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RESUMO

OLIVEIRA, Graziella Martins de. Avaliacéo de presenca de Salmonella spp., com o auxilio
do Box-Plot. 2018. 20f. Monografia (Especializacdo em Engenharia de Producdo) -
Universidade Tecnoldgica Federal do Parana. Ponta Grossa, 2018.

Salmonella spp., é pertencente ao grupo das bactérias gram-negativas. O desenvolvimento de
Salmonella ocorre a partir de alimentos mal processados, isto se deve a diversidade de fatores.
Dentre 0s quais se podem citar: a falta das Boas Préticas de Fabricacdo (BPF) e a situacdo de
pré-abate do animal, como o estresse do animal (devido as condi¢Bes de transporte) e o tempo
de jejum. Se o jejum ndo for realizado no tempo correto, cria condi¢des de desenvolvimento
de salmonelose, pois, esta bactéria se desenvolve em melhores condigdes gastrointestinais. O
presente trabalho tem como objetivo avaliar a presenca de Salmonella spp. em 25 g, em
amostras recebidas no laboratorio microbioldgico pertencente ao frigorifico localizado no
municipio de Castro, Parana, Brasil. Com o auxilio do programa estatistico Action Stat,
utilizando a ferramenta Box-Plot pode-se observar 3,48% das amostras analisadas
apresentaram presenca em 25 g. Pelo grafico, as amostras se encontram dentro do limite
superior estabelecido, podendo dizer que quanto mais amostras recebidas, menor o indice de
Salmonella. A amostras que apresentam presenca de Salmonella spp., ndo ha liberacéo do lote
pelo setor da Qualidade, sendo assim criada uma agdo corretiva, para garantir um alimento
seguro para o consumidor.

Palavras-chave: Qualidade. Boas Préticas de Fabricacdo. Salmonelose.



ABSTRACT

OLIVEIRA, Graziella Martins de. Evaluation of presence of Salmonella spp., with the aid
Box-Plot. subtitle (if any). 2018. 20 p. Monograph (Especialization in Production
Engineering) - Federal Technology University - Parana. Ponta Grossa, 2018.

Salmonella spp., belongs to the group of gram-negative bacteria. The development of
Salmonella occurs from poorly processed foods, this is due to the diversity of factors. These
include: the lack of Good Manufacturing Practices (GMP) and the pre-slaughter situation of
the animal, such as animal stress (due to transport conditions) and fasting time. If fasting is
not performed at the correct time, it creates conditions for the development of salmonellosis,
as this bacterium develops in better gastrointestinal conditions. The present work aims to
evaluate the presence of Salmonella spp. in 25 g, in samples received in the microbiological
laboratory belonging to the refrigerator located in the municipality of Castro, Parana, Brazil.
With the aid of the statistical program Action Stat, using the tool Box-Plot it is possible to
observe 3,48% of the analyzed samples presented presence in 25 g.
By the graph, the samples are within the established upper limit, being able to say that the
more samples received, the lower the Salmonella index. Samples that present Salmonella spp.
Are not released by the Quality sector, and a corrective action is taken to ensure a safe food
for the consumer.

Keywords: Quality. Good Manufacturing Practices. Salmonellosis.
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1 INTRODUCAO

A demanda por alimentos vem aumentando ao longo dos anos e consequentemente,
as Doencas Transmitidas por Alimentos (DTA). A DTA na maioria das vezes acontece por
ma manipulacdo de um alimento durante o processo. Como por exemplo, a falta de
higienizacdo de um funcionario. Em uma industria alimenticia, é de extrema importancia as
Boas Préticas de Fabricacdo (BPF), para se evitar uma contaminacao cruzada.

