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INTRODUCAO

Listeria monocytogenes é transmitida diretamente,
através dos alimentos infectados (carne e leite) ou indire-
tamente pela contaminac¢do de vegetais, frutas e legumes
com fezes contaminadas. A doenca por ela provocada, de-
nominada listeriose, é considerada uma zoonose que pro-
voca aborto, infecces perinatais, septicemias e meningo-
encefalites. Ao contrario dos ruminantes, que apresentam
a forma de encefalite, no homem, a forma mais comum é
a meningite (LABACVET, 2007).

Apesar da baixa incidéncia, a doenca ganhou impor-
tancia como enfermidade de origem alimentar, devido a
ocorréncia dos primeiros surtos na Escocia, Holanda e EUA
(JAY, 2005). No inicio dos anos 80 na América do Norte,
foi responsavel por casos de aborto, meningite e septice-
mia, diagnosticada principalmente em pessoas pertencen-
tes a grupos de risco, tais como imunodeprimidos, idosos,
criancas e mulheres gravidas. Em meados de 1990, uma
nova forma da infeccdo nao invasiva foi reconhecida com
sintomas gastrointestinais suaves, afetando pessoas sau-
daveis, estabelecendo a necessidade de monitoramento
sobre sua incidéncia (CRUZ et al., 2008).

Os animais sao fonte direta para a infeccdo no ho-
mem e epidemias humanas tém sido tracadas até fontes
de alimentos, incluindo principalmente o leite, os queijos
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macios e carnes processadas, conservados sob refrigera-
¢do. O crescimento seletivo de L. monocytogenes pode
ocorrer mesmo durante longos periodos de refrigeracao
(LABACVET, 2007; PERES, 2007).

0 queijo é considerado um veiculo frequente de pa-
togenos de origem alimentar e, em especial, os queijos
frescos artesanais tém sido muito relatados em surtos de
infeccdo e intoxicacdo alimentar. Dentre aqueles consu-
midos no pais, o Minas frescal é tipicamente nacional e
entrou definitivamente para a dieta do brasileiro, sendo
consumido em lanches, café da manha e até mesmo como
sobremesa (BARCELLOS, 2006). Apesar de bastante seme-
lhante ao “Queso Blanco” encontrado em outros paises da
América Latina, apresenta melhor rendimento (1Kg/7L de
leite bovino), e por isso, & comercializado a preco mais
acessivel e consumido por todas as camadas da populacdo
(FURTADO, 1999; ARAUJO, 2001; EMBRAPA, 2007).

Possui alto teor de umidade (50 a 62%), baixa aci-
dez e sofre intensa manipulacdo, caracteristicas favoraveis
a contaminacdo e proliferagdo bacteriana. Além disso, é
ofertado ao consumidor em embalagens plasticas lacradas
com fecho metalico, sem vacuo, que acumulam o soro li-
berado pelo alimento, conferindo um ambiente propicio a
proliferacdo de microrganismos e ocasionando alteracdes
em suas propriedades organolépticas (GRANDI, 2005 [*2]),
A associacdo desses fatores contribui para a baixa dura-



bilidade do produto, reduzindo seu prazo de validade, que
corresponde a aproximadamente 7 dias, se mantido sob
refrigeracao de até 8°C (PERRY, 2004; MARTINS, 2001).

Diferentes vias podem determinar a contaminacao
do alimento, destacando-se a producdo artesanal por pes-
soas ndo treinadas (SILVA & LEITAO, 1980; LOGUERCIO &
ALEIX0, 2001). Sua qualidade muitas vezes é prejudicada
pela condicdo precaria de higiene nas fazendas de gado
leiteiro, como a auséncia de antissepsia dos (beres antes
da ordenha e emprego da ordenha manual, aumentando
o risco de contaminacao do produto (JAY, 2005). Além
disso, durante a sua fabricacdo é necessaria a manipula-
cao direta da coalhada para a verificacdao da coagulacdo,
e com isso, a chance de veiculacdo de microrganismos ao
alimento é aumentada (EMBRAPA, 2007).

