PESQUISA DE Listeria sp, Salmonella sp E DEMAIS INDICADORES DE
CONTAMINACAO EM AMOSTRAS DE QUEIJO “MINAS FRESCAL"
COMERCIALIZADAS NO SUL DO ESTADO DE MINAS GERAIS?!
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Resumo — Em quarenta e seis amostras de queijos, sendo vinte e trés de queijo
caseiro (QC) e vinte e trés de industrializado (QI) quantificou-se aerébios mesdfilos
(AM), Estafilococos coagulase positiva (SCP), NMP de coliformes totais (CT) e fecais
(CF) e pesquisou-se Escherichia coli, Salmonella sp, Pseudomonas aeruginosa e
Listeria sp. Para a Listeria sp, adotou-se a metodologia oficial do Food and Drug
Administration, incluindo-se o enriquecimento a frio (45 dias /4 °C) e sistema de
microaerofilia. As médias de contagem de AM (UFC/ g) em QI (4,88 x 10°) diferiram
(P < 0,05) do QC (1,54 x 10%). Para SCP, 47,83% (QC) e 34,78% (QI) excederam os
padrdes vigentes. As médias (NMP/ g) de CT foram de 2,39 x 10° (QC) e 2,48 x 10°
(Ql); de CF foi 1,67 x 10° (QI). Escherichia coli foi isolada em QC: 78,26% e Q!I:
60,87%, Salmonella em QI: 8,70% e P. aeruginosa em 100% de QC e QI. Listeria sp
foi isolada antes e depois do enriquecimento, sendo identificados: L. innocua sorovar
6a, 6b, 4ab e nao tipavel. Concluinse pelos resultados que ambos 0s queijos,
caseiro e industrializado, foram desqualificados para consumo por apresentarem-se
fora dos parametros legais e oferecem riscos potenciais a saude coletiva.
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Introducéo

As cadeias produtivas mundial de alimentos tém se tornado cada vez mais
complexas, resultando na dificuldade de se obter um alimento padronizado sob
adequadas condicOes de seguranca alimentar (FORSYTHE, 2002).

Com base nas normas de seguranca alimentar, alimentos considerados
seguros para consumo devem incluir, de acordo com a APPCC (Analise de Perigos
e Pontos Criticos de Controle), controle continuo na linha de producdo. A
rastreabilidade, desde a producédo do leite, pasteurizacdo, teste de controle da
recontaminacdo e acompanhamento da microbiota desejavel durante os processos
envolvidos desde as etapas de producdo até a comercializacdo, deve ser prevista
para que se garanta a qualidade dos alimentos conforme os padrdoes de seguranca
alimentar (SILVA et al, 2003).

Os padrdes microbioldgicos e sanitarios para queijo tipo “Minas Frescal” sédo
determinados pelo Regulamento Técnico sobre os Padrdes Microbioldgicos para
Alimentos do Ministério da Saude (RDC n°12/01) que preconiza os limites toleraveis
de Coliformes 45°C e auséncia de Salmonella sp e Listeria monocytogenes em
gueijo “Minas Frescal”.

Apesar dos inumeros e significativos avancos na ciéncia e tecnologia, as
doencas de origem alimentar continuam a ser problema no mundo moderno. O
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Centro para Controle de Doencgas dos EUA considera L. monocytogenes, Salmonella
sSp e cepas patogéncias de E. coli (EC 0157: H7) como patdégenos emergentes
implicados em casos graves de enfermidades transmitidas por alimentos e sérias
preocupacdes de saude publica (FIGUEIREDO, 2000).

O presente estudo teve como objetivo pesquisar Listeria sp, Salmonella sp e
demais indicadores de contaminacdo em amostras de queijo “Minas Frescal”. Para
tanto, realizou-se a analise da qualidade microbiolégica de amostras de queijos tipo
“Minas Frescal” de fabricacdo artesanal e industrializada comercializados em
Alfenas-MG e regido, avaliando assim, o padrdo higiénico-sanitario dos produtos
conforme RDC n°12/01.

