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RESUMO

Listeria monocytogenes é destacado como sendo um patdgeno bacteriano que causa
doenga grave em pessoas e animais, chamada listeriose. Em todo o mundo, estima-se que
quase 90% dos casos humanos ocorrem ap6s o consumo de alimentos contaminados.
Obijetivou-se verificar a ocorréncia de L. monocytogenes e 0s aspectos microbioldgicos nos
queijos coalho e de manteiga comercializados fatiados no comércio varejista do municipio de
Arapiraca - AL. Foram colhidas 60 amostras de queijos em estabelecimentos varejistas, entre
agosto e dezembro de 2018. Foi realizada Pesquisa de Listeria spp., determinagdo do NMP de
Coliformes a 45°C e contagens de Mesofilos e Psicrotréficos. Detectou-se a presenca de
Listeria monocytogenes em duas amostras, que posteriormente foram confirmadas através de
gPCR. Em relacdo ao NMP de Coliformes a 45°, 83,3% (25/30) das amostras de queijo
coalho e 80% (24/30) das amostras de queijo manteiga encontravam-se acima do limite. As
contagens de meséfilos em amostras de queijos manteiga variaram entre 1 x 10° e 6 x 10° e
entre 1 x 10° e 1,24 x 10" UFC/g em queijos coalho. Os valores obtidos na analise de
microrganismos psicrotréficos variaram entre 1 x 10° e 3,4 x 10° em queijos coalho e entre 1
x 10° e 2 x 10°, em queijos manteiga. A L. monocytogenes ocorre em queijos coalhos
comercializados fatiados em estabelecimentos varejistas de Arapiraca — AL e as condicdes
higiénico-sanitarias inadequadas durante a cadeia produtiva desses queijos representam um
risco a saude publica.

Palavras-chave: Listeria monocytogenes. Queijos fatiados. Comércio varejista.



ABSTRACT

Listeria monocytogenes is highlighted as being a bacterial pathogen that causes severe
disease in people and animals, called listeriosis. Around the world, it is estimated that almost
90% of human processes were performed after consumption of contaminated food. The
objective of this study was to verify the occurrence of L. monocytogenes and the
microbiological aspects in the cheeses of the rennet and butter marketed sliced in the retail
trade of the municipality of Arapiraca-AL. 60 cheese samples were collected in
establishments Between August and December 2018. The research of Listeria spp.,
determination of the NMP of coliforms at 45 ° C, and Mesophilic and psyrotrophic counts
were performed. The presence of Listeria monocytogenes was detected in two samples, which
were subsequently confirmed by gPCR. In relation to the NMP of Coliformes at 45 °, 83.3%
(25/30) of the samples of rennet cheese and 80% (24/30) of the samples of butter cheese were
above the limit. The mesophilic counts in butter cheese samples ranged from 1 x 10° to 6 x
10° and between 1 x 10° and 1.24 x 10" CFU/g in Coalho cheeses. The values obtained in the
analysis of psychrotrophic microorganisms ranged from 1 x 10% to 3.4 x 10° in cheeses and
between 1 x 10° and 2 x 10°, in butter cheeses. L. monocytogenes occurs in cheeses sold sliced
in stores of Arapiraca — AL and inadequate hygienic-sanitary conditions during the production
chain of these cheeses represent a risk to public health.

Keywords: Listeria monocytogenes. Sliced cheeses. Retail trade.
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1. INTRODUCAO

As Doengas Transmitidas por Alimentos (DTA’s) sdo motivo de grande preocupagéo
de saude publica global. Sua ocorréncia é favorecida pela ingestdo de alimentos e/ou agua
contaminados. Os sintomas dependem do tipo de patégeno, sendo 0s mais comuns vomitos,
néuseas, dores abdominais e diarreia. O periodo de incubacdo varia conforme o agente
etiologico, mas usualmente ¢ curto, variando de 1 a 7 dias. O tratamento das DTA’s
depende da sintomatologia, mas em geral, trata-se de doenca autolimitada, por isso o baseia-
se em medidas de suporte para evitar a desidratacdo e 6bito (BRASIL, 2019).

Nos Estados Unidos da America, em 2016, houve 24.029 casos de DTA, com 5.512
hospitalizacdes e 96 mortes (CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION,
2013). No Brasil, foram reportados 12.503 casos de (surtos) DTA’s, entre 0s anos de 2010 e
2017, com 236.403 hospitalizacdes e 182 mortes (BRASIL, 2018).

Nesse cenario, Listeria monocytogenes € destacado como sendo um patdgeno
bacteriano que causa doenca grave em pessoas e animais, chamada listeriose. Em todo o
mundo, estima-se que quase 90% dos casos humanos ocorrem apds o consumo de alimentos
contaminados. Os alimentos mais frequentemente implicados, tanto em surtos como em casos
esporadicos, sdo 0s queijos, salsichas, leite ndo pasteurizado, produtos lacteos, saladas e
produtos prontos refrigerados (CARTWRIGHT, et al. 2013).

Os casos de listeriose em animais estdo diretamente relacionadas com a ingestdo de
silagem contaminada. Isto deve-se ao fato de a silagem estar indevidamente armazenada,
proporcionando um meio favoravel ao crescimento da bactéria. A doenca apresenta-se através
de trés formas: a forma encefélica, a septicémica e a abortiva. Os sinais clinicos variam de
acordo com o animal, podendo este apresentar hipertermia, prostracdo, inapeténcia, anorexia e
a presenca de sinais neurologicos que diferem dependendo da localizacdo das lesbes
provocadas pela L. monocytogenes no SNC. (STECKLER et al., 2017; DHAMA et al., 2015;
FENTAHUN, 2012)

Por apresentar natureza ubiqua, L. monocytogenes pode se estabelecer em ambientes
diversificados, tendo sido recuperada inclusive tanto em ambientes domesticos, tais como
superficies de cozinhas e refrigeradores, como em plantas de fabricacdo e embalagem,
instalacdes de distribuicdo e armazenamento. Além disso, a capacidade de sobreviver por
longos periodos em temperaturas de refrigeracdo e de congelamento, torna esse patdgeno
responsavel pelo aumento dos riscos de contaminacdo de alimentos (LEONG et al. 2017;
WIECKZOREC e OZEK, 2017).
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Um fator relevante que contribui para a multiplicagdo dos microrganismos em queijos
¢ a pratica de fatiar esse alimento, muito praticada por estabelecimentos varejistas. O
fatiamento eleva o risco de contaminagdo, devido as condi¢des de higiene durante a
manipulacdo e ao contato com superficies higienizadas de forma inadequada (FAI et al.,
2011).

Desse modo, objetivou-se realizar uma revisdo de literatura acerca das caracteristicas
dos queijos coalhos e manteiga, bem como sobre os aspectos microbiolégicos com énfase em
L. monocytogenes e fatores de risco para a contaminagdo desses produtos, relacionando-os

com os impactos gerados a salde publica.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Queijos coalho e Manteiga

O consumo de produtos artesanais, como 0s queijos, € uma tradicdo em muitos estados
brasileiros e esta ligado a cultura regional. O modo de producgéo e as propriedades do leite
estdo relacionados com a qualidade dos queijos, assim, esses produtos refletem o territorio em
que sdo fabricados. (ZAFFARI et al., 2007; PAQUEREAU et al., 2016).

