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RESUMO

A ocorréncia de Listeria monocytogenes em queijos artesanais tipo Coalho, Manteiga e
Mussarela comercializados na cidade de Manaus - AM foi pesquisada. A coleta das 39
amostras dos queijos artesanais foi feita de modo aleatério em feiras livres e ocorreram no
periodo de maio a agosto de 2002. As andlises microbioldgicas foram realizadas no
Laboratério de Microbiologia da Faculdade de Farmacia. A metodologia aplicada a esta
pesquisa foi adaptada do Bacteriological Analytical Manual (BAM, 2001) e do
Compendium of Methods for the Microbilogical Examination of Foods (APHA, 1992),
Constando de dois pré-enriquecimentos, antes do isolamento seletivo. Das 39 amostras
coletadas, 19 (49%) amostras eram de queijo tipo Coalho, 14(36%) de queijo tipo Manteiga
e 6(15%) de queijo tipo Mussarela. A auséncia de Listeria monocytogenes foi observada em
100% das amostras, nas quais 13 (33,33%) foram negativas no enriquecimento secundério e
26 (66,66%) no isolamento em Agar OXA e Agar PALCAM. A auséncia poderia ser
explicada pela presenca de alguns fatores que propiciam a inibicao desta bactéria, tais como:
o indice muito alto de Enterococcus spp. € também a presenca alguns microorganismos
produtores de bactericionas e comumente encontrado no leite, como o Lactobacillus lactis.
Mediante a possibilidade de inibicdo por coliformes, foram feitas contagens de NMP/g para
coliformes totais, coliformes fecais e Escherichia coli, em 10 amostras de queijos do tipo
Manteiga e os resultados obtidos foram 70% das amostras contaminadas por coliformes
totais, 100% para coliformes fecais e Escherichia coli. Indicando a possibilidade, dentre
outros fatores de inibicdo da Listeria monocytogenes nos queijos analisados. Entdo, de
acordo com os casos relatados na literatura de inibicdo por microbiota contaminante e as
condig¢des higiénico-sanitdrias inadequadas durante a producdo, manipulacdo, embalagem,
estocagem e comercializacdo dos queijos artesanais pode-se concluir que todos esses fatores

podem ter inibido o cresceimento de Listeria monocytogenes.

Palavras chave: Listeria monocytogenes, queijos artesanais, coliformes totais, coliformes

fecais.



SUMMARY

The occurrence of Listeria monocytogenes in cheeses craft type Coalho, Manteiga and
Mussarela marketed in the city of Manaus - AM was researched. The collection of the 39
samples of the craft cheeses was made in a random way in free markets and they happened
in the period of May to August of 2002. The microbiological analyses were accomplished at
the Laboratory of Microbiology of Faculdade de Farmdacia. The applied methodology the
this research was adapted of Bacteriological Analytical Manual (BAM, 2001) and of the
Compendium of Methods goes the Microbilogical Examination of Foods (APHA, 1992),
Consisting of two pré-enrichments, before the selective isolation. Of the 39 collected
samples, 19 (49%) samples were of cheese type Coalho, 14(36%) of cheese type Manteiga
and 6(15%) of cheese type Mussarela. The absence of Listeria monocytogenes was observed
in 100% of the samples, in the ones which 13 (33,33%) they were negative in the secondary
enrichment and 26 (66,66%) in the isolation in Agar OXA and Agar PALCAM. The
absence could be explained by the presence of some factors that they propitiate the
inhibition of this bacterium, such as: the index very loud of Enterococcus spp. and also the
presence some microorganisms producing of bacteriocins and commonly found in the milk,
as the Lactobacillus lactis. By the inhibition possibility for coliformes, they were made
countings of NMP/g for total coliformes, fecal coliformes and Escherichia coli, in 10
samples of cheeses of the type Manteiga and the obtained results were 70% of the polluted
samples for total coliformes, 100% for fecal coliformes and Escherichia coli. Indicating the
possibility, among other factors of inhibition of the Listeria monocytogenes in the analyzed
cheeses. Then, in agreement with the cases told in the inhibition literature by polluting
microbiota and the inadequate hygienic-sanitary conditions during the production,
manipulation, packing, stockpiling and commercialization of the craft cheeses can be ended

that all those factors might have inhibited the cresceimento of Listeria monocytogenes.

Words key: Listeria monocytogenes, craft cheeses, total coliformes, fecal coliformes.



INTRODUCAO

O leite constitui em excelente substrato para o desenvolvimento de
microorganismos, devido ao conteido de nutrientes € compostos minerais presentes no
mesmo, sendo, portanto, de fundamental importancia a determinacdo da microbiota e da
qualidade higiénico-sanitéria do leite e seus derivados (EUTHIER et al., 1998).

No Brasil, de modo geral, o leite ¢ obtido sob condi¢des higiénico-sanitarias
deficientes e, em conseqii€éncia, apresenta elevados nimeros de microorganismos, o que
constitui um risco a saide da populagdo, principalmente quando consumido sem tratamento
térmico (CATAO e CEBALLOS, 2001).

Muitas vezes, a producdo de queijos artesanais envolve uma série de fatores que
predispdem a contaminacdo, tais como: a obtencdo de matéria-prima, a partir de vacas em
condi¢des higi€nico-sanitdarias improprias; a ordenha inadequada e com utensilios mal-
higienizados; a fabricacdo do queijo, através de processos errados € sem as normas
adequadas, presenca de animais no local de fabricagdo e o armazenamento inadequado do
produto (FAO/OMS, 1971; SANTOS, 1981; BEHMER, 1982; WOLFSCHOON-POMBO et
al., 1984; VIEIRA et al., 1994; FAGUNDES, 1997).

Segundo o RIISPOA, o queijo € definido como o produto fresco ou maturado que
se obtém por separacio parcial do soro de leite ou leite reconstituido (integral, parcial ou
totalmente desnatado) ou de soros lacteos, coagulados pela acdo fisica do coalho, enzimas
especificas de bactérias especificas, de dcidos organicos, isolados ou combinados, todos de
qualidade apta para uso alimentar, com ou sem agregacdo de substancias alimenticias e/ou
especiarias e/ou condimentos, aditivos especificamente indicados, substancias aromatizantes

e matérias corantes (BRASIL, 1997).
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Em diversas regides, a producdo de queijos artesanais envolve peculiaridades
técnicas que os assemelha ou diferencia. No estado do Amazonas, os queijos artesanais
fabricados para distribui¢do e comercializacdo no municipio de Manaus, sdo de trés tipos:
Coalho, Manteiga e Mussarela. A produgdo concentra-se, principalmente, em duas cidades
do interior, Autazes e Careiro da Varzea e de acordo com dados compilados, durante o
Censo 2000, e fornecidos pelo IBGE (2002), a producdo leiteira, no ano de 1999, nos
municipios de Autazes e Careiro da Varzea foi de 7.483 mil litros e 7.177 mil litros,
respectivamente.

Vale ressaltar que somente uma parte dessa produgdo de leite é convertida em
queijo, enquanto a outra parte € consumida na prépria localidade, na forma de leite “in
natura”, doce de leite e manteiga, que sdo produzidos para consumo préprio e o excedente
vendido na prépria regido.

Entretanto, ndo ha dados precisos sobre a producao queijeira, o que se deve ao fato
da mesma ser do tipo informal e sofrer com a sazonalidade, de modo que, em determinados
periodos do ano, durante a seca, esta se torna mais escassa, principalmente com relacdo a
producdo dos queijos tipo Manteiga e Mussarela, quando os mesmos dificilmente sdo
encontrados, e quando o sdo, € apenas nas feiras a precos elevados.

A producdo dos queijos artesanais € caracterizada por diferencas entre os mesmos;
o queijo Coalho € produzido em mantas de aproximadamente 10Kg, enquanto o queijo
Manteiga € feito em blocos retangulares com quase 4Kg e o queijo Mussarela em blocos
piriformes de cerca de 1Kg.

Os queijos artesanais produzidos nas cidades supracitadas sdo transportados de
barco até a cidade de Manaus, onde sdo, posteriormente, adquiridos e comercializados por
terceiros, tanto nas feiras cobertas como nas feiras volantes da cidade e também em alguns
mercados e supermercados.

A comercializacdo dos queijos artesanais nas feiras apresenta certas
particularidades. Os queijos Coalho e Manteiga sdo vendidos em retalhos de peso variado,
de acordo com o pedido do consumidor, sendo no minimo de 100g, enquanto que o queijo
Mussarela é vendido em pedagos de 500g e 1.000g, ndo sendo retalhado como os anteriores.
Tal diferenca na comercializa¢do dos queijos Coalho e Manteiga em relagdo ao Mussarela,
segundo alguns vendedores de queijos, deve-se ao preco mais elevado e a deterioracao
acelerada deste dltimo.

A forma de armazenamento destes queijos estd muito aquém da recomendada pela

ANVISA, visto que os mesmos sdo mantidos a temperatura ambiente, at€ mesmo sob sol
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quente e muitas vezes, em contato com superficies mal-higienizadas e com outros alimentos
de origem animal e vegetal, crus ou cozidos; a embalagem dos queijos, normalmente, é de
plastico fragil, estando ou ndo coberta com um plastico mais resistente.

Tais caracteristicas nas formas de comercializagdo, armazenamento e embalagem
aumentam a possibilidade de contamina¢do cruzada por microorganismos encontrados nas
feiras.

A presenca de Listeria monocytogenes em queijos € atribuida ao fato destes serem,
muitas vezes, fabricados com leite cru ou leite submetido a um tratamento térmico
equivalente a uma pasteurizacdo baixa, permitindo a sua sobrevivéncia, ou ainda a
contaminagao pds-pasteurizacao (ZOTTOLA e SMITH, 1991).

Evidéncias recentes e emergentes implicam fortemente os produtos lacteos como
fontes de Listeria monocytogenes, em esporadicos casos de listeriose, sendo de principal
preocupacdo em produtos lacteos, tais como queijo Cheddar e queijos suaves, quando
produzidos com leite cru ou sub-pasteurizado (PRITCHARD et al., 1994).

Poucas informacdes existem a respeito da listeriose humana no Brasil, bem como a
presenca da Listeria monocytogenes em alimentos e plantas ambientais e, quando sdo
pesquisadas informagdes em relagdo a regido Norte do pais, tais dados se tornam mais
escassos ainda, tanto sobre a doenga quanto sobre a prevaléncia de Listeria spp. e Listeria
monocytogenes nos alimentos associados a surtos em outras localidades.

Entdo, considerando-se a importancia desse microorganismo como agente
patogénico de transmissdo por alimentos de origem l4ctea, torna-se de grande interesse o
conhecimento mais detalhado de sua ocorréncia no ambiente e seu crescimento nos
alimentos, principalmente produtos lacteos. Desse modo, procurou-se desenvolver o estudo
sobre a ocorréncia da Listeria monocytogenes nos queijos artesanais tipo Coalho, Manteiga
e Mussarela, comercializados nas feiras da cidade de Manaus, visto ser alto o consumo

destes alimentos pela populacdo em nossa regio.
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Objetivos

A presente pesquisa foi conduzida com os seguintes objetivos:

Verificar a ocorréncia de Listeria monocytogenes em amostras comerciais de
queijos artesanais dos tipos Coalho, Manteiga e Mussarela, na cidade de Manaus.

Observar o ambiente no qual os queijos artesanais estdo sendo comercializados, a
embalagem e o armazenamento dos mesmos durante o periodo de comercializagdo.

Avaliar a presenca de coliformes totais, coliformes fecais e Escherichia coli em

amostras de queijo artesanal do tipo Manteiga.
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1. REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 Consideracoes Gerais sobre a Producao de Queijos

A produc¢do mundial, segundo dados do ANUALPEC (2001), durante o ano de
2001, foi de 392.986 milhares de litros de leite e de 13.170 milhares de toneladas de queijos.
Desta produgdo, o Brasil foi responsavel pela parcela de 22.800 milhares de litros de leite e
de 460 milhares de toneladas de queijo.

Entretanto os dados apresentados pelo ANUALPEC sao referentes aos leites e
queijos produzidos e fiscalizados pelo Ministério da Agricultura e ndo indicam a producao
real, visto que parte do leite coletado e parte do queijo produzidos no Brasil, sdo
considerados clandestinos, pois ndo passam por inspecdo do S.LF. e s3o vendidos
freqlientemente em feiras livres e mercados nas areas urbanas e rurais de todo o pais.

Todavia, deve-se destacar que a produgdo brasileira de queijos € influenciada pelo
consumo dos queijos comercializados pela populacdo, sendo que este consumo foi, no ano
de 2001, em torno de 2,73 kg/pessoa/ano e quando este ¢ comparado com paises europeus,
tais como a Franca (23,17kg/pessoa/ano) e Italia (20,46 kg/pessoa/ano), € considerado baixo
(ANUALPEC, 2001).

Observa-se também que o aumento deste consumo tem sido relativamente pequeno
visto que, em 1992, o consumo foi de 1,92 kg/pessoa/ano, o que indica que, em nove anos, o

aumento foi muito sutil (ANUALPEC, 2001).
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1.2 A Microbiota do Queijo

Os microorganismos do leite sdo divididos em dois grupos, os normais € 0s
anormais, e a eles se chama de modo geral de microbiota do leite. Assim temos a microbiota
normal e anormal, conforme os agentes microbianos que constituem a cultura sejam
encontrados no leite habitualmente, ou encontrados apenas nos casos de afeccdes do tbere
ou de contaminacdo com material provindo de “fontes patogénicas” (BEHMER, 1980).

A quantidade de microorganimos existentes no leite e a multiplicagdo dos mesmos
modificam em fun¢do do tempo em que estes agentes ficam expostos a uma determinada

temperatura (VEIGA e PEREIRA, 1998).

1.2.1 Microbiota Normal

O leite quando é formado, é completamente estéril, porém se contamina logo ap6s
pelas bactérias que povoam os canais galactéforos; a contamina¢do da secrecdo lactea pode
iniciar, antes mesmo de ser expelida para o meio externo, devido ao fato dos ductos
lactiferos estarem constantemente abertos, sendo porta de entrada para microorganimos que
estdo nas superficies e em contato com o ambiente (Figura 1) (REVILLA, 1985; BANKS,
1992).

Seio da glandula’ §, "'"";“J"“-L-—Anuto

Seio da teta
Teta -

Ducto

Fonte: Banks (1992) lactifero

Figura 1. Representacdo esquemadtica do tibere bovino, mostrando as estruturas pelas quais
o leite flui e que normalmente sdo contaminadas com microorganismos.
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O contetido microorganico do leite obtido nos primeiros jatos de leite de uma vaca
sa € geralmente maior que o nimero de bactérias de qualquer outra por¢do durante a mesma
ordenha e por estar acumulado no canal galact6foro e, consequentemente, em contato com o
ambiente, faz-se necessdrio desprezar os dois primeiros jatos (BEHMER, 1982; REVILLA,
1985).

O leite ao sair do ubere apresenta-se com uma carga microbiana e se o mesmo for
exposto as condi¢des do ambiente por algum tempo, esta ird se multiplicar ativamente
(DILAJAN, 1976; RIEDEL, 1992).

Fatores como a qualidade bacterioldgica das dguas, qualidade do ar, dos estdbulos,
sanidade dos ordenhadores e dos animais e, principalmente, utensilios ndo perfeitamente
higienizados também contribuem, de modo decisivo, no estado microbiolégico do leite
(ANTUNES e OLIVEIRA, 1986).

