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ASPECTOS HIGIENICO-
SAMITARIOS NO PREPARO DE
CARNE BOVINA SERVIDA EM
REFEICOES ESCOLARES DR
INSTITUIGOES MUNICIPAIS B

ksmnuals, No Estano po Rio

DE JANEIRO.

liadas as condicoes higiénico-sani-
tirias da agua de abastecimento
destas instituicoes de ensino. Foram
analisadas 22 amostras de carne
bovina, servida na merenda escolar
de escolas municipals e estaduais,
antes e apos cocgao; e swabs usados
nas maos e faca de corte de carne
antes do seu uso, respectivamente,
em cada coleta. Foram coletadas,
também, amostras de dgua no inte-
rior das cozinhas. Os métodos em-
pregados foram baseados nos reco-
mendados pela Associagio Ameri-
cana de Saude Pablica (American
Public Health Association - APHA).
As técnicas microbiolgicas utiliza-
das na pesquisa permitiram avali-
ar diferentes caracteristicas associ-
adas a microbiota presente na car-
ne crua, carne cozida, mdos de
manipuladores e utensilios. Das 88
amostras subdivididas em carne
crua; carme cozida; swab de mao e
utensilio, 100% apresentaram au-
séncia de 5. aurens, Nao foi detec-

%‘?.WMFMN& a presenga de C. perfringens

ﬁ.ﬂﬂiﬁasf%'%x nas amostras analisadas. Do total

2164607

Jorge Luiz Fortuna

Faculdade de Veterindria - Universidade Federal
Fluminense (UFF), Niterdi, Rd.

Iesimo

As condigdes higiénico-sanitdri-
as dos alimentos preparados em
cozinhas de instituigdes de ensino,
sdo baseadas em fatores importan-
tes, como processo de producdo
deste alimento, técnica de preparo,
higiene das maos dos manipula-
dores e dos utensilios, ternperatura
¢ tempo de cozimento e também de
producao, distribuicio e estocagem.
Estes fatores interferem diretamen-
te sobre a microbiota contaminante
existente no alimento que esta sen-
do preparado. Este trabalho teve

como objetivo avaliar as condigoes
higiénico-sanitdrias na preparagdo
de carmne bovina servida em refei-
goes escolares (merenda escolar),
em instituigoes municipais e esta-
duais de ensino, atraves da conta-
gem de Stapfrylococcns aureus, Na-
mero Mais Provavel (NMP) de
Coliformes Fecais e contagem de
Clostridium perfringens; e investigar
as condigdes higiénico-sanitarias
dos manipuladores de alimentos e
de utensilios da cozinha, usando-se
swabs para a coleta de espécimes
para as andlises microbioldgicas
supra-citadas. Também foram ava-

de 22 amostras, de carne crua, oito
(36,36%) apresentaram uma varia-
cao do NMP de coliformes fecais
de 0,9x10" a =1,1x1{F. As condiches
higiénico-sanitarias na preparacao
de carne bovina servida na meren-
da escolar é satisfatdria, pois ape-
nas duas amostras de carne crua
(4,1%) encontraram-se acima dos
padrdes; porém, a coccdo adequa-
da extinguiu esta contaminacio, As
condigoes higiénico-sanitdrias dos
manipuladores, dos utensilios da
cozinha e da dgua de abastecimen-
to nestas instituicoes de ensino en-
contram-se em condigdes satisfato-
rias, sem comprometimento da sag-
de pablica.

PALAVRAS-CHAVE: carnte bovina;
bacteriologia; higiene; merenda escolar.

SUwmagy

The sanitary and hygienic condi-
tions of the foods prepared in educa-
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tional institution kitchens are based on
fmportant factors such as: food pro-
duction process, preparation technigue,
hygienic conditions of food handling
and the kitchen utensils, temperatire
and cooking time, and distribution and
storage conditions. These issues affect
directly the microbiologic conditions of
the food that is being prepared. The
objective of this shudy is fo evaluate the
hygienic and sanitary conditions in the
preparation of meat wsed as school meal
in the municipal and state institutions,
throngh the Staphylococcus aureus
count, fecal coliform estimation by the
Mast Probable Number (MPN), the
Clostridium perfringens count, and
to tnvestigate the hygienic and sanitary
conditions of the food handling and
kitchen utensils, using swabs for spe-
cimen collection fo perforni the micro-
hiological analysis. There was also an
evaluation of the sanitary and higienic
conditions of the water supply of these
educational institutions. Tweniy foo
(22) samples of meat served on the
school nieal of municipal and state
institutions were analyzed, before and
after cooking; and swabs wsed on hands
of manipulators and knifes before
manipulation. There was also collection
of swmples of the water supply used in
the kifchens, The methods applied were
based on the recommendation of the
American Public Health Association
(APHA). The microbiological techni-
ques used in Hs study allow eoalua-
ting different characteristic associales
with the microorganisms i the rau and
cooked meat, manipulator hands and
kitchen utensils. The 88 samples (raw
meak, cooked meat, manipn fators hands
and kitchen utensils) presented absence
of 5. aureus. It was not detected C.
perfringens in the samples. Eight of
the 22 samples (36,36% ) of raw meal
presented variations on the fecal
coliform MPN from 0,9x107 to
>1,1x10°. The hygienic and sanitary
conditions during meat preparation in
the school meal was satisfactory,
because only tive sarples of raw meat
(9.1 %) were above the allowed Hmits,
butt the adequate cooking eliminated the

contamination. The hygienic and
sanitary conditions of the manipula-
fors, kitchen ntensils and water supply
of these educational institutes were
satisfactory and do notaffect the public
health:

Ivrronncio

#f s condi¢oes higiénico-
\ ; sanitarias dos alimen-
© | tospreparados em cozi-
nhas industriais (fabricas, industri-
as, escolas, hospitais, etc.), como
também em pequenas cozinhas
{como as existentes em nossas ca-
sas), sdo baseadas em fatores impor-
tantes como, processo de produgdo
do alimento, técnica de preparo,
higiene das mios dos manipu-
ladores e dos utensilios, temperatu-
ra e tempo de cozimento e também
de producao, distribuicao e esto-
cagem deste alimento. O bindmio
tempo-temperatura ¢ de grande
importancia,Ja que o tempo € a tem-
peratura de cozimento irdo interfe-
rir diretamente sobre a microbiota
contaminante existente no alimen-
to que esta sendo preparado. Porém
& importante ratificar que todos os
fatores descritos acima sao impor-
tantes em cada etapa da produgio
¢/ ou preparagio do alimento.

Mesmo tendo-se poucos relatos
de surtos de Doengas Transmitidas
por Alimentos (D.T A}, registrados
nos Servigos de Satide, supde-se que
a ocorréncia seja maior, pois ha uma
precariedade do saneamento basi-
Co em nosso meio, assim como hd
falhas nos cuidados téenicos e, prin-
cipalmente, no que diz respeito aos
aspectos higiénico-sanitirios no
preparo dos alimentos.

A ndo utilizacio das medidas
higiénico-sanitarias podera, conse-
glientemente, levar a uma contami-
nagao em qualquer tipo de alimen-
to. Diante deste possivel risco a sau-
de ptiblica, justifica-se este trabalho,
relacionado-o aos aspectos higiéni-

co-sanitarios inadequados de ma-
nipuladores dos alimentos e de
utensilios utilizados em cozinha
institucional, que possam servir de
veiculos determinando toxinfeccoes
alimentares aos ingestores, cujos
quadros nosoldgicos podem ser de
gravidade para criangas, jovens,
idosos e/ou imunossuprimidos.

Além disse, as toxinfecgoes ali-
mentares causam prejuizos econod-
micos, devido a paralisacao das ali-
vidades produtivas e/ ou pelos gas-
tos com o tratamento médico neces-
sario e/ou pelo desperdicio de ali-
mentos.

Os alimentos de origem animal,
como a carne bovina, sao enquadra-
dos como alimentos de alto risco
epidemiologico. Porém, a ocorren-
cia de D.T.A. s é possivel pela in-
gestdo de um produto contamina-
do, que contenha quantidade sufi-
ciente de microrganismos patoge-
nicos.

A preparacio de grande quan-
tidade de alimentos, como ocorre
em instituicoes de ensino na prepa-
raciao da merenda escolar, implica
em riscos para os estudantes (prin-
cipalmente as criangas), professores
e funciondrios em geral, sendo de
grande importancia a utilizacao de
medidas profilaticas para a dimi-
nuigio deste problema, através dos
aspectos higiénico-sanitdrios no
prepare do alimento, treinamento
de pessoal e a informagao da edu-
cagao sanitaria.

A utilizagao de dgua potavel
dentro dos padroes de identidade
e qualidade vigentes, é também es-
sencial, para que esta nio seja fonte
de D.T.A. aos ingestores,

A importancia dessa pesquisa,
deve-se ao fato de que uma vez es-
tabelecidos os pontos criticos no
que diz respeito aos aspectos higie-
nico-sanitarios no preparo de car-
ne bovina nas cozinhas de institui-
¢oes municipais de ensino na regiao
metropolitana do Rio de Janeiro,
serdo recomendadas medidas pra-
ticas de controle,
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Este trabalho ird contribuir com
subsidios para fundamentar a
orientacao de funciondrios das co-
zinhas de instituigdes municipais e
estaduais de ensino, ressaltando os
pontos criticos de controle, que de-
vem set observados durante o pre-
paro da merenda escolar, Além dis-
s0, a realizacio de ciclos de pales-
tras e/ ou cursos nas instituicoes de
ensino contribuiriam, também, para
a melhoria da qualidade das refei-
coes escolares.

Devido ao que foi referido aci-
ma, este estudo tem como objetivo
geral contribuir para os érgaos de
Satde Piiblica, no que diz respeito
as condiges higiénico-sanitdrias na
preparacao de refeicoes, evitando o
risco de toxinfeccdes alimentares.
Como principais objetives especifi-
cos, tem-se; (1) avaliar as condigdes
higiénico-sanitarias na preparacao
de carne bovina servida em refei-
coes escolares (merenda escolar),
em instituicoes municipais e esta-
duais de ensino, através da conta-
gem de Staphylococcus aureys, ni-
mero mais provavel de coliformes
fecais e contagem de Clostridinm
perfringens; (2) investigar as condi-
goes higiénico-sanitarias dos funci-
ondrios que manipulam alimentos

na, servida nas refeictes escolares
{merenda escolar) antes da cocgéo;
apis cocgdo; e swab (zaragatoa) das
maos do funcionario responsavel
pela preparagao da carne e utensi-
lios de cozinha (faca de corte de car-
ne e tabua para corte) antes do seu
uso, respectivamente, em cada co-
leta. Sendo 48 (quarenta e oito)
amostras de colégios municipais de
Tangud, estado do Rio de Janeiro;
20} (vinte) amostras de um colégio
pertencente a rede estadual de en-
sino do Rio de Janeiro, localizado
no municipio de Itaborai; e 20 (vin-
te) amostras de um colégio locali-
zado no municipio de 580 Gonga-
lo, também pertencente a rede Es-
tadual de ensino do Rio de Janeiro
(Tabela 1).