De acordo com Dantas (2013), os queijos coalho e manteiga sdo considerados
patriménios da populagdo nordestina, com grande importancia no contexto sociocultural e
econémico da regido. Devido a simples tecnologia aplicada na elaboracdo desses queijos,
esses produtos sdo fabricados em larga escala e fazem parte das refeicdes diarias da
populacdo. Sendo assim, o estimulo ao consumo desse produto significa proteger uma cultura
e a singularidade de seu ambiente histdrico e cultural.

Queijo de coalho € um alimento tipico brasileiro, produzido a partir de leite cru ou
pasteurizado na Regido Nordeste ha mais de 150 anos. Tem como principais caracteristicas o
sabor ligeiramente salgado e acido e sua resisténcia ao calor sem derreter, dessa forma
permite a preparagdo do “popular” queijo assado. O queijo de Coalho ¢ produzido
principalmente nos estados do nordeste do Brasil: Pernambuco, Ceara, Rio Grande do Norte,
Paraiba e Alagoas. Esse queijo tem uma participacdo consideravel na economia, na qual é
importante na composi¢do da renda dos fornecedores de leite, principalmente daqueles que
ndo tém acesso a unidades de processamento de leite (QUEIROGA et al., 2013; SILVA et al.,
2012; PAQUEREAU et al., 2016).

O queijo de manteiga surgiu no periodo da colonizacdo dos sertdes, sendo, portanto,
um produto genuinamente brasileiro, no entanto, com influéncias de outras culturas
(VENTURA, 1987). Entende-se por Queijo de Manteiga “o produto obtido mediante
coagulagdo do leite com emprego de &cidos organicos de grau alimenticio, cuja massa €
submetida a dessoragem, lavagem e fusdo, com acréscimo exclusivamente de manteiga de
garrafa ou manteiga da terra ou manteiga do sertdo” (BRASIL, 2001).

O queijo de manteiga apresenta como caracteristicas sensoriais, consisténcia macia,
tendendo a untuosidade, textura fechada, semi-friavel, podendo conter goticulas de gordura
liquida no seu interior. A cor € amarelo-palha, proveniente da manteiga de garrafa. O sabor é

pouco acentuado, lembrando a manteiga de garrafa, levemente acido, podendo ser salgado ou
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ndo. A crosta é fina, sem trincas. Segundo o Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade
(RTIQ) de Queijo de Manteiga, o produto é caracterizado por conter um teor de gordura nos
solidos totais variando entre 25% e 55%, devendo apresentar um teor maximo de umidade de
54,9% (BRASIL, 2001).

Apesar de existirem poucos estudos sobre o queijo de manteiga, a maioria demonstra
uma grande variacdo em relagdo a sua composicdo, principalmente em relacdo a gordura,
umidade e extrato seco, 0s quais sdo parametros fundamentais utilizados na classificacdo
deste queijo. No estado do Rio Grande do Norte, por exemplo, a qualidade do leite usado na
fabricagdo informal de queijos artesanais ndo é considerada de boa qualidade e de acordo com
Medeiros et al. (2017), em vinte e quatro por cento deste leite ha suspeita de fraude, o que

também influencia nos parametros pesquisados no queijo de manteiga.

2.2 Aspectos microbioldgicos dos queijos

Os queijos artesanais sdo alimentos muito manipulados e, por esse motivo, passiveis
de contaminacao, especialmente de origem bacterioldgica. Essa condigédo é agravada pelo uso
do leite cru, principalmente quando ndo ha emprego de boas praticas ou ndo sao maturados
por periodo suficiente. A pesquisa bacteriologica permite, muitas vezes, entender as
condigdes sob as quais um produto foi produzido, sendo fundamental na produgdo de
alimentos seguros e na garantia da satde do consumidor (PINTO, 2009).

A contaminagdo microbiana de queijos merece atencdo ao considerar que bactérias
patogénicas sdo comumente encontradas em derivados lacteos. Varios estudos indicam a
contaminacdo de queijos por microrganismos patogénicos, tais como: E. coli e L.
monocytogenes (ARAUJO et al., 2017; FOX et al., 2017).

Os queijos sdo muitas vezes considerados fontes de infecgédo, especialmente 0s queijos
frescos e artesanais (FEITOSA et al., 2003). Eles podem ser facilmente contaminados entre o
processo de ordenha e sua chegada ao mercado de varejo, mesmo quando um tratamento
térmico ou um processo de pasteurizacdo sdo realizados nos estagios iniciais de producéo.
Com isso, os consumidores ficam suscetiveis a doencas transmitidas por alimentos. Estas
doengas sdo causadas principalmente por Staphylococcus aureus, Salmonella, Escherichia
coli patogénica e, menos frequentemente, Listeria monocytogenes (DE BUYSER et al., 2001;
KOUSTA et al., 2010).
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A presenca de L. monocytogenes em alimentos prontos para consumo € bastante
preocupante, devido as suas caracteristicas psicrotroficas, resisténcia a alta concentracdo de
sal e capacidade para sobreviver e crescer em alimentos refrigerados, de forma aerdbica e
anaerobia, em uma ampla gama de pH, que varia de 4,6 a 9,4 (BRASILEIRO et al. 2016; DU
etal., 2017).

Os alimentos que sdo consumidos sem tratamento térmico adicional sdo as principais
fontes de surtos de listeriose. A principal via de contaminacdo para L. monocytogenes é
através da contaminacdo cruzada entre equipamentos e alimentos durante o processamento,
pois a bactéria possui a capacidade de persistir em nichos ambientais, como rachaduras em
equipamentos, os quais conferem protecdo contra a rotina de higienizacdo (MORETRO et al.,
2017).

2.3 Género Listeria

O género Listeria spp. ja possui pelo menos 17 espécies identificadas (ORSI E
WIEDMANN, 2016), classificado quanto a morfologia em bacilos curtos (0,4 a 0,5 um de
didmetro ¢ 0,5 a 2 pum de comprimento), composto por microrganismos anaerobios
facultativos, gram-positivos, catalase-positivos, produtores de &cido latico a partir da glicose e
de outros agucares, movel quando cultivada a 25°C e pouco imovel a 37°C, ndo formador de
esporos, psicrotrofico, que apresentam ampla distribuicdo em amostras alimentares,
ambientais e clinicas (TAO et al., 2017).

Devido a essa condicdo ubiquitaria e a tolerancia a severas condi¢des ambientais, a
Listeria pode contaminar alimentos em multiplos pontos durante as etapas de fabricagdo e
distribuicdo. Sua capacidade de crescer também em temperaturas de refrigeracao eleva o risco
de contaminagdo cruzada dos alimentos refrigerados, sendo os alimentos prontos para
consumo, como carnes, aves e laticinios os principais veiculos para a transmissao (LIU et al.,
2015).

Até a década de 40, L. monocytogenes era a unica espécie reconhecida do género
Listeria. Pouco antes da década de 1990, j& tinham descritas, ao total, seis espécies — L.
monocytogenes, L. innocua, L. ivanovii, L. welshimeri, L. seeligeri e L. grayi - denominadas
como os géneros “classicos” de Listeria spp., isoladas de alimentos. As espécies isoladas
variavam de acordo com o tipo de alimento e a metodologia de deteccdo utilizada, embora L.

innocua e L. monocytogenes serem as mais frequentemente isoladas (BARRE et al., 2016).
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Dentre as 17 espécies de Listeria, apenas L. monocytogenes e L. ivanovii sdo
consideradas patogénicas. L. monocytogenes é patogénica para o0 homem e, é o agente
causador da listeriose, uma das mais severas infec¢des alimentares. Essa infeccdo alimentar
aparece como a terceira principal causa de obitos entre DTA’s nos Estados Unidos. Os casos
de doengas e surtos causados por este microrganismo tém um impacto econémico
consideravel para a sociedade e para industria de alimentos (IVANEK et al., 2004; ORSI;
WIEDMANN, 2016; AMAJOUD et al., 2017).