Material e Métodos

Foram analisadas, em duplicata, 23 amostras de queijo caseiro (QC), de
preparo artesanal e 23 amostras de queijo industrializado (QIl), de quatro diferentes
marcas, portando selo do SIF (Servigco de Inspecao Federal). A coleta foi realizada
aleatoriamente no comércio de Alfenas-MG e regido. As andlises processaram-se no
Laboratério Saude Coletiva e Microbiologia de Alimentos da UNIFAL-MG,
abrangendo o periodo de setembro de 2005 a fevereiro de 2007.

A anadlise microbiolégica foi realizada em amostragem representativa,
guantificando-se aerébios mesofilos (AM), Estafilococos coagulase positiva (SCP),
coliformes totais (CT) e fecais (CF) e por meio da pesquisa de E. coli, Salmonella sp
(SILVA, JUQUEIRA; SILVEIRA, 2001) e pesquisa de P. aeruginosa (SILVA et al,
2005), conforme preconiza a Resolugdo RDC n° 12 da ANVISA de 02 de janeiro de
2001, a qual estabelece os padrées microbioldgicos para alimentos destinados ao
consumo humano no varejo.

Para a pesquisa de Listeria sp adotou-se o método oficial do Food and Drug
Administration (SILVA; JUQUEIRA; SILVEIRA, 2001), acrescentando-se etapa de
enriguecimento a frio (FARBER; PETERKIN, 1991) e sistema de microaerofilia
(SILVA; HOFER; TIBANA, 1998). A confirmacdo antigénica dos sorogrupos e
sorovares (SEELIGER; HOHNE, 1979) de Listeria foi realizada no I0C/Fiocruz/RJ.

Foram realizados ensaios microbiolégicos em 46 amostras de queijos para
determinacgao de CT, CF, E. coli, Listeria sp, SCP e Salmonella sp e em 10 amostras
para AM e Pseudomonas sp.

Resultados e Discussao

A contagem de AM revelou que o QI mostrou diferenca (P<0,05) em relagéao
ao QC, por apresentar maior média (4,88 x 10° UFC/g) (Tabela 1). Estes resultados
permitem verificar maior contaminacdo nas amostras de QI, apesar das mesmas
portarem carimbo do SIF. Concordando com os resultados desta pesquisa, valores
de AM com contagem de 1,87x108 UFC/g foram reportados por Aygun, Aslantas e
Oner (2005) ao realizarem estudos sobre a qualidade microbiologica de 50 amostras
de queijo Carra, queijo tradicional na Turquia.

Na analise de SCP, 47,83% (QC) e 34,78% (QIl) das amostragens de queijos
apresentouse em desacordo com a RDC n° 12/01. Loguercio e Aleixo (2001)
obtiveram contagem de S. aureus acima de 10° UFC/g em 29 das 30 amostras
analisadas de queijo tipo Minas Frescal produzido artesanalmente em Cuiaba-MT.
Da mesma forma, Little et al (2008) realizaram analise da qualidade de queijos
produzidos com leite cru e pasteurizado no Reino Unido. De acordo com os autores,



ambos os tipos de queijos apresentaram resultados microbiolégicos insatisfatorios.
No caso dos queijos provenientes de leite pasteurizado, as contagens para S.
aureus foram de 10° UFC/g e para os queijos provenientes de leite cru, 10* UFC/g.

Tabela 1 — Quantificacdo de aerdbios mesofilos nos queijos tipo Minas Frescal
caseiro (QC) e industrializado (Ql) e estudo estatistico pelo teste t de médias

QC Ql
Valor minimo 5,05x10’ 2,72x10°
Valor maximo 4,44x10° 8,00x10°
Média* 1,54x10° A 4,88x10° B
Teste t 2,63
Probabilidade t 0,0302

* médias com letras distintas (A; B) nas linhas diferem significativamente (P<0,05) em nivel de 5%
pelo teste t.

Ainda que nado estabelecido pela legislacdo brasileira, na determinagcéo do
NMP de CT 30/35°C, foram obtidos valores altos para os queijos: QC: >1,1x10°
NMP/g e QI: >1,1x10° NMP/g. Os valores determinados de minimo, maximo e média
do NMP de CT/g para 0 QC e QI sdo apresentados na tabela 2.