De acordo com Miller et al. (2009), a presenca de Salmonella spp. em sistemas de
producdo de suinos tem sido uma preocupacao mundial, tanto por razdes relacionadas a saude
publica como por barreiras econémicas. A seguranca alimentar é importante e ha estimulado a
identificacdo de meios para reduzir ou eliminar as taxas de Salmonella spp. antes do abate,
aumentando a seguranca dos produtos carneos. Além do status sanitario das granjas, a racgao, o
transporte e a espera pré-abate tém sido apontados como pontos criticos de contaminacgédo por
Salmonella spp. (ROSTAGNO et al., 2003), devido a fatores como: estradas ruins; estresse
térmico do suino; e tempo de jejum inadequado.

A diminuicdo da contaminacdo por Salmonella spp., pode ser evitada através das
Boas Préticas de Fabricacdo (BPF), durante o abate e o p0s-abate. Sistemas de controle, como
Andlise de Perigos e Pontos Criticos de Controle (APPCC) e BPF, mostram-se eficientes para
eliminacdo deste microrganismo que se desenvolve em condi¢des onde hd ma higienizacao,
além de, o principal hospedeiro de Salmonella sdo o sistema gastrointestinal, por isso vale se
ressaltar a importancia do tempo de jejum no sistema de abate.

Assim, o objetivo geral do artigo ¢ avaliar a presenca de Salmonella spp., em 25 g de
amostras recebidas durante a semana do dia 03 de setembro a 18 de setembro de 2018 e com o
auxilio do programa estatistico Action Stat, com a ferramenta Box-Plot, verificar se a
quantidade de amostras recebidas durante esta semana, apresentou uma consideravel

estatistica de amostras contaminadas.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 ANALISES MICROBIOLOGICAS

As anélises microbioldgicas tém por finalidade identificar o tipo de microrganismo
presente em uma determinada amostra. Ou seja, ha metodologias para diversos tipos de
analises e muitas delas necessitam de confirmagdo, afirmando ou ndo presenca de um

determinado microrganismo.

2.1.1 Salmonella spp.

A bactéria do género Salmonella, pertence ao grupo das bactérias gram-negativas.
Ou seja, pertence ao grupo das bactérias ndo produtoras de esporos. Sdo bactérias anaerdbias
facultativas (ndo produtoras de gas carb6nico), o seu gas produzido € através da glicose e sua
unica fonte de carbono utilizavel é o citrato (FRANCO e LANDGRAF, 2008).

O pH 6timo para crescimento da Salmonella € proximo a 7,0 e sua temperatura para
reproducdo é entre 35 a 36°C. A Salmonella é muito relacionada a ingestdo de ovos,
previamente mal cozidos ou ndo muito bem manipulados. Fato é que a patogenicidade
causada pela maioria das salmonelas em humanos e animais, ocorrem no trato
gastrointestinal. Em humanos os sintomas sdo: diarreias; febre; dores abdominais e vomitos.
Ja em animais bovinos, os sintomas sao: febre; fezes; diarreias; anorexia; depressédo e reducao
na producdo de leite. Os suinos sdo perceptiveis as infecgdes por S. choleraesius e S.
typhinarium. Os sintomas clinicos ndo sdo somente por enterocolite, sendo evoluida para
septicemia, elevando o indice de mortalidade entre os suinos (FRANCO e LANDGRAF,
2008).

As principais causas que levam ao aumento da salmonelose veiculada por alimentos
sdo os procedimentos inadequados de armazenamento; a frequéncia de comer produtos crus
ou ndo cozidos; e a ma manipulacdo do alimento, devido a falta de higiene pessoal (JAY,
2005). Franco e Landgraf (2008), ainda cita que a principal medida de controle para evitar a
contaminacdo por salmonelas é o calor. Mas ressaltam que ha outras subespécies de
Salmonella que sdo altamente resistentes ao calor e que a composi¢do do alimento é de
extrema importancia, pois a presenca da sacarose pode aumentar a resisténcia térmica de S.

typhimurium, por exemplo.
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A deteccdo de salmonelas nos alimentos leva de 3 a 7 dias. Franchin (2008) afirma
que, para a inddstria de alimentos, que retém seus produtos até a obtencdo dos resultados
analiticos frente a um patégeno qualquer pesquisado, este tempo pode significar perdas
econbmicas, o que leva o analista a buscar alternativas analiticas mais rapidas.