Esses riscos inerentes a fabricacdo deste género ali-
menticio sdo avaliados segundo os padrdes microbiolégi-
cos sanitarios estabelecidos na RDC n° 12/01 (ANVISA),
que recomenda a pesquisa de coliformes a 45°C, esta-
filococos coagulase positivos, Salmonella spp. e Listeria
monocytogenes, como indicadores da qualidade deste tipo
de produto. Ressaltando-se que o resultado de Listeria
monocytogenes, e também de Salmonella spp., deve ser
expresso como presencga/auséncia na aliquota analisada.

Tendo em vista que o queijo avaliado ndo apresenta-
va em seu rotulo qualquer especificacdo da utilizacao de
leite pasteurizado em sua producdo, como o determinado
pela legislacao vigente (Portaria 352/97, Ministério da
Salde), a possivel deteccdo de Listeria monocytogenes,
cujo critério é auséncia, tornaria este alimento impréprio
para consumo (ANVISA, 2001). Em adicdo, a frequente
comercializacdo de queijo do tipo Minas Frescal sem tal
determinacdo foi o que motivou este estudo, com o obje-
tivo de avaliar a qualidade microbiolégica do queijo ofer-
tado a populacgao local, tendo como foco a pesquisa des-
te microrganismo patogénico, indicador de precariedade
higiénico-sanitaria, particularmente durante a producao
do alimento.

MATERIAL E METODOS

Amostragem

Foram coletadas 15 amostras de queijo do tipo Mi-
nas Frescal de mesma marca, com selo do S.I.F. (Servico
de Inspecdo Federal), no periodo de outubro a dezembro
de 2009, em um supermercado localizado no municipio de
Barra Mansa, na regido Sul Fluminense. A cada amostra-
gem foram adquiridos 5 queijos com peso médio de 300g,
do qual foram retirados aproximadamente 5g de cada para
compor a unidade analitica de 25g.

No ponto de coleta, os queijos estavam armazenados
em temperaturas que variavam de 1-4°C, e seu transporte
foi efetuado utilizando caixa isotérmica contendo conser-
vador biolégico para manutencdo da temperatura até o
momento da anélise. Antes da abertura, a area externa das
embalagens foi desinfetada com etanol 70% (v/v), a fim
de remover os contaminantes e sujidades. O tempo decor-
rido entre coleta e analise ndo ultrapassou uma hora.

Com relagao a conformidade de rotulagem, os lotes
dos queijos estavam ilegiveis, sendo necessario utilizar as
datas de fabricagdo e validade como parametro. Ndo havia
indicacdo na embalagem que o leite utilizado na fabrica-
cdo dos queijos havia sido pasteurizado.

Pesquisa de Listeria monocytogenes

A metodologia empregada para avaliar a qualidade
dos alimentos obedeceu a legislacdo vigente, salientan-
do-se que a Portaria n°01/87 da Divisdao Nacional de Vi-
gilancia de Alimentos (DINAL) estabelece como oficiais
todos os métodos de analise microbiolégica de alimentos
da American Public Health Association (APHA) e Food and
Drug Administration (FDA), publicados nas dltimas edi-
coes do Compendium of Methods for the Microbiological
Examination of Foods e no Bacterial Analytical Manual,
respectivamente. Assim, foram utilizadas como referéncia
as etapas de analise descritas no Bacterial Analytical Ma-
nual (FDA, 2007; SILVA et. al.,2007), além da qualidade
dos alimentos, pautada nos parametros fornecidos na RDC
n°12, de 02 de janeiro de 2001, da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA).

As unidades analiticas de 25g foram retiradas assep-
ticamente, com o auxilio de utensilios previamente esteri-
lizados e transferidas para um frasco de homogeneiza¢ao
contendo 225mL de Caldo de Enriquecimento para Listeria
Tamponado, sem agentes seletivos. A mistura foi homoge-
neizada e deixada em repouso por 4 horas em temperatura
ambiente.

Apbs este periodo, foram adicionados os agentes se-
letivos: 0,455mL de solucdo de acriflavina 0,5%, 1,8mL
de solucdo de acido nalidixico 0,5%, 1,15mL de solucdo
cicloeximida 1%, e mantido em repouso por mais 44 horas
em temperatura ambiente.

Com o auxilio de uma alca bacterioldgica, estria-
ram-se por esgotamento, a partir do Caldo Enriquecido,
placas contendo Agar Palcam Seletivo para Listeria (doado
pelo I0C/Fiocruz). As placas foram incubadas a 35° C por
48 horas. Apo6s este periodo, coldnias suspeitas foram se-
meadas em Agar ou Caldo Tripticaseina de Soja.