Ao mesmo tempo em que eram
feitas as coletas das amostras de
carne, foram coletadas amostras da
dgua, que se utiliza no preparo das
refeicoes, diretamente das torneiras
do interior das cozinhas dos colé-
gios, totalizando 110 (cento e dez)
amostras,

Os métodos empregados fo-
ram baseados nos recomendados
pela Associagdo Americana de
Saide Pablica-" American Public

- Health Association”-APHA (VAN-

e de utensilios da cozinha, por meio |

| 1992).

de swabs para coleta de amostras,
para a contagem de Staphylococcus
aureus, nimero mais proviavel de
coliformes fecais e contagem de
Clostridium perfringens e (3) avaliar
as condigdes higiénico-sanitirias da
dgua usada no abastecimento, nas
instituicoes de ensino municipais e
estaduais, conforme a portarian® 36
de 19 de janeiro de 1990 do Minis-
tério da Satde (BRASIL, 1990).

Murerua, & Mivones
1. Métode de coleta de amosiras.
Foram analisadas 110 (cento e
dez) amostras, distribuidas em 22

(vinte e duas) amostras de cada um
dos tipos que se segue: carne bovi-

DERZANT & SPLITTSTOESSER,

I.1.  Amostras de carne antes

¢ apis a cocgdo.

As amostras de carne (antes e
apos a cocgdo) foram retiradas, em
condigdes de esterilidade, de trés
diferentes pontos para que se obti-
vesse melhor representatividade, e
acondicionadas individualmente
em sacos de polietileno de baixa
densidade com fecho hermético,
mantidas em um recipiente isotér-
mico, com gelo, até a chegada ao
laboratério de Controle Microbio-
l6gico de Produtos de Origem Ani-

- mal, do Departamento de Tecnolo-

gia dos Alimentos da Faculdade de
Medicina Veterinaria da Universi-

dade Federal Fluminense (UFF),
onde foram analisadas.

Da amostra, apos a homoge-
neizagao manual, foi retirada e pe-
sada uma aliquota de 25 g direta-
mente em saco para Sftomacher®,
conforme normas laboratoriais, e
adicionada de 225 mL de solugan
salina peptonada (S5I%) a 0,1% e
homogeneizada em Stomacher” por
dois minutos, obtendo assim a di-
luicdo 107, A partir desta, apds
homogeneizagao, com auxilio de
uma pipeta, transferiu-se 10 mL da
solugdo para frasco contendo 90 mL
de S5 de modo a obter diluicdo de
10 e a partir desta diluigao utili-
zando-se 0 mesmo procedimento,
foi obtida a diluicao de 10+,

I.2. Amostras de superficies.

Para coleta de amosiras de su-
perficies, foram utilizados swabs
(zaragatoas) esterilizados que esta-
vam contidos em tubos de ensaio
contendo S5P a 0,1%. A partir desta
solucao executaram-se as diluicdes.

(s sipabs foram friccionados nas
regides palmar, dorsal, entre dedos
e leito unguial das maos do mani-
pulador e nas superficies da tdbua
paracorte de carne, imediatamente
antes da sua utilizacao.

O transporte dos tubos com os
siwabs, também ocorreu em reci-
plente isotérmico, com gelo,

Dos tubos foram retirados 10
mL da solugdo para frasco conten-
do 90 mL de S5F de modoe a obter
diluicao de 10+ e a partir desta di-
luicdo, utilizando-se o mesmo pro-
cedimento, foram obtidas as dilui-
goes de 107 e 10,

L3, Amostras de dgua de
abastecimento.

Para a coleta de amostras de
agua de abastecimento foram utili-
zados frascos de vidro esterilizados,
com capacidade de 250 mL com
boca larga e rolha esmerilhada, adi-
cionado de 0,02 g (ou 1 mL de solu-
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cdo a 2%} de tiossulfato de sodio
para cada 2/ 3 (dois tergos) do fras-
co (aproximadamente 170 mL).
Para efeito de delincamento expe-
rimental, determinou-se que a pro-
porcao observada foi de uma anali-
se de dgua para cada amostra de
carne, A agua foi coletada da tor-
neira da cozinha apos frés minutos
de escoamento, em frasco de 250 mL
contendo tiossulfato de sodio, sen-
do transpertada em recipiente
isotérmico, com gelo. Apds a ho-
mogeneizagio do contetido, trans-
feriu-se com auxilio de pipeta, 1 mL
daamaostra para fubo de ensaio con-
tendo 9 mL de SSP a 0,1% de modo
a obter uma diluicao de 107 Em
seguida, retirou-se 1 mL desta di-
luigdo 10" transferindo-a para ou-
tro tubo contendo 9 mL de S5F a
0,1%, obtendo assim a diluicao de
107, Repetiu-se o mesmo método
com a diluicdo de 107, obtendo-se
assim a diluicao de 107,

As andlises foram para enume-

contendo caldo para Escherichia coli
(EC), para contagem de coliformes
fecais, incubando-os em banho-
maria com circulagdo de dgua a
45,5°C + 0,2°C/24 + 2 h. Os tubos
positivos do caldo EC foram confe-
ridos nas tabelas de NMP para
coliformes fecais, de acordo com
PEELER et al. (1992). O resultado
obtido como NMP/g da amostra,
permitiu avaliar a qualidade mi-
crobiologica da dgua, conforme os
padroes estabelecidos pela portaria
451 do Ministério da Satde (BRA-
SIL, 1998),