No leite normal predominam os géneros Streptococcus - produtores de acidos - e
Lactobacillus. Também aparecem Micrococcus e Bacillus e Clostridium — produtores de
esporos. Entretanto quando se armazena o leite cru, em condicdes de refrigeracdao — entre 2°
e 4°C, ocorre um momento em que hd um predominio de agentes psicrotroficos. O
desenvolvimento das bactérias desses géneros no leite frio pode provocar transformacoes
prejudiciais - defeitos e decomposi¢ao quimica — nos componentes organolépticos do leite.
(SPREER, 1991).

As bactérias acido l4cticas tém papel importante na elaboracdo da maioria dos tipos
de queijo. Queijos tipo fresco ou ndo-amadurecidos usam culturas iniciadoras semelhantes
as da coalhada. Os queijos amadurecidos sofrem também uma fermentacao latica inicial que
¢ seguida pela acdo de suas proprias enzimas e de outros microorganismos. Os
microorganismos sdo, como se sabe, inimeros, apresentando uma série de fermentacdes
distintas e normalmente caracteristicas da regido de onde se originaram (AQUARONE et
al., 1975).

As bactérias lacticas mais importantes nos produtos lacteos, tanto por sua atividade
quimica, bioquimica como por seu numero, sdo aquelas que fermentam o acido lactico nos
produtos de degradacdo e que sdo fracamente proteoliticas. Tais bactérias pertencem as

familias Lactobacillaceae e Streptococaceae (ALAIS, 1985).

1.2.2. Microbiota Patogénica
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Segundo GOMES e GALLO (1995), os microorganismos sdo 0s principais
responsaveis pela transmissao de doengas a partir do leite e derivados e pela deterioracdo da
qualidade destes alimentos.

Os nutrientes, proteina e gordura, do leite sdo preservados no processo de produgdo
do queijo e desta forma podem ser mantidos por mais tempo do que na forma liquida.
Virios fatores sao criticos ao se produzir o queijo, principalmente em relacao a qualidade
microbiolégica do leite, devido a presenga de alguns microorganismos que resultariam na
presenca dos mesmos no queijo (ZOTTOLA e SMITH, 1991).

Segundo ZOTTOLA e SMITH (1991), a quantidade de dgua presente no queijo é
um dos fatores que influenciam o crescimento de microorganismos em queijos. Partindo-se
deste principio, a legislacdo brasileira, através da Resolucdo n°® 12 (02 de janeiro de 2001),
implementou o regulamento técnico sobre padrdes microbioldgicos para alimentos, exigindo
que os queijos (de baixa, média, alta e muito alta umidade) sejam analisados para as
seguintes bactérias: estafilococos coagulase positiva (que substituiu a denominagao anterior
de Staphylococcus aureus), Salmonella sp, coliformes a 45°C (que substituiu a denominagdo
“coliformes de origem fecal” e “coliformes termotolerantes™) e Listeria monocytogenes.

O leite pode ser contaminado por microorganimos patogénicos dos quais a vaca é
portadora, principalmente, aqueles considerados propagadores de doengas, como pode ser
observado no Quadro 1 (EVANGELISTA, 1998).

Quadro 1. Principais fontes de contaminacdo do leite de origem animal e ambiental.
Enfermidades produzidas e microorganismos causadores de tais enfermidades.

Fonte de contaminac¢io Enfermidade Microorganismo
Brucelose Brucella abortus
Tuberculose Mycobacterium tuberculosis
Através do ubere Escarlatina Streptococcus pyogenes
Angina infecciosa
Gastroenterites téxicas Staphylococcus aureus
Colibacilose Escherichia coli
Difteria Corynebacterium diphteriae
Tuberculose Mycobacterium tuberculosis
Brucelose Brucella abortus
Gastroenterites toxicas Staphylococcus aureus
Colibacilose Escherichia coli
Através da manipulacio Diarréia infantil Proteus spp, Bacillus spp, C. perfringens
Tifo Eberthella typhosa
Paratifo Salmonella sp
Disenteria e diarréia Shigella sp
Escarlatina Streptococcus pyogenes
Angina infecciosa
Difteria Corynebacterium diphteriae
Febre aftosa Virus da glosopeda
Ocasionais Carbtnculo Bacillus anthracis
Actinomicose Actinomyces bovis
Colera (rara) Vibrio comma

Fonte: EVANGELISTA (1998).
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COVENEY et al. (1994) citam que, na Irlanda, a elaboracdo de queijos artesanais
irlandeses, a partir de leite cru € feita comumente, entretanto ja existem produtores que
utilizam a pasteurizacdo como método de prevengdo de microorganimos no leite.

Uma série de pesquisas ¢é realizada todos os anos quanto a presenca de

microorganismos patogénicos em leite e derivados de leite. Tais dados estdo resumidos no

Quadro 2.

Quadro 2. Agentes patogénicos pesquisados em leite e derivados quanto a sua ocorréncia
em alimentos lacteos, em varias localidades.

Positiva/
Alimento analisado | Microorganismo N° Local Autor /ano
amostras
.. Escherichia coli 43/60
Queijos EPEC 4/43 Mosul-Iraque Abbar /1988
Queijos Fresco,
Semi-duro e Salmonella spp 44/3.846 Cuba Castro et al./1991
Duro
Queljp branco turco Yersinia enterocolitica 19/66 Turquia Aytac e Ozbas/1992
Condimentado
Leite cru 11/30
Leite pasteurizado 1720
Leite fermentado Yersinia enterocolitica 15/63 Marrocos Hamama et al./1992
Queijo 7/94
Creme de leite 1/20
. . . . 24/50
S;Zﬂg;fgt?ggg_tlpo golgorm; > li 0157-H7 Neg. Dakota do Sul/ | Bowene
: seherichia cott ' EUA Henning/1994
americano S. aureus
Neg.
Queijo artesanal S. aureus 48/96 Irlanda Coveney et al./ 1994
irlandés
11/19
Leite cru
Leite pasteurizado C | S. aureus Neg Piracicaba/SP Gomes e Gallo/ 1995
Queijo Minas frescal
4/18
Coliformes fecais 29/29
.. . S. aureus 18/29 Rio de ..
Queijo Minas Frescal Aeromonas spp 8/29 Janeiro/RJ Aratjo et al./1997
Yersinia spp. Neg
Queijo macios 2/22
Queijo azul 4/22 .
Queijo semi-duro S. aureus 4/22 Bologna/Itilia De Luca et al. /1997
Mussarela 6/22
.. . Coliformes fecais 20/33 . .
Queijo Minas Escherichia coli 20133 Vicosa/MG Pinto et al./1997
. Pocos de Caldas/ | Almeida Filho e
Minas Frescal S. aureus 40/80 MG Nader Filho/ 2000
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Para CASTRO et al. (1991), a presenga de porcentagens baixas (menos de 1,5%) de
amostras positivas para Salmonella spp. ndo parece representar risco, entretanto medidas de
higiene satisfatorias sdo sugeridas na pesquisa para evitar a presenga deste contaminante no
queijo.

ZOTTOLA e SMITH (1991) classificam a Listeria monocytogenes e a Escherichia
coli O157:H7 como microorganismos patogénicos emergentes, devido aos surtos

envolvendo produtos l4cteos contaminados com estas bactérias.

1.3. Caracteristicas dos Queijos

Segundo TORREZAN (1998), a fabricag¢do de queijo € um processo que pode durar
meses; entretanto, os principais fatores que determinardo as caracteristicas finais deste
queijo sdo definidos no espagco de poucas horas, comecando com a chegada do leite a
fabrica até a prensagem nas formas.

O artigo 599, do Decreto N° 2.244 de 04 de junho de 1997 do Ministério da
Agricultura (BRASIL, 1997), cita que para fins de padronizacdo, os queijos devem ser
classificados em 2 (duas) categorias, tendo por base, o teor de umidade e a percentagem de
matéria gorda no extrato seco total. Assim, os queijos se classificam, de acordo com os
artigos 600 e 601:

a) Quanto ao teor de umidade: 1. Queijos de baixa umidade (consisténcia dura),
com até 35,9% (trinta e cinco e nove décimos por cento) de umidade; 2. Queijos de média
umidade (consisténcia semi-dura), com umidade entre 36% (trinta e seis por cento) e 45,9%
(quarenta e cinco e nove décimos por cento); 3. Queijos de alta umidade (consisténcia
macia), com umidade entre 46% (Quarenta e seis por cento) e 54,9% (cinqiienta e quatro e
nove décimos por cento); 4. Queijos de muito alta umidade (consisténcia mole), com
umidade minima de 55% (cinqiienta e cinco por cento), sendo que, segundo o Pardgrafo
unico, os queijos de muito alta umidade, de acordo com o processamento sofrido logo apds
a fermentacdo, podem se classificar em queijos de muito alta umidade tratados
termicamente e queijos de muito alta umidade.

b) Quanto a percentagem de matéria gorda no extrato seco total: I. extra gordo ou
duplo creme, quando contenha no minimo 60% (sessenta por cento); 2. gordo: quando
contenha entre 45% (quarenta e cinco por cento) € 59,9% (cinqiienta e nove e nove décimos
por cento; 3. semi-gordo: quando contenha entre 25% (vinte e cinco por cento) e 44,9%

(quarenta e quatro e nove décimos por cento); 4. magro: quando contenha entre 10% (dez
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por cento) e 24,9% (vinte e quatro e nove décimos por cento); 5. desnatado: quando
contenha menos de 10% (dez por cento).

Segundo a Portaria n° 364 de 04 de setembro de 1997 do RIISPOA (BRASIL,
1997), entende-se por queijo Mussarela, o queijo obtido pela filagem da massa acidificada
(produto intermedidrio obtido por coagulacdo do leite por meio de coalho e/ou outras
enzimas coagulantes apropriadas) complementada ou ndo pela acdo de bactérias lacteas
especificas.

A Instru¢do Normativa n°30 de 26 de junho de 2001, publicada no DOU de
16/07/2001, que aprova o regulamento técnico de identidade e qualidade de Manteiga da
Terra ou Manteiga de Garrafa; Queijo de Coalho e Queijo de Manteiga define no anexo II, o
queijo de Coalho como aquele que se obtém por coagulagdo do leite por meio do coalho ou
outras enzimas coagulantes apropriadas, complementada ou ndo pela agcdo de bactérias
lacteas selecionadas e comercializado normalmente com até 10 (dez) dias de fabricagao
(BRASIL, 2001).

O queijo de Manteiga € definido no anexo III da Instru¢do Normativa n° 30, como o
produto obtido mediante a coagulacdo do leite com emprego de dcidos organicos de grau
alimenticio, cuja massa é submetida a dessoragem, lavagem e fusdo, com acréscimo
exclusivamente de manteiga de garrafa ou manteiga da terra ou manteiga do sertdo. Sendo
reservado ao produto cuja base lictea ndo contenha gordura e/ou proteina e/ou outros
produtos de origem nao l4ctea.

Desde o dia dois de janeiro de 2001, a legislagcdo brasileira, através da ANVISA,
adotou a Resolucdo n°® 12, publicada no DOU em 10 de janeiro de 2001, que padroniza o
Regulamento técnico sobre padrdes microbioldgicos para alimentos, na qual a bactéria
Listeria monocytogenes passou a fazer parte como um dos microorganismos a ser analisado
em produtos lacteos, além dos ja considerados indicadores de qualidade, sendo o resultado
da determinacdo expresso como presenca ou auséncia na aliquota analisada (BRASIL,

2001).

1.4 Caracteristicas da Listeria monocytogenes

1.4.1 Taxonomia e Identificacao

O microorganismo Listeria monocytogenes, anteriormente denominado Bacterium

monocytogenes, foi descrito pela primeira vez por Murray e colaboradores, em 1911, como
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a causa de infec¢des em coelhos de laboratério. Posteriormente, em 1929, foi descoberto
que esta bactéria causava doenca no homem, bem como em outros animais (KONEMAN et
al., 2001, FDA, 1992).

O género Listeria pertence a familia Corynebacteriaceae e consiste de seis espécies:
Listeria monocytogenes, Listeria ivanovii subsp. ivanovii e subsp. londoniensis, Listeria.
innocua, Listeria welshimeri, Listeria seeligeri e Listeria grayi; sendo todas as espécies
ubiquas e, potencialmente, contaminantes de alimentos. Entretanto, somente a bactéria
Listeria monocytogenes €& considerada patégena para humanos e animais (FABER e
PETERKING, 1991; BEUMER et al, 1996).

A Listeria sp. € um bacilo, de forma cocobacilar, curto e delgado (que
microscopicamente assemelha-se a corinebactérias ou diplococos Gram-positivos),
aerébico, gram positivo, ndo esporulado, cujas células medem de 0,4 a 0,5 um por 1,0 a 2,0
um (MURRAY et al., 2000; KONEMAN et al., 2001).

Segundo o Manual Bergey’s, a motilidade do género Listeria sp se faz através de
pequenos flagelos peritriquios, isto acontece quando a mesma cresce em temperaturas entre
20 — 25°C, sendo que este crescimento apresenta-se de modo muito caracteristico, em forma
de guarda-chuva; entretanto, a temperatura 6tima para seu crescimento ¢ 30-37°C. Sendo
catalase positiva e oxidase negativa (HOLT et al., 1994).

ISOM et al. (1995) citam que culturas antigas de Listeria monocytogenes,
principalmente coldnias desiguais, tém sido apresentadas produzindo estruturas filamentosas
que medem de seis a 20 um de comprimento. E, no experimento, envolvendo a formacao de
filamento pela Listeria monocytogenes, ocorreu o crescimento de células alongadas sob
condi¢des experimentais de concentracio de NaCl a 1.000mM sugerindo que um
mecanismo de adaptacdo para a sobrevivéncia possa estar envolvido.

Ressalta-se que a capacidade de utilizar ou ndo determinados carboidratos é um dos
recursos laboratoriais que pode ser usado para diferenciacdo das espécies de Listeria sp. e
que somente a espécie Listeria monocytogenes utiliza a thamnose, enquanto as espécies
Listeria seeligeri, Listeria ivanovii e Listeria welshimeri utilizam a xilose como fonte de
obtencdo de energia (FABER e PETERKING, 1991).

Algumas caracteristicas sdo de grande importancia para a anélise microbioldgica e
diferenciacdo das espécies do género Listeria sp; tais caracteristicas foram agrupadas em
forma de tabela por Holt et al. apud Silva et al. (1997), sendo que as espécies anteriormente

enquadradas neste género como Listeria grayi e Listeria murrayi foram reclassificadas no
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género Murraya sp., nos ultimos anos, conhecidas e denominadas como Murraya grayi

subsp grayi e M. grayi subsp. murray (tabela 1).

Tabela 1.: Caracteristicas para diferencia¢do dos géneros Listeria sp. € Murraya sp.