2.4 Listeria monocytogenes

L. monocytogenes diferencia-se de outros patdgenos causadores de doencas de origem
alimentar pela capacidade de se multiplicar em uma ampla faixa de temperatura, de 0 a 45 °C,
e de pH, de 4,1 a 9,6, podendo sobreviver nos alimentos por um longo periodo de tempo;
também tem a capacidade de se multiplicar em altas concentrac@es de sal (NaCl), 10 %, e de
sobreviver em concentracdes ainda maiores; além de crescer em condi¢Oes de atividade de
agua (aw) de 0,90 a 0,97. (FRIEDLY et al., 2008).

A caracteristica psicrotrofica desse patdgeno é possivel devido um prolongamento da
fase lag em temperaturas de refrigeracéo e da integridade celular, onde o sistema de transporte
energético resistente ao frio estimula o metabolismo sob baixas temperaturas, propiciando
altas concentracOes de substratos intracelulares (MANTILLA et al., 2007). O congelamento a
-18°C e descongelamentos sucessivos ndo sao capazes de inativar essa espécie (COLE et al.,
1990; SCHUCHAT et al., 1991; JAY, LOESSNER & GOLDEN, 2005).

O fatiamento eleva o risco de contaminacéo, devido as condigdes de higiene durante a
manipulacdo e ao contato com superficies higienizadas de forma inadequada (FAI et al.,
2011). Para Luber et al. (2011), a etapa de fatiamento deve ser considerada um ponto critico
de controle, pois submete produtos que atendem a uma expressiva parcela da populacéo,
como os produtos fatiados em supermercados, a manipulacdo excessiva e ao risco de
contaminacdo cruzada, na mesma ordem do ambiente industrial. Além disso, produtos
fatiados geralmente ndo sdo tratados termicamente apds a comercializacdo, sendo destinados
ao pronto consumo.

Atualmente, j& sdo conhecidos treze sorotipos de L. monocytogenes (1/2a, 1/2b, 1/2c,
3a, 3b, 3c, 4a, 4ab, 4b, 4c, 4d, 4e, 7), sendo essa heterogeneidade antigénica relacionada com

0 grande numero de hospedeiros nos quais o agente é capaz de se multiplicar (JAY,
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LOESSNER & GOLDEN, 2005). Todos os sorotipos de L. monocytogenes possuem potencial
de causar listeriose em humanos (LOTFOLLAHI et al., 2017), no entanto, os sorotipos 1/2a,
1/2b e 4b estdo envolvidos em mais de 95% dos casos (FARBER & PETERKIN, 1991;
ROCOURT, 1996; CHAE & SCHRAFT, 2000; WIEDMANN et al., 2002; DOUMITH et al.,
2004a; HAIN et al., 2007; LIU et al., 2007; PORT & FREITAG, 2007; SWAMINATHAN &
GERNER-SMIDT, 2007). Entre esses trés sorotipos, as cepas do sorotipo 4b sdo associadas a
mais de 50% dos casos da doenca em todo o mundo (BORUCKI et al., 2003). Esta
predominancia sugere uma melhor adaptacdo aos tecidos dos hospedeiros mamiferos do que o
sorotipo 1/2 (VAZQUEZ-BOLAND et al., 2001), que por sua vez é mais relacionado com
alimentos e ambientes industriais (BORUCKI et al., 2003).

Ao longo do seu processo evolutivo, L. monocytogenes adquiriu uma variedade de
fatores de viruléncia que lhe permitem viver em diferentes ambientes na forma livre, na forma
de biofilmes ou na forma intracelular nas células do hospedeiro (CAMARGO et al., 2016).

Sua patogenicidade esta concentrada em sua habilidade de sobreviver e multiplicar-se
em células fagocitarias dos hospedeiros. A L. monocytogenes produz protuberancias nas
células adjacentes e entra no citoplasma para repetir o ciclo onde escapa do vacuolo e se
multiplica (CRUZ et al., 2008), por ser um patogeno intracelular facultativo, capaz de crescer
em macrofagos, células epiteliais e fibroblastos. Todas as cepas virulentas produzem uma
hemolisina, a listeriolisina O (LLO), que tem relacdo genética com a estreptomicina O e a
pneumolisina. ApoOs a ruptura das membranas dos lisossomas, as enzimas sao liberadas e
provocam a destruicdo dos macrofagos e mondécitos (MANTILLA et al., 2007).

Além da liberacgdo das células bacterianas no citoplasma celular, por meio da formagao
de poros na membrana dos vacutolos, as LLO sdo as proteinas responsaveis pela atividade
hemolitica em isolados virulentos, cuja acdo pode ser evidenciada ao redor das colbnias
quando cultivadas em &gar sangue. E uma hemolisina, formadoras de poros colesterol-
dependentes, sendo necessaria para a sobrevivéncia e proliferacdo de L. monocytogenes
dentro de macrofagos e fagocitos, e é considerada o principal fator de viruléncia do patégeno
(VAZQUEZ-BOLAND et al., 1989; COSSART, 2002).

A hemolise é uma importante caracteristica, que podera ser diretamente relacionada
com a patogenicidade da Listeria, as Listeria spp ndo hemoliticas sdo praticamente
consideradas ndo patogénicas (COURTIEU, 1991). A hemdlise € o principal fator de
viruléncia de L. monocytogenes, outras duas espécies de L. seeligeri e L. ivanovii, sdo B-

hemdlise, sendo que a espécie nao-patogenica (L. seeligeri) forma um estreito halo de
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hemolise, similar ao de L. monocytogenes, j& a L. ivanovii produz um halo muito maior
(KONEMAN et al, 2001). Vale ressaltar que tem sido observado que todas as amostras de
Listeria patogénica sdo hemoliticas, mas nem toda Listeria hemolitica é patogénica. (HOF;
ROCOURT, 1992).

L. monocytogenes tem sido considerada como um patégeno de mais de 50 mamiferos,
incluindo humanos, aves silvestres, peixes e crustaceos, caracterizando que a transmissao
zoonOtica é relevante. Ndo pode ser descartada a possibilidade de animais e humanos

saudaveis serem portadores da bactéria (JAY, 2005).

2.5 Listeriose

A maioria dos casos de listeriose em humanos é de origem alimentar, sendo que 0s
alimentos prontos para 0 consumo representam os alimentos de maior risco na transmisséo
(FAO/WHO, 2004; SCALLAN et. al., 2011). Em adultos saudaveis, as infec¢cbes com L.
monocytogenes sdo raras e tipicamente causam uma doenca gastrointestinal relativamente
leve (RYSER & MARTH, 2007), sendo o periodo médio de incubacdo de 24 horas. Nestes
casos, 0s sintomas séo diarreia, febre, dor abdominal, dor de cabeca e mialgias, entretanto, a
maioria dos pacientes recuperam-se sem a necessidade de tratamento com antibidticos
(SWAMINATHAN & GERNERSMIDT, 2007).

Caso o sistema imune ndo seja capaz de controlar de forma eficiente a infeccéo, a
multiplicacdo persiste e a infeccdo pode atingir a corrente sanguinea e os linfonodos. Apos a
chegada na corrente sanguinea, a maioria das bactérias atingem o figado e o bago, onde ocorre
a replicacdo no interior dos macréfagos. Se ndo houver uma resposta imune eficaz, o
microrganismo pode atingir o cérebro e a placenta (VERA et al., 2013).

