente neutro.

Mesas e bancadas: detergente neutro.
Tanques de coagulagdo: detergente neutro.
Pasteurizadora: sistema cleaning-in-place.

Utensilios (férmas, bandejas, liras, pas): detergente neutro com enxagie
sob agua fria.

Instalagbes sanitarias: detergente neutro.

Sanitizacao

Procedimentos realizados apenas no final do expediente de trabalho.
Pisos e paredes: enxagle simples com solucéo clorada residual oriunda da
sanitizagdo de utensilios.
Mesas e bancadas: enxagie simples com solucdo clorada residual oriunda
da sanitizagdo de utensilios.
Tanques de coagulagdo: enxagle simples com solugdo clorada residual
oriunda da sanitizacédo de utensilios.
Pasteurizadora: sistema cleaning-in-place

o Enxagie com agua clorada (1-2 mg de cloro/l);

o Circulagéo de hidroxido de sodio 0,4% a 85 °C por 25 minutos:

o Enxagle com agua a 65°C, sem tempo definido;

o Circulago de acido nitrico 0,5% a 65 °C por 25 minutos;

o Enxagle com agua para remogéo de acido;

o Circulagﬁéo de solugéo clorada (400 mg de clorofl) por 25 minutos,

sendo que esta solugdo permanecia no equipamento até o dia

seguinte. Antes do inicio da pasteurizacio do dia seqguinte, a solucéo

32



Materiai 2 Mélodos

de cloro era removida com auxilio de enxaglie com agua clorada (1-2
mg de cloro/l).
» Utensilios (férmas, bandejas, liras, pas): solugdo clorada sem dosagem
definida, sem tempo de contato definido.

» Instalagdes sanitarias: solugdo clorada sem dosagem definida.
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Legenda

1 - dreno da plataforma de recepciio 13 - parede

2 — piso da plataforma de recepgio 14 - mesa de ago inox

3 - tangue de recepgdo 15 - bancada lateral

4 — dreno da sala de tangues 16 — pise de cdmara friz 1
5~ piso da sala de tanques 17 — parede de camara fria 1
& - parede da sala de fangues 18 - piso de cmara fria 2

7 — tanque de coaguiacac 1 19 — parede de camara fria 2
8 — tanque de coagulacdc 2 20 —lira21 — férmas

9 — tanque de coagulacdc 3 22 — handejas

10 — superficie de bancada de enformagem 23 ~ caixas de expedigdo

11 — dreno ¢a sala de embalagens 24 — bomba de transporte de soro
12 - piso

Figura 2. Layout da indUstria processadora de queijos Minas frescal, com indica¢ao dos
locais durante a 12 coleta de amostras.

4.4.2. Caracteristicas da Ind(stria no Periodo da 2% Coleta de Amostras

No periodo desta coleta a reforma estava sendo realizada na sala de
tanques, que ndo estava sendo utilizada, sendo os tanques de coagulagédo 1,2e 3

transferidos para a sala de embalagens ja reformada. A reforma consistiu, entre

33



Material e Métodos

outros itens, no aumento da area geral da sala e a troca geral do revestimento de
pisos e paredes. Drenos estavam sendo novamente cimentados e suas grades
trocadas. Janelas de ferro foram trocadas por outras de aluminio. Telas de
protecdo fixas contra pragas foram trocadas por outras de retirada rapida.
Instalagdo de maior nimero de exaustores e instalacdo de luminarias com

protecdo contra quebras.

Os tanques de coagulagio foram deslocados para a sala de embalagens. O
pasteurizador ndo foi removido de modo que o leite pasteurizado era transportado

até os tanques através de encanamento de aluminio.

A sala de tanques foi vedada para circulacdo de pessoas da produgéo. O
blogueio entre a area de trabalho e a area de reforma foi montado com placas de
madeira compensada. Deste modo, as amostragens do dreno, piso e parede da
sala de tanques, além da superficie da bancada de enformagem nao foram
realizadas. Tais pontos de amostragem foram substituidos por outros que, naguele
momento, possuiam a mesma fungdo dos locais anteriores. Assim, a amostra do
dreno da sala de tanques foi substituida por amostra do dreno que servia ao
escoamento provisorio dos tanques. As amostras de piso e parede da sala de
tanques foram substituidas por amostras de piso e parede proximas a localizacdo
proviséria dos tanques. A amostra de superficie de bancada de enformagem foi
substituida por amostra da bancada onde provisoriamente era realizada a

enformagem dos queijos.

Procedimentos de Higienizacdo
Limpeza

» |déntica ao da 12 coieta.
Sanitizacao

¢ |déntica ao da 12 coleta.
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Legenda

1—dreno da plataforma de recepgdo

2 — piso da plataforma de recepgac
3 — fanque de recepcio

4 ~ {substituicdo do) dreno da sala de tanques
5 - {substituicdo do) piso da sala de tangues
6 - {substituicdo da) parede da sala de tanques

7 - tangque de coagulagdo 1
8 - tanque de coagulagdo 2
9 - tanque de coagulagdo 3

10 - {substituicdo da) superficie de bancada de

enformagem
11 - drenc da sala de embalagens
12 - pisc

13 - parede

14 — mesa de ago inox

15 -~ bancada tateral

16 — piso de camara fria 1

17 — parede de camara fria 1
18 — piso de camara fria 2
18 — parede de camara fria 2
20 - lira

21 - férmas

22 ~ bandeijas

23 — caixas de expedicdo

24 — bomba de fransporie de soro

Figura 3. Layout da ind(stria processadora de queijos Minas frescal com indicag&o dos locais
durante a 2% coleta de amostras.

4.4.3. Caracteristicas da Indastria no Periodo da 32 Coleta de Amostras

Procedimentos de Higienizagio

Limpeza

e |dénticos aos da 12 coleta.