L. L. L. L. L. M. grayi | M. grayi
Teste monocytogenes | Seeligeri |ivanovii |innocua |welshimeri susbp. subsp.
grayi murrayi

Motilidade
rotatdria + + + + + + +
(20-25°C)
Motilidade
guarda- + + + + + +
chuva
Camp-teste
S.aureus * * i i i i i
Camp-teste
R. equi i i + i i ] ]
Catalase + + + + + + +
Oxidase - - - - - - -
Uréase - - - - - -
Cioscimento A/A A/A AA | AA AJA A/A A/A
H,S (TSI) - - - - - - -
OF Glicose OF OF OF OF OF OF OF
Crescimento
Agar Bile + + + + + +
Esculina
Teste VM + + + + + +
Teste VP + + + + + +
Teste Nitrato - - - - +
B -hemdlise +a + + - - - -
Fermantacdo
Manitol - - + - + + +
Xilose - + - + - - -
Rhamnose + - - d D - d

Fonte: Holt et al. apud Silva et al. (1997)

a = algumas poucas cepas sdo negativas

+ = 90% ou mais cepas sdo positivas em 48h

—=90% ou mais cepas sdo negativas em 48h

d = 11-89% das cepas sdo positivas

Reagdes em TSI Rampa/Fundo: A = dcido, K = alcalino
OF Glicose: O = Oxidativo; F = Fermentativo.
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1.4.2 Fisiologia e Patogénese da Listeria monocytogenes

O Bacterium monocytogenes foi descrito pela primeira vez por Murray e
colaboradores, como a causa de infec¢Oes em coelhos de laboratério. O microorganismo
estava associado com mondcitos do sangue periférico (KONEMAN et al., 2001).

Na atualidade, sabe-se que a Listeria monocytogenes € um dos cldssicos patégenos
intracelulares facultativos, o que permite a persisténcia da mesma no interior de células do
sistema mondcito-macréfago, podendo crescer em macréfagos, células epiteliais e
fibroblastos cultivados (MURRAY et al., 2000).

Devido ao estilo de vida unico da Listeria monocytogenes, muitos cientistas t€m
sido instigados a estudar o modelo de parasitismo intracelular desta bactéria, j4 que a
fisiopatologia conhecida atualmente deve-se a intensos estudos do modelo de infec¢do no
rato (BHUNIA, 1997; VAZQUEZ-BOLAND et al., 2001).

Segundo DUBAIL et al. (2000), este patégeno intracelular facultativo é capaz de
invadir muitas células hospedeiras, incluindo células epiteliais, hepatdcitos, fibroblastos,
células endoteliais e até mesmo macrofagos. E cada passo deste parasitismo intracelular é
dependente da produgdo de fatores de viruléncia.

No interior de todas as células que a Listeria monocytogenes é capaz de penetrar,
entre macréfagos e ndo fagocitos, ela desenvolve um ciclo de vida intracelular com
caracteristicas comuns (Vazquez- Boland et al., 2001).

Schwarzkopf (1996) cita que o processo de infec¢do pela Listeria monocytogenes
ocorre em quatro partes diferentes: internalizacdo, fuga a partir do vacuiolo intracelular,
enucleacdo de filamentos de actina e difusdo célula-célula.

O ciclo de vida intracelular da Listeria monocytogenes durante processo de
infec¢cdo pela bactéria foi esquematizado por SOUTHWICH e PURICH (2003), segundo a
Figura 2.
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Figura 2. Ciclo de vida intracelular da Listeria monocytogenes durante o processo de
infec¢do de macréfagos (Fonte: SOUTHWICH e PURICH, 2003)

A internalizacdo ocorre quando, através de internalinas produzidas pela Listeria
monocytogenes, esta liga-se a receptores especificos na membrana da célula hospedeira,
penetrando na mesma e formando um vacuolo intracelular (SCHWARZKOPF, 1996).

Segundo MURRAY et al. (2000), o processo de penetragdo se da por fagocitose € o
vactuolo formado é denominado endossoma. Antes que a Listeria monocytogenes seja
destruida por enzimas lisossOmicas, hd liberagcdo da listeriosina O pela mesma, que dissolve
o vacuolo, liberando-a no interior da célula hospedeira onde sofrerd multiplicacdo, dando
origem a novas células. A fuga da bactéria do interior do endossoma da célula hospedeira
infectada é freqiientemente mediada pela formagao de um poro pela listeriolisina O.

A listeriolisina O é uma B-hemolisina que é descrita como uma estreptolisina e
pneumolisina, sendo produzida pelas amostras virulentas desta bactéria, ¢ uma toxina
oxigénio-label e imunogénica. Desse modo, a Listeria monocytogenes nunca estd
extracelular e exposta a agentes antimicrobianos humorais (tais como: complemento e
anticorpos), entretanto, pode ser facilmente morta por macréfagos ativados
(MICROBIOLOGY AND IMMUNOLOGY ON-LINE, 2002).

A seguir, um halo de filamentos de actina circunda a Listeria monocytogenes que,

ap6s replicacdo, € orientada por uma cauda que a impele para a superficie da célula
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hospedeira, iniciando a difusdo célula-célula e, entdo uma extensdo em pseudopodes &
formada, facilitando a transferéncia da bactéria para outra célula (DUBAIL et al., 2000).

LECUIT et al. (2001), a partir de uma pesquisa na Francga, citam que o mecanismo
pelo qual a Listeria monocytogenes atravessa a barreira intestinal ndo estd totalmente
esclarecido. Entretanto, € sabido que essa bactéria expressa uma proteina de superficie —
internalina, que interage com um receptor do hospedeiro — E-caderina, que promove a
entrada no interior das células epiteliais humanas.

As cepas mutantes de Listeria monocytogenes que nao produzem a listeriolisina O,
sdo avirulentas e sdo fagocitadas rapidamente pelas células hospedeiras quando infectadas
(DUBAIL et al., 2000).

Um processo similar foi observado por DALLAS et al. (1995) a partir de um
experimento cultivando Listeria monocytogenes e Listeria innocua em macrofagos de
camundongos; a internalizacdo das bactérias ocorreu duas horas apds, havendo um
crescimento significativo no nimero de Listeria monocytogenes nas 6 horas seguintes,
entretanto 0 mesmo nao ocorreu com Listeria innocua, ja que estas foram fagocitadas.

Em um estudo in vitro, realizado na Franca, foi pesquisada a entrada de Listeria
monocytogenes em neurdnios pelo processo de difusdo célula-a-célula. Nele detectaram a
bactéria, predominantemente, no interior de macréfagos da microglia enquanto os astrocitos
e os oligodentrécitos foram infectados em menor extensdo. Tais dados deram suporte a
no¢do de que fagdcitos infectados podem ser vetores a partir dos quais a Listeria
monocytogenes pode acessar nichos privilegiados tais como o sistema nervoso central
(DRAMSI et al., 1998).

Além do parasitismo intracelular que a torna resistente ao ataque pelo organismo
hospedeiro, a Listeria monocytogenes apresenta algumas caracteristicas de resisténcia muito
relevantes ao seu crescimento.

JUNEJA et al. (1998) demonstraram que a resisténcia da Listeria monocytogenes
ao calor depende das condi¢des de crescimento as quais a bactéria serd submetida e que as
condi¢des ambientais presentes durante o crescimento, tais como: pH, atmosfera,
temperatura, meio para crescimento, t€m sido responsdveis por atribuir a esta bactéria a
resisténcia ao calor, adaptando-a ao mesmo.

Além dos fatores supracitados, MAZZOTTA et al. (2001), observaram que a
resisténcia da Listeria monocytogenes ao calor € influenciada por muitos fatores e que
existem variacdes entre as amostras em relacao a habilidade de permanecer em temperaturas

altas e esta resisténcia € influenciada também pelas caracteristicas dos alimentos, tais como:
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quantidade de sal, atividade de dgua, acidez e a presenca de outros inibidores. Além disso, o
género Listeria sp € mais resistente que os outros patogenos de alimentos nao formadores de
€Sporos.

A resisténcia de diferentes sorovares de Listeria monocytogenes ao calor que foram
tratadas termicamente em solucdo fisioldgica foi estudada por SORQVIST (1994), na
Suécia, sendo observadas diferencas significantes na resisténcia ao calor tanto entre os sete
sorovares como entre as 11 amostras pertencentes a0 mesmo sorovar.

Concordando com tais afirmacdes, LOU e YOSEF (1996), em uma pesquisa
realizada em Ohio, Estados Unidos, estudaram as taxas de termotolerancia da Listeria
monocytogenes em varios estadgios de crescimento e na presenca de fatores de estresse que
incluiam fome e tratamentos com peréxido de hidrogénio, etanol e pH baixo, concluindo, a
partir dos resultados obtidos, que todos os tratamentos causaram um aumento na
termotolerancia desse patégeno.

Entretanto, GAY e CERF (1997) observaram, na Franca, que a Listeria
monocytogenes foi incapaz de crescer e sobreviver em pH 4,8, sob as diferentes
temperaturas testadas (2, 6, 10 e 14°C) e que essa incapacidade independe da concentragdao
inicial da mesma.

O que foi confirmado também por GALDIERO et al. (1997) que observaram uma
diminui¢do na habilidade invasiva da Listeria monocytogenes quando em meio para
crescimento com pH < 4,5 independentemente da concentracdo inicial e da temperatura de
incubacao.

Quanto a resisténcia da Listeria monocytogenes a diferentes concentragdes de
NaCl, ISOM et al. (1995) afirmam que, em relacdo a concentracdo de NaCl, todas as
amostras de Listeria monocytogenes crescem em 10%, vdarias amostras podem sobreviver
em 25% e algumas t€m sido apresentadas mantendo-se vidveis apds um ano em 16%.

Os efeitos de variagdes combinadas de temperatura, pH e concentragdo de NaCl na
inibicdo pela nisina de Listeria monocytogenes foram estudados por THOMAS e
WIMPENNY (1996) os quais observaram que o aumento na concentracdo de NaCl
potenciou a inibi¢do pela nisina da bactéria, enquanto que o aumento na temperatura nao
influenciou este crescimento. O pH variando de 5-7,92 aparentemente aumentou a inibicao
por nisina, entretanto, em pH 4,5-5 e a temperatura de 20-25°C, o microorganismo
apresentou-se resistente a nisina e ao NaCl.

O mesmo estudo também foi produzido por MARTINIS et al. (1997) atestando que

entre 20-30°C, a freqii€éncia de resisténcia ficou em torno de 1 a 10° , independentemente da
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concentragio de sal ou do pH. A 10°C, a freqiiéncia da resisténcia a nisina diminuiu com o
decréscimo de pH e da concentragdo de sal. E com o pH a 5,5 e concentrac¢do a 0,5% NaCl
passou a ser impossivel a geracdo de isolados da Listeria monocytogenes resistentes a
nisina.

A Listeria monocytogenes apresenta a capacidade de sobreviver e crescer formando
um biofilme em vdrias superficies, tais como as superficies de aco inoxidavel, Teflon®,
nylon e selador superficie de poliéster, as quais foram testadas e demonstraram que quando
as condigdes sanitdrias ndo sdo satisfatorias ha um risco substancial deste patogeno
contaminar a planta ambiental de processamento (BLACKMAN e FRANK, 1996).

Em relacdo a radiagcdo, a Listeria monocytogenes € mais resistente do que as
bactérias gram negativas dos géneros Salmonella e Vibrio. Tal radiosensibilidade foi
testada, no Mississipi, Estados Unidos, a partir de um experimento para determinar se a
concentragdo celular inicial e/ou a temperatura no tempo de radiacdo influenciavam a
radiosensibilidade da mesma. Os resultados obtidos demonstraram que a temperatura de
irradiacdo somente influenciou a radiosensibilidade desta bactéria a 10°UFC/mL
(ANDREWS et al., 1995).

Todavia, CLARDY et al. (2002) citam que a irradiacdo gama tém-se apresentado
eficiente no controle de Listeria monocytogenes em carnes ndo cozidas e que poderia
também ser utilizada em produtos ‘“pronto-para-comer”.

Efeitos inibidores sobre a Listeria spp tém sido descritos na literatura, quer seja
pela utilizagdo de microorganismos competidores quer seja pela producdo de bacteriocinas
com efeito listeriocida, ou ainda, pela utilizagdo de compostos quimicos.

Quando nos alimentos existe uma carga elevada de microorganismos de alteragao,
como Lactobacillus ou Pseudomonas, estes competem pelo mesmo espaco e nutrientes, de
modo que a Listeria monocytogenes dificilmente poderd se desenvolver até niveis elevados
(JEREZ, 2001).

RODRIGUEZ et al. (1997) relatam que o uso simultineo de mais de uma
bacteriocina para prover uma atividade antibacteriana 6tima ou a combina¢do de uma
bacteriocina com um outro mecanismo de preservacdo tem sido proposto para reduzir a
selecdo de resisténcia a acio de bacteriocinas nas amostras alvo.

Na pesquisa sobre o efeito de bacteriocinas sobre a Listeria monocytogenes,
RODRIGUEZ et al. (1997) observaram que, combinando-se os efeitos da bacteriocina
produzida por uma bactéria acido l4ctica e a ativagdo do sistema lactoperoxidase no

crescimento de Listeria monocytogenes em leite cru refrigerado, houve um decréscimo mais
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significativo na contagem de Listeria monocytogenes quando utilizada esta combinacao do
que quando se utilizou somente a bacteriocina.

Em um trabalho produzido por GUERRA ¢ BERNARDO (2001a), em Portugal,
foram caracterizados os efeitos inibidores de Listeria monocytogenes Scott A, produzidos
pela microbiota de maturacio de queijos (531 amostras) do Alentejo, 208 amostras inibiram
o crescimento de Listeria monocytogenes, 82 amostras produziram substancias filtraveis
antagonistas a listeria, 25 com inibicao foram atribuidas a produgdo de dcidos orgénicos, 37
a producdo de peréxido de hidrogénio e oito a producdo destes dois compostos.

GUERRA e BERNARDO (2001a), também citam na pesquisa que, embora nao
tenha sido observada a producdo de bacteriocinas, observou-se a presenca de
microorganismos com capacidade anti-Listeria dos géneros Enterococcus, Lactobacillus,
Leuconostoc e Staphylococcus.

PITT et al. (2000) pesquisaram o desenvolvimento de Listeria monocytogenes em
leite pasteurizado quando da fermentagdo com bactéria acido ldatica e observaram que
durante a incubacdo com Lactobacillus bulgaricus e Lactobacillus plantarum, a Listeria
monocytogenes foi completamente inativada apds 20 e 64 horas de incubagdo a 37°C e 30°C,
respectivamente.

Alguns trabalhos descrevem a acdo de bacteriocinas produzidas por
microorganismos contaminantes do queijo sobre o crescimento e a sobrevivéncia da Listeria
monocytogenes em varios tipos de queijos. Entretanto, até o presente momento, a nisina
consiste na Unica bacteriocina utilizada comercialmente como agente natural de conservagao
de alimentos (MORENO et al., 1999).

Dentre estes trabalhos, estd o estudo de EPPERT et al. (1997) que pesquisaram, na
Alemanha, a reducdo do crescimento de Listeria spp. causada pelas culturas microbianas de
queijos ndo definidas e produtoras de pigmento vermelho e pela producao de bacteriocinas
por Brevibacterium linens in situ em queijo macio. Os resultados com relagdo as
bacteriocinas do B. linens nao foram o esperado; entretanto, a producdo de outras
substancias de efeito inibitdrio pelas culturas microbianas ndo definidas obteve efeito muito
mais pronunciado quanto a presenca e sobrevivéncia de amostras mutantes de Listeria spp.

TARELLI et al. (1994) estudaram a produgdo de bacteriocinas ativas contra a
Listeria monocytogenes e Listeria innocua, a partir de Enterococci lacticos. Em leite, a
producdo de bacteriocinas ocorreu durante a incubagdo a 37°C e em queijos macios, em

temperatura de crescimento, foram produzidas nas primeiras 24 horas. A atividade
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antimicrobiana do Enteroccus faecium manteve-se estavel no leite até o final do periodo de
incubacao.

