M@STRA I 2 UNIMEP
DEMICA o

23 a 25 de outubro de 2007

15° Congresso de Iniciacao Cientifica

OCORRENCIA DE LISTERIA MONOCYTOGENES EM QUEIJOS FRESCOS OBTIDOS NO
VAREJO

Autor(es)
NICOLLE FERRAZ DE ARRUDA

Orientador(es)

Valmir Eduardo Alcarde

Apoio Financeiro
FAPIC

1. Introducéo

Listeria monocytogenes é um microrganismo amplamente distribuido no ambiente e que tem seu habitat
natural o solo e vegetais, incluindo os cultivados. Os animais podem ser portadores da bactéria e suas fezes
transformarem-se em fonte de contaminacdo. Os sintomas demoram cerca de 9 a 32 horas para se
manifestar, sendo que inicialmente podem ser confundidos com os de uma gripe comum, evoluindo para um
quadro de diarréias e vomitos, que precedem sintomas mais graves da doenca: dores de cabeca, confusdo
mental, perda de equilibrio e convulsdes. A Listeria também é uma das principais causas de meningite
aguda infecciosa. (Peresi et al., 2001) Os alimentos envolvidos nos surtos relatados, em geral passaram
por processo de industrializagdo. Embora a ocorréncia da listeriose seja relativamente baixa, ha relatos da
presenca de L. monocytogenes, em freqiéncias variaveis, em todos os tipos de alimentos, incluindo queijos.
Sendo um microrganismo psicrotrofico e anaerdbio facultativo, muitos processos de conservagdo nao sao
eficazes contra este patdégeno. Sendo de origem ambiental, esta adaptado ao alimento, compete bem com a
microbiota naturalmente presente e resiste as mudancas de pH, temperatura, escassez de nutrientes e
outros fatores. Adapta-se com facilidade ao ambiente artificial, como o de uma industria processadora de
alimentos. Dentre os produtos derivados do leite, queijo € considerado um veiculo frequente de patégenos
de origem alimentar e, em especial os queijos frescos, 0 qual de acordo com a legislacdo vigente, trata-se de
produto obtido de leite pasteurizado integral ou parcialmente desnatado, através da coagulacdo enziméatica
com o coalho e/ou outras enzimas coagulantes apropriadas, complementadas ou ndo com acao e bactérias
lacticas. InUmeras indUstrias sob inspecdo de 6rgdos competentes, produzem varios tipos de queijo,
respeitando as boas praticas de fabricacdo, buscando obtencdo de um produto compativel com o padrao de
gualidade estabelecido. No entanto, devido a simplicidade de sua producao, o queijo Minas frescal, vendido
em feiras livres e outros estabelecimentos comerciais, podem ser de fabricacdo caseira. (Peresi et al., 2001)
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A contaminagcdo microbiana desses produtos assume destacada importancia tanto para a industria, pelas
perdas econbmicas, como para a salde publica, pelo risco de causar doencas transmitidas por alimentos.
Vérios estudos realizados em diferentes paises sobre a qualidade microbiolégica em queijos, relataram a
ocorréncia de patégenos, em numeros que excedem os limites estabelecidos pela legislacéo, e dentre estas
bactérias detectadas, destaca-se a L. monocytogenes. (Mac Gowan et al., 1994; Fenlon et al., 1996). Apesar
da importancia da ocorréncia de L. monocytogenes em produtos laticos, existem poucos estudos sobre sua
incidéncia em queijos produzidos no Brasil. A grande freqiiéncia de casos de listeriose, veiculadas por
gueijos evidencia a importancia desse alimento na cadeia epidemiol6gica de transmissao de Listeria spp.

2. Objetivos

Estudar a ocorréncia natural de L. monocytogenes em queijos frescos obtidos no varejo, na cidade de Santa
Béarbara d Oeste e Piracicaba-SP.