Sanitizagao

s |dénticos aos da 12 coleta.
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Legenda

15 @ { ) 10 | &
458
{ 3 0
"
- e J
= [212223
16 17 2
18 19 ;
@ 2
1
=
=X
1 - dreno da plataforma de recepgdo 13 - parede

2 - piso da plataforma de recepcao

3 - fanque de recepgic

4 — (substituic&o do) dreno da sala de tanques
5 — {substituicde do) piso da sala de tanques
5 — parede da saia de tanques

7 - tanque de coagulacao 1

8 — tanque de coagulacic 2

9 - tangue de coagulacdo 3

10 —~ superficie de bancada de enformagem
11 ~ dreno da sala de embalagens

12 - piso

14 — mesa de ago inox

15 - bancada ateral

16 — piso de ¢admara fria 1

17 — parede de cdmara fria 1
18 ~ piso de cédmara fria 2
19 — parede de camara fia 2
20 - lira

21 — formas

22 - bandejas

23 - caixas de expedicio

24 - bomba de transporte de saro

Figura 4. Layout da ind(stria processadora de queijos Minas frescal com indicagdo dos locais

durante as 3%, 42 e 52 coletas de amostras

4.4.4. Caracteristicas da Indastria no Periodo da 42 Coleta de Amostras

Procedimentos de Higienizacio

lLimpeza

idénticos aos da 12 coleta.

Sanitizacao

Procedimentos realizados apenas no final do expediente de trabaiho.

Pisos e paredes: enxagie simples com solucéo clorada residual oriunda da

sanitizac@o de utensilios e enxagtlie simples com solucdo de hidroxido de

sodio sem concentragéo definida.

36



Materiai ¢ Métodos

Mesas e bancadas: enxaglie simples com solucdo clorada residual oriunda
da sanitizagdo de utensilios e enxagile simples com solucdo de hidréxido
de sodio sem concentragéo definida.

Tangues de coagulagdo: enxagle simples com solugédo clorada residual
oriunda da sanitizagdo de utensilios e enxagiie simples com solugdo de
hidroxido de sddio sem concentragdo definida.

Pasteurizadora: sistema cleaning-in-place semelhantemente a 12 coleta.
Utensilios (formas, bandejas, liras, pas): solugdo clorada sem dosagem
definida, sem tempo de permanéncia definido e enxaglie simples com
solucdo de hidroxido de sodio sem concentracdo definida.

InstalacOes sanitarias: solugéo clorada sem dosagem definida.

Layout

Idéntico ao da 32 coleta.

4.4.5. Principais Caracteristicas da Indistria no Periodo da 5° Coleta de

Amostras

Procedimentos de Higienizacio

Limpeza

Seguindo sugestbes descritas no Apéndice A.

Sanitizacéo

Seguindo sugestdes descritas no Apéndice A.

Layout

idéntico ao da 32 coleta
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5. RESULTADOS E DISCUSSAC

Durante a fase de coleta de amostras a empresa sofreu reformas civis das
instalagGes e alteragbes no fluxo de processamento que refletiram, em especial,
nas contagens de B. cereus verificadas em cada coleta. A 12 coleta foi realizada
na industria ainda sem reformas, com o piso ceramico da planta apresentando
rachaduras e areas com o contra-piso exposto, dificultando os procedimentos de
limpeza e sanitizagdo. Na 2% coleta, a empresa manteve o processamento de
queijos mesmo durante as reformas civis (troca de pisos e revestimento de
paredes) comprometendo assim a manutengdo de um ambiente limpo durante o
processamento. A 3% e a 4° coletas foram realizadas na indGstria apés o término
das reformas, porém, permanecendo com protocolos de higienizacéo
inadequados. Particularmente durante o periodo da 42 coleta, houve a adocao de
protocolo n&do usual de higienizacdo da planta industrial com a utilizacdo de
solugio de hidroxido de sodic sem controle dos parametros de concentracao,
tempo de contato, temperatura ou cuidados na aplicacdo. A 52 coleta foi realizada
apos a recomendacdo e aplicagdo de métodos mais adequados para a

higienizacdo das instalages (vide Apéndice A).

3.1. Avaliacao da Pesquisa de Listeria monocytogenes

Do total de 120 amostras de superficies de ambientes e equipamentos
analisadas, 22 amostras (17,5%) apresentaram resultados positivos para Listeria
spp.

As reformas civis ocorrentes no laticinio (22 coleta) e a alteracdo dos
procedimentos de higienizacdo a partir da 4? coleta aparentemente nio
influenciaram no perfil de contaminac&o por Listeria spp., sendo estas isoladas

antes e depois do referidos eventos.
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O Quadro 1 mostra as espécies de listeria encontradas e os respectivos

locais de isolamento.

Quadro 1. incidéncia de diferentes espécies de listeria em superficies de ambiente, equipamentos
e utensitios emn indUstria processadora de queijo Minas frescal.

Local de Amostragem

12 coleta

2% coleta

3% coleta

42 coleta

52 coleta

Plataforma de
recepgao

drenc

L. grayi

L. grayi

piso

tanque

Sala de
Tangues

dreno

* L. seeligeri

L. seeligeri

L. seeligeri

piso

L. segligeri

*%

L. seeligeri

L. welshimeri

parede

"k

tanque 1 {aco inoxid.)

L. seeligeri

tanque 2 (ago inoxid.)

tangque 3 (polietileno)

bancada de enformagem

Sala de
embalagem

dreno

piso

L. innocua

parede

mesa de ago inox

L. innocua

bancada lateral

Caémarafria i

piso

L. seeligeri
L. innogua

L. seeligeri

L. seeligeri

L. seeligeri

L. seefigeri

narede

Camara fria 2

piso

L. innocua

L. seeligeri

L.. seeligeri

parede

Utensilios

Equipamento

lira de inox

formas de queijo

bandejas

caixas de expedicio

bomba de transporte de

SOro

L. welshimerij

L. welshimerii

Obs.: * referente ao dreno provisoriamente responsavel pele escoamento dos tanques de coagulagde durante a 2° coleta;
** referente ao piso e parede mais proximos aos tanques de coagulacdo durante a 27 coleta;

Eokk

referente 4 bancada onde provisofiamente eram enformados os queljos durante 2% coleta.

