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RESUMO

A busca pelo consumo de alimentos frescos tem aumentado nos ultimos anos,
motivado pela maior consciéncia dos consumidores sobre a importancia da escolha da
alimentacao e sua influéncia na promocao da satude. Ao mesmo tempo, aumenta a
procura pelos alimentos minimamente processados, em razao da praticidade oferecida,
porém com significante risco microbioldgico. O presente trabalho visa avaliar a
qualidade microbioldégica de suco verde minimamente processado, pronto para
consumo, de uma rede varejista com lojas nas zonas norte e sul do Rio de Janeiro.
Um total de 11 amostras foram coletadas e submetidas a analises microbioldgicas
segundo a legislacao vigente. Os isolados obtidos foram identificados pelo sistema
bioquimico automatizado VITEK 2 Compact. Nenhuma amostra apresentou
contaminacao por Salmonella ou Escherichia colj porém 36,4 % das amostras
obtiveram contagem total de coliformes termotolerantes de origem nao fecal em
desacordo com os limites maximos toleraveis. Dos microrganismos isolados, 32%
foram identificados como pertencentes ao complexo Enterobacter cloacae e 22%
foram identificados como Klebsiella pneumoniae ssp pneumoniae, espécimes que
possuem potencial patogénico. Dependendo da dose infectante e da imunidade do
individuo, o consumo de alimentos contaminados com tais espécies podera significar
um aumento do risco potencial a saude.

Palavras-chave: qualidade microbioldgica, coliformes termotolerantes, controle de

qualidade, Klebsiella pneumoniae, Enterobacter cloacae
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INTRODUCAO

Em um cenario onde a obesidade associada ao sedentarismo, ao estresse e
as doencas cronicas nao transmissiveis (DCNT'’s) se torna cada vez mais comum,
distintas pesquisas permitem prever os maleficios deste estilo de vida em médio e
longo prazo. Devido a velocidade de difusdo do conhecimento cientifico na
comunidade, seja por programas de televisao, seja pelo interesse pessoal, as
familias brasileiras estdo a procura de alimentos mais saudaveis, mostrando uma

preocupacao crescente do consumidor com a saude (Nitzke et al., 2012).

De acordo com o Guia Alimentar para a Populagao Brasileira, a ingestao de
nutrientes adequados é essencial para obter-se uma boa salde. Para assegurar
uma alimentagao equilibrada nutricionalmente e garantir o fator de protecao, e
diminuicao da ocorréncia de varias doencas, é importante o consumo adequado de

vitaminas, minerais e fibras (Brasil, 2014).

O ritmo de vida acelerado faz com que os consumidores tenham menos
tempo para se dedicar ao preparo dos alimentos, abandonando habitos alimentares
tradicionais. Desta forma, acabam optando por produtos prontos, que se
assemelhem ao alimento natural. Sendo assim, alimentos livres de conservadores,
livres de agentes tdxicos, antibidticos, ou com alegacao de propriedades funcionais
e/ou de promocao da saude, acabam chamando a atencdo do consumidor (Nitzke

et al., 2012)

Quando se trata de alimentos minimamente processados, o foco do
consumidor ndao deve ser voltado somente para a qualidade nutricional, mas

também para as condigOes higiénico-sanitarias. Tendo em vista os riscos advindos
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de contaminagao alimentar e o crescente aumento de doencas transmitidas por
alimentos (DTAs), € notdria a crescente preocupacao mundial voltada para a

seguranca dos alimentos (Shinohara et al., 2008).

A bebida mista comercial denominada “suco verde” consiste na combinagao
de agua, couve e laranja, agregando alto valor nutricional e potencial funcional
que podem auxiliar na manutencdo da saude. A auséncia de conservantes,
associada a ampla manipulacao da bebida, gera um alerta com relacdo a sua
qualidade microbioldgica. Muitos casos de enfermidades transmitidas por alimentos
nao sao notificados, pois seus sintomas sao geralmente parecidos com discretas

diarreias e vomitos (Forsythe, 2000).

No que tange a analise microbioldgica destas bebidas, a Resolugdo RDC n°
12, de 2 de janeiro de 2001, da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA),
estabelece para bebidas mistas uma tolerancia maxima permitida para coliformes

termotolerantes e auséncia de Sa/monella (Brasil, 2001).