Dos tubos positivos do Caldo
EC foram transferidas, com o auxi-
lio de alca de platina ou de niguel
cromo, aliquotas que através de es-
trias foram inoculadas, por esgota-
mento, em placas correspondentes

contendo meio Agar Eosina Azul de
Metileno, segundo Levine (EMB},
incubadas a 35°C/24 + 2 h. Ao ocor-
rer crescimento de UFC tipicas,
nucleadas com centro negro e bri-
lho verde metalico, estas foram
transferidas de trés a cinco unida-
des de cada placa por meio de agu-
lha para o meio Agar Padrao para
Contagem (PCA), inclinado em
tubo, a 35+C/18-24 h. Na auseéncia
de UFC tipicas, porém semelhantes,
também foi feita a repicagem para
o PCA. Terminada a incubagao,
transferiu-se aliquotas por meio de
algada para meios adequados a rea-
lizacao das provas bioquimicas para
a caracterizacao da E. coli.

Foram realizados os seguintes
testes bioguimicos complementa-
res: Indol; Voges-Proskauer (VP);

TABELA 1 Identificacio das amostras com seus respectives locais
de coleta e data, mmmm@a&vmmﬂw

oferecido na merenda escolar.

racdo de nimero malis provavel AMOSTRA LOCAL CARDAFIO DATA
(NMP) de coliformes total e fecal. 1 EMVMNS' Cachorro-quente 110899
2 EMPDSM* Sopa {legumes e came) 11.0899
2. ANALISEs Laporavorais: 3 EMVMNS Came seca com abobora 180899
4 EMPDSEM Cachorro-quente | 18.08.99
2.1, Enumeracdo de Coliformes 5 EMVMNS Sopa de macarao com came | 24.08.99
Fecais Pelo Método do 8 EMPDSM Sopa (legumes e came) 24.08.99
Nimero Mais Provivel (NNP) 7 EMVMNS Cachorro-guente 31.08.99
¢ ldentifivacio de 8 CESD* Sopa (legumes & came) 08.09.99
Escherichia coli 9 CESD Macarrdo com salsicha 14.08.99
_ 10 CEHAP® Carne seca com abdbora 04.10.99
Seguindo-se a metodologia usa- 1 CEHAP Sopa (lequmes e came) 20.10.89
da por HITCHINS etal. (1992), para | 12 CESD Macarréc com came moida 04,11.99
cada amostra corresponderam trés 13 CESD Carne seca com abdbora 22.11.99
séries de trés tubos contendo Cal- 14 CEHAP Carme seca com abobora 24.11.99
do Lauril Sulfato Triptose (LST), 15 CEHAP Came picada com vagem 25.11.99
para 0s quais foi transferida uma 16 EMPDSM Macarrao com came moida 25.11.99
aliquota de 1 mL, com o auxilio de 17 EMPDSM Cachorro-quents 2?*1122%
uma pipeta, de cada diluiao de SSP :g Eﬁs %am“ com balata ga-"iz'gg
correspondente e incubados a 35°C 5 SO s ﬂ{hmmlm%} S
+0,5°C/24 h + 2 h, reincubando os % e g A6
negativos por mais 24‘ h +2h A 2 EMVMNG S 1512.99
partir de cada tubo positivo de LST - e : | e
caracterizado pela formagio de gés facdla Municipal Vereador Manoel “*:‘;:‘:B Silva (Tangua ‘Rﬂm
no interior do tubo de Durfan e ‘Ea?da il mﬂ Dearna achado (Tangud -RJ)
turvamento do meio, transferiu-se i wm mnxr Gﬂm&:ﬂn‘al R
por meio de algada, uma aliquota Colgpo Fecie | )
para trés tubos correspondentes
Wigirwe Uimradar — P, |8 — o' 85 t' ”ﬁ; - abril - 2
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vermelho de metila (VM); citrato de
Simmons; coloracan pelo método
de Gram; testes de produgio de gas
a partir da glicose, H S, urease ¢
triptofano desaminase (meio EPM)
e testes de motilidade, indol e lisina
(meio MILi).

Durante os testes adicionais
para a identificacdo bioquimica
da Escherichia coli, utilizou-se uma
cepa padrao de E. coli O157:H7
PHLS (" Public Health Laboratory
Service”) E-40705, pertencente ao
Laboratorio de Microbiologia de

TABELA 2 Resultados da determinagao do Numero Mais Provave!
{NMPJmL} de Coliformes Totais @ Fecais de amostras
de agua de abastecimento das instituicdes de ensino

que foram analisadas.
AMOSTRADE |  Coliformes Totais Coliformes Fecais

_ AGUA {NMPImL) {NMP/mL)
i <03x10 <0,3x10

Z <03x10 <03x10
3 <paxin <03x10
4 <03x%10. <03x10
il <03x10 <03x10
6 <03x10 <03x10

7 <03x10 <03x10

8 <03x 10 <03x10

9 <03x10 <03x10
10 <03x10 <03x10
1 <03x10 <03x10
12 <03x10 <03x10
13 <0,3x10 <03x10
14 - <Dax 10 <03x10
15 <03x10 <0,3x10
16 <03x10 <03x10
17 <03x10 <03x10
18 <03x10 _<03x10
19 - =03x10 <0,3x10
gl . - =03x10 <03x10
21 _ <03x10 <03x10
22 =03x10 <03x10

Alimentos da Faculdade de Vete-
rindria (UFF),

2.2, Contagem de Staphrlococens
daregs.