Apesar de identificadas L. seeligeri, L. innocua, L. welshimerii e L. grayi,

ndo se isolou L. monocytogenes, como mostra a Tabela 1.
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Tabela 1. Porcentagem de espécies de listeria identificadas em relacéo ao total de isolados em
taticinio produtor de queijo Minas frescal.

Espécie isolada Freqiiéncia de isolamento % do total de isolados
L seeligeri 13 59,1
L.innocua 4 18,2

L. welshimerii 3 13,6

[.. grayf 2 9,1

Total 22 100

L. seeligen foi a espécie mais isolada e mais disseminada pela planta de
processamento (Tabelas 1 e 2) representando 59,1% do total de isolados. Em
menores quantidades foram isoladas as demais espécies, aue somadas
representam 40,9% do total. O isolamento de L. seeligeri nesta proporgéo difere
de trabalhos de outros autores onde L. innocua foi a espécie de maior incidéncia,
sendo a primeira muitas vezes nao isolada (Moura ef al, 1993; Pritchard et al.,
1995; Menendez et al., 1997; Silva et al., 2003).

Apesar de L. monocytogenes ndo ter sido isolada em nenhuma das
amgcsiras, a presenga das demais espécies de forma persistente e disseminada
deve ser considerada como um fato importante. Neste aspecto, Tompkin {2002)
afirma a necessidade de pronta resposta a presenca de qualquer espécie de
listeria com © mesmo rigor dispensado a L. monocyfogenes através de
procedimentos de limpeza e sanitizagdo efetivos para a reducdc dos

rAICTorganismos.
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Tabela 2. Locais de isolamento de espécies de fisteria em laticinio produtor de gueijo Minas
frescal.

Espécie isolada Local de amostragem

L. grayi Dreno da plataforma

Piso da sala de tanques

L. welshimerii Bomba de transporte de soro

Piso da sala de embalagem

Mesa central da sala de embalagem
Piso da camara fria 1

Piso da camara fria 2

L. innocua

Dreno da sala de tanques de coagulagio

Dreno de escoamento provisorio dos tanques de coagulagdo (22 coleta)
Piso da sala de tanques de coagulaggo

Tanque de coagulagdo 1

Piso da camara fria 1

Piso da ca&mara fria 2

L. seeligeri

Dentre as amostras de leite cru e pasteurizado analisadas nao foram
encontradas listerias. Pesquisa realizada por Kozak et al. (1996) descreve que
apenas 3-4% do leite cru produzido nos EUA, Canadé e Europa sio contaminados
por bacterias do género Listeria. A maior prevaléncia de Listeria spp. no ambiente
e equipamentos que no leite foi descrita em trabalho realizado em industrias de

laticinios por Kells & Gilmour (2004).

Em 25 amostras de queijo analisadas durante as cinco coletas ndo foram
encontradas listerias. A baixa ocorréncia do microrganismo em queijo também foi
descrita em pesquisa realizada por Silva ef al. (1998) onde 12 queijos Minas
frescal foram analisados, sendo isolado L. innocua em 1 amostra. Cassarotti et a/.
(1994) n&o isolaram o microrganismo em 20 amostras do mesmo tipo de queijo.
Slade (1992) consideram que o crescimento de Listeria spp. parece ser
dependente de sua habilidade de superar com sucesso o©s microrganismos

competidores.

41



Resuiltados e Discussao

Em superficies que contatam o alimento isolou-se listeria nas amostras de
tanque de coagulacéo, mesa de acgo inoxidave! da sala de embalagem e bomba de
transferéncia de soro. O isolamento de varias espécies do género Listeria nestas
superficies evidencia o risco potencial de contaminagdo do produto por L.
monocytogenes. Gudbjérndottir ef al. (2004) em trabalho sobre incidéncia de L.
monocytogenes em plantas de processamento de carne bovina, aves e frutos do
mar relatam que 11,5% das amostras de superficies de contato direto com o
alimento estavam contaminadas com o microrganismo mesmo apés a
higienizacao dos locais. Os autores afirmam que procedimentos ineficazes de
higienizagao podem permitir a formacdo de biofiimes com a incorporacdo de
listerias, vindo assim a contaminar os alimentos continua ou esporadicamente
durante a produgdo. Tais superficies requerem especial atencdo quando do

planejamento de rotinas para limpeza e desinfecgéo.

Kabuki et al. (2004) em trabalho realizado junto a plantas de producdo de
queijos frescos, detectaram elevada taxa de contaminacéo por L. monocytogenes
em pisos e drenos, com 30% e 20,6% de amostras positivas respectivamente.
Nosso trabatho constatou a presenca de Listeria spp. em drenos e pisos de quase
todas as areas de processamento. Este fato deve ser considerado na melhoria do
programa de limpeza e sanitizagéo tendo em vista o perigo de um foco persistente
de contaminagao dentro da planta. Pesquisa conduzida por Kells & Gilmour (2004)
em superficies de ambiente e equipamentos de duas indUsirias de laticinios
relatam os drenos como importantes fontes de contaminagdo por Listeria no
ambiente de produg&o. A limpeza dos pisos com jato d'agua de alta pressaoc
poderia permitir a formagdo de aerossdis contaminados resultando na
transferéncia de microrganismos dos pisos e drenos para outros locais. Spurlock &
Zottola (1991) demonstram a viabilidade de L. monocytogenes em aerossois por

ate 210 minuios.