Assim, este estudo tem o objetivo de avaliar a qualidade microbioldgica e
identificar espécies patogénicas eventualmente presentes neste tipo de suco na
cidade do Rio de Janeiro, onde é amplamente consumido, visando a protecao a

salde da populagao que consome sucos in natura.

2.  MATERIAIS E METODOS
Coleta e preparo das amostras
Foram coletas amostras de suco verde de uma Unica rede varejeira, em lojas

localizadas nas zonal Norte e Sul do Municipio do Rio de Janeiro. Um total de 11
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amostras foram adquiridas durantes os meses de marco a maio de 2018. As analises
foram realizadas em duplicata, de acordo com a metodologia de Silva et al (2007). O
transporte foi realizado em caixas isotérmicas, até o Laboratdrio de Controle
Microbioldgico — BioManguinhos/Fiocruz, onde as analises foram realizadas no mesmo
dia da coleta. As embalagens continham validade de 24 horas apds a data de
fabricacao.

As embalagens dos produtos amostrados foram higienizadas com toalhas de
papel embebidas em alcool 70% (v/v) e, em seguida, abertas assepticamente em
cabine de fluxo laminar. Foram pipetados 25 mL de cada amostra com posterior
transferéncia para recipiente estéril com 225 mL de agua peptonada a 0,1% (p/v)
(BioCen®) e homogeneizado em agitador (Fanem®) por aproximadamente 60

segundos, obtendo-se a diluicao 10-1.

Enumeragao de coliformes termotolerantes

A partir da diluigdo inicial (10-1), foram realizadas diluicbes seriadas até 10. A
partir de cada diluicdo, aliquotas de 0,1 mL foram inoculadas, em duplicata, na
superficie de Agar cristal violeta vermelho neutro bile (VRBA) e as placas foram incubas
em estufa em posicao invertida, em temperatura de 36 + 1°C por 18 a 24 h. Apos
periodo de incubagdo, foi realizada a contagem das col6nias, respeitando a faixa
recomendada de contagem entre 15 e 150 col6nias para o caso de quantificacdo
microbiana, sendo posteriormente selecionadas as col6nias tipicas e atipicas.

As colonias tipicas foram selecionadas e inoculadas com auxilio de uma alca
bacterioldgica em caldo EC (Escherichia coli) contendo tubo de Durhan invertido. Os

tubos foram incubados em banho-maria a 45°C por 24 h. Apds o periodo de incubagao,
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os tubos de Durhan que apresentam gas aprisionado em seu interior e turvacao do

caldo evidenciam um teste positivo para o crescimento de coliformes termotolerantes.

Determinacao de Salmonella sp.

Apos ser retirado a aliquota para a analise de coliformes termotolerantes, a
diluicdo 10-1 foi incubada a 36 + 1°C por 16 a 20 h para a realizacao do pré-
enriguecimento. Apds o tempo de incubacdo, 1 mL foi transferido para um tubo
contendo 9 mL de caldo Rappaport Vassiliadis (RP), 1 mL para um tubo contendo 9
mL de caldo Selenito-cistina (SC) e 1 mL para um tubo contendo 9 mL de caldo
Tetrationato (TT) com adicao de iodo. Todos os tubos foram incubados a 41 + 0,5°C
por 24 a 30 h.

Apos o tempo de incubacado, 0,1 mL de cada tubo foi semeado na superficie de
Agar Salmonella-Shigella (SS) e Agar Xilose Lisina Desoxicolato (XLD), em duplicata.
As placas foram incubas em estufa em posicao invertida, em temperatura de 41 + 1°C
por 24 h. Apos periodo de incubacao, foram selecionadas as colGnias tipicas e atipicas

em cada meio seletivo e diferencial.

Cultivo axénico de isolados

A partir das col6nias selecionadas nos testes anteriores, foi realizado repique de
cada isolado para placas de Agar Sangue de Carneiro a 5% (v/v) (BioCen®) e, estas,
foram incubas em estufa bacterioldgica a 36 + 1°C de 24-72 h de acordo com o tempo
de crescimento de cada isolado previamente identificado em meios seletivos e
diferenciais. Apds a observacdao do crescimento, uma colonia (para cada um dos

isolados previamente obtidos) foi isolada em uma placa de TSA (Agar Triptona de Soja
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- BioCen®) e novamente incubada em estufa bacterioldgica a 36 + 1°C de 24-72 h. A
partir do cultivo em TSA, foi realizada coloracao de Gram e a identificagao dos

microrganismos.