Em uma pesquisa realizada por MORENO et al. (1999) para verificar o efeito
inibitério e o modo de acdo das bacteriocinas produzidas por Lactobacillus lactis subsp.
lactis ITAL 383, ATCC11454 e CNRZ150 contra Listeria innocua LIN11, foi descrito que
o efeito e 0 modo de acdo das bacteriocina foram similares a nisina de Lactobacillus lactis
subsp. lactis ATCC11454 e estas bacteriocinas apresentaram efeito bactericida causando a
lise de células de Listeria innocua. O efeito letal foi maior para células em fase exponencial
de crescimento.

Quanto a compostos quimicos, FERNANDEZ (2003) cita que uma solugdo de
célcio acidificado pode reduzir drasticamente a presenca de Listeria monocytogenes e
prevenir o reaparecimento deste microorganismo em salsichas cozidas, sendo mais eficaz
que o dcido lactico, método mais empregado e comumente usado atualmente.

Desse modo, t€ém se observado que queijos naturalmente contaminados bem como
queijos inoculados tém sido a base para os estudos dos fatores que influenciam a

sobrevivéncia de microorganismos patdgenos (ZOTTOLA e SMITH, 1991).

1.4.3 Viruléncia e Patogenicidade

Somente poucas cepas de Listeria monocytogenes, geneticamente distintas, tém
sido identificadas em surtos de doenca alimentar em humanos, o que sugere que nem todas
as amostras desta espécie sdo igualmente virulentas e/ou capazes de serem transmitidas a
partir do animal ou do alimento para o0 homem (FRIEDLANDER JUNIOR, 1999).

O entendimento da viruléncia foi melhorado por diferentes investigacdes com
emprego de cultura de células e métodos moleculares que demonstraram o potencial dos
genes dos fatores de viruléncia (SCHWARZKOPF, 1996).

A heterogeneidade na viruléncia de Listeria monocytogenes t€m sido observada em
estudos “in vivo” em ratos e “in vitro” em culturas de células, mas a clara correlacdo entre o
nivel de viruléncia e a origem ou as caracteristicas tipicas de uma amostra, em muitos casos,
podem nio estar estabelecidas (VAZQUEZ-BOLAND et al. 2001).

Isto se deve ao fato da bactéria Listeria monocytogenes conter 13 modelos
antigénicos O, que compreendem os sorovares 1/2 a, 1/2b, 1/2¢c, 3a, 3b, 3c, 4a, 4b, 4c, 4d,
4e, 4ab e 7, onde os tipos 1/2a, 1/2b e 4b sdo os responsdveis pela maioria das infeccdes em

recém-nascidos e adultos (BHUNIA, 1997; MURRAY et al., 2000).
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CZUPRINSKI et al. (2002) observam, a partir de um estudo sobre a habilidade da
Listeria monocytogenes em causar infec¢ao sistémica em rato infectado por inoculagdo
intragastrica, que o sorotipo 4b da amostra Scott A e a 101 M possuem mais determinantes
de viruléncia capazes de causar infec¢do sistémica do que o sorotipo 1/2.

A comparagdo entre as taxas de exposicao e a prevaléncia de listeriose sugere que,
embora a taxa de exposicao a Listeria monocytogenes seja alta, a probabilidade de contrair a
doenca € baixa. Variadas explicagdes podem ser sugeridas para esta observacdo. Uma é que
nem toda cepa de Listeria monocytogenes presente em alimentos causa a doenga devido a
diferencas em suas propriedades de viruléncia (NOTERMANS et al., 1998).

Outra possibilidade é devido a vacinacdo indireta com cepas menos virulentas da
Listeria monocytogenes, o que explicaria a alta ocorréncia de alimentos contaminados e a
baixa incidéncia de listeriose (SCHWARZKOPF, 1996).

MURRAY et al. (2000) citam que todas as cepas virulentas de Listeria
monocytogenes produzem a listeriolisina O, que estd geneticamente relacionada a
estreptolisina O e a pneumolisina, sendo esta necessdria para que a bactéria seja liberada
apés a fagocitose e crescimento intracelular. Entretanto, se os macréfagos ativados
inativarem a hemolisina oxigénio-labil através dos seus metabdlitos oxidativos, ocorrerd
morte bacteriana. Assim, na auséncia de imunidade celular eficaz, a listeria pode provocar
infecgdes graves.

Outra reacdo que poderia ser usada para explicar aquela observacdo seria a
existéncia de grupos vulnerdveis na populacdo humana, sendo que a existéncia de tais
grupos tem sido indicada pelos dados epidemiol6gicos encontrados (NOTERMANS et al.,
1998).

Além disso, a Listeria monocytogenes € um organismo intracelular facultativo que
induz a imunidade celular mediada. Ela sobrevive em ambientes extremos de amplas taxas
de temperatura (3 a 45 °C) — um atributo que foi explorado para o isolamento seletivo deste
microorganismo (“enriquecimento a frio”) e pH (4,1 a 9,6) e agentes microbianos
(BHUNIA, 1997; MURRAY et al., 2000).

JONES et al. (1997) relatam que a Listeria monocytogenes € conhecida pelo seu
mecanismo de multiplicacio em temperatura baixa, entretanto como este microorganismo
pode sustentar um crescimento em baixas temperaturas ainda € muito pouco conhecido.

PRATA (1999) explica que a dose infectante da Listeria monocytogenes ¢é

desconhecida, especulando-se que varie em funcdo da cepa e da susceptibilidade da vitima.
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Onde nos casos adquiridos, a partir de leite cru ou supostamente pasteurizado, € seguro

afirmar que em pessoas susceptiveis, menos de 1000 organismos possam causar a doenga.

1.4.4 Habitat da Listeria spp.

A Listeria monocytogenes encontra-se amplamente distribuida na natureza,
podendo encontrar-se no solo, nos vegetais e fazendo parte da microbiota intestinal de
muitos mamiferos, sem que estes apresentem a doenca e, por se tratar de uma agente
saprozoondtica, tem sido na udltima década, na maioria das vezes, incriminada em surtos e
casos de doenca grave em humanos, em regra, causados pelo consumo de alimentos
contaminados (CRESPO et al., 1999; GUERRA e BERNARDO, 2001).

Em uma pesquisa sobre fontes ambientais de listeria em plantas leiteiras, em
Vermont, KLAUSNER e DONELY (1991) encontraram que a incidéncia de Listeria
monocytogenes foi baixa quando comparada com a incidéncia de Listeria innocua.

Entretanto WAAK et al. (2002), na Suécia, observaram resultados variados quanto
a presenca de Listeria monocytogenes e Listeria innocua em fazendas e plantas leiteiras de
acordo com o local de isolamento. O leite armazenado em tanques teve incidéncia de
Listeria monocytogenes em apenas 1,0% das amostras e de Listeria innocua foi de 2,3% nas
294 amostras coletadas, enquanto que o leite armazenado no silo coletor, a Listeria
monocytogenes foi isolada em 19,6% das amostras e 8,5% das amostras apresentaram
Listeria innocua.

Devido ao contato dos vegetais com o solo, os alimentos crus podem apresentar
amostras de Listeria monocytogenes responsaveis pelos surtos de listeriose humana
(PICKETT e MURANO, 1996).

STAHL et al. (1996) em um artigo sobre a preven¢do contra a contaminacao por L.
monocytogenes em fazendas leiteiras e nas industrias de queijos, na Franca, indicam que a
silagem pode ser uma fonte maior da ocorréncia de Listeria monocytogenes em leite cru.

FENLON et al. (1996) observaram que a excrecao de Listeria monocytogenes por
animais de fazenda estd ligada a sua dieta alimentar e que os animais alimentados com feno
e dieta manufaturada ndo excretaram niveis detectaveis desta bactéria (isto €, auséncia em
25g), enquanto que animais alimentados com silagem, que € freqiientemente contaminada
com este microorganismo, comumente excretaram o referido microorganismo.

De acordo com LOVETT et al. apud DALU e FERESU (1996) e GARCIA et al.

(1991), as vacas mamiticas podem abrigar a Listeria monocytogenes no leite em uma
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concentracdo de 2 x 10° até 2 x 10" células por mililitros e a excrecio da mesma pode,
contudo, ocorrer por 3 meses apds os sintomas clinicos terem desaparecido, dai os produtos
lacteos serem particularmente susceptiveis a contaminacao por listeria.

A Listeria monocytogenes tem sido isolada a partir de produtos crus e cozidos, bem
como a partir da superficie de contato com o alimento, na planta de processamento
(PICKETT e MURANO, 1996).

Entretanto, os produtos que mais tém sido implicados nos amplos surtos
envolvendo esta doenga sdo os que t€m recebido um alto grau de processamento tecnoldgico
(FENLON et al., 1996).

Como € o caso dos produtos ‘“prontos-para-comer”’, que sdo relatados
freqiientemente em surtos, devido a contaminac@o pds-processamento, por microorganismos
presentes na planta ambiental de producdo e embalagem dos mesmos (CLARDY et al.
2002).

GARCIA et al. (1991) apontam que a Listeria monocytogenes pode se desenvolver
em temperaturas de refrigeracdo, o que aumenta a susceptibilidade dos alimentos
refrigerados a contaminacao por este microorganismo.

Além disso, GLASS et al. (1995) explicam que a habilidade deste patégeno para
crescer ou sobreviver por longos periodos em leite fluido e produtos fermentados ou nao, a
vdrias temperaturas, tem sido bem relatada em todo o mundo.

Sem contar que os surtos t€ém custado a industria de produtos lacteos, sozinha, nos
ultimos anos, milhdes de ddlares, devido a retirada de produtos do comércio, que sdo
suspeitos de contaminac¢do (DALU e FERESU, 1996).

Gracas a tudo isto, a Listeria monocytogenes tem sido preocupagdo continua para a
industria de alimentos, ja que, embora se possa minimizar a presenca da mesma através da
atencdo durante a producao dos alimentos, torna-se dificil assegurar a auséncia dela a partir

de alimentos que nao recebem um tratamento final listericidal (FERREIRA e LUND, 1996).

1.4.5 Sintomatologia da Listeriose

A doenga em humanos € rara e limita-se a varias populacdes bem-definidas: recém-
nascidos, individuos idosos, mulheres gravidas e pacientes imunocomprometidos, sobretudo
aqueles com deficiéncia na imunidade celular (MURRAY et al., 2000).

Nas ultimas décadas, a Listeria monocytogenes tem emergido como patogeno de

doenca de origem alimentar importante. Embora ela tenha sido identificada desde o inicio
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do século, somente agora, a biologia e a capacidade em produzir doenca através desta
bactéria t€m sido detalhadamente estudadas (CZUPRYNSKI, 1994).

A listeriose estd associada a febre, a alteracdes gastrointestinais e a dores
musculares, se estendendo até o sistema nervoso, levando a perda de equilibrio, dor de
cabeca e convulsdo, podendo evoluir entdo para meningoencefalite, septicemia e aborto em
humanos (BHUNIA, 1997; FERNANDEZ, 2003).

A Figura 3, adaptada do artigo de VAZQUEZ—BOLAND et al. (2001), demonstra
um esquema da fisiopatologia da Listeria monocytogenes em humanos que é comumente

observada.

Meningoencefalite ALIMENTO
CONTAMINADO
RESPOSTA IMUNE

*

Hepatite granulomatosa
subclinica

SOLD
septicemia -———BACTEREMIA

/

Placentite

Aborto
Septicemia neonatal

Eliminacdo fecal

FONTE:
Adaptado de Vazquez-Boland et al. (2001)

Figura 3. Esquema representativo da fisiopatologia da Listeriose.

A Listeria monocytogenes € uma residente transitéria do trato intestinal de
humanos e aproximadamente 5 a 10% da populagdo sdo carreadores deste microorganismo.
Sendo que, a maioria das pessoas sauddveis, provavelmente, ndo evidencia qualquer
sintoma. Desse modo, as complicagdes sdo a expressao clinica da doenca (NOTERMANS et
al., 1998; PRATA, 1999).

O periodo de incubacdo da listeriose apresenta-se com variacdes, desse modo,
KONEMAN et al. (2001) citam que o periodo de incubacdo da listeriose €, em média, de

trés a quatro semanas, podendo apresentar-se com uma variacdo de trés a 90 dias.



38

Em mulheres gravidas, o periodo de incubagdo € de 19 a 23 dias, de acordo com
RIEDO et al. (1994), que relataram tal periodo em uma pesquisa realizada em Connecticut,
Estados Unidos, em 1994, cujos pacientes atendidos apresentaram dois ou mais sintomas de
doenca alimentar (febre, sintomas musculoesqueléticos, ndusea, vomitos e diarréia) e foram
submetidos a exames de sangue, do qual duas amostras foram positivas para o sorotipo 4b
de Listeria monocytogenes.

O inicio de formas graves de listeriose € desconhecido, mas pode variar de alguns
dias a trés semanas. Da mesma forma, o inicio dos sintomas gastrointestinais também ¢
estimado como sendo maior que doze horas (PRATA, 1999).

MURRAY et al. (2000) relatam formas variadas da doenca clinica em humanos; a
doenca neonatal € caracterizada por duas formas: a doenca de inicio precoce (ou
granulomatose infantiséptica), adquirida por via placentdria in utero e a doenga de inicio
tardio, adquirida por ocasido do nascimento ou logo apds. Entretanto, os sinais € sintomas
clinicos nao sao peculiares, sendo, por conseguinte, necessario excluir outras causas de
doenca do sistema nervoso central neonatal.

LACIAR et al. (2000) descreveram um caso de hidrocefalia sintomatica em recém-
nascido infectado com Listeria monocytogenes, na Argentina, apresentando listeriose inicial
com sinais de meningite acompanhada de septicemia e complicando para uma hidrocefalia
severa e foi comprovada a listeriose através de exames microbioldgicos; foram isoladas
amostras positivas da via vaginal materna que apresentou sintomas de resfriado 15 a 20 dias
antes do nascimento da crianca.

Em individuos saos, a infeccdo bem sucedida é rara e freqiientemente manifestada
como ndo complicada, apresentando sintomas gastrointestinais brandos. Entretanto, a
listeriose quando manifestada em individuos imunocomprometidos ou em extremos de
idade pode causar uma ampla taxa de infeccdo, devido largamente a sua habilidade de
difusdo célula-célula, através das barreiras normais para infeccoes; por exemplo, a barreira
hemato-encefdlica (MICROBIOLOGY AND IMMUNOLOGY ON-LINE, 2002).

No homem, a Listeria monocytogenes estd implicada, principalmente, como
causadora de bacteremia e meningoencefalite. Também se t€ém descrito casos de infec¢des
gastrointestinais em individuos imunocomprometidos que haviam consumido alimentos
contaminados com alto inéculo da bactéria (CRESPO et al., 1999).

Em adultos, a meningite constitui a forma mais comum da doeng¢a, embora os sinais

e sintomas clinicos deste microorganismo nao sejam especificos, deve-se suspeitar sempre
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de listeria em paciente submetidos a transplantes de Orgdos, pacientes com cancer ou
mulheres gravidas com desenvolvimento de meningite (MURRAY et al., 2000).

Apés o transplante de medula Ossea, trés casos de meningite por Listeria
monocytogenes, foram relatados por LONG et al. (1993), em pacientes idosos de 51-56 anos
de idade e que apresentaram os sintomas de quatro a 90 meses apds a cirurgia.

A meningite ou meningoencefalite é a forma mais comum em pessoas maiores de
40 anos. Muitas vezes a meningite listérica ocorre como complicacdo em individuos
debilitados, alcoolizados, em pacientes com neoplasias ou que recebem corticosterdides
(CRESPO et al.1999).