A presenga constante de Listeria spp. nos pisos das cémaras frias em
todas as coletas evidencia a caracteristica psicrotrofica do género além da sua

persisténcia em locais de higienizago nao freqliiente. Um nimero consideravel de

42




Resultados e Discussdo

isolamentos em areas mantidas a baixa temperatura em laticinios também foi
descrito por Pritchard et al. (1995). Neste trabaltho, em 83 amostras ambientais
com isolamento de listeria, 11 (17,5%) eram provenientes de refrigeradores e
freezeres. Sergelidis et al. (1997) analisaram superficies de pisos e prateleiras de
395 refrigeradores entre domesticos, comerciais e industriais (plantas de laticinios
e de produtos carneos) onde encontraram L. monocytogenes (1,8%), L. innocua
(2,5%) e L. seeligeri (0,2%). Tratando em especial dos refrigeradores industriais os
autores atribuem a contaminacao por Listeria spp. a falha geral de aplicacéo das
Boas Praticas de Fabricacdo, ressaltando ainda o risco de contaminagéo cruzada

ao produto final.

Outro fator a ser considerado €& a possibilidade de contaminacdo do
ambiente das camaras-frias através do ar insuflado pelos evaporadores. Evans et
al. (2004) analisaram os evaporadores de camaras-frias em 15 plantas de
processamento de varios tipos de alimentos onde os equipamentos possuiam
rotinas irregulares de limpeza. Apesar de n&o encontrarem microrganismos do
género Listeria, a presenga de microrganismos viaveis totais atingiu contagens
acima de 10° UFC/cm? em todos os evaporadores. Apesar deste trabalho nao ter
abrangido tal local para analise, estudos posteriores envolvendo os equipamentos

$d0 oportunos.

A capacidade de persisténcia de cepas de listeria, em especial a de L.
monocytogenes foi demonstrada em amplo trabalho realizado por Holah et al.
(2004) onde foram analisadas 196.000 amostras de produtos acabados e 750.000
amostras ambientais de empresas de alimentos resfriados, onde se constatou a
presenca de ribotipos especificos de L. monocytogenes na indUstria por até 13,8
meses. Os autores afirmam ainda que a origem dessa persisténcia pode ser
creditada a varios fatores desde a adaptacio fisica das bactérias (adesdo de
superficie, formagdo de biofilme, resisténcia a limpeza e sanitizagao, etc.) até o
favorecimento por condigdes tipicas em ambientes de indUstria de alimentos
resfriados (baixa temperatura, ample faixa de pH, suprimenio de nutrientes,

freqliéncia inadequada de limpeza e sanitizagéo, etc.).
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5.2. Avaliagao da Pesquisa de Bacillus cereus

Analisando a Tabela 3, verifica-se que o leite apresentou grande
variabilidade de contaminagdo durante as coletas, atingindo valores de ate
7x10°UFC/ml e 3,0x10" esporos/ml no leite cru e valores de 2,5x10* UFC/ml e
1,9x10* esporos/mi no leite pasteurizado. Meer et al. (1991) citam em sua revis&o
uma ampla variacdo nas concentracées de esporos do microrganismo em leite

pasteurizado, abrangendo desde valores menores que 0,5 ate 3x1 0? esporos /ml.

Tabela 3. Contagens de células vegetativas e esporos de B. cereus em leite cru e pasteurizado
(UFC/m, esparos/ml}.

Amostra 12 coleta 2%¢coleta 33coleta 4coleta 5%coleta
Leite cru — cel. veget. 5,3x10° nd 1.7x10* nd 7x10°
Leite cru — esporos 3,0x10" nd 2.6x10" nd <1
Leite past. — cel. veget. nd 2,5x10° 3,3 nd 3,0x10"
Leite past. — esporos 1,3x10° 1.,9x10° 1.1 nd <1

Cbs: nd -~ ndo determinado.

Lin et al. (1998), em pesquisa com 232 amostras de leite, constataram
baixa incidéncia de células vegetativas do microrganismo em leite cru {(menos de
50 UFC/mi); porém, uma elevada concentragdo de esporos, com valor medio
acima de 10° esporos/ml. O leite pasteurizado também apresentara elevada
concentracdo de B. cereus, com valores acima de 10°UFC/ml. Os autores afirmam
que a presenga de B. cereus no ambiente indica uma fonte potencial de
contaminacéo do leite e ainda, que a contaminagdo do ambiente da usina pode
ser oriunda do leite contaminado. De fato, ambas afirmacgdes n&o se contradizem
tendo em vista o circulo vicioso que se forma levando & persisténcia do

microrganismo no laticinio.

Dentre as 120 amostras de ambiente e superficie de equipamento
coletadas houve grande variacdo no grau de contaminagdc dos locais de

amostragem. As andlises revelaram desde locais com populagbes menores que 1
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UFC/em? até 2,6x10* UFC/cm?, como na bomba de transporte de soro. Drenos e
pisos apresentaram constante contaminacdo por B. cereus com contagens

variando, na maioria das coletas, em torno de 10 a 10° UFC/ecm? (Quadro 2).

Dentre as superficies que contatam diretamente a matéria-prima e o
produto final (tanques, fGrmas, bandejas, etc.) os tanques de coagulacdo
apresentaram, durante a pesquisa, valores abaixo de 1 UFC/cm®, com excecao
feita & 22 coleta onde foram encontrados valores de 5,1x10 UFC/cm® e 1,0x10
UEC/cm? nos tanques 1 e 2, respectivamente. As reformas civis daquele periodo
podem ter contribuido para tal resultado face as condicdes inadequadas de
higienizacdo do local. O tanque de polietiieno manteve contagens abaixo de
1UFC/ecm?. Sua utilizagdo também como tanque para sanitizacdo de fOrmas e
bandejas comportando solugdo clorada por longos periodos pode ter colaborado
para a manuteng8o das baixas contagens. As formas de gueijo permaneceram
com valores menores que 1 UFC/cm?. As contagens nas bandejas para queijo que
chegaram a valores de até 1,5x10° UFC/cm? durante a 22 coleta, tiveram sua
contagem reduzida para valores menores que 1 UFC/cm? na 42 e 52 colefas.
Dentre as amostras de superficie, a lira apresentou a maior contagem de B.
cereus, atingindo 1,5X10° UFC/cm® durante a segunda coleta. As condicdes
insatisfatérias de sanitizagdo ocorrentes, em especial durante aquela coleta,

podem ter levado a valor t4o elevado de contaminagdo.
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Quadro 2. Contagem de B. cereus em superficies de ambientes, equipamentos e utensitio
(UFClem? ) em inddstria processadora de queijo Minas frescal.