Identificacdo bioguimica por sistema automatizado VITEK 2 Compact®

A partir dos isolados cultivados em TSA, foram preparadas suspensoes
bacterianas em tubos de acrilico contendo 3 mL de solucdo salina estéril a 0,85%
(p/v). Cada isolado foi colocado na posicao desejada no sistema de identificacao
bioquimica via cassete de cartdes. Ao ser colocado no cassete, um capilar é acoplado
ao cartao, permitindo que a amostra seja capturada do tubo contendo a suspensao
bacteriana referente a cada um dos isolados avaliados, sendo posteriormente utilizada
para preencher os cartdes de identificacao. Foi testada a faixa de turvacao de cada
tubo de acrilico com a suspensao de cada isolado bacteriano de acordo com o resultado
da coloracao de Gram com DensiCHECK plus® e o DensiCHECK plus Standards kit®.
De acordo com cada resultado de coloracao de Gram, um tipo de cartao de
identificacdo é selecionado. Cada cartdo vem lacrado individualmente e contém 64
micropocos de provas bioquimicas as quais a amostra é submetida. No presente
trabalho apenas o cartao de identificacao “GN” foi utilizado tendo em vista que os dois
grupos microbianos preconizados pela legislacao sao Gram negativos.

A partir das listas de resultados dos testes bioquimicos geradas, foi realizado o
cadastro das amostras através do software “VITEK 2 SYSTEM". O sistema apresenta
um percentual de probabilidade de identificacdo das amostras, conforme o nivel de

confianca.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A presenga ou auséncia de microrganismos indicadores nas amostras é um
referencial importante para avaliacao das condicOes higiénico-sanitarias as quais foram
submetidas. No caso de coliformes termotolerantes, quatro amostras foram
classificadas como imprdprias para consumo, tendo em vista contagens para este
grupo microbiano superior ao preconizado pela RDC 12, de 02 de janeiro de 2001
(Brasil, 2001).

A legislacao preconiza auséncia de Sa/monella sp. no alimento analisado, e os
dados obtidos a partir do crescimento seletivo/diferencial, conforme a metodologia
oficial para analises microbioldgicas, confirmam a auséncia do género em todas as
amostras avaliadas (Tabela 1).

Das 11 amostras de suco verde analisadas foram obtidos 83 isolados
bacterianos, sendo duas estirpes de fungos do tipo leveduriforme e 81 estirpes de
bastonetes Gram negativos (Tabela 1). Tanto o enriquecimento seletivo para
Salmonella sp quanto o isolamento em meio seletivo e diferencial em VRBA para
analise de coliformes inibem a presenca de bactérias Gram positivas, justificando o
isolamento apenas de Gram negativos.

Tabela 1: Quantificacao de isolados bacterianos

Amostra Local de Contagem de coliformes Caldo EC Colonias Colonias
coleta termotolerantes (UFC/mL) atipicas em atipicas em

agar XLD agar SS
AMO1 Ipanema 8,5 x 10° Negativo 2 3
AMO02 Leblon 1 11,9 x 10° Positivo 0 6
AMO3 Leblon 2 3,9 x 103 Positivo 3 1
AM04 Flamengo 1 1,1 x 103 Negativo 3 3
AMO05 Flamengo 2 7,9 x 10t Negativo 2 2
AMO06 Copacabana 1 1,0 x102 Negativo 0 1
AMO7 Copacabana 2 6,9 x 10! Negativo 1 1
AMO08 Copacabana 3 1,2 x 10t Negativo 0 1
AMO09 Laranjeiras 1,7 x 10! Negativo 2 2
AM10 Botafogo 1 4,0 x 102 Negativo 1 1
AM11 Botafogo 2 8,5 x 101 Negativo 2 3
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A Figura 1 apresenta os grupos identificados pelo Sistema Vitek 2 Compact®

!El

com nivel de confianga excelente.