Em Illinois, Estados Unidos, apés um picnic, foi relatado por DALTON et al.
(1997), um surto envolvendo um leite achocolatado contaminado com Listeria
monocytogenes. Cerca de 45 pessoas que apresentaram sintomas, 11 pessoas tiveram o
microorganismo isolado. Os sintomas mais encontrados foram diarréia (presente em 79%
dos casos) e febre (72%). Quatro pessoas foram hospitalizadas e o sorotipo 1/2b foi o
implicado neste surto.

BULA et al. (1995) descreveram 57 casos de listeriose em adultos, com 21% dos
casos apresentando bacteremia (em média 75 anos), 40% que apresentaram meningite (em
média 69 anos) e 39% (em média 55 anos) que apresentaram meningoencefalite.

Também € relatado por BULA et al. (1995) que do total de pacientes com
listeriose, 42% tinham uma doenca anterior diagnosticada e 54% tinham mais de 65 anos de
idade, sendo a mortalidade associada a idade de 32% e seqiielas nervosas se desenvolveram
em 30% dos sobreviventes da listeriose.

MIETTINEN et al. (1999) citam um surto de gastroenterite febril por Listeria
monocytogenes envolvendo o consumo de truta arco-iris defumada-fria, embalada a vacuo,
contaminada, por cinco pessoas sauddveis. Sendo o sorotipo incriminado neste surto o 1/2a.
O que sustenta a possibilidade de gastroenterite febril sem necessariamente invasdo em
pessoas sas, se o alimento realmente estiver contaminado com esta bactéria.

KAMPELMACHER e TANSEN apud PICCHI et al. (1999), constataram que entre
103 pessoas, 20% das mesmas que trabalhavam em abatedouros eram portadoras
assintomadticas de Listeria monocytogenes.

Enquanto KONEMAN et al. (2001) observam que veterindrios de campo tém
apresentados listeriose cutanea, adquirida pela manipulacdo de produtos de abortos e

animais infectados.
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Segundo VAZQUEZ-BOLAND et al (2001), a Listeria monocytogenes afeta
muitos vertebrados, inclusive aves, enquanto que a Listeria ivanovii, uma segunda espécie
patogénica do género, € especifica para ruminantes.

A infeccdo pela Listeria monocytogenes em animais se da, primordialmente, por
via alimentar tendo forte tropismo pelo feto, pela placenta e pelo sistema nervoso central
(SNC). As infecgdes por contato animal a animal tém importancia secunddria e sao
produzidas somente durante um curto periodo de bacteremia, no qual ocorre, sobretudo, a
eliminacio do agente pelas secre¢des nasais (CORREA e CORREA 1992; BEER, 1999).

WIEDMANN et al. (1994) relataram dois surtos, em Nova lorque, de encefalite por
listeriose envolvendo pequenos ruminantes, um em ovelhas e outro em cabras, sendo
utilizadas técnicas baseadas em amplificacdo de DNA. Em ambos os surtos, a Listeria
monocytogenes foi isolada da silagem e do tecido cerebral dos animais afetados, sendo que
as amostras isoladas ndo eram idénticas, o que sugere que a existéncia de um ou mais
processos seletivos pelos quais certas cepas da bactéria sdo mais propensas a originar uma
doenca.

CARTER (1988) cita que a doenca em animais é conhecida como listeriose e a
forma neural €, algumas vezes, denominada “doencga giratéria”. Sendo que esta forma ¢é
mais comum em ruminantes. Os sinais clinicos do sistema nervoso central incluem ataxia
unilateral e meningite com microabcessos envolvendo, principalmente, a base do cérebro.
Além disso, podem ocorrer ceratoconjuntivite, oftalmia e abortos sem manifestacdo neural
de doenca. Em monogdstricos, a doenca assume a forma visceral e parece ter sua difusao
por via hematdgena apos a ingestdo do microorganismo.

A maior parte das listerioses animais notificadas na RDA sdo no ovino, em que a
doenca apresenta-se, quase exclusivamente, como listeriose do SNC, podendo também

adoecer animais de qualquer idade e de ambos os sexos (BEER, 1999).

1.4.6 Epidemiologia

As enfermidades de origem alimentar s3o altamente prevalentes em paises
desenvolvidos e em desenvolvimento e hd indicios de que em alguns deles tenham
aumentado. Exemplo disso s@o os surtos de listeriose humana envolvendo alimentos
contaminados, o que tem aumentado dramaticamente nas ultimas décadas (DALU e

FERESU, 1996).
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A primeira evidéncia de que a listeriose, doenca causada pela Listeria
monocytogenes, era transmitida por alimentos foi relatada apés um surto no Canada
envolvendo o consumo de um tipo de salada elaborada com repolho cru, chamada Coleslaw,
desde entdo, surtos maiores t€ém sido associados ao leite, queijos e ovos (BLACKMAN e
FRANK, 1996).

A listeriose humana é uma doencga esporddica observada durante todo o ano, com
pico de incidéncia nos meses mais quentes. Epidemias focais t€ém sido associadas ao
consumo de leite, queijo, carne inadequadamente cozida (tais como: peru e frios), vegetais
crus nao-lavados e repolhos contaminados. Durante esse tempo t€ém sido abundantes os
surtos nos Estados Unidos e em outras partes do mundo, envolvendo produtos l4cteos,
vegetais e produtos cdrneos contaminados com Listeria monocytogenes (FARBER e
PETERKIN apud CZUPRYNSKI, 1994).

Com relagao a vegetais, AURELI et al. (2000) relataram um surto de gastroenterite
febril associada ao milho contaminado com Listeria monocytogenes, entre os alunos de duas
escolas primdrias no norte da Itilia, onde, dos 2.189 entrevistados, 82% foram expostos a
bactéria, 1.566 (72%) apresentaram sintomas e destes 292 (19%) foram hospitalizados. O
surto foi associado a salada fria de milho com atum. E o sorotipo envolvido foi o 4b
revelando que a infec¢do de origem alimentar com Listeria monocytogenes pode causar uma
doenca febril com gastroenterite em imunocomprometidos.

DALU e FERESU (1996), no Zimbdabue, verificaram que os produtos licteos,
como um todo, sdo os alimentos mais freqiientemente comprometidos com nos surtos de
listeriose. Entre os produtos implicados estdo: o leite cru ou, impropriamente, pasteurizado,
os varios tipos de queijos, o leite achocolatado, os sorvetes e o buttermilk.

Levando-se em conta que o leite e seus derivados podem, em determinadas
condi¢des, transmitir ao homem uma grande variedade de doencas € que os mesmos
constituem um Otimo alimento para o homem e excelente meio de cultura para os
microorganismos, CRUZ (1984) afirma que hd muitos patégenos importantes na prética,
porém ha outros que poderdo ser implicados em surtos, uma vez que os produtos de
laticinios podem servir de veiculo para a maioria dos patégenos provenientes tanto dos
animais como dos manipuladores do leite e derivados.

Dentre os microorganismos que t€m sido isolados do leite cru, Salmonella sp.,
Listeria sp. e Escherichia coli enteropatogénica, podem sobreviver e, inclusive, multiplicar-
se em alguns tipos de queijos, sendo que estes trés microorganismos sao considerados de

alto risco para a industria leiteira (GARCIA et al, 1991).
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Em pesquisa realizada na Paraiba, por CATAO e CEBALLOS (2001), investigou-
se a presenca de Listeria spp., coliformes totais e fecais e Escherichia coli, no leite cru e
pasteurizado. Num total de 75 amostras de leite (45 crus, 15 recém-pasteurizados e 15
ensacados), foi observado que todas as amostras estavam fora do padrdo estabelecido pela
legislacdo e a presenca de Listeria spp. foi confirmada em 33 amostras de leite cru e nove
amostras de leite pasteurizado

Sendo observado ainda no leite cru a seguinte porcentagem: 66,6% de Listeria
monocytogenes, 25,3% de Listeria innocua, 3,9% de Listeria ivanovii, 2,5% de Listeria
welshimeri e 1,5% de Listeria grayi. No leite pasteurizado isolou-se apenas Listeria
monocytogenes ¢ Listeria innocua (CATAO e CEBALLOS, 2001).

FENLON et al. (1996) também indicam que a planta ambiental pode ser o local
propiciador da contaminacdo por listeria a partir de produtos l4cteos.

O que foi confirmado na pesquisa realizada por MEYER-BROSETA et al. (2003),
na Franga, ao estimar a baixa concentragdo bacteriana de Listeria monocytogenes em leite
cru, através de coletas de leite em fazendas durante os anos de 1997 até 2001, com o
propdsito de avaliar o tempo decorrido de presenca/auséncia desta bactéria. Os resultados
indicaram que a contaminagdo do leite na fazenda é, freqiientemente, um evento esporadico
e que os niveis baixos de Listeria monocytogenes encontrados foram devidos a
contamina¢do ambiental.

No Brasil, SILVA et al. (2002), através de uma pesquisa sobre a ocorréncia de
Listeria spp. nos pontos criticos de controle e o ambiente de processamento do queijo Minas
Frescal, perceberam que de 218 amostras coletadas ao longo da linha de produgdo e do
ambiente, 13 amostras foram positivas para Listeria spp., onde nove eram Listeria innocua,
duas eram Listeria grayi e duas eram Listeria monocytogenes (sorotipos 1/2a e 4b).

FENLON et al. (1996) destacam que a Listeria monocytogenes tem sido
identificada como um patdgeno sério de doenca alimentar, pois a mesma estd difundida na
planta ambiental e € excretada pelos animais e ambos sdo precursores de alimentos para
humanos.

FRANCIOSA et al. (1998), coletaram dez amostras clinicas e de alimentos durante
investigacoes epidemioldgicas de episddios de listeriose (dois casos esporadicos € um surto)
que ocorreram ao norte da Itdlia durante 1993-1995, confirmaram entdo, através de técnicas

de tipificacdo, que os alimentos foram os veiculos das infeccdes.
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Enquanto que BEER (1999) cita que o solo pode ser considerado como real via de
transmissdo da listeria, o qual é contaminado a partir dos animais infectados de forma
inaparente.

E, ainda que seja responsavel por poucos surtos, a ampla distribuicdo na natureza e
sua habilidade para crescer em temperaturas de refrigeracdo a Listeria monocytogenes tem
sido impelida para dentro do lugar de destaque entre os patégenos de enfermidades de
origem alimentar (PICKETT e MURANO, 1996).

SERGELIDIS et al. (1997) avaliaram, na Grécia, a temperatura de distribuicdo e a
prevaléncia de Listeria spp. em 136 refrigeradores domésticos e de 228 refrigeradores de
lojas. Somente dois refrigeradores domésticos abrigavam Listeria monocytogenes em seu
interior. A Listeria spp. e Listeria monocytogenes foram encontradas em 3,1% e 1,7 % das
amostras dos refrigeradores de lojas. E com relagdo a temperatura, mais da metade dos
refrigeradores tinham a temperatura acima ou igual a 9°C, o que indicou ndo haver
correlagcdo entre a temperatura ambiente do refrigerador e a baixa incidéncia desta bactéria.

MURRAY et al. (2002), notaram que, com efeito, a taxa de mortalidade nas
infecgdes sintomaticas por listeria (20 a 30 %) foi superior a da maioria das outras doencas
transmitidas por alimentos.

Em uma pesquisa realizada na Inglaterra, 822 amostras de comidas prontas, 136
amostras de solo, 115 amostras de detritos e 692 espécimes fecais foram analisados para
isolamento de Listeria spp. As amostras apresentaram porcentagens positivas para Listeria
monocytogenes 10,5% alimentos, 0,7% do solo, 60% dos detritos e 0,6% dos espécimes
fecais Uma alta porcentagem de Listeria monocytogenes foi encontrada na carne bovina
(34,6%), cordeiro (40%), suino (40%) e salsicha (34,7%). Entretanto Listeria
monocytogenes foi raramente encontrada em patés (1/40) e queijos macios (1/251) e ambos
tém sido envolvidos em surtos alimentares neste pais (MacGOWAN et al., 1994).

Na Coréia, no periodo compreendido entre 1993 e 1997, um total de 1537 amostras
de alimentos caseiros e importados foram examinados para Listeria monocytogenes. Ao
todo, 7,9% amostras continham Listeria monocytogenes, assim divididas: 4,3% em carne de
bovina, 19,1% em carne suina, 30,2% em frango, 1,2% em crusticeos, 4,4% em leite cru,
4,4% em mexilhao defumado congelado e 6,1% em sorvete. Segundo BAEK et al. (2000), a
maioria dos sorotipos isolados foi do tipo 1/2b, exceto nos frangos, onde o sorotipo 1/2a foi
predominante.

Quanto aos pescados marinhos, poucas sdo as referéncias encontradas sobre a

deteccdo deste microorganismo, sendo o risco de veiculagdo do mesmo para o consumidor
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considerado remoto, visto que o alimento sofrerd coccdo antes de ser ingerido (HOFER e
RIBEIRO, 1990).

Em produtos cdrneos, a incidéncia é menor, devido ao baixo nimero de Listeria sp.
encontrado nesse alimento, como foi afirmado por YU et al. (1995), que de 100 retalhos de
carne crua (bovina, carneiro, suino e peru) analisados, encontraram apenas dez amostras
positivas para Listeria monocytogenes.

Entretanto, KABUKI e KUAYE (1997) em pesquisa realizada em Campinas — SP,
encontraram uma alta incidéncia de Listeria spp. e Listeria monocytogenes, em 30 amostras
de carnes de frango, sendo dez de peito de frango e 20 de carcacas, onde 100% e 60% de
amostras positivas para as carcacas € 90% para peitos de frango tanto para o género como
para a espécie Listeria monocytogenes.

O que também foi evidenciado por PELISSER et al. (2001) em Florian6polis-SC,
com carcagas de frango congeladas, onde de 48 amostras analisadas, 21 (43,7%) amostras
foram positivas para Listeria spp. As espécies que foram isoladas e identificadas foram 23%
de Listeria monocytogenes, 8,3% de Listeria innocua e 2,1% Listeria welshimeri e 2,1% de
Listeria seeligeri.

E BORGES et al. (1999) evidenciaram a presenga de Listeria spp. em uma pesquisa
com 80 amostras de quatro tipos diferentes de salames fermentados (Friolano, Hamburgués,
Italiano e Milano), comercializados no Rio de Janeiro, a incidéncia no tipo Italiano foi de
13,3% de amostras positivas para Listeria monocytogenes, bem como 6,7% de amostras
positivas para Listeria innocua e do tipo Milano 16,6% das amostras positivas para Listeria
innocua. Sendo as demais amostras e tipos negativos para Listeria spp.

Na Franga, JACQUET et al. (1995), a partir de 279 casos de listeriose humana (92
casos de gravidas e 187 de pessoas ndo gestantes) que foram causados pelo sorotipo 4b, no
periodo entre marco e dezembro de 1992, avaliaram os resultados do estudo de causa e da
andlise microbioldgica dos alimentos e identificaram a lingua de porco em geléia e produtos
carneos “prontos para comer’ como 0s principais veiculos destes surtos € em menor
extensdo os produtos de delicatessen contaminados secundariamente por manipulacdo em
lojas de alimentos.