Local de Amostragem 12 coleta 2°coleta  3°coleta 4°coleta 5° coleta
Dreno nd 1,3x10° 9.0x10° 2,8x10° <1
fe'i;a;ggga ®  Fso nd 14 1310 5.6x10° <1
Tangue <1 <1 <1 <1 <1
Drenc 3.7 1,3x10°* 3.5x10° 2 5x10° 2,5x10°
Pisc nd 2,9 2.0 4x10 1.4
Sala de Parede _ 2 5,7x10° * <1 <1 <1
Tanques tanque 1 {aco inoxid.) <1 5,110 <1 <1 <1
tanque 2 (aco inoxid.) <1 1,0x10° <1 <1 <1
tanque 3 {polietileno) <1 <1 <1 <1 <1
bancada de enfermagem <1 < A 8.8 1.2x10 <1
dreno 3,2x10° 4.8x10° 9,8x10° 2,5x10" <1
Sala de piso nd <1 _ 2.2x1 of <1 <1
embalagem parede nd 1 ,2x107 <1x10° <1 <1
mesa de aco inox <1 2,9x10° <1 <1 <1
bancada lateral <q 3,6x1 O; <1 <1 <1
- . piso <1 1.6x10 <1 2,6x10 10
Camara fria 1 parede <1 2,Gx101 4 <1 <1
. . piso <1 1,0x10 1,916° 8 1.6x16
Camara fria 2 parede = 2.2 o pr <
lira de inox <1 1,5x10° <1x10" <10 7
" férmas de gueijo nd <1 <1 <1 <1
Utensilios bandejas nd T5x10 20 <1 5
caixas de expedicido nd <1 <1 <1 <1
Equipamento bomba de transporte de soro nd 1x10° 2.0x10° 2,1x10" 2 6x10°

Obs: nd — ndo determinado;
referente ao dreno provisoriamente responsavel pelo escoamento dos tangues de coagulagdo durante a 22 coleta;
reﬁerente ao piso e parede mais préximos avs tanques de coagulagdo durante a 29 coleta;
* referente a bancada onde provisoriamente eram enformados os gqueijos durante 22 colela.

Drenos e pisos apresentaram variado grau de contaminacéo durante as
coletas com contagens atingindo valores maximos em torno de 10° UFC/ocm?.
Paredes atingiram contagens de até 6,7x10° UFClcm?, porem na maiocria das

coletas apresentou contaminagdo menor que 1 UFC/cm?.

A bomba de transporte de soro de leite apresentou contaminagédo
persistente durante as coletas chegando a 2,6x10* UFC/em? na 52 coleta. A
importancia deste equipamento reside na sua utilizag8o tanto para a remocgéo do
soro de leite dos tanques de coagulagio, quanto para a limpeza da planta ao
termino do processamento. Uma bomba de multiplo uso mal higienizada poderia
tornar-se fonte crénica de contaminacgdo cruzada de instala¢fes e equipamentos
quando da sua utilizag&o para o transporte de soro de leite e no enxagiie final pos-

sanitizacdo. Peng ef al (2001) demonstraram a capacidade de adesdo dos
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esporos e células vegetativas de B. cereus & superficie do ago inoxidavel,
comumente usado na industria, podendo levar a producdo de biofilmes que
resultaria em maior resisténcia dos microrganismos ao calor e a processos de
sanitizacdo. Os autores relatam ainda o0 aumento da taxa de adeséo do B. cereus

a estas superficies em presenca de componentes do leite.

O grau de contaminagao por B. cereus das unidades amostrais de queijos
pertencentes a uma mesma coleta ndo apresentaram grandes variages entre si
(Tabela 4). As amostras analisadas antes do periodo de reformas civis (primeira
coleta) apresentaram contagens em torno de 10° UFC/g. Ja durante as reformas
(segunda coleta) observou-se uma elevagao nos niveis de contaminacéo atingindo
um valor médio de 1,3x10” UFC/g. Nas 32 e 42 coletas (terminadas as reformas)
houve um decréscimo de dois ciclos logaritmicos na contagem de B. ceraus, com
valores em torno de 10* UFC/g. Na dltima coleta, a contaminaga@o reduziu-se a
valores menores que 1x10° UFC/g, provavelmente devido a utilizacao dos
protocolos de higienizagdo industrial sugeridos a diregdo da empresa apds a 4°

coleta (vide apéndice B).

Tabela 4. Contagens de B. cereus em amostras de queijos Minas frescal (UFC/g).

Ameostras 1? coleta 22 coleta 32 coleta 4%coleta 53coleta
Unid. amostral 1 4,5x10° 8,7x10° 6,0x10° 1,0x10° <1x10°
Unid. amostral 2 1,0x10° 1,6x107 5,0x10* 1,0x10% <1x10*
Unid. amostral 3 7,3x10° 8,0x10° <1,0x10° 4.9x10* <1x10°
Unid. amostral 4 3,3x10° 2,0x10° 4,0x10° 2,6x10% <1x10°
Unid. amostral 5 1,7x10° 1,0x10" 3,0x10* 1,7x10* <1x10°

5.2.1. Pesquisa de Producao de Enterotoxina Diarréica por B. cereus Isolados de

Queiio Minas Frescal

De vinte isolados de B. cereus obtidos das amostras de queijos submetidas
a analise por Kit BDE —~ VIA, 100% das amostras expressaram positividade para a

produgao de enterotoxina diarréica jn vitro, como mostra a Tabela 5:

47



Resuliados e Discusséo

Tabela 5. Deteccio de enterotoxing diarréica in vitro de B. cereus isolados de queijic Minas frescal.