= Bastonetes Gram negativos identificados

= Leveduras nao identificadas por auséncia de cartdo

= Bastonetes Gram negativos ndo identificados

Figura 1: Percentual de identificacdo pelo Sistema Vitek 2 Compact® com nivel de

confianca excelente

Combinando a metodologia tradicional com a identificacdo posterior dos
isolados com o sistema de testes bioquimicos automatizados VITEK 2 Compact®, foi
verificada a auséncia de E£. coliem todas as amostras analisadas. A Tabela 2 apresenta
a identificagdo dos isolados obtidos a partir do agar VRBA.

Uma vez que o grupo dos coliformes termotolerantes inclui também
microrganismos ndo pertencentes ao trato gastrointestinal, € comum encontrar
microrganismos naturalmente presentes de solo quando se trata de amostras vegetais,
devido a seu contato direto com a fonte microbiana. Segundo Franco e Landgraf
(2008), o Unico indicador de contaminacao fecal efetivamente valido é £. coli. Segundo
Santos (2007), em aproximadamente 90% das analises de coliformes termotolerantes,
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0 microrganismo presente € E. coli Os 10% restantes abrigam, dentre outros
microrganismos, algumas espécies dos géneros Enterobacter e Klebsiella, que podem

estar associados a plantas (Doyle e Erickson, 2006).

Tabela 2: Identificacdo de isolados bacterianos obtidos a partir de agar VRB

Amostra Caldo EC Testes Identificagcao por VITEK 2
bioquimicos Compact®
para E. coli

Enterobacter aerogenes;
Klebsiella ssp pneumoniae;

AMO1 (-) (-) Raoutella ornithinolytica,
Enterobacter cancerogenus
AM02 (+) (-) Enterobacter cloacae complex
AMO03 (+) (-) Ewingella americana
AM04 (-) (-) Pantoea ssp
AMO05 (-) (-) Pantoea ssp, Buttiayxella agrestis
Enterobacter gergoviae,
Enterobacter asburiae;
AMO6 (-) (-) Enterobacter coacae complex;
Pateurella testudinis; Pantoea ssp
AMO7 (-) (-) Klebsiella pneumoniae ssp

pneumoniae; Klebsiella oxytica
Raoultella ornithinolytica,;

AMO08 (-) (-) Kluyvera ascorbata; Serratia

marcescens; Raoultella planticola
Klebsiella pneumoniae ssp

AMO09 (-) (-) )
pneumoniae
Enterobacter cloacae complex,
AM10 (-) (-) Kluyvera ascorbata; Serratia
marcescens
Klebsiella pneumoniae ssp
AM11 (-) (-) pneumoniae; Enterobacter

cloacae complex, Raoultella
ornithinolytica
(-): resultado negativo. (+): resultado positivo

Em 1995, nos Estados Unidos, houve um alerta a populagao informando que “a
elevada contagem de coliformes termotolerantes em certo cha indicava a presenca de

fezes na bebida”, porém a espécie dominante encontrada foi Klebsiella pneumoniae e
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algumas espécies de Enterobacter, mas nao E. coli, que seria o Unico real indicador da
presenca de fezes no cha (Doyle e Erickson, 2006).

No Canada houveram dois “recalls” de brotos de vegetais, os quais continham
elevadas contagens de coliformes termotolerantes. Os perigos que acompanharam a
descricao desses “recalls” indicavam que os microrganismos eram causadores de
doenca gastrointestinal em humanos. Porém, posteriormente foram identificados como
Klebsiella pneumoniae, quando, na realidade, essa bactéria é considerada um
patdgeno oportunista, que age fora do trato intestinal, causando infeccdes nos tratos
urinario e respiratdrio (Doyle & Erickson, 2006).

Tais relatos sugerem que a determinacao de limites para coliformes
termotolerantes nao seja a mais adequada, uma vez que muitas das identificacdes
obtidas nao sao consistentes para £. colj, sendo este dado de acordo com os obtidos
nesse estudo. Das duas amostras positivas para coliformes termotolerantes, nenhuma
delas obteve confirmagao nos testes bioquimicos automatizados.

Nao foi detectada a presenca de Sa/monella spp. em nenhuma das amostras
analisadas. Para este patdgeno, nao ha tolerancia na amostra analisada devido a sua
baixa dose infectante. Por possuirem baixo valor de pH, as polpas de frutas, como a
laranja, dificultam a presenca ou desenvolvimento de Sa/monella spp. Segundo Jay
(2005), o pH étimo de crescimento da Sa/monella é proximo da neutralidade (6,6 a
8,2).