A Tabela 1 apresenta algumas metodologias aplicadas para a deteccdo de

Salmonella.
Tabela 1. Metodologias para deteccdo de Salmonella spp.
Autor Métodos
Shovgaard, N., 2002 Metodologia tradicional: 1SO 6579:2002
Smedt et al., 1994 AOAC 993-07/995-07
Bolderdijk & Milas, 1996 MSRYV Oxoid e Acumedia e BAX System®

Fonte: FRANCHIN, 2008.

No trabalho presente serd aplicada a metodologia da AOAC n.° 11/2013 (AOAC,
2013), utilizando o sistema Vitek Immuno Diagnostic Assay System (VIDASTM, BioMériux
-SML). De acordo com Nunes (2006), a técnica do sistema VIDA é uma andlise qualitativa
imunoenzimatica automatizada que utiliza a técnica ELFA (Enzyme Linked Fluorescent
Assay), uma mistura de anticorpos monoclonais de captura com grande especificidade para
deteccdo de antigenos (estirpes/cepas moveis e imoveis) de Salmonella em produtos
alimenticios.

O equipamento VIDAS™ ¢é composto por barretes e cones. O cone de utilizagdo
serve para fase solida tanto como suporte de pipetagem para o teste. O interior do cone esta
revestido com anticorpos anti-Salmonella adsorvidos na sua superficie. Uma fracdo da
aliquota de amostra é adicionado ao barrete, sendo este aquecido. Assim a amostra é

submetida a um ciclo de aspiracéo e dispensacdo por tempo determinado (AOAC, 2002).



16

Figura 1 — Equipamento Vidas

Fonte: BioMériux, 2018.

A deteccéo de analise microbioldgica do equipamento VIDAS ™ tem por vantagem a
reducdo do tempo de analise, porém, apresenta a desvantagem de obter um falso-positivo.
Sendo necessario a realizacdo de testes de confirmacéo.

2.1.2 Controle de Qualidade em Laboratorios.

O controle de qualidade em uma industria de alimentos é de extrema importancia,
pois é nesse setor que sdo realizadas as analises laboratoriais, podendo ser microbioldgica ou
fisico-quimicas, para haver a liberacao de lotes de um determinado alimento pela Garantia da
Qualidade. Para o consumidor da inddstria de alimentos, o produto ideal seja aquele que
possuam odor, sabor e aparéncia agradavel, usando a expressdo: “comer com os olhos”; ja
para a industria € atender aos padroes estabelecidos e produzir um produto com Boas Praticas
de Fabricacdo (BPF) (BERTI e SANTOS, 2016).

Atualmente a legislacdo vigente sobre BPF ¢ a RDC n° 216, de 15 de setembro de
2004, que define boas praticas como: “procedimentos que devem ser adotados por servigos de
alimentacdo a fim de garantir a qualidade higiénico-sanitaria e a conformidade dos alimentos
com a legislagdo sanitaria” (BRASIL, 2004).

A norma vigente no setor de Controle de Qualidade é a norma ISO 17025. Essa
norma ¢ aplicada em laboratérios de calibragdo e de ensaios. “Os laboratorios que pretendem
obter a acreditacdo devem demonstrar a sua competéncia para realizar os ensaios e calibragdes
para 0s quais buscam a acreditacdo, por meio da participacdo satisfatéria em atividades de
ensaios de proficiéncia” (INMETRO, 2018). Sdo exemplos de boas praticas de fabricacao
utilizadas em laboratorios:
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. cabelos presos (no caso para mulheres);

. unhas e barbas aparadas;

. ndo utilizagdo de esmalte;

. tomar banho diariamente;

. utilizar desodorante inodoro;

. lavagem de maos sempre que for ao banheiro.