Coleta N° de colbnias analisadas N°® de col6nias positivas
12 coleta 5 5

2% coleta 5 5

32 coleta 4 4

4% coleta 5 5

5% goleta 1 1

Total 20 20

Apesar da produgéo desta enterotoxina nos alimentos depender de fatores
como tipo de substrato, temperatura, competicdo bacteriana entre outras, a
constatagdo da capacidade de sua producdo por todos os isolados analisados

indica o alto risco a que o consumidor fica exposto pelo consumo destes queijos.

5.3. Considera¢des Finais Sobre a Contaminacdo por B. cereus e Listeria

spp. em Pianta de Processamento de Produtos Lacteos.

A presenca de diferentes espécies de listeria disseminadas pelo ambiente
de produg@o dos queijos levanta a possibilidade de contaminagdo do produto
durante seu processamento. A avaliagdo das possiveis fontes de contaminacgéo do
queijo durante sua produgdo é fundamental para a aplicagdo de medidas que
visem eliminar os focos de contaminagdo j& instalados, além de impedir ou
diminuir a recontaminagé@o do ambiente industrial. A higienizacdo mais frequente
de camaras frias deve ser realizada. Pisos e drenos devem ter maior atengdo
quando da sua higienizagéo, pois o simples enxagiie com solugdo de hipoclorito
de sodio deixando-a escorrer pelos drenos néo é eficiente para a remogdo de

listerias.

E provavel que a sanitizagdo ineficiente da planta ao longo do tempo tenha
facilitado a formacao de biofilmes, permitindo & Listeria spp. boas condigées para
fixagdo as superficies e aumentando sua resisténcia frente aos produtos de

higiene e sanitizag8o ali empregados atualmente .

48



Resultados e Discussao

A experiéncia pessoal deste autor em planta industrial de produtos carneos
com contaminagdo persistente por L. monocytogenes revelou que apesar da
utilizagao de varios programas de higienizacdo do local, a fumigagéo integral do
local por composto fendlico foi o Gnico capaz de eliminar o problema. Deste modo,
a possibilidade de adog&o por parte do laticinio de programas onde se empregue o

uso periodico de agentes sanitizantes mais potentes deve ser considerada.

Face a resisténcia dos esporos de B. cereus a pasteurizacdo e a facilidade
de adesdo a superficies de ambiente e equipamentos formando biofilmes
resistentes, a erradicagio deste microrganismo do ambiente de processamento
torna-se dificil, porem, o controle da sua disseminacdo utilizando medidas de

monitoramento, limpeza e sanitizacdo adequadas é possivel.

[nicialmente, poder-se-ia limitar a entrada de esporos de B. cereus na
indUstria através de orientacdo aos fornecedores de leite sobre boas praticas de
ordenha, além de promover o monitoramento sobre a quantidade de esporos no
leite durante a recepcdo na industria, identificando os fornecedores cuja matéria-
prima possuisse niveis elevados de contaminacdo. Associado a estas medidas, a
adogao integral e efetiva de Boas Praticas de Fabricagdo como recomenda a
Portaria n® 368 de 04 de setembro de 1997, do Ministério da Agricultura, Pecuaria
e Abastecimento (1997), a Portaria CVS — 6 de 10 de marco de 1999, da
Secretaria de Estado da Satde de S&o Paulo (1999), além da implantagdo de
procedimentos de higiene operacional adeguados e padronizados, descritos em
documento proprio como recomenda a Resolugdo n°10 de 22 de maio de 2003 do
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (2003), colaborariam na

redugdo da contaminagdo microbiana j& instalada na planta de produgéo.
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6. CONCLUSAOQ

Considerando os resultados alcangados, a presente pesquisa permitiu as

seguintes conclusses:

1.

A disseminagio de bactérias do género Listeria ocorre em varios locais da

linha de producéo de queijo Minas frescal.

Os procedimentos deficientes de higienizacdo sdo um dos principais fatores

que levam a persisténcia do género Listeria na indlstria.

A contaminag&o por B. cereus ao longo do processamento de queijos Minas
frescal ocorre ainda na matéria-prima, com o leite cru. A presenca do
microrganismo & verificada em todos os ambientes de produgdo do queijo

Minas frescal, chegando inclusive ao produto final.

Situagbes que geram condigdes higiénico-sanitarias inadequadas, como a
promog¢ao de reformas civis concomitantes ao processamento de alimentos,
promovem a elevacdo dos niveis de contaminagdo por B. cereus no

ambiente da indlstria e no produto final.

A presenca de B. cereus produtores de enterotoxina diarréica ocorre com
alta freqliéncia nos gueijos elaborados sob condigbes higiénico-sanitarias
insatisfatorias; portanto, a implantacdo efetiva de um programa de Boas
Praticas de Fabricagdo e particularmente de protocolos de higienizacdo
mais adequados deve ser considerada, visando a redug¢do do risco gue o

consumo destes produtos pode acarretar a populagdo.
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APENDICE A

1. SUGESTOES PARA LIMPEZA E SANITIZACAO

1.1. Limpeza das Instalacdes
Pisos e Paredes
+ Diariamente:
o Realizar pré-enxaglie com agua corrente;
o Lavar com detergente clorado;
o Manter a espuma por 15 minutos;

o Realizar enxagle final com agua corrente.

Forro:
= Mensalmente, utilizando protocolo semelhante ac da limpeza de

pisos e paredes.

Aberturas:
» Mensalmente, utilizando protocolo semelhante ao da limpeza de

pisos e paredes.

instalagdes Sanitarias e Vestiarios:
» Diariamente, utilizando protocolo semelhante ao da limpeza de

pisos e paredes.