A partir do crescimento obtido, foram realizados
testes de catalase, coloracao de Gram e motilidade para
a confirmacdo preliminar do género bacteriano. Na confir-
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macao definitiva de espécie, foram executados os testes
de verificacdo de hemolise em Agar Sangue n°® 2 a 35°C
de 24-48 horas e de fermentacdo de carboidratos em Cal-
do Pdrpura Base Suplementado com 0,5% de carboidrato
(dextrose, xilose, rhamnose, manitol, maltose) e hidrélise
da esculina a 35°C por 7 dias.

Ressalta-se que a identificacdo do género foi reali-
zada no Laboratdrio de Microbiologia / Higiene dos Ali-
mentos do Centro Universitario de Barra Mansa - UBM,
no Campus Barra Mansa, e a confirmacdo de espécie, no
Setor de Listeriose do Laboratdrio de Zoonoses Bacteria-
nas, I0C/FIOCRUZ, Rio de Janeiro.

RESULTADOS

E determinado pela legislacdo brasileira que o lei-
te utilizado na producdo de queijos deve ser submetido
a tratamento térmico. O ndo cumprimento dessa norma
aumenta significativamente o risco a satde publica, pois
o leite podera estar contaminado com microrganismos pa-
togénicos, tais como Listeria monocytogenes. 0 Ministério
da Sadde, através da Resolucdo n° 12 de 2001 (ANVISA),
estabelece a quantidade méxima de microrganismos em
alimentos, para que possam ser consumidos com seguran-
ca, determinando a auséncia desse microrganismo em uma
aliquota de 25 gramas de amostra, para queijos do tipo
Minas Frescal.

Com relagdo a rotulagem do produto, ndo foi pos-
sivel identificar os nimeros de lote, estando presente o
namero de registro no S.I.F., o qual foi verificado como
ativo.

Das 15 amostras analisadas, Listeria monocytogenes
foi detectada em 5 (33,3%), ressaltando-se que para com-
por esta amostragem, foi considerado o soro em contato
com o alimento, o mesmo ndo ocorrendo nas amostras
negativas.

DISCUSSAO

No Brasil e em outros paises em desenvolvimento,
além da falta de preocupacdo por parte das autorida-
des de salde piblica em relacdo a sua disseminacao,
nao ha estatisticas oficiais de casos de listeriose, pois
sua notificacdo ndo é de carater obrigatério. Este fato
pode justificar a baixa incidéncia reportada no pais. En-
tretanto, a listeriose representa relevante risco a salde
plblica, pela severidade das sequelas e do alto indice
de mortalidade em populagdes de risco (20% a 30%),
como individuos imunocomprometidos, idosos e gestan-
tes (CRUZ et al. 2008).
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0 primeiro isolamento de L. monocytogenes foi em
1958 por Pacheco, Reis & Dias, no Rio de Janeiro. Desde
entdo, L. monocytogenes vem sendo isolada com frequén-
cia em varios alimentos no Brasil, embora nao se tenham
relatos de surtos de listeriose associados ao consumo de
alimentos (HOFER, 2001).

Segundo PERES (2007 *#), a ocorréncia deste paté-
geno pode ser atribuida as mas condicdes higiénico-sani-
tarias na elaboracao do alimento, em particular aqueles
produzidos de forma artesanal. Sob outro aspecto, o leite
utilizado na fabricacdo de derivados constitui um exce-
lente meio de cultura para o desenvolvimento de diversos
microrganismos, devido ao pH préximo a neutralidade e
sua composicdo rica em nutrientes, representando a fonte
primaria da contaminacgao e, por isso, implicando em sur-
tos de doencas de transmissdo alimentar (DTAs) atribuidas
ao consumo do queijo fresco artesanal.

0 leite utilizado na producdo de queijos frescos
tem, obrigatoriamente, que ser pasteurizado. Entretanto,
a fabricacdo do queijo do tipo Minas frescal nas regides
das Serras da Canastra, Serro e Salitre em Minas Gerais
desde os tempos coloniais ndo inclui o tratamento tér-
mico do leite, tradicionalmente. Acredita-se que o queijo
produzido seja mantido por 20 dias em maturacdo, asso-
ciado ao fermento utilizado, conhecido como pingo, que
seria 0 componente responsavel pela eliminacdo de bac-
térias patogénicas que possam estar presentes (BRANT et
al., 2007).