Vaérios fatores podem contribuir para o desenvolvimento de listeriose em humanos,
como o numero de células bacterianas ingeridas, a imunidade do hospedeiro e o potencial de
viruléncia de cada cepa (VAZQUEZ-BOLAND et al., 2001). A doenca pode ser caracterizada
por trés sindromes: gastroenterite febril; listeriose maternofetal/neonatal; bacteremia com ou
sem acometimento do sistema nervoso central (CAMARGO et al., 2016).

Existem duas formas de listeriose associadas com L. monocytogenes: ndo invasiva e
invasiva. A forma ndo invasiva é a mais branda e se apresenta como uma gripe e ou uma

doenga gastrointestinal autolimitada, caracterizada pelo desenvolvimento de febre, diarreia,
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ndusea, vomito, dor de cabeca e mialgia; ocorre dentro de 12 a 24 horas ap6s a exposi¢do
(NEWELL et al.,2010).

Ja a forma invasiva, que acomete normalmente os individuos imunocomprometidos,
idosos, gestantes e neonatos, caracteriza-se por uma alta taxa de letalidade, cuja taxa média
varia entre 20 a 30% e a mais elevada taxa de internacdo hospitalar (90%) entre todos os
agentes patogénicos de origem alimentar (LEONG et al., 2017). Uma vez ingeridas, L.
monocytogenes invadem o epitélio gastrointestinal, passam para a corrente sanguinea,
podendo infectar 6rgdos como figado, baco e sistema linfatico. Pode atravessar a barreira da
placenta e infectar o feto, levando a parto prematuro, natimortos e ou abortos. A natureza
invasiva desse microrganismo leva a condicdes fatais, como sepse, encefalites e meningites.
Podem incluir outras infeccbes como endocardite, peritonite, pneumonia e osteomielite
(LUBER et al., 2011).

Em casos de meningite listérica, a taxa de mortalidade pode chegar a 70%, ja quando
causa septicemia a taxa de mortalidade é de 50% e em infecgBes perinatais neonatais é acima
de 80%. As infeccBes também podem ocorrer sem a presenca de sintomas, resultando na
excrecdo fecal de L. monocytogenes (FORSYTHE, 2013). ApresentacGes mais raras neste
grupo, incluem meningoencefalite e encefalite, em conjunto com as infec¢des focais, dentre
elas endocardite, pneumonia, peritonite e formacdo de abscessos (MCLAUCHLIN et al.,
2004).

Em adultos mais velhos, geralmente com mais de 50 anos de idade, e individuos
imunocomprometidos, a listeriose invasiva geralmente apresenta tropismo pelo sistema
nervoso central, cursando com septicemia, meningite, meningoencefalite, romboencefalite e
abcessos cerebrais (DISSON & LECUIT, 2012).

O periodo de incubacdo da listeriose, desde a exposicdo até o aparecimento da
sintomatologia, € muito variavel, podendo ocorrer de 1 a 90 dias, 0 que torna a identificacéo
do patdgeno e o rastreamento da fonte de alimentos contaminados de dificil detec¢do. A dose
infectante de L. monocytogenes para humanos ndo estd claramente estabelecida, podendo
variar de acordo com as condi¢Bes imunitarias do hospedeiro e a variabilidade na viruléncia
do patogeno. Outra dificuldade de se estabelecer a dose infectante estd no fato do longo
periodo de incubacgéo da doenca e nesse tempo poder haver multiplicacdo, morte ou injuria do
microrganismo no alimento incriminado ou até ndo haver mais o alimento disponivel para
pesquisa do patégeno (MARTINS; LEAL GERMANO, 2011).
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2.6 Surtos de Listeriose

Surtos de Listeriose estdo comumente associados ao consumo de produtos alimentares
prontos para 0 consumo, como por exemplo, o queijo e embutidos carneos (HEIMAN et al.,
2016), por outro lado, a contaminacdo dos alimentos com este patdgeno pode resultar na
sobrevivéncia e crescimento do microrganismo durante o armazenamento, mesmo em
temperaturas de refrigeracdo devido a sua natureza psicrotréfica (NASSAU et al., 2017).

O primeiro surto de listeriose de origem alimentar, registrado e documentado, foi na
América do Norte em 1981, no Canada. O surto envolveu a ingestdo de salada contendo
repolho contaminado pelo adubo utilizado proveniente de ovinos, o que resultou em 41
pessoas acometidas e 11 mortes (SCHLECH Il et al., 1983).

No ano de 2015, Food and Drug Administration (FDA) listou mais de 25 casos de
listeriose devidos a alimentos prontos para 0 consumo contaminados com L. monocytogenes
nos Estados Unidos (LUCHANSKY et al., 2017). Na maioria dos paises da Unido Europeia,
os casos de listeriose sdo de notificacdo obrigatoria. As infeccdes por L. monocytogenes sdo
relatadas na populacdo idosa na faixa etaria entre 64 e 84 anos. De acordo com o
Regulamento 2073/2005, a tolerancia permitida de um valor menor ou igual a 100 unidades
formadoras de col6nias por grama (UFC/g) aplica-se durante toda a vida de prateleira dos
alimentos no mercado (EUROPEAN FOOD SAFETY AUTHORITY, 2015).

No Brasil, as informacdes sobre as doencas causadas pela ingestdo de alimentos
contaminados por micro-organismos com potencial patogénico sdo bastante escassas. H4 uma
grande deficiéncia no diagnostico clinico e na notificagdo de casos e surtos de listeriose
alimentar, o que se reflete na inexisténcia de relatos oficiais por parte das autoridades
sanitarias resultando na falta de dados que ilustrem a magnitude da listeriose no pais (CRUZ,
MARTINEZ & DESTRO, 2008). Apesar da deficiéncia na descri¢do de surtos de listeriose de
origem alimentar no pais, sdo frequentes os trabalhos relatando a presenca de L.
monocytogenes em alimentos variados e no ambiente industrial (CAMARGO et al., 2014;
BYRNE et al., 2016; SILVA et al., 2016; IGLESIAS et al., 2017; OXARAN et al., 2017;
SCHAFER et al., 2017).
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2.7 Legislacao

Os paises diferem em sua legislacdo em relacdo a presenca de L. monocytogenes em
alimentos. Alguns deles, como os Estados Unidos, segue uma politica de tolerancia zero sobre
a presenca desse patdgeno em alimentos prontos para consumo (GELBICOVA &
KARPISKOVA, 2009). No entanto, em 2008, a Food and Drug Administration (FDA)
publicou um Guia de Politica de Conformidade que propde uma tolerancia de 100 Unidades
Formadoras de Col6nia (UFC)/g em alimentos prontos para 0 consumo que ndo suportam a
multiplicacdo de Listeria spp. (FDA, 2008). Nos Estados-Membros da Unido Europeia (UE),
0 Regulamento n° 34 2073/2005 permite uma contagem de até 100 UFC/g nos alimentos
prontos para o consumo, sendo este limite considerado seguro para os consumidores (UE,
2005).

No Brasil, 0 queijo é o Unico tipo de alimento que possui padrdo em relacdo L.
monocytogenes. A Portaria 146/1996 do Ministério da Agricultura Pecuéria e Abastecimento
(MAPA) (BRASIL, 1996) e a Resolucgéo da Diretoria Colegiada - RDC 12/2001 da Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (BRASIL, 2001) estabelece os requisitos microbioldgicos
para queijos e determina que os produtos de umidade acima de 46% devem ser isentos desse
patogeno.