. utilizacdo de EPI (equipamento de protecdo individual): 6culos de protecéo;
utilizacdo de jaleco e uniforme; luvas de protecéo e méscaras.

Assim, um sistema de garantia de qualidade deve assegurar que os requisitos da BPF
sejam realizados. Realizando treinamento com os funcionarios, mostrando a real importancia
das BPF e como pode influenciar no final de um processo (ROCHA e GALENDE, 2014).

2.2 BOX-PLOT

O Box-Plot é uma ferramenta aplicada na Estatistica, em que consiste em um
conjunto de dados que se estende da linha de menor valor ao maior valor, em uma caixa com
linhas verticais tracadas no primeiro quartil (Q1), na mediana e no terceiro quartil (Q3). Os
quartis sdo valores que dividem os dados em quatro grupos com aproximadamente 25% dos
valores em cada grupo. No estudo da Estatistica Descritiva, 0 Box-Plot & um gréafico feito para
identificar os outliers (valores discrepantes), ou seja, valores que ndo estdo previstos a
aparecer em um determinado processo (ARAUJO e ABAR, 2012).

De acordo com Triola (2008), outliers ou valores discrepantes sdo valores que se
localizam muito afastados de quase todos os demais valores. A identificacdo dos valores
discrepantes (outlies) é importante no célculo da média aritmética, que tem como
caracteristica a influéncia dos valores extremos. Os outliers podem ter efeito sobre o desvio

padrdo, sobre a escala do histograma e da forma da distribuicédo de frequéncia dos dados.
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3 METODOLOGIA

A metodologia aplicada a esta pesquisa, pode ser classificada como experimental, em
relacio aos meios de pesquisa, pesquisa bibliografica. E uma metodologia experimental, pois
visa estudar o comportamento de produtos alimentares, para andlise microbiologica de
Salmonella spp, produzido em um frigorifico pertencente ao municipio da cidade de Castro,
Parana. E uma pesquisa bibliografica, pois a fundamentagéo teérica foi realizada com base em
livros e artigos cientificos, e documental, pois utilizou-se de registro de dados da empresa. As
amostras analisadas foram coletadas das semanas do dia 03 de setembro a 18 de setembro de
2018, totalizando 115 amostras.

A analise microbiolégica de Salmonella spp., segue 0 método da AOAC n.° 11/2013
(AOAC, 2013), Teste Vidas (SML), que corresponde a um teste automatizado para deteccéao
de Salmonella spp. A andlise estatistica dos dados foi realizada no software Excell ®,
utilizando o pacote Action Stat, sendo os dados obtidos avaliados através da ferramenta “Box-
Plot™.

A Tabela 2 demonstra os procedimentos para a analise microbiologica de Salmonella

spp.

Tabela 2. Deteccao de Salmonella.

1. Preparo de amostra — 25 g;

2. Inoculacdo: 225 mL de 4gua peptonada;
3. Tempo de incubacéo: 36°C por 24 h;
4. 0,1 mL da amostra incubada por 24 h para tubos SX2 — incubada por mais 24 h a 37°C;

Método tradicional: com a al¢a de 1 pL, passar do tubo
SX2 para a placa contendo o0 meio XLD e BPLS. Caso
ocorra crescimento de col6nias caracteristicas nestes dois
meios de cultura (meio XLD: coldnias pretas com halos
rosas em volta; no BPLS h& crescimento de coldnias
rosas), ird ser passado para um tubo de agar-nutriente,
duas coldnias isoladas com a alga de 10 pL e sendo

5. Detec¢do de Salmonella: método tradicional ou

pelo equipamento vidas. leitura no kit Bactray.

incubada a 37°C por 24h. Apo6s, serd realizada as
confirmacfes bioquimicas: catalase, oxidase, sorologia e

Método VIDAS™: 0,5 mL de amostra que esta contida
do tubo SX2 para barretes do kit vidas. Aquecimento em
chapa elétrica por 15 minutos e apés resfriamento por
mais 10 minutos. Coloca-se os barretes contendo a
amostra no equipamento e se faz os ajustes necessarios
(escolha de ensaio e identificagio do ndmero da

amostra). Aguarda o tempo de leitura (40 minutos).