No Japao, em pesquisa conduzida por IIDA e colaboradores (1998), para deteccio
de Listeria monocytogenes em humanos, animais e alimentos, as taxas da bactéria foram de
100% em pacientes com listeriose € de 1,3 % em humanos sauddveis. As taxas de
contamina¢do em carne bovina fatiada (34,2%) e suina (36,4%) foram significativamente

mais altas que em carcagas bovinas (4,9%) e suinas (7,4%). E as porcentagens dos sorotipos
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1/2a, 1/2b e 4b foram altas em amostras isoladas a partir de peixes frescos (90%), peixes
processados e moluscos (100%) e queijos naturais importados (96,7%).

No Chile, CORDANO e¢ ROCOURT (2001) analisaram 2.145 amostras de
alimentos e destas, 77 amostras foram positivas para Listeria monocytogenes, sendo a
amostras contaminadas divididas da seguinte forma: 3,5% de sorvete, 0,8% de queijo macio,
3,6% dos produtos carneos processados e 11,6% crustidceos e os sorotipos encontrados
foram: 1/2a (25 isolados), 1/2b (19), 4b (20), 3b (7), 1/2c (2) e ndo tipaveis (4). Amostras
negativas foram estabelecidas em 115 amostras de queijo duro e em 229 garrafas de leite
para bebé.

Na Argentina, diferentes amostras de alimentos de origem animal foram analisadas
para Listeria spp., cinco amostras de leite cru (de 208) foram positivas para Listeria
innocua, uma para Listeria monocytogenes € uma para Listeria welshimeri. A amostra de
Listeria monocytogenes isolada foi recuperada de uma vaca que apresentava mastite
subclinica. Nao foram isoladas amostras positivas em leite pasteurizado, leite achocolatado
ou de amostras de queijos. E a prevaléncia de Listeria ivanovii foi observada em 2,5% das
amostras de carne e uma amostra de Listeria welshimeri foi detectada em sorvete (LACIAR
et al., 1999).

Todavia, tem se detectado este microorganismo, devido as carnes constituirem
excelente meio de multiplicagdo dessa bactéria e também estd associada ao héabito de
consumo de carne bovina, as vezes, crua ou de seus derivados semi-cozidos (PICCHI et al.,
1999).

A estimativa, segundo a FDA/CFSAN (2001), é de 2.500 doentes e 500 mortes a
cada ano devido a esta doencga, que € motivo de preocupagdo primordial entre mulheres
gravidas, por causar aborto, morte fetal, infeccao severa ou morte de recém-nascidos. Além
de ser um sério risco para adultos senis e pessoas imunocomprometidas.

Em uma pesquisa com pacientes com listeriose, cerca de um ter¢o era formado por
mulheres gravidas enquanto que quase todos os outros possuiam ao menos uma condi¢cdo
clinica de base que aumentava o risco de contrair a listeriose (SCHUCHAT et al., 1992 apud
KONEMAN et al., 2001).

Em uma pesquisa realizada em Los Angeles, Estados Unidos, foi documentado que
34 (10%) dos 351 casos de listeriose ndo perinatal, ocorridos durante o periodo de 1985 até
1992, foram de pessoas infectadas com o virus HIV e destas, 25 tinham conhecimento da
doenca desde 1987. E que a incidéncia de listeriose foi de 95,8 e 8,8 casos por 100.000

pessoas por ano entre as pessoas com AIDS e todas as HIV-positivas, respectivamente.
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Porém, isso representa um caso por 100.000 pessoas por ano do total da populacdo
(EWERT et al., 1995).

GILOT et al. (1997) relataram um caso esporadico de listeriose, em Bruxelas,
associado ao consumo de queijo Camembert contaminado com Listeria monocytogenes, em
um homem de 73 anos de idade imunocomprometido. Testes de sorotipagem, esterase
typing, entre outros, foram utilizados para a confirmacao do caso.

Enquanto NEGRI et al. (1994), na Itdlia, relataram um caso de listeriose
septicémica neonatal em um recém-nascido com insuficiéncia respiratdria séria que morreu
aos 30 dias de vida, devido a infec¢do materna por Listeria monocytogenes pela ingestao de
queijo fresco artesanal.

Quando nos alimentos hd uma elevada carga de microorganismos deteriorantes,
como Lactobacillus sp. ou Pseudomonas sp., estes competem pelo mesmo espago e pelos
nutrientes dos alimentos de modo que a Listeria sp. dificilmente podera se desenvolver até
niveis elevados. Por outro lado, este microorganismo possui uma temperatura 6tima de
crescimento entre 30°C e 35°C. Entretanto, se assinala que pode multiplicar-se a temperatura
de 4°C, isto é, necessitando de outras condi¢des (JEREZ, 2001).

FRIEDLANDER JUNIOR (1999) cita que a habilidade da Listeria monocytogenes
para matar é muito mais forte do que da E. coli O157:H7, Salmonella sp. e Campylobacter
sp. combinados.

O que indica que, embora ndo seja tdo comum quanto a salmonelose e a
campilobacteriose, a listeriose causa considerdvel morbidade e mortalidade em humanos.
Enquanto nos animais, a letalidade é de 100% (CZUPRYNSKI, 1994; BEER, 1999).

No Brasil, HOFER et al. (2000), em uma pesquisa usando técnicas de fenotipagem
e caracterizacdo para espécies e sorovares de 3.112 amostras isoladas de diferentes fontes de
infeccdo (humana, animal, alimentos e ambiental), em diferentes regides do pais durante o
periodo de 1971 até 1997, identificaram a Listeria monocytogenes em 382 das 2.330
amostras encontradas em alimentos. Sendo que os sorovares 1/2a, 1/2b e 4b foram os mais
prevalentes em produtos lacteos (41,10 e 17 respectivamente) e produtos cirneos (38,128 e
140 respectivamente).

Em queijos a Listeria monocytogenes tem sido implicada em surtos em todo o

mundo, como pode ser observado no Quadro 3.
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Quadro 3. Presenca de Listeria spp. em vérios tipos de queijos envolvidos em surtos em
diversos lugares.

N° de surtos/ Local Alimento envolvido Autor/ Ano

Casos

1 surto Califérnia/ EUA | Macio, estilo mexicano |FABER e LOSOS/ 1988
142 casos | Califérnia/ EUA | Macio, estilo mexicano |LINNAN et al./ 1988

1 caso Inglaterra Macio, de leite de cabra | MACLAUCHLIN et al./
1990

233 casos |Bruxelas Macio ART e ANDRE/1991

57 casos Suica Macio BULA et al./1995

32 casos Estados Unidos Massa crua ALTEKRUSE et al./1998

1 surto Carolina do Norte | Macio, estilo mexicano | MMWR/ 2001

A partir de casos de doencgas alimentares reportados na Franga e em outros paises
industrializados diferentes, desde 1980, De BUYSER et al. (2001), através de uma revisio,
indicaram que o leite e os produtos lacteos estdo implicados em 1-5% do total de casos de
surtos bacterianos, no entanto, detalhes sobre o tipo de producgdo e o leite envolvidos nao
foram encontrados.

GARCIA et al. (1991) apontaram que, dentre os surtos ocorridos nos Estados
Unidos, no periodo compreendido entre 1948-1988, somente seis surtos de intoxicagdes e
infec¢des alimentares foram associadas ao consumo de queijo e que os queijos de maior
risco sanitdrio eram os queijos frescos de elaboragdo artesanal.

Na Espanha, foi conduzida uma investigacdo sobre a incidéncia de Listeria
monocytogenes em queijos macios, adquiridos em supermercados, das 35 amostras
analisadas, quatro foram positivas e apds estudo de sorotipagem todas corresponderam ao
sorotipo 4 (COPES et al., 2000).

PINTO e REALI (1996), numa pesquisa para avaliar a freqiiéncia de Listeria
monocytogenes e outras listerias coletaram 164 amostras de queijos macios de vérios tipos
produzidos e comercializados em supermercados e lojas de diferentes dreas e centros da
Itlia. Destas amostras oito (4,9%) foram positivas para Listeria monocytogenes, sendo sete
amostras do sorotipo 1 e uma amostra do sorotipo 4; e 36 amostras (22%) foram positivas
para outras listerias, sendo a Listeria innocua foi a mais prevalente (72%).

Na Suécia, LONCAREVIC et al. (1995) pesquisaram a ocorréncia de Listeria
monocytogenes em queijos macios e semi-duros em posto de vendas. Das 33 amostras de
queijos, 6% foram positivas para L. monocytogenes e os queijos produzidos com leite cru

foram os mais freqiientemente contaminados (42%). Entretanto Listeria monocytogenes foi
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encontrada somente nos queijos importados (18 da Franca, um da Alemanha e um da Italia)
e todas as cepas eram do sorogrupo 1/2, exceto duas amostras que eram do sorogrupo 4.

Na Suica, PAK et al. (2002) coletaram durante os anos de 1990-1999, um total de
76.271 amostras nas industrias de produtos licteos e da planta ambiental, destas apenas
4,9% foram positivas para a presenca de Listeria monocytogenes e nao foram isoladas
amostras em creme, sorvete, leite em pd, iogurte ou queijos frescos. Indudstrias de queijos
maturados tiveram maior proporcao de positivos (7,6%), quando comparadas com pequenas
indudstrias locais (4,4%). Das amostras de queijos isoladas, o sorotipo 1/2b foi mais
associado aos queijos duros e semi-duros enquanto que o sorotipo 1/2a foi associado aos
queijos macios.

Nos Paises baixos, uma pesquisa realizada por BOER e KUIK (1987) sobre a
qualidade microbioldgica dos queijos filados azuis (Blue-veined cheese) demonstrou que
mais de 40% das 256 amostras excederam a contagem de enterobactérias de 100ufc/g e 26%
das amostras excederam a contagem de 100ufc/g para E. coli. A Salmonella spp. nao foi
detectada em nenhuma amostra; entretanto, Listeria monocytogenes foi isolada de 2
amostras das 20 amostras que foram negativas para a presenga de enterobactérias.

No Brasil, dados a respeito da presenca de Listeria spp. em alimentos ainda sdo
escassos. E em alguns casos, os resultados sdo discordantes em relagdo aos queijos
consumidos em nosso meio, provavelmente, porque a maioria dos laboratérios nao se
encontra familiarizada com a metodologia de isolamento e/ou devido aos diferentes
procedimentos empregados (SILVA et al.,1998a).

CASAROTTI et al. (1994) avaliaram a ocorréncia de Listeria monocytogenes em
leite cru, leite pasteurizado tipo C e queijo Minas Frescal comercializados em Piracicaba-
SP, das 20 amostras de cada produto, nove foram positivas quanto a presenca de Listeria
monocytogenes ou outra espécie do género.

DELGADO DA SILVA et al. (1998), em uma pesquisa realizada no Rio de
Janeiro, avaliaram a incidéncia de Listeria monocytogenes em alguns tipos de queijos
brasileiros, onde, das 103 amostras analisadas (32 gorgonzola, dois roquefort, trés ricotta,
dois cheddar, 11 brie, seis camembert, 47 minas frescal), através do protocolo do Health
Protection Branch of Canada, 11 (10,68%) estavam contaminadas com esta bactéria, 13
(12,62%) com Listeria innocua, 6 (5,8%) com Listeria grayi.

Em Jodo Pessoa, Paraiba, SOUSA (1999) pesquisou a presenca de Listeria spp. em
queijo do tipo Coalho, bem como a presenga de bactérias aerObias meséfilas e/ou anaerdbias

facultativas viaveis, coliformes totais, fecais e E.coli. Das 30 amostras analisadas, 15 foram
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positivas para a presenga desta bactéria, sendo que Listeria innocua estava presente em
100% das amostras positivas e Listeria monocytogenes estava presente em 14 amostras
positivas e a ocorréncia dos outros microorganismos isolados ndo pareceu exercer influéncia
sobre o crescimento de Listeria spp no queijo Coalho.

No estado do Amazonas, a presenca de Listeria monocytogenes foi estudada por
Ramos (1999) em um pesquisa com o queijo tipo coalho, de 58 amostras analisadas duas
amostras foram positivas para Listeria sp., sendo uma para a espécie Listeria
monocytogenes € uma para a espécie Listeria innocua.

DELGADO DA SILVA et al. (2001) avaliaram um total de 207 cepas de Listeria
monocytogens, isoladas de diferentes tipos de queijos comercializados no Rio de Janeiro,
quanto a sorotipagem e sua habilidade de produzir beta-hemolisina e lecitinase e absorver o
Vermelho Congo. Das 207 amostras, 59,9%, 27,5% e 12, 6% foram dos sorotipos 1/2a, 1/2b
e 4b respectivamente e 175 amostras produziram lecitinase, entretanto a Listeria

monocytogenes nao absorveu o Vermelho Congo.
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2 MATERIAIS E METODOLOGIA

2.1 Pesquisa de Listeria monocytogenes

2.1.1 Amostragem

As 39 amostras, pesando 200 gramas cada dos queijos artesanais dos tipos: Coalho
e Manteiga e de 500 gramas de Mussarella, produzidas nas cidades de Careiro da Vérzea e
Autazes, no estado do Amazonas e comercializadas nas feiras livres da cidade Manaus,
foram coletadas, embaladas em sacos pldsticos resistentes e esterilizados, identificadas e
acondicionadas em caixas de material isotérmico, contendo cubos de gelo. Foram entdo,
transportadas para o Laboratério de Microbiologia do Setor de Alimentos do Curso de

Farmacia da Universidade Federal do Amazonas.

2.1.2 Tratamento das Amostras

No laboratério, as amostras foram registradas em fichas individuais e preparadas
para a andlise microbioldgica de acordo com a metodologia descrita em SILVA er al
(1997), para alimentos sélidos, que visa a retirada de varios pontos da peca, através de

cortes menores, de modo a se obter a quantidade requerida para a anélise.
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2.1.3 Analise Microbiolégica

A andlise foi conduzida, em duplicata, das amostras coletadas, quanto a presenca
ou auséncia de Listeria monocytogenes, em 25 gramas de amostra, de acordo com a
legislacdo brasileira vigente (RDC n° 12 de 02/01/2001), utilizando-se nesta pesquisa uma
metodologia adaptada, a partir das metodologias descritas no Bacteriological Analytical
Manual (BAM, 2001) e no Compendium of Methods for the Microbiological Examination of
Foods (APHA, 1992). Sendo a mesma descrita a seguir:

1. As amostras de 25g foram pesadas em balanca analitica e preparadas em camara
de fluxo laminar sendo, entdo, colocadas em sacos plasticos identificados esterilizados, com
225 mL de Caldo LEB (Listeria Enrichment Broth — UVM formulation - OXOID) em cada
um. Em seguida, foram homogeneizados por dois minutos e entdo incubados em estufa a
30°C por quatro horas. Transcorrido o tempo determinado, foi adicionado, aos sacos
contendo as amostras e o Caldo LEB, uma determinada quantidade do suplemento de 4cido
nalidixico e acriflavina, sendo novamente incubados em estufa a 30°C por mais 44 horas em
cultivo estaciondrio.

2. Decorrida as 44 horas, foi coletado, com auxilio de uma pipeta de 1mL, uma
aliquota de 0,1 mL do material incubado e adicionado aos tubos de ensaios esterilizados,
contendo 10 mL de Caldo Fraser (Fraser Listeria Selective Enrichment Broth - MERCK)
suplementado com 4cido nalidixico e entdo, foram incubados em estufa a 35°C por 40 horas.

3. Ap6s as 40 horas de incubagdo, foi feita a selecao dos positivos, onde os tubos de
ensaio que permaneceram claros foram descartados e dos tubos escuros foi coletada uma
alcada que foi semeada em placas de petri previamente preparadas com 15 mL dos meios
seletivos OXA (Listeria Selective Agar — Oxford Formulation - OXOID) e PALCAM
(Listeria Selective Agar To Van Netten er al. - MERCK) e, apds a semeadura, foram
incubadas em estufa a 35°C por 48 horas.