Os resultados apresentados na tabela 2 revelaram qualidade microbioldgica
semelhante (P>0,05) entre a amostragem de QC (2,39x10°> NMP/g) e QI (2,48x10°
NMP/g), ainda que o QI tenha sido obtido, teoricamente, de leite pasteurizado.

Na analise de CF, os valores da tabela 2 mostraram semelhanga estatistica
(P>0,05) entre as médias da amostragem de QC (8,19x10* NMP/g) e QI (1,67x10°
NMP/g), evidenciando possiveis falhas na pasteurizacdo do leite usado na
fabricacdo do QI ou ainda, recontaminagéo do produto final. De acordo com a RDC
n® 12/01, em amostragem representativa (n>5; ¢>2; m>1,0x10%; M>5,0x10%), até
duas amostras podem conter entre 1,0x10° e 5,0x10° NMP de CF/g (Tabela 2). Na
presente pesquisa, 16 amostras de QI e 18 amostras de QC apresentaram
contagens entre 1,1x10% e 1,1x10° NMP/g, evidenciando-se em desacordo.

Concordando com os resultados apresentados nesta pesquisa em relacao a
contaminacdo por coliformes fecais, Pereira et al. (1999a) também constataram
gualidade semelhante em amostras de queijos “Minas Frescal” com registro ou sem
registro no SIF. Garcia Dangla et al (1985) e Kivang (1989) também verificaram
gualidade microbioldgica insatisfatéria em relacdo a contaminacdo por CF em QC
produzidos na Costa Rica e em queijos tipicos da Turquia, respectivamente.

A presencga de E. coli ficou constatada em 78,26% da amostragem de QC e
em 60,87% de QIl. Resultados semelhantes foram obtidos por Feitosa et al (2003)
que também relataram a presenca de E. coli em queijos produzidos no Estado do
Rio Grande do Norte. No Reino Unido, Little et al (2008) obtiveram presenca de
E. coli em queijos feitos com leite cru (10°UFC/g) e em queijos provenientes de leite
pasteuriza(10° UFC/g). Na Turquia, o queijo Carra, de acordo com Aygun, Aslantas e
Oner (2005), também revelou presenca de E. coli na ordem de 10° UFC/g.

Analisando a amostragem de QI, verificouwse positividade de 8,70% (2/23
amostras) para Samonella sp. Resultados semelhantes foram apresentados por
Feitosa et al (2003) quando analisaram 11 amostras de queijo tipo coalho com 9%
de positividade e 13 amostras de queijo tipo manteiga com 15% de positividade para
Salmonellasp nestes produtos comercializados no Rio Grande do Norte,
classificando-os como improprios para o consumo e de Colak et al (2007) que, apés
analisarem 250 amostras de queijo Tulum feitos a partir de leite cru, detectaram a



referida bactéria em 6 amostras (2,4%). Entretanto, resultados com auséncia desta
bactéria em amostragem de queijos foram apresentados por Little et al (2008) e
Aygun, Aslantas e Oner (2005) no Reino Unido e na Costa Rica, respectivamente.

Tabela 2 — NUmero Mais Provavel (NMP) de coliformes total (CT) e fecal (CF) nos

queijos tipo Minas Frescal caseiro (QC) e industrializado (QI) e estudo estatistico
pelo teste t de médias.

CT (NMP/g) CF (NMP/g)
QC | Ql QC | Ql

Valor minimo 1,10x 10° 1,10 x 10* 0 73

Valor maximo 1,10x10° 1,10x10° 1,10 x10° 1,10 x 10°
Média* 2,39x10° " 248x10° " 8,19 x10* A 1,67 x 10° A
Teste t -0,0722 -0,93

Probalidade t 0,9428 0,3585

Padrdo RDC n° 12/01** | - | n>5; c>2; m>1,0x10% M>5,0x10°

* médias com letras iguais nas linhas nao diferem (P>0,05) em nivel de 5% pelo teste t.

**n: nimero de unidades a serem colhidas aleatoriamente de um mesmo lote e analisadas
individualmente; c: nimero méaximo aceitavel de unidades de amostras com contagens entre os
limites m e M; m: separa o lote aceitavel do produto ou lote com qualidade intermediaria aceitavel; M:
separa o lote aceitavel do inaceitavel. Valores acima de M sdo inaceitaveis.