Fonte: AOAC, 2013.
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A metodologia tradicional, onde é considerada oficial, em comparacdo ao método
VIDASTM leva em torno de 10 dias para se obter os resultados. JA em relacdo ao
equipamento, leva-se minutos para a obtencdo do resultado. Vale salientar que no
equipamento, hd a possibilidade de haver um falso-positivo ou falso-negativo, por este
motivo, € realizado as confirmagdes pelo método tradicional (placas), para garantir a
eficiéncia do método VIDAS™,
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

Durante 0 més de setembro, foram obtidos dados de quantas amostras foram
recebidas por dia e quantas amostras confirmaram a presenca de Salmonella spp., para sua
respectiva data. A Tabela 3 a seguir, demonstra os dados obtidos para 0 més de setembro.

Tabela 3. Dados de setembro de 2018 para detec¢do de Salmonella spp.

Salmonella vidas

Data Quantidade de Presenca em 25 g % de chances de ocorrer Salmonella
amostras
03/set 5 1 20,00
04/set 14 1 7,14
05/set 9 0 0,00
06/set 0 0 0,00
10/set 29 1 3,45
11/set 11 0 0,00
12/set 3 1 33,33
13/set 15 0 0,00
17/set 16 0 0,00
18/set 13 0 0,00
TOTAL 115 4 3,48

Fonte: A autora, 2018.

Das amostras recebidas nos dias 03, 04, 05 e 12 de setembro houve pelo menos uma
amostra com presenca em 25 g de Salmonella spp. Ou seja, do total de 102 amostras recebidas
até o dia 14 de setembro, 3,92 % apresentaram chances de ocorrer presenca de Salmonella
spp, sendo o resultado obtido através do equipamento VIDASTM.

O método utilizado pelo equipamento VIDAS™ apresenta maior sensibilidade e
especificidade, quando comparado aos métodos tradicionais. O problema deste equipamento é
que ele pode gerar um resultado falso-positivo ou falso-negativo. Quando ocorre da leitura
resultar em que hd presenca do microrganismo na amostra analisada, esta é realizada a
confirmacdo através da metodologia tradicional. A Figura 2 apresenta um exemplo de

crescimentos de colbnias caracteristicas para Salmonella spp.
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Figura 2. Meio de cultura para Salmonella spp.

[P "

Fonte: A autora, 2018.

A figura acima mostra o crescimento de colnias positivas para os meios XLD (agar
de desoxicolato-lisina-xilose) e BPLS (Brilliant-green phenol-red lactose sucrose agar). Os
crescimentos dessas coldnias sdo caracteristicas. Para o meio XLD, as colénias apresentam-se
de coloracdo preta com halo avermelhado. J& para 0 meio BPLS, as colbnias apresentam
coloracdo rosa.

As colbnias isoladas destes dois meios sdo transferidas para &gar-nutriente e
incubadas por 24h a 37°C. No dia seguinte é realizado o teste do Bactray (este também fica

incubado por 24h a 37°C). A Figura 3 apresenta a leitura do Bactray.

Figura 3. Leitura no Bactray.

Fonte: A autora, 2018.

A Figura 3 demonstra a finalizacdo da confirmagdo da andlise para deteccdo de
Salmonella spp, através da leitura no Bactray. Cada reacdo em cada substancia forma uma
cor. O resultado do Bactray é codificado através da visualizagdo das cores.
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Tabela 4. Teste Bactray.