4. As placas semeadas foram selecionadas, apés as 48 horas de incubagdo, quanto
ao crescimento de colonias, sendo os resultados anotados nas fichas individuais e sendo em
seguida eliminadas as placas negativas.

5. As colbdnias que se apresentassem como suspeitas, com halo escuro ao redor da
coldnia, seriam coletadas (cinco ou mais) e transferidas para placas de petri contendo
TSAYE (Tryptone Soya Agar - OXOID), com 5% de extrato de levedura (Yeast extract -

OXOID) e, em seguida, serdo incubadas em estufa a 30°C por 48 horas.
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5. Apdés o crescimento em TSAYE, serdo feitos simultaneamente os testes
bioquimicos de catalase e oxidase e a coloracdo de Gram de acordo com as técnicas
descritas em KONEMAN et al.(2001).

6. Serdo transferidas cinco a seis colonias da placa com TSAYE para placas de
petri contendo Agar Sangue (Blood Agar Base - OXOID) com 5% de sangue de ovelha
(Sheep Blood Defribinated - OXOID) para o teste de f—hemdlise e para o teste CAMP, com
cepas de Staphylococcus aureus e Rhodococcus equi, conforme descrito por Silva et
al.(1997).

7. Das placas com TSAYE, serdo transferidas algumas colOnias para tubos de
ensaio contendo TSBYE (Tryptone Soya Broth - OXOID) com 2% de extrato de levedura
(Yeast extract - OXOID) e incubados a 35°C por 24 horas. Serd observado o crescimento
nos tubos e estes serdo reservados como indculo para as andlises posteriores.

8. Para o teste de motilidade sera feita uma semeadura em profundidade, a partir do
in6culo cultivado em tubo de ensaio com TSBYE, em tubos de ensaio contendo 9 ml de
meio de motilidade — SIM (SIM Medium - OXOID), através de picada com agulha de
platina no centro do meio até a profundidade de trés centimetros, aproximadamente, € 0s
mesmos serdo mantidos a temperatura ambiente por sete dias para observacdo de
crescimento caracteristico para listeria em forma de guarda-chuva.

9. O teste de fermentacdo de carboidratos serd feito transferindo-se uma algada do
in6culo para tubos contendo Caldo Pdrpura de Bromocresol (Purple Carbohydrate
Fermentation Broth Base - DIFCO) com 0,5% de dextrose, manitol, xilose e rhamnose,
sendo entdo os tubos incubados a 35°C por sete dias, para visualizacdo da reducdo da
rhamnose.

Apo6s o isolamento das amostras positivas para os testes iniciais, 0S mesmos serao
submetidos ao teste API Listeria para identificacdo da espécie e posteriormente serdo
enviados para um laboratdrio mais especializado para tipificacdo da L. monocytogenes.

O fluxograma (Figura 4) ilustra melhor a metodologia para o isolamento de Listeria

monocytogenes aplicada nesta pesquisa.
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Queijo
(amostra)

Processamento da amostra

225 mL de Caldo LEB
+ 25 g de queijo

Acriflavina + acido nalidixico

0,1 mL de incubado
+ 10 mL de Caldo Fraser

Tubo escuro Tubo claro
+) )
OXA /PALCAM
I
I |
Halo escuro Halo claro
(+) )
TSAYE
(inéculo)
I
I I I |
Catalase Gram TSBYE Agar sangue
I
I |
Positivo Positivo Caldo Piurpura SIM CAMP Test
I
I |
Acido sem gas Guarda-chuva S. aureus R. equi
(Positivo) (Positivo) (Positivo) (Negativo)

Figura 4. Fluxograma da metodologia para isolamento de Listeria monocytogenes adaptada
do BAM (2001) e do APHA (1992).

2.2 Pesquisa de coliformes totais, fecais e Escherichia coli em queijo Manteiga

2.2.1 Analise Microbiolégica

Das andlises em duplicata foram realizadas as contagens de coliformes totais,

coliformes fecais e Eschechia coli, pelo método do nimero mais provavel (NMP), em 25
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gramas de amostra, conforme a metodologia recomendada pelo Compendium of Methods for
the Microbiological Examination of Foods (APHA, 1992). Sendo a mesma descrita a seguir:

1. A amostra de 25 gramas de queijo Manteiga foi pesada em balanca analitica e
preparada em camara de fluxo laminar, sendo em seguida diluida em 225 mL de solugdo de
citrato de sédio a 2 % e homogeneizada, constituindo assim a diluicio 10™'. Posteriormente
foram realizadas duas dilui¢des decimais sucessivas com a mesma solucao.

2. Para o teste presuntivo, das dilui¢des decimais foram retiradas trés aliquotas de 1
mL, foram adicionadas em tubos de ensaio, com tubos de fermentacdo de Durhan, contendo
10 mL de Caldo LST (Lauril Sulfato triptose — DIFCO) e, em seguida, incubadas em estufa
a 35 °C por 24-48horas. Transcorridas as 48 horas de incubagdo, foram considerados
positivos os tubos com turvacao e producio de gés.

3. Dos tubos positivos foi retirada uma algada da cultura e inoculadas em tubos de
ensaio com tubos de Durham, contendo 10 mL de Caldo VB (Caldo Verde Brilhante Bile a
2% - DIFCO) utilizado para teste confirmativo de coliformes totais e depois incubadas a 35
°C por 24-48 horas.

ApO6s as 48 horas de incubagdo, foram observados os tubos com produg¢do ou nao
de gés e atribuidos os valores de NMP para coliformes totais.

4. Para a realizacdo do teste confirmativo de coliformes fecais, foi feita a
inoculagdo de uma al¢ada da cultura em 10 mL de Caldo EC (Caldo E. Coli (EC) -
MERCK) distribuidos em tubos de ensaio com tubos de fermentacdo de Durhan e , em
seguida incubadas em estufa a 45,5°C por 24 horas..

5. Posteriormente foi realizada a leitura dos tubos e aplicados os valores de NMP
correspondentes a producao de gis ou ndo.

6. Na pesquisa para Escherichia coli foi realizado o teste confirmativo tradicional
retirando-se uma alcada da cultura positiva para a producdo de gas, e entdo inoculou-se em
placas de petri contendo Agar EMB (Agar Eosina Azul de Metileno (DIFCO) através de
semeadura em estrias e, em seguida as placas foram incubadas a 35 °C por 24 horas.

Decorridas as 24 horas, as placas que apresentavam colonias nucleadas com centro
preto com ou sem brilho metalico, foram confirmadas com Escherichia coli.

A metodologia aplicada para pesquisa de coliformes totais, fecais e Escherichia

coli em queijo Manteiga é apresentada na Figura 5.
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Queijo (amostra)

Processamento da amostra

225 mL de citrato de sodio + 25 g de queijo

Homogeneizaciao

/ A\

Diluicéo 107

Diluicdo 10™ Diluicgo 107

3 tubos ¢/ 9 mL de
LST + 1mL da
Diluiciio 10™

3 tubos ¢/ 9 mL de

3 tubos ¢/ 9 mL de

LST + 1ImL da
Diluiciio 107

LST + 1ImL da
Diluicéio 107

Tubos com gas

Caldo EC

Tubo com gas
NMP coliformes fecais

Agar EMB

Escherichia coli

Caldo VB

Tubos com gas

NMP coliformes totais

Figura 5. Metodologia aplicada para pesquisa de coliformes totais, fecais e Escherichia

coli.
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3. RESULTADOS

3.1. Isolamento de bactérias nos queijos Coalho, Manteiga e Mussarela

As 39 amostras de queijos artesanais coletadas nas feiras foram divididas em 19
(49%) amostras de queijo tipo Coalho, 14 (36%) amostras de queijo tipo Manteiga e seis
(15%) amostras de queijo tipo Mussarela.

Nas andlises preliminares realizadas para o isolamento primério de Listeria
monocytogenes, os resultados obtidos demonstraram a presenca de microorganismos
redutores de esculina, o que poderia indicar a presenga desta bactéria. No entanto, ao se
semear nos meios OXA e PALCAM, ndo foi observado o crescimento de Listeria
monocytogenes.

Os resultados das andlises microbioldgicas demonstraram a auséncia da Listeria
monocytogenes nas 19 amostras de queijo Coalho, sendo que 16% das amostras
apresentaram resultado negativo logo apds o enriquecimento secunddrio e 84% somente
apos o isolamento em dgar OXA e PALCAM.

Com relagdo aos resultados em queijo Manteiga nao foi detectada a presenga de
Listeria monocytogenes nas 14 amostras analisadas, observando-se resultado negativo em
57% das amostras, durante o enriquecimento secunddrio, quando as amostras de queijo
foram semeadas em Caldo Fraser com &cido nalidixico e acriflavina.

Dados semelhantes foram obtidos em dgar OXA e dgar PALCAM, contudo em

apenas 43% das amostras foram negativas.
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Nas seis amostras de queijo tipo Mussarela, analisadas quanto a presenca de
Listeria monocytogenes, observou-se a auséncia desta bactéria em todas as amostras sendo
que 33% foram negativas no enriquecimento e 67% foram negativas no isolamento.

Como o resultado do isolamento foi negativo, os passos seguintes da andlise

microbioldgica para Listeria monocytogenes nao foram realizados a pesquisa foi encerrada.

3.2. Caracterizacao dos isolados bacterianos em meio seletivo.

As 26 (66,66%) amostras que foram processadas para crescimento de Listeria
monocytogenes em meios seletivos sélidos (OXA e PALCAM) apresentaram caracteristicas

diferenciais quanto a morfologia das colonias (tabela 2).

Tabela 2. Quantitativo das amostras de queijo artesanais comercializados na cidade de
Manaus e o aspecto macromorfolégico de colonias bacterianas em Agar OXA e Agar
PALCAM.

. Clara em meio Amarela com Sem
Clara em meio . .
inal CI modificado halo amarelo crescimento
Tipo inalterado (CI) (CM) (AHA) (SC)
N° % N° % N° % N° %
Coalho 08 66,6 02 25 02 100 04 100
Manteiga 03 25 03 37,5 00 0 00 0
Mussarela 01 8,4 03 37,5 00 0 00 0
Total 12 100 08 100 02 100 04 100
CM
31%
CI
46 %

SC
15%

Figura 6. Percentual quantitativo e aspecto de colonias bacterianas (CI = clara em meio
inalterado; CM = qlara em meiq modificado; SC = sem crescimento e AHA = amarela com
halo amarelo) em Agar OXA e Agar PALCAM.
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No meio PALCAM, houve crescimento em duas amostras de queijo Coalho, de
colonias de coloragdo amarela com halo amarelo, sugerindo o crescimento para
Enterococcus sp, conforme recomendacdes do fabricante do meio seletivo, entretanto ndo
foi observado o desenvolvimento de coldnias tipicas de Listeria monocytogenes, cujas
coldnias se apresentam cinza-esverdeadas, planas, opacas com halo marrom a negro ao

redor da coldnia.

3.2 Pesquisa de Coliformes totais, coliformes fecais e Escherichia coli.

3.2.1 Teste confirmativo para Coliformes totais.

Das 10 amostras de queijo Manteiga coletadas nas feiras da cidade de Manaus, sete
foram positivas para a presenga de coliformes totais, correspondendo a 70% do total de
amostras analisadas.

Na pesquisa para coliformes totais no queijo Manteiga coletado nas feiras de
Manaus, encontrou-se 100% de amostras contaminadas, nas quais 71,4% (5/7) de amostras
estavam com alto indice de contaminacdo (> 2400 NMP/g) e 28, 6% (2/7) apresentaram

baixos indices de contaminagao (<3 NMP/g) das amostras analisadas (Tabela 3).

Tabela 3. Valores de NMP/g para coliformes totais encontrados nas amostras de queijo
Manteiga.

Valores de NMP/g Amostras positivas

N° %
<3 02 5

8,6
> 2400 05 7

1,4
Total 07 1

00

3.2.2. Teste confirmativo para coliformes fecais.
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Para coliformes fecais, todas as 10 amostras foram positivas totalizando 100% de
positividade entre as amostras coletadas nas feiras da cidade de Manaus, sendo que os
valores de NMP/g variaram, 30% amostras foram encontradas com valores de <3 NMP/g,
10%com valores de 7 NMP/g, 10% com valor de 1100 NMP/g e 50% com valores de
>2.400 NMP/g. A Figura 7 ilustra esses valores.

>2400

1.100 50%

10%

10%

3
30%

Figura 7. Percentual de valores de nimero mais provavel de microorganismos por grama de
queijo Manteiga para o teste de coliformes totais.

3.2.2. Teste confirmativo de Escherichia coli pelo Método Tradicional.

As 10 amostras de queijo Manteiga que foram testadas quanto a presenca de
Escherichia coli no isolamento pelo método tradicional com plaqueamento em Agar EMB
obtiveram 100% de positividade, o que confirmou a contaminagao destes queijos com esta

enterobactéria.
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4. DISCUSSAO

Nesta presente pesquisa realizada para verificar a incidéncia de Listeria
monocytogenes, em 39 amostras de queijos artesanais comercializados na cidade de
Manaus, divididas em 19 amostras de queijos Coalho, 14 de queijo Manteiga e seis amostras
de queijo Mussarela processadas e analisadas nao foi observado o crescimento do
microorganismo em 100% de amostras, independentemente do tipo de queijo e local de
origem.

Provavelmente, a auséncia de Listeria monocytogenes nos queijos esteja
relacionada aos fatores que propiciam a inibi¢do desta bactéria, ou seja, metabolitos
produzidos por outras bactérias da microbiota do queijo. Entre os vdrios compostos
bactericidas produzidos por bactérias lacticas e Enterococcus spp. sdo citados &cidos
organicos que reduzem o pH, o peréxido de hidrogénio, enzimas bacterioliticas e
bacteriocinas (GUERRA e BERNARDO, 2001a).

Essa inibicdo por Enterococcus spp. estd apoiada na pesquisa de MENENDEZ et
al. (1999) que citam que algumas espécies do Gé€nero Enterococcus (Enterococcus faecium
e Enterococcus faecalis) sdao produtoras de bacteriocinas de acdo antimicrobiana sobre a
Listeria monocytogenes.

As bacteriocinas produzidas por Enterococcus spp e inibidoras de Listeria spp. t€tm
sido amplamente estudadas, dentre elas encontram-se: enterocina 4 e enterocina 226NWC
produzidas por Enteroccus faecalis e enterocina CCM4231, enterocina A2000, enterocina

RZS C5, enterocina RZS CI13 e enterocina A produzidas por Enterococcus faecium
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(NUNES et al, 1997, RODRIGUEZ et al., 1997; VILLANI et al., 1993; LAUKOVA e
CZIKKOVA, 2001; LAUKOVA et al., 2001; PANTEV et al. 2002; VLAEMYNCK et al.
1994; ENNAHAR e DESCHAMPS, 2000).

Além do género Enterococcus, outros microorganismos siao produtores de
bacteriocinas inibidoras de Listeria spp., tais como: Lactococcus lactis (lacticina 3147),
Lactobacillus plantarum (pediocina AcH producer), Carnobacterium piscicola (carnocina
CP5), Brevibacterium linens (bacteriocina sem designacdo) (STECCHINI et al., 1995;
MCAULIFEE et al., 1999; ENNAHAR et al., 1998; MATHIEU et al., 1994; EPPERT et al.,
1997; MOTTA e BRANDELLI, 2002).