3. Desenvolvimento

3.1. Amostras: foram analisadas 19 amostras de queijo fresco, 11 obtidas em varejos da cidade de Santa
Barbara D'Oeste — SP no periodo de Agosto a Dezembro de 2006 e, as outras 8 em Piracicaba — SP no
periodo entre Marco a Maio de 2007. As amostras foram transportadas para o laboratério de Engenharia de
Alimentos da Unimep para as analises microbiologicas. 3.1.1. Preparo das amostras do queijo para as
andlises: com uma faca previamente esterilizada foram cortadas porcdes, de diferentes partes do queijo,
perfazendo 10g da amostra, tendo assim uma maior representatividade da amostra. 3.2. Ocorréncia de L
monocytogenes em gueijo fresco: as analises foram efetuadas pela metodologia recomendada pela Food
and Drug Administration (Donelly et al., 1992), como segue: 3.2.1.Enriquecimento a 35°C: partindo-se de 10
g das amostras foram realizados o enriquecimento em dois meios diferentes: Listeria Enrichment Broth
(LEB) e Tryptic Soy Broth (TSB) adicionado de 0,6% de extrato de levedura (EL). As amostras de 10 g foram
adicionadas em 100 ml de cada caldo e incubadas a 35°C/48h em estufa BOD. ApoOs a incubacédo, o
isolamento foi realizado por estrias em superficie em placas com meio seletivo: 4gar Listeria Selective base
(Oxford formulation), adicionados dos respectivos suplementos e incubados a 30°C/24h-48h. 3.3.
Identificacdo de L. monocytogenes: apés a incubacéo foi feita a leitura da placa de agar Oxford. Todas as
colénias que se aproximaram das caracteristicas tipicas de L. monocytogenes nestes meios: coldnias
pequenas, uniformes, com aspecto perolado e enegrecimento do meio ao seu redor foram selecionadas para
posterior identificacdo. As provas de identificacdo recomendadas seguem o sugerido em Donnelly et al.
(1992).

3.3.1. Coloracdo de Gram: foi feita a coloracdo classica, a partir de uma cultura de 24 h. As coldnias
suspeitas para L. monocytogenes sdo as que se apresentavam como bastonetes pequenos Gram-positivos.
3.3.2. Prova da catalase: usando uma alca de platina a amostra da cultura de 24 hs foi espalhada sobre uma
lamina de vidro e misturada com uma gota de H202 20%. A prova positiva para L. monocytogenes é o
aparecimento de desprendimento de gas.

3.3.3. Fermentacdo de acucares: a prova foi realizada em caldo purpura de bromocresol, adicionado dos
acucares: glicose, xilose, ramnose e sacarose incubados 35°C/24-48h em estufa BOD.

4, Resultados

Os resultados encontrados nos ensaios realizados sédo apresentados na Tabela 1. TABELA 1 De acordo
com Donelly et al.(1992) L. monocytogenes é caracterizado por apresentar células na forma de bastonetes
pequenos, Gram positivo e ndo esporogénico; as suas coldnias sdo pequenas, uniformes e com aspecto
perolado e enegrecimento do meio de cultivo, quando se desenvolvem em Agar Oxford; a prova de catalase
para este microrganismo é positiva; e 0 mesmo fermenta os acucares glicose e ramnose. A microbiota
observada em quase todas as amostras de queijo fresco analisado e apresentada na Tabela 1 indica
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caracteristicas macro e micromorfolégicas diferentes das esperadas para L. monocytogenes. Apenas as
amostras 17 a 19 mostraram caracteristicas macro e micromorfolégicas (forma das células vegetativas,
coloracdo de Gram, prova da catalase e caracteristicas das colbnias) suspeitas para L. monocytogenes.
Assim colbnias destas amostras foram submetidas a prova de fermentacdo de aclcares e os resultados
desta analise sdo apresentados na Tabela 2. TABELA 2 De acordo com Donnelly et al (1992), L.
monocytogenes apresenta fermentacao positiva para os acucares glicose e ramnose e fermentagédo negativa
para os agucares sacarose e xilose. Os resultados encontrados na prova de fermentacdo de aglcares para
as colbnias 17, 18 e 19 diferem daqueles citados por Donnelly et al (1992), indicando com isto que as
coldnias suspeitas ndo eram de L. monocytogenes. Este resultado também indica o emprego de matéria
prima de qualidade para o processamento do queijo e/ou 0 emprego de boas praticas de manipulagéo,
processamento e higiene industrial e/ou adequado manejo durante o armazenamento do produto, para se
evitar contaminagdo com L. monocytogenes.

5. Considerac¢des Finais

Os resultados obtidos nos ensaios realizados indicaram auséncia de L. monocytogenes em todas as
amostras de queijo fresco analisadas.
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jTahEIa 2 Teste de Fermentagéu de .ﬂ-.EI:IE:EIFES .
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