A presenca de P. aeruginosa ocorreu em 100% das amostras analisadas de
QC e QI. Com relagdo ao percentual alto de contaminagdo, Carvalho (2001)
considerou que Pseudomonas sp é um possivel indicador de contaminacéo,
podendo evidenciar o uso de agua nao potavel ou manipulacdo inadequada na
producao do alimento.

Considerando a positividade para o microrganismo Listeria sp, é importante
ressaltar que esta foi de 4,35% (QC) e 21,74% (QI) antes e de 34,70% (QI) depois
do enriquecimento a frio (45 dias em geladeira/4°C).

Isolou-se a espécie L. innocua em ambas as amostragens de QC e QI. Estes
resultados sédo concordantes com afirmativa de Pereira e Roccourt (1994), Farber e
Peterkin (1991) e Pereira et al. (1999b) ao descrevem que a temperatura de
refrigeracdo favorece o crescimento de Listeria sp, provavelmente por inibir a
microbiota concorrente.

De acordo com Laciar, Vaca e Centorni (1999) a caracteristica psicotréfica da
Listeria sp constitui-se problema na conservacao de alimentos por longos periodos
de tempo sob baixas temperaturas, pois favoreceria seu crescimento, implicando
também em perdas econdmicas para a industria alimenticia.

Nesta pesquisa, as cepas isoladas de Listeria sp com respectivos sorovares
tipificados na FIOCRUZ-RJ foram: QC: L. innocua sorovar 6a; QI (marca R):
L. innocua sorovar 6a (66,67%), 6b (16,67%), 4ab (16,67%) e néo tipavel (16,67%)
antes e 4ab (100%) e nao tipavel (16,67%) depois do enriquecimento a frio
(geladeira 4°C/45dias).

Conforme estudos e analises realizadas por Hofer (2001) em 3112 amostras
no periodo de 1971 a 1997, a identificacdo de L. innocua prevaleceu sobre as
demais espécies, sendo 80,9% (1889 amostras) de positividade para esta espécie
dentre os isolamentos. Em regides da Coldmbia, Aygun e Pehlivanlar (2006)
analisaram dentre outros produtos, o queijo branco turco. O resultado revelou
isolamento de L. monocytogenes em 8,23% do queijo branco turco. Beckers,
Soentoro e Delgou-Van-Asch (1987) detectaram a presenca de 10,14% (sete em 69
amostras) de L. monocytogenes em amostras de queijo preparados com leite cru.



Resultados semelhantes ao da presente pesquisa foram reportados por
Santos et al. (2001) e Guerra e Bernardo (2001) ao mencionarem que a formacao de
biofilme na superficie de materiais fabris e tubulacdes fechadas por ser de dificil
remocdo, tendem a tornar o ambiente propicio ao desenvolvimento de
microrganismos potencialmente patogénicos, incluindo os do género Listeria. Assim,
de acordo com as circunstancias relatadas, pode-se explicar em parte, a incidéncia
de Listeria sp em Ql. Em pesquisa realizada por Silva, Hofer e Tibana (1998)
ocorreu isolamento de 17,65% de L. innocua e 41,17% de L. monocytogenes em
103 amostras de queijos, sendo que destas, 17 amostras eram QC.

De acordo Kamat e Nair (1996), L. innocua pode ser um organismo ideal e
seguro como um marcador de L. monocytogenes em industrias alimenticias.

Conclusdes

O microrganismo L. innocua foi isolado das amostras de QC e QI, antes e
depois da etapa de enriquecimento a frio, identificando-se os sorovares L. innocua
6a, 6b, 4ab e nao tipavel. Ambos os tipos de queijos mostraram-se em desacordo
com a legislacao vigente.

O QI, mesmo portando selo do SIF, ndo apresentou melhor qualidade sob
ponto de vista microbiolégico em relacéo ao QC.

A presenca de coliformes fecais, acima dos limites estabelecidos pela
legislacéo, reafirma potenciais riscos quanto a presenca de patdgenos intestinais.

A semelhanca estatistica entre a qualidade microbiolégica das amostragens
de QC e QI, em relacdo aos microrganismos indicadores de contaminacao, mostra
gue ambos os produtos ndo atendem as normas de seguranca alimentar.
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