Outras bacteriocinas tém sido também testadas quanto a efici€ncia em inibir
Listeria spp. em queijos sdo elas: a Piscolin 126 e a nisina, sendo esta ultima utilizada
atualmente na indudstria (WAN et al., 1997; DAVIES et al., 1997; DELVES et al., 1996;
BENKERROUM et al. 2000).

Outros parametros que podem ter contribuido para o ndo isolamento de Listeria
monocytogenes nas amostras de queijo, na regido amazonica, sdo relacionados com a baixa
freqii€éncia desse microorganismo nos diferentes tipos de queijos consumidos mundialmente
e aregido de fabricacdo do produto.

Essa proposicdo foi confirmada pelos trabalhos de CORDANO e ROCOURT
(2001), no Chile, os quais determinaram a presenca de Listeria monocytogenes em queijo
macio [0,8% (2/256 amostras de queijo)] e a auséncia nas amostras de queijo duro. Na
Inglaterra, com queijos macios e semi-maturados [2,6% (20/ 769)], na Suécia, com queijos
macios [6% (20/333)], na Itdlia, com queijos macios [4,8% (8/164)], no Rio de Janeiro com
queijos variados [10,6% (11/ 103)], em Recife com queijo Coalho [6,6% (6/90)], em
Manaus com queijo Coalho [3,44% (2/58)] e na Argentina com queijos macios, [11,4%
(4/35)] (GREENWOOD et al., 1991; LONCAREVIC et al., 1995; PINTO et al., 1996;
DELGADO DA SILVA et al., 1998; SENA et al., 1997, RAMOS, 1999; COPES et al.
2000).

A ocorréncia ou ndo de Listeria monocytogenes em produtos licteos tem sido
relatada nos ultimos anos e vem se confirmando a prevaléncia desta bactéria ndo s6 em
alimentos de origem animal como também em locais de processamento destes alimentos,
porém, predominantemente em baixa freqiiéncia (HARVEY e GILMOUR, 1992;
CASAROTTT et al., 1994; WARNKEN et al., 1997).
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Os niveis de contaminagdo por Listeria monocytogenes sao baixos, na Franga, dado
classificado por MEYER- BROSETA et al. (2003), como um evento esporadico que ocorre
no leite cru, em conseqiiéncia de contaminac¢io ambiental.

Em leite cru e pasteurizados, bem como outros produtos lacteos, diversos trabalhos
tém sido efetivados para determinar a presenca de Listeria spp., como na Argentina, onde
LACIAR et al (1999) investigaram a presenca em produtos de origem animal e dentre as
208 amostras de leite cru observaram o isolamento de cinco amostras para Listeria innocua,
uma para as espécies Listeria welshimeri e uma para Listeria monocytogenes. Em leite
pasteurizado, leites achocolatados e queijos, ndo foi encontrada a presenca de Listeria
monocytogenes, evidenciando a necessidade de tratamento do leite antes do consumo e da
producio de derivados conforme exigido pela Resolucdo n° 12 da ANVISA

A presenca de espécies ndo patogénicas de Listeria spp. em alimentos l4cteos
sugere que o crescimento de Listeria monocytogenes pode ocorrer caso haja contaminacao
do produto por esta bactéria no processamento e/ou na manipulacdo. Também, na pesquisa
de LACIAR et al. (1999), uma amostra de sorvete foi positiva para Listeria welshimeri que
em conjunto com as amostras positivas de Listeria innocua e Listeria welshimeri em leite
cru confirmaram as afirmagdes contidas nos trabalhos de HEISICK et al. (1995).

E, observando-se que, nos trabalhos realizados por SENA et al. (1997) em Recife,
SOUSA (1999) em Jodo Pessoa e RAMOS (1999) em Manaus, todos com queijo Coalho
produzido artesanalmente, foi encontrada a ocorréncia de coliformes acima da permitida
pela Resolucdo n° 12 de 02 de janeiro de 2001, pode-se supor que a auséncia da Listeria
monocytogenes nesta pesquisa foi causada pela presenca de microorganismos contaminantes
produtores de bacteriocinas e compostos listericidais.

Tal hipdtese pode ser também sustentada pela pesquisa de BOER e KUIK (1987)
que em amostras de queijos filados azuis somente isolaram duas amostras de Listeria
monocytogenes e as amostras positivas foram isoladas a partir de 20 amostras que
apresentaram resultado negativo para a presenca de enterobactérias.

Considerando as hipéteses ja discutidas, nesta pesquisa, 10 amostras de queijo
Manteiga foram analisadas quanto a presenca de coliformes totais, coliformes fecais e
Escherichia coli e os resultados obtidos demonstraram alto indice desses bioindicadores de
qualidade nas amostras analisadas e, em algumas amostras, o quantitativo desses
microorganismos excedeu valores de NMP/g de >2.400.

Em concordincia com estes resultados pode-se inferir que a hipdtese relacionada

com a presenca de inibidores de Listeria monocytogenes pode ser verdadeira. Contudo, nao
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foram feitos testes com relagdo a existéncia de bacteriocinas que tém atividade listericida,
bem como nio foi feito o isolamento das bactérias encontradas e assinaladas como suspeitas
para Enteroccus spp.

Com relacdo a fabricacdo dos queijos artesanais, adotou-se o preparo do queijo
Manteiga como um exemplo das condi¢des indesejdveis observadas durante a producdo em
uma pequena féabrica do interior do Estado do Amazonas (Figura 7), valendo-se ressaltar
que tais condi¢des podem propiciar a contaminacdo dos queijos por microorganismos
deteriorantes e microorganismos patogénicos.

O leite € trazido de outras localidades de charrete até a fabrica, onde entido o leite €
desnatado e separado da nata, com auxilio de uma desnatadadeira mecanica (A e B). O leite
desnatado € reservado para coagular durante 24 horas, sendo adicionado a0 mesmo soro
lacteo fermentado e sem adi¢c@o de coalho (C). O leite posto para coagular no dia anterior €
aquecido para que a massa coagulada se separe do soro de leite (D) e adiciona-se dgua
morna para a primeira lavagem (E). Depois € feita a dessoragem (F) e, entdo sdo feitas duas
lavagens com leite desnatado e dessoragem (G), a massa acidificada agregada € entdo
prensada levemente para eliminar o soro de leite ainda presente (H), entdo, a massa comeca
a ser mais aquecida e os grumos come¢am a fundir-se e agregar-se (I e J), apds a fusao,
inicia-se o processo de filagem da massa (L), logo em seguida € adicionada a manteiga
derretida e a massa € mexida até agregar quase toda a manteiga (M e N), posteriormente, €
adicionada uma mistura de bicarbonato de sddio e sal (O) e quando a agregacdo da manteiga
derretida e da mistura esta completa, o tacho € retirado do fogo e a massa € transferida para

formas de plastico resistentes retangulares (P) e o queijo € desenformado no dia seguinte.

(B)
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L)

M) N)

(0) P)

Figura 8. Esquema mostrando a producdo do queijo Manteiga numa pequena
fabrica rudimentar em um municipio do Estado do Amazonas, onde sdo observadas algumas

falhas na higiene e na manipulagdo dos ingredientes e no preparo do queijo. Legenda: (A)e (B):
Colocacido de leite na desnatadeira para tornar o leite desnatado. (C): Adicdo de soro de leite fermentado apds
24 horas. (D), (E) e (F): Dessoragem do leite coagulado e 1* lavagem com 4gua aquecida. (G): 2* e 3* lavagens
da massa com leite. (H): Dessoragem da massa coagulada por prensagem com as maos. (I) e (J): Mexedura da
massa acidificada para agregacdo dos grumos. (L): Filagem da massa acidificada (M) e (N): Adi¢do e
agregacdo da manteiga de garrafa produzida no dia anterior. (O): Adi¢do de sal e bicarbonato de sédio na

massa ja pronta. (P): Enformagem da massa em formas de plastico resistente.
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Alguns detalhes na fabricagdo do queijo Manteiga, nesta fabrica, sdo relevantes,
tais como: o uso das mdos sem prote¢do, para manipular a massa acidificada (Figura 9), a
utilizacdo da manteiga de garrafa produzida no mesmo local, dias antes e estocada numa
sala a parte, sem acondicionamento adequado (Figura 10), a drea de estocagem dos queijos
para a secagem durante 24 horas (Figura 11) e a presenca de uma pocilga com animais bem

ao lado da fébrica e que quando soltos t€ém acesso ao ambiente interno da mesma (Figura
12).

Figura 9. Detalhe da utilizacdo das mdos para lavagem da massa acidificada durante o
processo de producdo do queijo Manteiga.

Figura 10. Manteiga estocada em sala separada para utilizacdo na preparacdo dos queijos.
Detalhe para os baldes de pléstico descobertos e a presenca de frestas na parede.
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Figura 11. Local de descanso dos queijos sobre mesa de madeira. Os queijos sdo
desenformados cerca de 24 horas apds a enformagem. Notar a presenca de frestas entre as
madeiras que formam a parede da fabrica.

Figura 12. Animais criados em ambiente externo a fabrica e que t€ém acesso a mesma
quando soltos.

z

A fabricagdo de queijos no Estado do Amazonas ainda é muito rudimentar e
apresenta um fator determinante para a producdo de queijos, a sazonalidade, ja que durante
o periodo em que as terras de varzea estdo alagadas (terco final de abril até o terco inicial de
agosto), os animais sdo transferidos para dreas de terra firme (Figura 13), onde o pasto é
pobre e os que ai permanecem sdo alimentados com Canarana, uma forrageira pouco

nutritiva, (Figura 14 e 15) de modo que a produgdo de leite diminui e os fabricantes de
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queijos preferem fazer queijo Coalho, sendo o periodo do ano em que ha a escassez de

queijos dos tipos Manteiga e Mussarela nas feiras.

Figura 13. Pasto alagado durante o periodo de cheia rio, mais da metade do pasto fica
submersa e o gado € levado para as partes mais altas do terreno.

Figura 14. Proprietario da fazenda recolhendo a canarana que serve de alimento para os
animais da fazenda que permaneceram na drea de varzea.

Figura 15. Animais magros na 4rea alagada alimentado-se de canarana, vegetacdo aqudtica
encontrada na drea de varzea do municipio de Careiro da Varzea.



69

Em relacdo as condicdes do ambiente onde os queijos artesanais estdo sendo
comercializados nas feiras do municipio de Manaus, observou-se que a falta de higiene é
uma constante nos locais de armazenamento dos queijos, de modo que o queijo fica exposto
durante todo o periodo de atividade didria da feira, muitas vezes, em contato com
superficies mal-higienizadas (Figura 16) e sem nenhuma refrigeracdo, ficando sujeitos as

variagdes de temperatura, muitas vezes em contato com o calor solar (Figura 17).

Figura 16. Banca localizada em uma feira da cidade de Manaus, onde os queijos sdo
comercializados junto com outros produtos. Observar o queijo exposto em cima da bancada
em contato com outros alimentos e também estocado sob a bancada, onde se nota a
existéncia de uma sacola pléstica branca parcialmente aberta com o queijo tipo Manteiga
exposto.

Figura 17. Queijo exposto ao sol a direita na foto, préximo a uma banca de venda de tucupi.
Notar a presenca da claridade do sol e dos raios incidindo sobre o queijo que estd
armazenado empilhado sobre um estrado de madeira, em contato com a parede repleta de
infiltragdes, fungos e sujidades. Foto feita aproximadamente as 11 horas da manha.
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Algumas bancas nas feiras comercializam, junto aos queijos, outros alimentos de
origem animal e vegetal, crus e cozidos (Figura 18), o que poderia levar a contaminacio
cruzada, j4 que o queijo fica exposto na bancada e alguns consumidores antes de comprar

manipulam tanto o queijo quanto os outros alimentos.

Figura 18. Consumidor comprando queijos em uma banca de uma feira. Deve-se ressaltar a
presenca de outros alimentos de origem animal (manteiga e leite acondicionado em garrafa
plastica de 2 L) e de origem vegetal (limdo), a venda junto aos queijos do tipo Coalho e
Manteiga.

A manipulacdo dos queijos pelo vendedor € feita, muitas vezes, com as maos
desprovidas de luvas, outras vezes, uma luva é improvisada com um saco pléstico (figura
19) que serve tanto para manipular e pesar o queijo como para a embalar o produto para o

consumidor

Figura 19. Queijo Mussarela embalados em redes de plastico e pendurados expostos para
comercializacdo em uma feira do municipio de Manaus. Notar a utilizac¢do, pelo vendedor,
de um saco pldstico como luva para manuseio do queijo.
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Outra observacdo pertinente a comercializacdo dos queijos estd na disposi¢ao
destes para venda, onde os queijos do tipo Coalho e Manteiga ficam expostos, geralmente,
sobre a bancada e o queijo tipo Mussarela € vendido dentro de uma rede de pldstico amarela
sem outra protecdo, e pendurados por ganchos na parte superior das barracas, durante todo o

periodo de comercializacao (Figura 20).

Figura 20. Vendedor sentado atrds do balcio de uma banca de queijos atendendo
consumidora a direita. Notar a exposicdo dos queijos Coalho e Manteiga sobre o balcao
junto a outros alimentos (goma de tapioca) e o queijo Mussarela pendurado por ganchos, na
parte superior da banca sob as luzes fluorescentes.

O queijo Mussarela artesanal comercializado nas feiras da cidade de Manaus
apresenta-se com um formato muito particular, levemente piriforme, adquirida quando, apés
0 processamento, sao mantidos em redes de plastico. A embalagem em que este queijo,
normalmente é comercializado, € a mesma rede na qual foi mantido, sem protecio que evite
o contato do mesmo com agentes contaminantes e, normalmente, estd pendurada em

ganchos nas bancas das feiras (Figura 20).

Os queijos Coalho e Mussarela sdo produzidos em formas retangulares e, por isso,
muito mais faceis de empilhar do que o Mussarela, porém sdo maiores e tendem a ficar

expostos por muito mais tempo para a venda, do que os queijos Manteiga (Figura 20).

Desse modo, observou-se que os queijos artesanais comercializados nas feiras da
cidade de Manaus apresentaram todos os indicios de susceptibilidade a contaminagdo por

microorganismos patogénicos e deteriorantes que se encontram no ambiente.
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5. CONCLUSAO

De acordo com os resultados negativos para Listeria monocytogenes nos trés tipos de
queijos artesanais e a presenca de altos indices de coliformes totais e fecais e de Escherichia
coli em queijos Manteiga analisados, os casos relatados, na literatura, de inibicdo Listeria
spp pela microbiota contaminante de queijos, €, em conformidade, com as observagdes
inerentes as condicdes sanitdrias inadequadas durante a produg¢do (como mostrado no
processamento do queijo Manteiga), a manipulacdo, embalagem e estocagem dos queijos
artesanais e durante a comercializacdo, nas feiras da cidade de Manaus, pode-se concluir
que todos estes fatores reunidos propiciariam o surgimento de contaminacao dos queijos por
microorganismos tanto indicadores de qualidade e como por agentes patogénicos,
possivelmente presentes desde o momento da coleta do leite e producdo de queijos até
chegar ao consumidor.

Entretanto, faz-se necessario ressaltar que um pequeno passo em relagdo a ocorréncia de
Listeria monocytogenes em queijos artesanais comercializados no municipio de Manaus foi
dado e que a pesquisa deverd ser continuada de modo a tentar elucidar o resultado negativo

para as amostras analisadas, quanto aos fatores citados durante todo este trabalho.
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