Assim, a boa qualidade microbioldgica do leite, seja
ele pasteurizado ou cru, é fundamental para a preparacdo
de bons queijos. Ela pressupde um gado saudavel, boas
praticas de higiene na ordenha e no manuseio do leite,
higienizacao eficiente dos equipamentos e utensilios uti-
lizados e, finalmente, o resfriamento do leite a tempera-
turas entre 0-4 °C, no maximo 2 horas apés a ordenha
(PERRY, 2004).

Sendo L. monocytogenes uma bactéria psicrotrofica,
capaz de multiplicar-se em uma ampla faixa de temperatu-
ra (1-45°C) e pH (4.3-9.6) e tolerar concentragdes salinas
superiores a 10% (CRUZ et al., 2008), a auséncia de pas-
teurizacdo do leite ou eliminagdo do microrganismo du-
rante a maturacdo, e mesmo a obediéncia ao resfriamento
do leite apds a ordenha, proporcionariam a sobrevivéncia
do microrganismo no produto ofertado ao consumo.

Interessantemente, L. monocytogenes foi encon-
trada nas amostras em que se considerou o lactossoro,
ndo sendo observada naquelas onde somente o conteiido
solido dos queijos foi avaliado. O soro lacteo pode ser
definido como a fracdo aquosa do leite que é separada da
caseina durante a producao de queijos, correspondendo a
cerca de 90% do volume do leite, levando consigo 50 a
55% dos sélidos totais do mesmo. Por isso, sob o aspecto



microbiolégico, o soro é um produto de alto valor nutri-
tivo, ofertando condicoes ideais de umidade e pH, que
constituem ambiente propicio ao crescimento microbiano
(TEIXEIRA et al., 2007), inclusive do microrganismo em
questdo.

Nao existem padroes brasileiros para a inspecdo do
soro, seja ela fisico-quimica ou microbiologica (TEIXEIRA,
2005). Todavia, a metade da produgdo mundial de lactos-
soro vem sendo transformada em outros produtos, como
bebidas lacteas, a fim de evitar a polui¢do ambiental de-
vido a sua alta demanda bioldgica de oxigénio (ALMEIDA
et al., 2001).

TEIXEIRA et al. (2007) pesquisaram a qualidade mi-
crobiolégica do soro lacteo e identificaram que as boas
praticas de fabricacao (BPF) ndo estavam sendo efetiva-
mente aplicadas, ressaltando ainda que a contaminagdo
observada provinha do processamento, apontando para a
falha na higienizacdo dos utensilios utilizados e dos pré-
prios manipuladores.

Todos os produtos de origem animal comercializados
devem ter garantia de qualidade estampada nos rdtulos
para serem comercializados. A autorizacdo para o comér-
cio do produto é concedida apds analise de requisitos ba-
sicos de interesse do consumidor, como denominacdo de
venda, prazo de validade, data de fabricacdo e condicoes
de conservacdo. Apds a concessdo do registro, inicia-se o
processo de producdo, acompanhado e monitorado pelos
fiscais do Servico de Inspecdo Federal (SIF), do Minis-
tério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA).
Entretanto, o responsavel pela inocuidade e qualidade do
produto é o fabricante, conforme definido no Cédigo de
Defesa do Consumidor (MAPA, 2010).

Embora nao seja possivel apontar o soro lacteo como
a origem da contaminagdo por Listeria monocytogenes, o
presente estudo vem ressaltar a necessidade da validagao
de técnicas de inspecdo e da elaboracdo dos padrdes de
identidade e qualidade do soro do queijo. Além disso, é
reconhecida a caréncia de informacdes sobre este pato-
geno em nosso pais, o que dificulta o estabelecimento
da relacdo entre a sua ocorréncia em amostras clinicas e
o tipo de alimento consumido pela populacdo, haja vista
que diversos autores nao obtiveram sucesso no isolamen-
to deste agente neste tipo de alimento (PERESI et al.,
2001; SALOTTI et al., 2006).

CONCLUSOES

Embora ndo seja possivel prever ou detectar a fonte
de contaminacao, o encontro desta bactéria permitiu clas-
sificar o queijo como impréprio para o consumo, segundo
critérios da RDC n°® 12/01 para amostra indicativa.
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