Resolucdo RDC n° 216 (BRASIL, 2004), estabelece procedimentos de boas préaticas
para servicos de alimentacdo a fim de garantir as condi¢Ges higiénico-sanitarias do alimento
preparado. Essa legislacdo define servicos de alimentacdo, estabelecimentos que realizam,
entre outras atividades, o fracionamento, armazenamento e exposicdo a venda e define como
alimento preparado os alimentos manipulados e preparados em servicos de alimentacdo,
expostos & venda embalados ou ndo. Esta resolucdo determina medidas com o intuito de
minimizar o risco de contaminacdo cruzada, como evitar o contato direto ou indireto entre
alimentos crus, semi-preparados; lavagem e antissepsia das mdos dos manipuladores antes do
manuseio do alimento preparado; as matérias primas e os ingredientes devem ser expostos a
temperatura ambiente somente pelo tempo minimo necessario para o fatiamento e quando as
matérias-primas e o0s ingredientes ndo forem utilizados em sua totalidade, devem ser
adequadamente acondicionados e identificados com, no minimo, as seguintes informacdes:
designacéo do produto, data de fracionamento e prazo de validade apos a abertura ou retirada
da embalagem original.

Um ponto importante a se considerar na Resolugdo RDC n° 216 (BRASIL, 2004), é a

informacdo do prazo maximo de consumo do alimento preparado e sob refrigeracdo a
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temperatura de 4°C, ou inferior, deve ser de 5 dias. Quando forem utilizadas temperaturas
superiores a 4°C e inferiores a 5°C, o prazo de consumo deve ser reduzido, de forma a
garantir as condicGes higiénico-sanitarias do alimento.

Em relacdo a validade, segundo a Instrucdo Normativa n° 22 (BRASIL,2005), a
validade e as informacdes sobre conservacdo doméstica sdo de responsabilidade da empresa;
onde devem constar nos rétulos das embalagens de produtos de origem animal, que exijam
condi¢des especiais para a sua conservacao, deve ser incluida uma legenda com caracteres
bem legiveis, indicando as precaugdes necessarias para manter as caracteristicas normais,
devendo ser indicadas as temperaturas maxima e minima para a conservacdo do produto e o
tempo que o fabricante, produtor ou fracionador garante sua durabilidade nessas condigdes. O
mesmo dispositivo é aplicado para produtos de origem animal que pode se alterar depois de
abertas suas embalagens originas como € o caso das pecas inteiras de queijos fracionadas nos

supermercados.
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Resumo

Objetivou-se verificar a ocorréncia de L. monocytogenes, bem como caracterizar o
perfil microbiol6gico de queijos coalho e de manteiga comercializados fatiados no comércio
varejista do municipio de Arapiraca - AL. Foram colhidas 60 amostras de queijos em
estabelecimentos varejistas, entre agosto e dezembro de 2018. Foram realizadas Pesquisa de
Listeria spp., Determinagdo do NMP de Coliformes a 45°C e Contagens de Mesofilos e
Psicrotréficos. Detectou-se a presenca de Listeria monocytogenes em duas amostras,
posteriormente confirmadas através de qPCR. Em relacdo ao NMP de Coliformes a 45°,
83,3% (25/30) das amostras de queijo coalho e 80% (24/30) das amostras de queijo manteiga
encontravam-se acima do limite. As contagens de mesofilos em amostras de queijos manteiga
variaram entre 1 x 10% e 6 x 10° e entre 1 x 10° e 1,24 x 10" UFC/g em queijos coalho. Os
valores obtidos na analise de microrganismos psicrotréficos variaram entre 1 x 10° e 3,4 x 10°
em queijos coalho e entre 1 x 10% e 2 x 10°, em queijos manteiga. A L. monocytogenes ocorre
em queijos coalhos comercializados fatiados em estabelecimentos varejistas de Arapiraca —
AL e as condicdes higiénico-sanitarias inadequadas durante a cadeia produtiva desses queijos
representam um risco a satde publica.

Palavras-chave: Listeria monocytogenes; queijos fatiados; comércio varejista
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Abstract

The objective of this study was to verify the occurrence of L. monocytogenes, as well
as to characterize the microbiological profile of sliced cheeses and of butter marketed in the
retail trade of the municipality of Arapiraca-AL. 60 cheese samples were collected in
Establishments between August and December 2018. The research of Listeria spp.,
determination of the NMP of coliforms at 45°C, and Mesophilic and psyrotrophic counts were
performed. The presence of Listeria monocytogenes was detected in two samples,
subsequently confirmed by qPCR. In relation to the NMP of Coliformes at 45 °, 83.3%
(25/30) of the samples of rennet cheese and 80% (24/30) of the samples of butter cheese were
above the limit. The mesophilic counts in butter cheese samples ranged from 1 x 10° to 6 x
10° and between 1 x 10° and 1.24 x 10" CFU/g in Coalho cheeses. The values obtained in the
analysis of psychrotrophic microorganisms ranged from 1 x 10% to 3.4 x 10° in cheeses and
between 1 x 10° and 2 x 10°, in butter cheeses. L. monocytogenes occurs in cheeses sold sliced
in stores of Arapiraca — AL and inadequate hygienic-sanitary conditions during the production
chain of these cheeses represent a risk to public health.

Keywords: Listeria monocytogenes; Sliced cheeses; Retail trade

Introducéo

Os queijos coalho e manteiga sdo considerados patrimonios da populagdo nordestina,
com grande importancia no contexto sociocultural e econémico da regido. Devido a simples
tecnologia aplicada na elaboragdo desses queijos, esses produtos sdo fabricados em larga
escala e fazem parte das refeicGes diarias da populacdo. Sendo assim, o consumo desse
produto significa proteger uma cultura e a singularidade de seu ambiente historico (DANTAS,
2013).

A contaminagdo microbiana de queijos merece atencdo ao considerar que bactérias
patogénicas sdo comumente encontradas em derivados lacteos. Varios estudos indicam a
contaminacdo de queijos por microrganismos patogénicos, tais como: S. aureus, E. coli e L.
monocytogenes (LM) (ARAUJO et al., 2017). Segundo Chavada et al., (2014), LM pode
causar desde doencas gastrointestinais auto limitantes em pacientes comprometidos
imunologicamente, como também meningite, septicemia e aborto. Nesses casos observa-se
uma doenca febril leve, que pode se agravar dependendo da idade gestacional no momento da
infeccdo (MADJUNKOV, M.; CHAUDHRY, S.; ITO, S., 2017).
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Surtos de Listeriose estdo comumente associados ao consumo de produtos alimentares
prontos para o consumo, como por exemplo, o queijo e embutidos carneos (HEIMAN et al.,
2016), por outro lado, a contaminacdo dos alimentos com este patdgeno pode resultar na
sobrevivéncia e crescimento do microrganismo durante 0 armazenamento, mesmo em
temperaturas de refrigeracdo devido a sua natureza psicrotrofica (NASSAU et al., 2017).

Em nivel mundial, a contaminacdo por LM em queijos vem sendo discutida por Lahou
e Uyttendaele (2017) e Nassau et al. (2017). Esses autores demonstram que essa bactéria
possui um potencial de crescimento interno em queijos, e estudam formas de combate com
endolisinas para inativa-la. No Brasil, Oxaran et al., (2017) e Prates et al. (2017), apontam o
microrganismo como um importante patdgeno em queijos de média umidade (46-54,9%)
(BRASIL, 1996).