Espécies do género Sa/monella sao comumente entéricas, podendo estar
presente no solo, agua, nos alimentos e nas fezes, contudo o seu habitat natural é o
intestino de humanos e animais. As principias fontes de contaminagao sao carnes,

ovos, frutos do mar, leites e derivados (Shinohara et al., 2008).
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Em alguns trabalhos onde foram analisados sucos e refrescos de laranja,

também nao foi detectada a presenca de Sa/monella sp. em nenhuma das amostras
(Oliveira et al., 2006; Silveira & Bertagnolli, 2012; Brum et al., 2014). Em relacado a
couve, corroborando com o presente trabalho, Evangelista (2009) e dos Santos et al.
(2012) também nao relatam a presenca do género. Porém, em algumas pesquisas
analisando isoladamente apenas suco de laranja ou couve manteiga, foram
encontradas contaminagdes pelo patdgeno em questao, estando, portanto, improprios
para consumo (Garcia et al., 2012; Barbosa, 2014; Santos, 2016).

Mesmo com a auséncia de colbnias tipicas, todos os 40 isolados que obtiveram
crescimento nos meios seletivos foram identificados, nao havendo identificacdes de
Salmonella spp. A Figura 2 exibe as identificacOes dos isolados obtidos em agar XLD e

SS.

Figura 2: Identificacao de isolados bacterianos obtidos a partir de meios seletivos e

diferenciais (XLD e SS) para Sa/monella sp.
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Dentre os resultados obtidos podemos chegar a identificacdo em nivel de

espécie de praticamente todos os isolados obtidos, com excecao de duas espécies de
bastonete Gram negativos e duas espécies de fungos leveduriformes. Nenhuma das
identificacOes indicam os microrganismos preconizados pela RDC 12, no entanto,
podemos encontrar isolados com potencial patogénico que podem trazer maleficios a
saude humana quando em alta contagem, conforme compilagdo de identificacdes

apresentados na Figura 3.
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Figura 3: Identificacao de todos os isolados obtidos a partir do suco verde

As espécies mais encontradas no suco verde foram pertencentes ao complexo
Enterobacter cloacae (30,1%), seguido de Klebsiella pneumoniae ssp pneumonia
(20,5%). O complexo E. cloacae compreende seis espécies distintas devido a grande

heterogeneidade genética que este grupo possui: Enterobacter cloacae, Enterobacter
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asburiae, Enterobacter hormaechei, Enterobacter kobei, Enterobacter ludwigii and
Enterobacter nimipressuralis (Mezzatesta et al., 2012).

Em seu estudo, Mezzatesta et al. (2012) confirmaram a ascensdo da relevancia
destes microrganismos majoritariamente identificados como patégenos hospitalares.
Até 1970, estas bactérias eram consideradas comensais tipicas e nenhuma evidéncia
sugeria que seu significado clinico se estenderia além de infeccOes oportunistas. Alves
(2015) corrobora com estas afirmagdes, e complementa que membros do complexo
Enterobacter cloacae podem ser isolados de amostras clinicas e de alimentos, sendo
por vezes considerado um patdgeno oportunista. No entanto, ha grande relevancia na
associacao dessas bactérias com casos de infeccdes nosocomiais. A presenca dessas
bactérias em alimentos pode colaborar para o processo de disseminagao microbiana,
como também para os processos de resisténcia a antimicrobianos (Davin-Regli e
Pagés, 2015).

Os mecanismos patogénicos e fatores que contribuem na doenca associada com
E. cloacae ainda nao sao entendidos. A capacidade de formar biofilmes e secretar
varias citotoxinas sdo importantes para sua patogenicidade (Krzyminska et al., 2009;
Davin-Regli & Pages, 2015) o que pode associa-lo a contaminacdo de maquinario e a
intoxicacoes.