Caixa d’ Agua
» Semestralmente:
o Desligar todas as bombas;
o Esvaziar a o reservatério até restar a quantidade de um

palmo de agua no fundo do mesmo;
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Escovar as paredes com escovas de fibra vegetal ou fio de
plastico macio, ndo utilizando sabo, detergente ou outro
produto semelhante;

Retirar o lodo formado no fundo do reservatério com
baldes e pa de plastico para néo danificar as paredes:
Enxaguar as paredes com &gua de abastecimento,
mantendo as tomeiras abertas para evitar a deposicdo de
residuos no encanamento;

Pulverizar ou enxaguar as paredes com solugdo clorada
(200mg/l), mantendo Umida toda a superficie interna do
reservatorio, repetindo a operagdo se necessario a cada 30
minutos, durante 2 horas;

Ligar as bombas e encher novamente o reservatorio até
sua capacidade maxima. O sanitizante sera diluido e sua
concentracao reduzida ao nivel permitido pela tegislagso;

Anotar em planilha especifica a data de limpeza.

1.2. Limpeza e Sanitizacdo Manual dos Equipamentos e Utensilios

Utensilios (liras, agitadores e recipientes):

Diariamente:

<

Realizar pré-enxaglie com agua corrente;

Lavar com auxilio de escovas e detergente;

Enxaguar abundantemente com agua corrente;

Imergir os utensilios em solugdo de agua clorada (100 -
250 mg/t) por 15 minutos;

Secar ao ar ambiente.

65



Apéndice A

Formas e Bandejas Plasticas:

¢ Diariamente:

C

O

Realizar pré-enxaglie com agua entre 35 a 40°C;

Imergir as pegas em tanque contendo solugdo de agua
aquecida a 50-55°C;

Lavar com auxilio de escovas e detergente;

Enxaguar abundantemente com agua corrente;

Imergir as pecas em solugdo de agua clorada (100 — 250
mg/t) por 15 minutos;

Secar ao ar ambiente

Mesas e Bancadas:

e Diariamente:

@]

<O

O

o

Tanques:

Realizar pré-enxaglie com agua corrente;

Lavar com auxilio de escovas e detergente clorado;

Manter a espuma por 15 minutos:

Realizar enxagtie final com solugdo de agua clorada (100 -
250 mg/l).

e Diariamente:

O

<

O

Realizar pré-enxégle com agua corrente;

Lavar com auxilio de detergente clorado;

Manter a espuma por 15 minutos;

Enxaguar abundantemente com &gua corrente;

Encher os tanques com solugdo de agua clorada (100 —
250 mg/l) mantendo a solugao por 15 minutos;

Esvaziar.
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|atbes de leite:

» Imediatamente apés a dispensa do leite:

O

<

o}

<

Realizar pré-enxagiie com agua corrente;
Lavar com auxilio de detergente;
Enxaguar abundantemente com agua corrente;

Insuflar vapor d'agua por 1 minuto.

Filtros de Linha:

s Diariamente:

o

o

.}

Desmontar filtro e valvula manual:

Realizar pré-enxagie com agua corrente:

Limpar com auxilio de detergente;

Enxaguar abundantemente com &gua corrente;

Imergir os filtros em agua clorada (100-250 mg/l) por 15
minutos;

Montar o filtro e vaivula manual;

Iniciar o sistema de limpeza no lugar (CIP) do circuito
completo (tanque de recepcdo, bomba, filtro e
pasteurizador).

Bomba de Transporte de Soro de Leite:

e Diariamente:

o}

O

Desmontar a bomba;

Enxaguar abundantemente todas as pegas, colocando-as
em tanque proprio para limpeza;

Com auxilio de escovas, lavar com detergente;

Enxaguar abundantemente:

Imergir as pegas desmontaveis em agua clorada (100-250
mg/l}) por 15 minutos;

Enxaguar abundantemente com agua corrente;

Secar ao ar ambiente e montar.
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Tubulagdes (inclusive mangueiras):

e Diariamente:

(@]

Q

Enxaguar com agua corrente por no minimo10 minutos:
Circular solugcdo de hidroxido de sodio 1 — 2% a
temperatura de 77 — 80°C, por 20 minutos;

Enxaguar até a agua de enxagle voltar ao seu valor
normal de pH, aferido através de fita indicadora;

Circular solugao clorada (100 — 250 mg/l) por 15 ~ 20
minutos;

Desmontar as tubulagSes pelo menos uma vez por semana

para lavagem manual.

1.3. Cleaning in Place (CIP) ou Limpeza no lugar {LNL)

Pasteurizador: a limpeza deve ser realizada diariamente antes e apos a

recepgao de leite e segue as seguintes etapas:

» Realizar pre-enxaglie circulando dgua durante 10 minutos, com ventosas e

valvulas desapertadas, sem os filtros, vapor e agua de refrigeracdo

desligados;

« Fechar o circuito ao sair 4gua limpa e reduzir a saida do circuito:

» Circular solugéo de hidroxido de sodio (1%) aquecida a 75 — 80°C por no

minimo 20 minutos:

» Circular agua de enxagie clorada (5mg/l) até a mesma retornar ao seu

valor normal de pH, aferido através de fita indicadora:

» Circular solugdo de acido nitrico (0,5 — 1%) aquecida a 65 — 70°C por no

minimo 20 minutos;

o Circular solugéo clorada a 100 mg/l, por 15 a 20 minutos;

» Realizar enxague final com agua clorada (5mg/l).
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Pré-enxagiie com aqua clorada
(5mg/! / 10min)

h:d
Limpeza com solucdo de
hidréxido de sodio
{1% 1 75-80°C / ao menos 20min)

v

Enxagiie com agua clorada
{5 mg/i ate retorno ao valor usual de
oH )

r

Limpeza com solucdo acida
(0,5-1% / 65-70°C/ ao menas 20 min)

h 4

Sanitizacdo com solucao
clorada
{100 mg/t/ 25 °C 7 15-20 min)

hd

Enxagqiie final com aqua clorada
(5mg/

Figura A1. Fluxcgrama de fimpeza e higienizacdo do pasteurizador.
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Tabela A1, Resumo do programa de limpeza e sanitizag&o sugerido para inddstria processadora

de queijo Minas frescal.