Na regido nordeste do Brasil os estudos referentes a LM em queijos coalho e queijos
manteiga sdo escassos, porém, a forma de producdo e comercializacdo adotadas por alguns
produtores e comerciantes desses queijos apresentam indicios de possiveis contaminacdes por
este microrganismo, tais como: falta de conhecimento sobre boas praticas de fabricacdo,
condigdes de exposicdo para venda do produto e o habito de fatia-lo.

Desse modo, objetivou-se verificar a ocorréncia de L. monocytogenes, bem como
caracterizar o perfil microbiologico de queijos coalho e de manteiga comercializados fatiados

no comércio varejista do municipio de Arapiraca - AL.

Material e Métodos

Foram colhidas aleatoriamente 60 amostras de queijos, sendo 30 de queijo coalho e 30
de queijo manteiga, em estabelecimentos comerciais varejistas, tais como: padarias,
mercadinhos e feiras-livres, do municipio de Arapiraca, estado de Alagoas, entre agosto e
dezembro de 2018. Todas as amostras foram fatiadas no estabelecimento comercial e
acondicionadas em bandejas de poliestireno cobertas por filme de PVC.

Apos a colheita, as amostras foram transportadas em caixas isotérmicas contendo gelo
reciclavel para o Laboratério de Inspecdo de Produtos de Origem Animal do curso de
Medicina Veterindria da Universidade Federal de Alagoas — Unidade Educacional Vigosa,
onde foram analisadas. As primeiras avaliacOes realizadas antes das analises microbioldgicas
foram prazo de validade, a procedéncia e a condicdo de exposicao para venda dos produtos.

No tocante as analises microbiologicas, utilizando 25g de cada amostra, foram
realizadas: pesquisa de Listeria spp. e em caso de positividade, realizou-se também a pesquisa



26

para L. monocytogenes. Outros 25g de cada amostra foram utilizados para determinagdo do
nimero mais provavel de coliformes a 45°C, contagem de microrganismos mesoéfilos e
psicrotroficos.

As amostras foram submetidas a pesquisa de Listeria spp. e confirmagdo de LM
conforme os protocolos descritos na ISO 11290-1. Para o isolamento e caracterizagdo das
cepas de Listeria spp. foram utilizados métodos fenotipicos, tais como: coloracdo de gram,
catalase, motilidade, -hemdlise e fermentacdo de acUcares (xilose e ramnose), originadas de
amostras fatiadas no proprio estabelecimento comercial (ISO, 1996; 1SO, 2004).

As amostras positivas para L. monocytogenes na série bioquimica foram enviadas ao
Laboratério de Analises Veterindrias TECSA LTDA, em Belo Horizonte — MG para execugédo
do método de Reacdo em Cadeia da Polimerase em Tempo Real Qualitativo (qPCR).

Para a contagem de coliformes foi utilizada a técnica do Numero Mais Provavel
(NMP), conforme protocolo recomendado por Silva et al. (2007). Para a contagem de
microrganismos mesofilos aerdbios estritos e facultativos viaveis e a enumeragdo de
microrganismos psicrotroficos, seguiu-se a metodologia descrita por Silva et al. (2007).

Por fim, realizou-se analise estatistica descritiva simples com as frequéncias
quantificadas como sendo dentro ou fora dos padrdes, que foram posteriormente, comparadas

a literatura pertinente e com a legislagao vigente.

Resultados e Discussao

As 60 amostras adquiridas provenientes do comércio varejista do municipio de
Arapiraca — AL encontravam-se dentro do prazo de validade, segundo informacdes contidas
no rétulo. Em relacdo a procedéncia dos queijos coalho 6,7% (2/30) apresentavam o selo do
Servico de Inspecdo Federal (SIF), 33,3% (10/30) apresentavam o selo do Servico de
Inspecdo Estadual (SIE) e 60% (18,30) ndo receberam qualquer tipo de inspecdo. Entre os
queijos manteiga, 10% (3/30) possuiam o selo SIF, 36,7% (11/30) o selo SIE e 53,3% (16/30)
nédo receberam qualquer tipo de inspecao.

Ao verificar a condicdo de exposicdo de venda dos queijos, observou-se que em ambos
46,7% (14/30) estavam sob temperatura de refrigeracdo e 53,3% (16/30) estavam sendo
comercializados sob temperatura ambiente.

Dentre as 30 amostras de queijo coalho colhidas, 23,3% (7/30) apresentaram resultado
positivo para a contaminacdo por Listeria spp. Dessas, 28,5% (2/7) tiveram positividade

confirmada através dos testes bioquimicos para L. monocytogenes. Em relacdo as amostras de
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queijo manteiga, 6,7% (2/30) foram positivas para Listeria spp. As espécies de Listeria
identificadas apds os testes bioquimicos encontradas nos queijos coalhos analisados

encontram-se na Tabela 1.

Tabela 1. Frequéncia das espécies de Listeria encontradas em queijos coalho comercializados no municipio de
Arapiraca — AL.

Exposi¢do de venda

N° da amostra Procedéncia (refrigeracio) Espécie

10 SSI Temperatura ambiente L. monocytogenes
23 SSI Temperatura ambiente L. monocytogenes
4 SIE Refrigerado (1 a 8°C) L. welshimeri

5 SSI Temperatura ambiente L. welshimeri
12 SSI Refrigerado (1 a 8°C) L. innocua
14 SSI Temperatura ambiente L. innocua

6 SSI Refrigerado (1 a 8°C) L. ivanovii

SSI = Sem Selo de Inspecdo; SIE = Selo de Inspe¢do Estadual.

A partir do isolamento e da caracterizacdo das cepas por testes bioquimicos, observou-
se que L. monocytogenes (28,5%), L. wilshimeri (28,5%) e L. innocua (28,5%) apresentaram
maior frequéncia seguidas por L. ivanovii (14,5%) em queijos coalho. Nos queijos manteiga
as amostras positivas eram referentes a uma cepa de L. innocua e outra de L. ivanovii.

L. innocua (ndo patogénica) possui uma taxa de crescimento mais rapida do que a L.
monocytogenes (patogénica), tanto durante o enriquecimento através do Caldo Fraser na fase
inicial da andlise, como durante o isolamento nas placas, tornando o isolamento de L.
monocytogenes mais dificil (PARK, 2014), ou seja, a presen¢a de L. innocua durante o
isolamento pode inibir ou tornar mais lento o crescimento de L. monocytogenes.

Ha relatos de infecgbes humanas causadas por L. ivanovii que produziram quadros de
gastroenterite e bacteremia em pacientes imunossuprimidos (GUILLET, 2010). Com excecao
da LM e de L. ivanovii, nenhuma das outras espécies isoladas sdo capazes de causar
toxinfecgdes (KARLI et al., 2014), mas sugerem uma possivel contaminacdo da area de
producédo, utensilios, equipamentos e/ou mdos dos manipuladores (LEONG et al., 2017).

Foram confirmadas as presencas de L. monocytogenes nas duas amostras submetidas a
gPCR. Os iniciadores L. monocytogenes utilizados foram projetados para uso especifico e
exclusivo in vitro e ndo detecta outras espécies de Listeria. A técnica utilizada possui
especificidade e sensibilidade superiores a 95% (ANEXO 1).