Se tratando de Klebsiella sp., alguns autores confirmam que a colonizagao do
trato gastrintestinal por este microrganismo ocorre em todas as pessoas, que acabam
por ser uma importante fonte de transmissao. Estudos tém demonstrado que pelo
menos 80% dos pacientes com infeccao por K. pneumoniae produtoras de B-lactamase
de espectro ampliado (ESBL) em unidades hospitalares, tiveram infeccdes precedidas

pela colonizagao do trato gastrintestinal (Shlaes, 1997; Piroth et al., 1998).
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A patogenicidade de Klebsiella spp. pode ser atribuida a producdao de
enterotoxina estavel ao calor; a habilidade de metabolizar a lactose; a presenca de
capsula ou lipopolissacarideo; a presenca de adesinas, com ou sem fimbrias, que
favorecem sua adesao as mucosas, as células epiteliais do trato intestinal, urogenital
e respiratdrio para produzir o processo infeccioso e proteger a bactéria dos fatores
bactericidas do soro, acompanhado pela inibicao da ativacao dos componentes do
complemento. A maioria dos isolados clinicos de K. pneumoniae é encapsulada e adere
in vitro a células intestinais com padrao agregativo (Madson et al., 1994).

Em um estudo de analise microbioldgica de suco de laranja, estirpes de
Klebsiella sp. mostraram seis diferentes perfis de multirresisténcia, todos apresentando
resisténcia a ampicilina e carbenicilina, além de: Amoxicilina + acido clavulanico
(5,45%); Cotrimoxazol (3,64%); Amoxicilina + acido clavulanico e cefalotina (1,82%);
Amoxicilina + acido clavulanico e cotrimoxazol (3,64%); cefalotina e cotrimoxazol
(1,82%); Amoxicilina + acido clavulanico, cefalotina e cotrimoxazol (1,82%). O género
Klebsiella apresenta resisténcia cromossdmica a antimicrobianos da classe dos B-
lactamicos, o que explica sua alta resisténcia a ampicilina e carbenicilina (Oliveira et
al., 2006).

Em pesquisa de perfil de resisténcia microbiano de coliformes encontrados em
saladas de restaurantes self-service, foram analisados diversos isolados que
apresentaram resisténcia a antibidticos. No caso de dois isolados de Serratia sp., um
foi resistente a ampicilina, cefalotina, cloranfenicol, gentamicina, imipenema e
tetraciclina, enquanto outro foi resistente a canamicina, acido nalidixico e cloranfenicol,
sendo consideradas multirresistentes, o que constitui um perfil de resisténcia

comumente encontrado em amostras clinicas (Junqueira et al., 2008).
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4. CONCLUSOES

Os dados obtidos neste estudo mostram que todas as amostras analisadas
estavam proprias para consumo conforme a legislacao vigente. Porém, de acordo com
os testes confirmativos da metodologia tradicional preconizada, quatro amostras
estavam em ndo-conformidade. Apds a identificacdo dos isolados, observou-se que
nenhuma das amostras estavam contaminadas com 0s microrganismos indicadores,
alertando para o uso do padrao coliformes termotolerantes para estabelecimento de
contaminacao de origem fecal em alimentos. A auséncia de Escherichia coli e
Salmonella diminui o potencial risco a saude do consumidor, porém, outros
microrganismos com potencial patogénico foram identificados.

Faz-se necessario uma atualizagao por parte das agéncias reguladoras no que
se diz respeito a identificacao microbiana. Observou-se que novas metodologias devem
ser aplicadas para que nao ocorram “falsos positivos” em relacgdo a microbiota
indicadora, tendo em vista que no grupo dos coliformes termotolerantes estao inclusos
espécimes que sao encontrados corriqueiramente em alimentos de origem vegetal.

Em relacdo a microbiota associada, sao necessarias reformulagdes nos
parametros de analise, pois um microrganismo considerado oportunista, dependendo
da dose e a imunidade do individuo, podera aumentar o risco potencial a salde,
principalmente para consumidores imunocomprometidos. Seus fatores de viruléncia e
sua resisténcia a antibidticos tornam-se de grande valia para determinar o potencial
patogénico e risco que trazem ao consumidor.

O consumidor procura este tipo de alimento, buscando as caracteristicas
benéficas a saude. Sendo assim, & necessario um controle rigoroso no processo

produtivo, objetivando diminuir a carga microbiana associada a matéria-prima,
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evitando consequéncias danosas tanto a salde do consumidor quanto a durabilidade
do produto, entregando ao publico um alimento seguro. Entre as medidas que
poderiam ser aplicadas como controle estdo a sanitizacdo de equipamentos, matérias-
primas e superficies de contato, além de boas praticas de fabricacdo, treinamento dos

funcionarios e fiscalizacao dos estabelecimentos.
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