O metodo descrito a seguir ¢
baseado em LANCETTE & TATINI
(1992). De cada diluicao inicial reti-
ra-se, com o auxilio de uma pipeta,
uma aliquota de 1 mL que é distri-
buida na placa pelo método spread
plate, usando o bastao de vidro (Dri-
galsky), em trés placas, respec-
tivamente {0,4; 0,3 e 0,3 mL}, con-
tendo o meio seletivo indicador
Agar Baird Parker (ABP), incubadas
a 35°C-37°C/46 h + 2 h apds a ab-
sor¢do da amostra pelo meio.

Porém, para praticidade, agili-
dade e economia, nas analises
laboratoriais, o spread plate foi feito
em apenas duas placas contendo
ABP sendo uma com 00,2 mL e ou-
tra com 0,3 mL de cada diluicdo.
Para a contagem, foram feitos os
calculos normais, sendo o resulta-
do final multiplicado por dois.

Duas ou mais UFC caracteristi-
cas, isto ¢, de no maximo 1,5 mm,
COr NEgra ou Cinza escuro, hisas, con-
vexas, podendo apresentar zona
opaca e/ ou halo claro em torno, fo-
ram selecionadas de placas com
ABPE contendo entre 20 ¢ 200 UFC,

TAELM MMMMWWMFMEW}WMWFMMa
pemnlagwda UFC identificadas bioguimicamente como Escherichia col.

5 ~_ CARNE CRUA SWAB DE MAOS

: Coliformes Coliformes

- é i Escherichia coli (%) iy Escherichia coli (%)
= NMPig + . NMP/g + : i
2 23x10 0% 100% - - -
3 - - — 75x10 0% ~100%
4 - — — 04x10 0% 100%
5 45X 10? 83,3% 16,7% - — —
A5 09x10 0% 100% — — ~
16 75x10 0% 100% - - -
* 9,3x10 60% 40% - - -
20 15x 102 0% 100% — -~ —
21 11108 62,5% 37.5% - - -
22 >1,1x 109 100% 0% = = i
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TABELA4 Resultado da determinagio do Numero Mais Provavel (NMP/g) de
Coliformes Fecais das amostras de came crua (CR), came cozida (CZ),
swab de méos (SM) e swab de utensilio (SU).

Coliformes Fecais (NMP/g)
AMOSTRA R N =
1 <(3x10 <(3x10 <03x10 <03x10
2 23x10 <03x10 <03x10 <03x10
3 <0,3x10 <03x10 75%10 £03x10
4 <03x10 <03x10 04 x10 <§3!1ﬁ~
5 46x107 | <03x10 <0,3x10 <03x10
{3 <03x10 <03x 10 <03x10 <03x10
7 <03x10 <(3x10 <03x10 <03x10
8 <03x10 <03x10 <0,3x10 <03x10
8 <{3x10 <03x10 <03x10 <03x10
10 <03x10 <0,3x10 <03x10 <03x10
1 <03x10 <03x10 <03x10 <03x10
12 <03x10 <03x10 <0,3x10 <03x10
13 <03x10 <03 x10 <03x10 <03x10
14 <03x10 <03x10 <03x10 <03x10
15 09x10 < 3x10 <03x10 <03x10
16 . 75x10 <03x10 <03x10 <03x10
17 <03x10 <03x10 <03x10 <03x10
18 ; 93x10 <0,3x10 <03xi0 | <03x10
18 <03x10 <0,3x10 <03x10 <03x10
20 15x102 <0,3x10 <03x10 <0,3x10
pil 1,1 x108 <03x10 <03x10 <03x10
2 > 11 x10? <03x10 <03x10 <03x10

A UFC do S. aurcus apresenta-se
com estas caracteristicas pois, ao
crescer, reduz o telurito de potdssio
a telurito metdlico e hidrolisa a li-
povitelina, que ¢ uma lipoproteina,
encontrada na gema do ovo. O halo
opaco aparece devido ao precipita-
do de carbonato de célcio,

As UFC selecionadas foram ino-
culadas em tubos correspondentes,
contendo cerca de 2 mL de Caldo
Infusao Cérebro Coracao (BHI) e
apos homogeneizagio cuidadosa foi
algada uma aliquota para o meio in-
clinado de Tripticase de Soja (TS) ou
Agar Nutriente (AN}, incubando os
dois meios a 35'C-37°C/18-24 h,

Para o teste da coagulase, trans-
feriu-se 0,2 mL de cada tubo de BHI
para tubos de 10 x 100 mm e adi-
cionou-se (1,2 mL de plasma de coe-
lho, Incubou-se em banho-maria a
35'C-37'C e, logo depois observou-
se a formagdo de codgulo nas pri-

i

meiras 6 h, de hora em hora. Rea-
¢oes de nivel 3 e 4 530 confirmativas
para 5, aurens devendo as de niveis
1 &2 serem submetidas a testes adi-
cionais.

O resultado fol expresso em
UFC/g em fungdo da diluigdo, do
numero de UFC tipicas contadas e
o percentual de confirmadas,

Foram efetuados os seguintes
testes adicionais: coloragio pelo
método de Gram; catalase; DN Ase;
oxidagdo e fermentagao de glicose
e manitol: termonuclease e Voges-
Proskauer (VP).

Durante os testes adicionais
para a confirmagao bioquimica da
presenga do Staphylococcus aureus,
utilizou-se uma cepa padrio de
Staphylococcus aureus ATCC (" Ame-
rican Type Culture Collection™) 25923,
pertencente ao Laboratorio de
Microbiologia de Alimentos da Fa-
culdade de Veterindria (UFF).