Dos muitos métodos para detectar L. monocytogenes em alimentos, os métodos de

cultura continuam sendo o padrdo ouro para isolamento e identificacdo do patogeno
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(GARRIDO et al.,, 2013). Porém, métodos moleculares, como técnicas de PCR s&o
recomendadas para detectar L. monocytogenes devido a sua alta sensibilidade, especificidade
e rapidez para a deteccdo e identificacdo de L. monocytogenes. No entanto, a sensibilidade,
especificidade e deteccdo da PCR sdo dependentes dos genes-alvo, extracdo de DNA
procedimentos e seqiiéncias iniciadoras utilizadas (CHEN et al., 2017).

N&o foram encontrados na literatura estudos que demonstrem casos de listerioses em
humanos ocasionados por outras espécies de listeria, com exce¢do da L. monocytogenes e L.
ivanovii. Apesar disso, Rocha et al. (2017), relatam pela primeira vez que células
trofoblésticas bovinas sdo susceptiveis a infec¢bes causadas por L. ivanovii e L. innocua.

Lahou e Uyttendaele (2017), explicam que as oportunidades de contaminacdo pds-
processamento de queijo podem ocorrer em estabelecimentos varejistas de varejo, seja
durante o amadurecimento do queijo (até 14°C), durante o armazenamento e a exposi¢ao na
refrigeracdo gabinete (até 7°C) ou durante o fatiamento, principalmente. Para isso, esses
autores avaliaram o potencial de crescimento de L. monocytogenes em queijos e verificaram
gue o microrganismo consegue se desenvolver melhor na superficie de corte dos queijos que
dentro.

Prates et al. (2017), avaliando a qualidade e a seguranca microbiologica na produgédo
de queijos de média umidade (46%), coletaram 24 amostras entre matéria prima, swab das
maos dos manipuladores, e produto final em trés laticinios situados na regido sul do Rio
Grande do Sul, com diferentes niveis de inspecdo sanitaria. Os resultados obtidos por esses
autores ndo corroboram com a presente pesquisa visto que, nao foi verificada a presenca de L.
monocytogenes nas amostras analisadas.

Oxaran et al. (2017), determinaram a incidéncia de L. monocytogenes em cinco
laticinios e produtos de varejo nas regides Sudeste e Centro-Oeste do Brasil e observaram que
apenas uma amostra (0,2%) foi positiva. Segundo os autores, esse resultado pode estar
relacionado aos programas de Boas Praticas de Fabricacdo (BPF) e Analise de Perigos e
Pontos Criticos de Controle (APPCC) adotados pela inddstria, atendendo as legislacdes
sanitarias.

A presenca de L. monocytogenes em alimentos prontos para consumo € bastante
preocupante, pois devido as suas caracteristicas psicrotroficas, resisténcia a alta concentracao
de sal e capacidade para sobreviver e crescer em temperaturas que podem variar entre 0 e
45°C, de forma aerdbica e anaerdbia, em uma ampla gama de pH, que varia de 4,6 a 9,4 (DU
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et al., 2017), este microrganismo representa um sério problema de satde publica, haja vista o
risco de surtos de listerioses em potencial.

Para Moretro et al. (2017), os queijos sdo fontes de surtos de listeriose e a principal via
de contaminacdo para L. monocytogenes € através da contaminacdo cruzada entre
equipamentos e alimentos durante o processamento, pois a bactéria possui a capacidade de
persistir em nichos ambientais, como rachaduras em equipamentos, 0s quais conferem
protecdo contra a rotina de higienizacéo.

Né&o foram encontrados na literatura nacional e internacional trabalhos relacionados a
pesquisa de L. monocytogenes em queijos manteiga. Em nosso estudo, 6,6% (2/30) das
amostras foram positivas para pesquisa de Listeria spp. (Tabela 2), as quais apés a
caracterizacdo por testes bioquimicos verificaram-se que se tratava de uma cepa de L. innocua

e outra de L. ivanovii, ambas sem importancia em alimentos (KARLI et al., 2014).

Exposicdo de venda

N° da amostra Procedéncia . ~ Espécie
(refrigeracéo)
1 SIE Temperatura ambiente L. innocua
2 SSI Temperatura ambiente L. ivanovii

Tabela 2. Frequéncia das espécies de Listeria encontradas em queijos manteiga comercializados no municipio
de Arapiraca — AL.
SSI = Sem Selo de Inspecdo; SIE = Selo de Inspecéo Estadual.

Nesse sentido, o presente resultado foi semelhante ao de Cuevas-Gonzalez et al.
(2017), que também verificaram auséncia do microrganismos em amostras de queijo artesanal
semelhante ao queijo manteiga em Sonora (México), corroborando assim com esta pesquisa.
E valido salientar, que os proprios autores produziram os queijos analisados a fim de
explorarem o seu processo de producdo, composic¢ao quimica e qualidade microbioldgica.

Por outro lado, Oxaran et al. (2017), ao determinarem a prevaléncia de L.
monocytogenes na industria de laticinios do sudeste e centro-oeste do Brasil, detectaram que
18,8% (3/16) amostras de queijos Mozzarella comercializados fatiados foram positivas para L.
monocytogenes. Os autores sugerem uma possivel contaminacdo cruzada do queijo por esse
patdgeno durante o fatiamento feito pelos estabelecimentos varejistas, pois nao foi observada
a presenca do micorganismo nas amostras de queijo analisadas ao fim da producdo na
industria.

No Brasil, a legislacdo vigente, através da Portaria 146/1996 do Ministério da
Agricultura Pecuéaria e Abastecimento (MAPA) (BRASIL, 1996) e a Resolucdo da Diretoria
Colegiada - RDC 12/2001 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (BRASIL, 2001)
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estabelece os requisitos microbioldgicos para queijos e determina que os produtos de umidade
acima de 46% devem ser isentos desse patdgeno.

Observou-se um aumento do nimero de microrganismos coliformes a 45°C, mesofilos
e psicrotroficos em relacdo ao tipo sistema de fiscalizacdo atribuido aos queijos, como
apresentados na Tabela 3. Vale destacar que a contagem de todos 0S microrganismos
analisados foi maior nos queijos que ndo dispunham de qualquer tipo de fiscalizagdo sanitéaria

em relacdo aos queijos inspecionados.

Tabela 3. Médias dos resultados das analises de coliformes a 45°C, microrganismos mesofilos e psicrotréficos
em queijos coalho e manteiga, conforme o tipo de fiscalizacdo.

Tipos de Queijo Microrganismos SIF SIE SSI
Coliformes a 45°C (NMP/g*) 1,5 x 10 3,8 x10° 6 x 10°
Coalho Mes6filos (UFC/g**) 1x10° 1,1x10° 1,1 x10°
Psicrotroficos (UFC/g**) 1,3x10° 1x10* 7 x10*
Coliformes a 45°C (NMP/g*) 1,5 x 10 3,4x10° 6,4 x 10°
Manteiga Mesofilos (UFC/g**) 1,1x10° 8,7 x 10* 3,5x 10°
Psicrotréficos (UFC/g**) 1,1x10° 1,5 x 10* 4,1 x10*
*NUmero Mais Provavel por grama **Unidade Formadora de Colbnia por grama
SIF = Servico de Inspe¢do Federal SIE = Servigo de Inspecdo Estadual SSI = Sem Selo de
Inspecdo

No que se refere a determinagcdo do Numero Mais Provavel de coliformes a 45°C em
queijos coalho, observou-se uma variacio entre 1,5 x 102 a valores > 1,1 x 10° NMP/g tanto
no queijo coalho como no queijo manteiga, havendo diferenca apenas em suas médias que
foram de 5,6 x 10° e 2,6 x 10°, respectivamente.