Teste Coloracéo
ONPG Amarelo (positivo); inalterado (negativo)
ADH . . .
LDC Purpura (positivo); amarelo, marrom, cinza, vermelho/vinho, amarelo esverdeado
(negativo)
oDC
H,S Precipitado negro (positivo); auséncia de precipitado (negativo)
UREIA Vermelho ou rosa (positivo); amarelo ou laranja (negativo)
VP Vermelho ou rosa (positivo); inalterado (negativo)
PD Verde (positivo); amarelo (negativo)
IND Anel rosa ou vermelho (positivo); anel amarelo (negativo)
CIT Azul ou azul esverdeado (positivo); verde (negativo)

Fonte: BACTRAY, 2018.
A Figura 4 mostra o grafico Box-Plot dos dados obtidos para a analise de
Salmonella.

Figura 4. Box-Plot.
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Resumo Descritivo

Grupos 0 1 4
Minimo 0 3 |115
Limite inferior 0 3 |115
Primeiro Quartil 6,75 3,5 |115
Média 10,66666667 | 12,75 | 115
Mediana 12 9,5 |115
Terceiro Quartil 15,25 25,25|115
Limite superior 16 29 |115
Maximo 16 29 |115

Fonte: ACTION STAT, 2018.

Através do Box-Plot, pode-se observar que o limite superior € de 115 amostras
recebidas, porém, estatisticamente, o niUmero de amostras que confirmam presenca em 25 g é
de aproximadamente 4%, significando um valor baixo para se encontrar fora do limite
superior acima mostrado.

Pelo Box-Plot, pode-se verificar a variabilidade maior de presenca do microrganismo
em questdo é para 0 grupo 1, ou seja, foram aquelas amostras que apresentaram presenca em
25 g em pelo menos em uma das amostras recebidas, conforme mostra a Tabela 3. Quanto
maior 0 numero de amostras recebidas, consequentemente, seria maiores as chances de se
obter salmonelose. Mas estatisticamente, mostra que quanto mais amostras a serem recebidas,
menor € a chance de ocorrer. Pelo menos uma amostra apresenta Salmonella spp. ou henhuma
apresenta, significando um alimento seguro para consumidor.

Quando ha presenca de Salmonella spp., ou qualquer outro tipo de microrganismo
que possa prejudicar a satude do consumidor, ndo ha a liberacdo do lote do produto. Sendo
assim, a Garantia da Qualidade deve-se tomar agdes corretivas para evitar o crescimento
microbiolégico. No caso de Salmonella spp., as acBes devem ser melhorias em relacdo aos
programas de Boas Praticas de Fabricacdo; criar o plano de Pontos Criticos de Controle (quais
etapas de processo em que se possa se desenvolver o microrganismo e qual atitude tomar);
averiguar a situacdo de pré-abate, onde é o &pice de desenvolvimento da bactéria, ja que se
trata de um microrganismo que se desenvolve em melhores condi¢Bes gastrointestinais,

verificando principalmente se o tempo de jejum esté feito de forma correta.
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5 CONCLUSAO

O indice de contaminacdo de Salmonella spp., encontrados nas anélises laboratoriais
nas amostras recebidas, foram minimas, ou seja, pelo Box-Plot pode-se observar que a
presenca em 25 g de Salmonella spp., se encontra dentro dos limites. As chances de ocorrer
salmonelose sdo minimas, sendo que 0s casos que ocorreram presenca foram de 1 amostra
para cada namero de amostras recebidas por dia.

Para evitar a contaminacgdo por Salmonella spp., € importante ressaltar a importancia
das Boas Préticas de Fabricacdo, pois é fundamental os cuidados higiénicos em todas as
etapas do processo, para evitar a contaminacdo microbiolégica e garantir a qualidade
microbiolégica do produto final, garantindo um produto seguro.

Quando houver a contaminacéo por Salmonella spp., sdo realizadas acdes corretivas,
como forma de melhorar o processo, podendo criar treinamento com os manipuladores e
aumentando os indicadores de qualidade. Dentre essas a¢Oes corretivas, pode-se citar o plano
Anélise de Pontos Criticos de Controle (APPCC). Aapés as acdes tomadas, o produto
novamente é reanalisado para o laboratdrio microbioldgico e se estiver dentro dos padrdes

estabelecidos, ha a liberacéo do lote.
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