2.4 Contagem de ostridivm
perlringens:

O método de identificagio para
o C. perfringens, foi baseado em
LABBE & HARMON (1992). A par-
tir do S5F, correspondente, inocu-
lou-se 1 mL, com pipeta, em placas
(10-, 10 e 10), respectivamente.
Verteu-se nas placas inoculadas,
cerca de 5,0 a 15,0 mL de rigar
Sulfito Polimixina Sulfadiazina
(5IS), previamente fundidos ¢ res-
friados 4 45°C, mantidos em banho-
maria, até 0 momento do seu uso
(técnica pour plate). Misturou-se o
indeulo com o SPS movimentando-
se suavemente as placas, numa su-
perficie plana, em movimentos na
forma de oito ou circulo, de 8 a 10
vezes no sentido hordrio e de8a 10
vezes no sentido anti-hordrio. Espe-
rou-se a solidificagdo do meio e de-
pois adicionou-se mais uma cama-
da de 5PS (téenica da dupla camada
ou sobrecmmada). Incubou-se as pla-
cas em atmosfera de anaerobiose a
46°C/ 24 h, segundo a portaria 451
(BRASIL, 1998). A atmosfera de
anaerobiose foi feita no interior da
farra de Anacrobiose, utilizando-se
de: 5 g de palha de ago; 75 mL de
solucdo Acidulada de Sulfato de
Cobre 5%; dois comprimidos de
Sonrisal” (8,0 g); papel indicador;
Becher de 250 mL; 75 mL de H,O
destilada e placas de Pefri vazias
(JURGENSEN, 1981).

Mesmo sendo recomendado por
LABBE & HARMON (ibid.}, o uso de
Agar Triptose Sulfito Cicloserina
(TSC), com ou sem adicio de gema
de oveo, usou-se no lugar dele, o 515,
pois além da sua praticidade ser cita-
da por outras literaturas internacio-
nais, SILVA et al. (1997), descrevem
que o 55 nao permite o crescimento
e produgao de toxina de Clostridium
Botulinin:, garantindo a seguranca do
analista e do laboratério,

Para a contagem de placas pa-
droniza-se a escolha de placas que
contenham de 20 a 200 UFC negras,
pois os clostridios reduzem sulfito
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GRAFICO 1 Relagho das amostras contaminadas com Caoliformes Fecais usando & teenica do
Mumero Mas Provavel [NMP/g) e percentagem de UFC identificadas como

Estharichia coff
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GRAFICO 2 Percentagem dos resultados da identificagio bioquimica de Escherichia cof,
sugerindo 56.72% de E coli positivas versus 43 28% de outras

Enferobacteraceae.

43,28%

Escherichia coli +
B Outras Enterobacteriaceae

a sulfeto, que reage com o ferro e
precipita-se na forma de sulfeto de
ferro, dando uma coloragao negra
as UFC de C. perfringens. Porém nao
houve crescimento nas placas de

SPS. Pelo fato de nao ter ocorrido a
presenca de Clostridium perfringens
nas amostras analisadas, a conta-
gem, o calculo dos resultados e os
testes confirmativos que se encon-

tram discriminados a seguir, nao
foram procedidas.

Caso ocorresse crescimento de
C. perfringens, seriam selecionadas
cinco UFC tipicas e transferidas
para meto de Tioglicolato. Incuba-
das a 35"C-37°C/ 24 h e inocular-se-
ia a cultura obtida nos meios usa-
dos para os testes confirmativos,

Seriam usados 0s seguintes tes-
tes confirmativos: fermentacao da
lactose e hidrolise da gelatina; coa-
gulagdo tempestuosa do leite; redu-
¢do do nitrato e motilidade; termen-
tacdo da rafinose e salicina,

O resultado seria expresso atra-
vis do calculo do nimere de UFC/
g em fun¢ao do nimero de UFC ti-
picas, diluicio inoculada e percen-
tagem de UFC confirmadas.

24, Andlise da Agua de
Abastecimento.

Para a determinacio do NMP
de coliformes totais, seguin-se a
metodologia descrita para E. coli de
HITCHINS et al. (1992}, a partir dos
tubos positivos de LST transferiu-
se aliquotas de 1 mL para cada trés
tubos correspondentes contendo
Caldo Verde Brilhante Bile (VBBL),
incubou-se a 35"C-37°C/24-48 h.
Dios tubos positivos foi consultada
a tabela para NMP de acordo com
PEELER et al. (1992).

3. Avivise Esmimismiy,

Neste estudo utilizou-se o coe-
ficiente de correlacdo e a covarian-
cia para verificar o gran de depen-
déncia entre os valores encontrados
nas amostras analisadas, principal-
mente entre as amostras de carne
crua e carne cozida.

Segundo BERQUO et al. (1981),
em pesquisas que envolvem a con-
sideracio de duas ou mais varia-
vels, estas sao estudadas simultane-
amente, procurando-se uma possi-
vel correlacao entre elas, isto ¢,
quer-se saber se as alteragges sofri-
das por uma das variaveis sdo acom-
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GRAFICO 3 Percentagem das interpretagdes e conchusbes das andlises microbiologicas das
amosiras de came crua analisadas, em relagao ao Nomers Mais Provével
[NMPig) de Coliformes Fecais.

satisfatorias

B Amostras em condicoes higiénicas

Amostras em condiges higiénico-
sanitarias insatisfatorias

GRAFICO 4 Coseficients de cometacao enfre amoslras de came crua & came tozida,
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panhadas por alteragtes nas outras,
No caso particular de duas varia-
veis X e Y, procura-se verificar se os
aumentos (ou diminuicdes) em X,
correspondem a aumentos (ou di-
minuigdes) em Y, ou se aumentos
(ou diminuigoes) em X sdo acom-

panhados de diminuigdes (ou au-
mentos) em ¥ ou, finalmente, se os
aumentos (ou diminuicdes) em X
nio estao relacionados com as alte-
ragies em Y.