De acordo com a legislacdo vigente RDC n°12 (BRASIL, 2001), que apresenta o
limite de tolerancia para coliformes a 45°C de 5,0 x 10° NMP/g de amostra, 83,3% (25/30)
das amostras de queijo coalho e 80% (24/30) das amostras de queijo manteiga encontravam-se
acima do limite.

Pinto et al. (2016), fizeram uma avaliagdo microbiolégica de Queijo do Marajé tipo
creme, um queijo com caracteristicas semelhantes ao queijo manteiga, inclusive em sua
tecnologia e ndo observaram contaminacdo por coliformes nas amostras analisadas. Os
autores relacionam esse resultado ao atendimento as exigéncias do Programa de Qualidade e
BPF.

Levando em consideragdo a presenca ou auséncia dos selos de inspe¢do no rotulo de
ambos tipos de queijo e a exposicdo de venda desses produtos no momento da colheita das

amostras, observou-se que 0s maiores valores de coliformes a 45°C e microrganismos
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mesofilos foram encontrados em queijos que possivelmente ndao receberam qualquer tipo de
fiscalizacdo e estavam sendo comercializados em temperatura ambiente.

No tocante a contagem de microrganismos mesofilos em amostras de queijos coalho,
foram observadas contagens entre 1 x 10° e 1,24 x 10" UFC/g, com média de 5 x 10° UFC/g.
Evangelista-Barreto et al. (2016) avaliaram o queijo de coalho da cidade de Cruz das Almas-
BA, e verificaram uma contagem média de meséfilos de 5,9 x 10® UFC/g, portanto mais
elevada que o presente estudo. Esses autores, relacionam as altas cargas microbianas desses
microrganismos no queijo de coalho, ao uso da matéria prima de origem ndo segura, ma
higienizagdo de utensilios, elaboragdo sob condi¢Bes insalubres, e armazenamento e
comercializacdo em temperaturas inadequadas.

As contagens de mes6filos em amostras de queijos manteiga variaram entre 1 x 10° e 6
x 10°, com média de 7,2 x 10* no presente estudo. Esses dados divergem dos resultados de
Pinto et al. (2016), que ndo observaram contaminagdes por microrganismos mesoéfilos nas
amostras analisadas.

Por outro lado, corrobora com Alexandre et al. (2016), que avaliaram 40 amostras de
queijo manteiga do comércio varejista de Maceié — AL e constataram que 82,5% (33/40)
dessas amostras apresentaram contagens entre 1,03x10° a >2,5x10° UFC/g. Contagens a partir
de 10° UFC/g indicam processamento insatisfatério dando margens & proliferacdo de
patdgenos.

Aguilar et al. (2016), obtiveram contagens de mesofilos entre 1,2x10° a 1,1x10’
UFC/g em queijos tipo parmesdo ralados no comércio varejista em S&o Paulo. Esse dado
converge com esta pesquisa ao considerar que essa alta carga microbiana possivelmente
provém de uma contaminacdo do produto durante seu fracionamento. De fato, observou-se
durante a colheita das amostras que alguns manipuladores ndo utilizavam Equipamentos de
Protecdo Individual (EPI), o que sugere uma contaminacdo cruzada em potencial.

Os valores obtidos na analise de microrganismos psicrotréficos variaram entre 1 x 10°
e 3,4 x 10° e média de 9,2 x 10* em queijos coalho e entre 1 x 10% e 2 x 10°, com média de 3,2
x 10* em queijos manteiga. Verificou-se ainda, que as maiores contagens de psicrotréficos
foram detectadas em amostras que no momento da colheita estavam armazenadas sob
refrigeracéo.

Os microrganismos psicrotréficos além de possuirem a capacidade de se multiplicarem
em temperatura de refrigeracdo sdo responsaveis por produzirem constantemente enzimas

proteoliticas e lipoliticas que alteram a qualidade sensorial no produto mesmo apds o
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processamento, devido a capacidade de termorresisténcia destas enzimas (PERIN et al.,

2012). Desse modo, estes microrganismos podem reduzir o prazo de validade dos queijos.
Rodriguez-Lopez et al. (2019) alertam que altas contagens de microrganismos

psicrotréficos podem estar associadas com a presenca de L. monocytogenes, reiterando a

importancia da anélise desses microrganismos em alimentos.

Conclusoes

A L. monocytogenes ocorre em queijos tipo coalho comercializados fatiados em
estabelecimentos varejistas do municipio de Arapiraca — AL. Sua presenca é um indicativo de
condi¢Bes higiénico-sanitarias inadequadas durante a producdo, exposi¢cdo de venda e
comercializacdo desses queijos, especialmente se associada as altas contagens de coliformes,

mesofilos e psicrotroficos, representando um risco a satde publica.
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TECNOLOGIA EM SAMNIDADE ANIMAL

REGISTRO: 080950526

DADOS DO CLIENTE

Cliente: 9848 - ANIMAL PAT LAB ARACAJU

Endereco: AVENIDA DESEMBARGADOR MAYNARD-ARACAJU-SE
CEP: 49055-210

CGC/CPF: 15.019.301/0001-34 IE: .

Responsavel Técnico: RACHEL LIVINGSTONE CRMV: SE0723
E-mail: animalpatlab@hotmail com

| DADOS DO TOMADOR

Tomador: 9848- R & R ANDRADE LABORATORIO DE ANALISES VETERINARIAS LTDA

I DADOS DA AMOSTRA
Material: Meio de cultura TSA Quantidade: 2
Data de coleta: NI Data de recebimento: 10/04/19
Data ou n° de Producio: NI Condicdes de armazenamento: Resfriado

Natureza da Amostra: Queijo

PESQUISA DE LISTERIA MONOCYTOGENES POR qPCR

CARACTERISTICAS PESQUISADAS

PARAMETRO AMOSTRA RESULTADO
Pesquisa de Listeria monocytogenes. Queijo n® 10 Presente
Pesquisa de Listeria monocytogenes. Quetjo n° 23 Presente

Interpretacio dos Resultados:

Resultados ausentes devem ser avaliados com cautela, pois ha fatores que podem contribuir para a ndo detec¢io como
momento contaminacdo, tipo de material coletado e sua preservagdo dentre outros.

Comentario técnico:

O método utilizado fo1 desenvolvido somente para detecgfio i vitro de Listeria monocytogenes.

Os miciadores L. monocytogenes foram projetados para uso especifico e exclusivo m vitro e nfo detectam outras espécies
de Listeria. A técnica possui especificidade e sensibilidade superiores a 95% na amostra adequada.

Foram realizados os controles de qualidade e validacio abaixo:

Controle positivo e controle negativo de detecgiio: Validos/Conformes
Controle interno de extra¢io de DNA: Vilido/Conforme
Controle interno de amplificagio ACTB (Beta-actina): Valido/Conforme
Controle de venificagio ambiental: Valido/Conforme

Método: gPCR (Reacio em Cadeia da Polimerase em Tempo Real Qualitativo)
Legenda: NI - Nio Informado

Observacdes: Os resultados expressos neste relatorio de resultados referem-se apenas i3 amostra analisada, sendo a coleta de
responsabilidade do cliente.

Este relatorio somente podera ser reproduzido em sua totalidade. O TECSA Laboratorios se isenta de qualquer responsabilidade pela
reprodugio parcial do mesmo.

Os ensaios devem ser avaliados tecnicamente pelo responsavel da empresa.
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