Agentes detergentes e

ltens Freqiiéncia sanitizantes Métodos Responsavel
Pisos Diariamente Detergente clorado Manual Todos operadores
Paredes Diariamente Detergente clorado Manual Todos operadores
Forro Mensaimente Detergente clorado Manual Todos operadores
Aberturas Mensalmente Detergente clorado Manual Todos operadores
Instalacdes
sanitarias e Diariamente Detergente clorade Manual Todos operadores
vestiarios
Operadores da
Caixa d'agua Semestralmente Solugio clorada Manuatl area externa de
producéo
Férmas de queijo Detergent Qperfatiores ga
e bandejas Diariamente Ssle gen ;ra da Manual ared z:zjerr]a €
plasticas ueac ¢ produgio
Operadores da
Mesas e bancadas  Diariaments Detergente clorade Manual area interna de
Solucdo clorada produgdo
Operadores da
. Detergente clorado area interna de
Tanques Diariamente Solugdo dlorada Manual producao
Operadores da
= . Imediatamente apods a Detergente plataforma de
Latoes de leite dispensa do leite Vapor d'agua Manual recepcdo
Operadores da
Eiltros de linha Diariamente Detergente Manual plataforma de
Solucdo clorada iy recepgao
Bomba de Operadores da
transporte de soro Diariamente gﬁfﬁgin{:i)ra da Ma&;alf area interna de
de leite & producio
" Solugdo de hidréxide de Operadores da
;‘;2‘;325:2 e Diariamente sadio ClP area interna de
Solugae clorada producado
. N Sgé{;gao de hidroxido de Operadores da
Pasteurizador Diariamente Solucao de acido nitrico CiP plarteacfgrméaode
Solugao clorada pe
Qutros utensilios Deteraente Qperfez{:tizris 33
{liras, peneiras, Diariamente g Manual area interna de

ete.)

Solugdo clorada

progucao
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2. OUTRAS RECOMENDACOES:

2.1 Higienizagdo das maos

Todas as pessoas que trabalham na area de manipulacdo de alimentos

deverdo higienizar as maos de maneira freqiiente e cuidadosa com agentes de

limpeza autorizados e em agua fria ou quente. As maos deverao ser higienizadas

sempre que:

Iniciar o trabalho;

Usar os sanitarios;

Tossir, espirrar ou assoar o nariz;

Fumar;

Usar esfregbes, panos ou materiais de limpeza;
Recolher o lixo e outros residuos;

Tocar em sacarias, caixas e sapatos;

Tocar em alimentos ndo higienizados ou crus;
Pegar em dinheiro;

Houver interrupcéo do servigo;

Colocar luvas.

2.1.1. Técnica de higienizagcao das maos

Umedecer as maos e antebracos;

Passar sabonete liquido, neutro e inodoro. Pode ser usado sabonete anti-
séptico, neste caso, massagear as mios e antebragos por pelo menos 1
minuto;

Enxaguar bem as méos e antebracos;

Secar as mdos com papel toalha descartavel ndo reciclado, ar quente ou

qualquer outro meio apropriado;
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» Aplicar anti-séptico, deixando secar naturalmente ao ar, quando ndo

utilizado sabonete anti-séptico.

Obs: SugestbGes baseadas na Portaria n® 368 de 04 de setembro de 1997 do
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (1997), Portaria CVS — 6 de
10 de margo de 1999, da Secretaria de Estado da SaGde de Sao Paulo (1999),
Resolugado n°275 de 21 de novembro de 2000, da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria — ANVISA (2000) e Manual de Controle Higiénico-Sanitario de Alimentos
(Silva, 2002).
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APENDICE B

Figura B1. Detalhe da indGstria de queijo Minas frescal antes das reformas civis: A} Pasteurizadora;
B} Tanque 1; C) Tangue 2; D) Vista parcial da sala de embalagens e tanque de polietileno.
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E

Figura B2. Detalhe da indUstria de queijo Minas frescal antes das reformas civis: A} Vista parciat do
piso da sala de tanques e utensilios; B) Bancada de enformagem e tanque de polietileno:

C) Camara-fria 1; D} Camara-fria 2; £} Vista parcial do hall de acesso a drea de
pproducio.
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Figura B3. Detalhes da indUstria de queijo Minas frescal ap6s as reformas civis: A} Tangue de
recepgéo; Bj Piso e dreno da piataforma de recepgio; C). Vista parcial da sala dos
fanques: tanque 1 e de polietileno: D) Tangue 2; E} Bancada de enformagem de queijos;
F) Vista parcial da sala de embalagens: mesa de ago inoxidavel para embalagem de
queijos e bancada lateral.
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Figura B4. Detalhes da indusiria de queijo Minas frescal apés as reformas civis: A} Vista parcial da
sala de embalagens: mesa de ago inoxidavel e sala de estoque de caixas de expedicéo ac
fundo; B} Mesa de ago inoxidavel no momento da embailagem; C) Dreno da sala de
embalagens; D) Ca&mara fria 1; £} Caixas de expedicao; F) Higienizagio: Limpeza de pisos
com detergente clorado.
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Figura B5. Detalhes da indUstria de queijo Minas frescal apos as reformas civis: A) Higienizacéo:
Limpeza de paredes; B) Retirada de detergente; C) Enxaglie com solugdo clorada; D) Sanitizacio de
formas em solug@o clorada; E) Vista parcial de sala de tanques e bomba de retirada de soro de leite,

com sala de embailagens ao fundo. F} Detathe do local de amostragem: area interna de saida da
bomba.
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