No caso de X e Y apresentarem
variaches em um mesmo sentido,

diz-se que entre elas existe correla-
¢do positiva; quando as variagoes
de X e Y sdo em sentidos contréri-
os, trata-se de correlagio negativa;
finalmente, quando a variacao de X
ndao esta relacionada com a varia-
cao de Y, ¢ o caso de nao haver cor-
relacio (VIEIRA, 1981; BERQUO et
al., 1981).

De especial importancia para o
estudo da correlacdo entre duas
variaveis € a covariancia, que mede
a variacio concomitantemente des-
sas varidveis. No caso de uma cor-
relagdo positiva, a covariancia apre-
sentara um sinal positivo; na corre-
lacao negativa, a covariancia tam-
bén serd negativa; e no caso de nao
existir uma correlacao, a covarian-
cia é nula (BERQUO et al., 1981).

Resuimnos & Discussio

As técnicas microbioldgicas uti-
lizadas na pesquisa permitiram
avaliar diferentes caracteristicas as-
sociadas a microbiota bacteriana
presente na carne crua, carne cozi-
da, maos de manipuladores e uten-
silios,

Os resultados da determinacio
do numere mais provavel de coli-
formes totais e fecais para todas as
22 amostras de agua analisadas
(100% ) sempre apresentaram valores
de < 0,3 x 10" NMP/ mL (Tabela 2).

Este resultado deve-se princi-
palmente pelo fato da agua ser
fornecida pela Companhia Estadu-
al de Agua e Esgoto do Rio de Ja-
neiro (CEDAE-R]), além do uso de
pastilhas de Cloro nas cisternas e
caixas d'agua das instituicoes de
ensina,

O Gréfico 1 demonstra a rela-
¢do das amostras com as estimati-
vas do Numero Mais Provavel
(NMP/g) de coliformes fecais e a
percentagem de UFC identificadas
como Escherichia coli através das
provas bioquimicas, em conformi-
dade com a Tabela 3.

Das 67 (100%) UFC isoladas
para as provas bioquimicas de iden-
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GRAFICO 5 Percentagem dos resultados da identificacio bioquimica de Staphylocoscus
sugerindo 38,26% de Staphylococcus positivas versus 61,74% gue néo
foram Identificadas coma fais.

38,26%

61,74%

B Staphylococcus +
] Staphylococcus -

tificacdo de Escherichia coli, 38
{56,72%) sugeriram positividade
para esta espécic (Grafico 2).

Das 22 (100%) amostras de car-
ne crua, oito (36,36 %) apresentaram
um numero mais provavel de
coliformes fecais (Tabela 4), sendo
gue destas pito amaostras, duas
(25% ) apresentaram uma contagem
de NMP acima de 10°/g, estando
fora dos padroes, de acordo com a
consulta publica n® 5 de 21 de outu-
bro de 1999 (BRASIL, 1999), ainda
nao se encontrando em vigor.

Ainda de acordo com a consul-
ta pablica n* 5 (ibid.), das 22 (100%)
amostras de carne crua analisadas,
20 (90,9%) atenderam aos limites
estabelecidos, sendo classificadas
como produtos em condigoes higié-
nicas satisfatorias, enquanto que
apenas duas (9,1%) apresentaram
coliformes fecais, classificando-se
como produtos em condigoes higié-
nico-sanitarias insatisfatorias (Gra-
fico 3), entretanto, a legislacio em
vigor, portaria 451 (BRASIL, 1998),
nio estabelece padroes de identida-
de e finalidade para o alimento
mencionado.

LEITE et al. (1988), publicaram
que 56% das amostras de produtos
cdrneos crus apresentavam wmn ni-
mero mais provavel de coliformes
fecais fora dos padries brasileiros.
Porém, é importante ressaltar, que
as amostras de carne crua que a-
presentaram nimero mais provavel
de coliformes fecais, apos o cozi-
mento (cocgdo) adequado nao mais
apresentavam NMP de coliformes
fecais. De fato, CREMER & CHIP-
LEY (1980), avaliaram fases de coc-
cao de carne {antes e apas a cocgio),
confirmando que a cocgao adequa-
da é de extrema importancia paraa
extingao dos coliformes fecais do
alimento,

Niao houve correlagao entre a
carne crua e a carne cozida, pois o
coeficiente de correlagio foi nulo
{r=0). A covariancia também foi
nula, demonstrando, assim, que
ocorreu uma independéncia entre
as varidveis carne crua e carne co-
zida (Grdfico 4), comprovando a
importancia da cocgdo na diminui-
cao da carga bacteriana.

MNa presente pesquisa, duas
(9,1%) amostras de suah de maos

apresentaram nimero mais prova-
vel de coliformes fecais (Tabela 4).
Nio houve detecgio de coliformes
fecais, 5. aurens e C, perfringens em
stwab de utensilios. Entretanto, SIL-
WA JR. & MARTINS (1991), analisa-
ram microbiologicamente 66 pane-
las, sendo que em 12 (18%) foram
isoladas E. coli e em trés (4,5%), 5.
aureus. Além disso, BRYAN &
MCKINLEY (1979), isolaram C.
perfringens de carne crua (60%),
equipamentos (8%) e carne cozida
(5%) e S. aureus de carne crua (47%),
equipamentos (9% ), manipuladores
(100%) e carne cozida (16%).

Com base na caracteristica
morfotintorial (cocos Gram +) e ca-
racteristicas fenotipicas (catalase
positiva, oxidagdo e fermentacao da
glicose ¢ manitol), sugere-se que
das 115 (100%) UFC isoladas, 44
(38,26%) pertenciam ao género
Staphylococcus (Grafico 5),

Mesmo com a realizacao das
provas DNAse, termonuclease, VP
e coagulase, nao foi possivel carac-
terizar a espécie Staphylococcus
aureis, atraves das combinagoes das
provas realizadas.

Do total de 88 amostras, distri-
buidas em 22 amostras de igual
niimero de carne crua; carne cozi-
da; swab de mdo e swab de utensi-
lio, 100% apresentaram auséncia de
Staplylococcus aurens.

Nio foi detectada a presenca de
Clostridinm perfringens em nenhuma
das amostras analisadas (carne
crua, carne cozida, sivab de mios e
sionh de utensilios).

Atraves destes resultados, ficou
clara a importancia de se conhecer
os principais fatores que contribuem
para que ocorra a contaminacao nos
alimentos e consequentemente o ris-
co de ocorrer Doengas Transmitidas
por Alimentos (D T.A ), come cozi-
mento inadequado, mads condigoes
das cozinhas, incorreta manipulacio
e principalmente uma pobre hi-
giene pessoal. Tal como descreve
MARTH (1985), os principais fato-
res que contribuem para o apareci-
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mento de surtos de toxinfeccao ali-
mentar sdo cozimento inadequado,
uso de alimento de fonte insegura e
higicne pessoal deficiente. O que
também foi corroborado por REIS
JI2. & BRANDAO {1996), onde mos-
traram que 75% dos casos de toxin-
teccdes se deve as mas condicdes de
cozinhas industriais, restaurantes,
hospitais, etc, e cerca de 20% a in-
correta manipulagio em cozinhas
domesticas, os outros 5% deve-se as
condicoes inadequadas de produgéo
na propria industria. Além disso,
SILVA & SERAFINI (1997), afirmam
que os alimentos 50 se tornam peri-
gosos apds terem sido violados os
principios de higiene, ou entao a per-
manéncia destes em condigoes que
possam permitir a contaminagio e/
ou a multiplicagao de microrganis-
mos patogénicos,

Embora a portaria 451 de 19 de
setembro de 1997, ndo estabelega
padrao de identidade e qualidade
para a presenca de Coliformes
Fecais e Escherichin coli nos alimen-
tos analisados nesta pesquisa, o0s
valores encontrados para o micror-
ganismo em questao sugeriram que
estes nao foram determinadores de
Doengas Transmitidas por Alimen-
tos (D.T.AL), pois 08 seus ingestores
nao apresentaram nenhuma queixa
nosologica, podendo até serem con-
siderados como participantes da
prova biologica,

Espera-se que os resultados ob-
tidos neste trabalho possam servir
de auxilio para o aprimoramento
destes padraes microbiolégicos,
uma ver que a consnlta piablican® 5
de 21 de outubro de 1999, estabelece
para Coliformes Fecais o nimero
maximo de 10°/g para cada amos-
tra de carne crua (BRASIL, 1999).

Nao devemos nos esquecer que
anegligéneia e/ ou o desinteresse, ou
mesmo a simples desinformagio sao
os principais responsaveis pela ocor-
réncia de Doengas Transmitidas por
Alimentos (D.T.A.), conseqiiente-
mente se faz necessario fornecer sub-
sidios para que todos os profissio-

e

nais da drea de produgao e manipu-
lagao de alimentos em cozinhas in-
dustriais (escolas, creches, hospitais,
quartéis, asilos, etc.), sejam informa-
dos sobre 0s principais fatores de ris-
co de contaminacao dos alimentos
e, principalmente, reconhegam a
importancia da higiene na prepara-
cao destes alimentos, evitando-se
assim as principais DT A,

Coserrsies

Os resultados obtidos através
das andlises realizadas nas amostras
provenientes das instituighes de
ensino, mostraram que as condigoes
higiénico-sanitiarias na preparacao
de carne bovina servida em refei-
¢oes escolares (merenda escolar) sdo
satisfatorias, pois apenas duas
(9,1%) amostras de carne crua en-
contraram-se acima dos padroes,
porém a cocgao adequada extinguiu
esta contaminacao.

As condigfes higiénico-sanitiri-
as dos funcionarios que manipulam
alimentos e dos utensilios da cozi-
nha sio satisfatorias, ndao demons-
trando comprometimento micro-
bioldgico quanto 4 manipulagao e
preparo dos alimentos.

As condigdes higiénico-sanitari-
as da dgua de abastecimento nas ins-
tituigoes de ensino municipais e es-
taduais, encontram-se dentro das
normas e padries de potabilidade da
agua destinada ao consumo huma-
no de acordo com a portaria n* 36 de
19 de janeiro de 1990 (BRASIL, 199()).

Nem sempre as UFC caracteris-
ticas de Esclierichia coli, com ou sem
brilho verde metilico no meio EMB,
apresentaram-se como positivas
para este microrganismo, nas pro-
vas bioquimicas realizadas.

Em nenhuma das amostras ana-
lisadas foi detectada a presenga de
Clostridium perfringens,

O meio de plaqueamento sele-
tivo/ indicador para Staphylococcus
aurcns (meio ABP), apesar de indi-
car a presenga de UFC tipicas, es-
tas ndo apresentaram caracteristi-

cas bioquimicas para este micror-
ganismao.
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