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RESUMO

Em func¢éo daimportanciasocioecondémicado queijo de coalho um produto tipico do Nordeste
brasileiro e os riscos que seu consumo pode causar a satde foi realizado o presente estudo para
avaliar a incidéncia de Listeria monocytogenes, Salmonella sp. e microrganismos indicadores de
contaminacéo fecal, utilizando-se a metodologia preconizada pela Coordenacédo de Laboratério
Animal do Ministério da Agricultura Pecudria e Abastecimento. Foram analisadas 127 amostras
de queijodecoalho, produzidos e comercializados ho Estado de Pernambuco das quais 9,5% foram
positivas para Listeria sp. e 5,5% positivas para Listeria monocytogenes, 5,5% para Salmonella sp.e
com relacdo a contaminacao por coliformes totais, 44,1% das amostras apresentaram mais de 500
UFC/g, e encontravam-se fora do limite aceitavel pela legislagéo, 44,1% das amostras para
coliformestermotolerantes. Os resultados apresentados demonstram que a presenca de Salmonella
sp. e Listeriamonocytogenes associada a grande prevaléncia de coliformes, sdo indicativos da baixa
qualidade higiénica podendo favorecer a presenga de microrganismos patogénicos no produto.

PALAVRAS-CHAVE: Queijo de coalho, Listeria monocytogenes, Salmonellasp., indicadoresde higiene.

ABSTRACT

SURVEY OF LISTERIAMONOCYTOGENES E MICRORGANISMS INDICATIVE OF HIGIENIC
AND SANITARY CONDITIONS IN "QUEIJO DE COALHO" CHEESE PRODUCED AND SOLD IN
THE STATE OF PERNAMBUCO, BRAZIL. Considering the social and economic importance of
"queijodecoalho”,atypical cheese very popularinthebrazilian northwest, associated with therisk
produced by its consumption, the aim of this study was to survey the occurrence of Listeria
monocytogenes, Salmonella sp. and microorganisms fecal coliform. The cheeses were examined as
recommended in official methodologies from the Coordenacdo Geral de Laboratorio Animal
(CGLA)ofthe MinisteriodaAgriculturaPecuariae Abastecimento (MAPA). In 127 samplesof "queijo
de coalho" produced and commercialized in the state of Pernambuco that were analyzed, 9.5% of
them were positive for Listeria sp., 5.5% positive for Listeria monocytogenes, and 5.5% for Salmonella
sp. Inrelationto coliforms counting, 44.1% of the samples were found to have more than 500 UFC/
g, and 44.1% of samples were found to be outside the standards for heart-resistant coliforms
accordingtothe RDC 12 MS. The results demonstrate thatSalmonella sp. and Listeriamonocytogenes,
associated with the high prevalence of coliforms, are indicates of improper hygienic and sanitary
conditions that may allow for the presence of pathogenic microorganisms in this kind of cheese.

KEY WORDS: Cheese, Listeria monocytogenes, Salmonellasp., hygiene indicators.

INTRODUCAO

Com oadvento daglobalizacdo houve umamaior
integracdo econdmicaentre os paises, acompanhada
de altamobilidade populacional e de mercado, resul-
tando em mudancas de costumes e habitos alimenta-

res, como a preferéncia pelo consumo de alimentos e
produtos tipicos tradicionais (DuarTe, 2005).

Os alimentos obtidos por processos artesanais
témgrande possibilidade deseapresentaremcontami-
nados, devidoaousode matérias-primasdefontesnao
seguras, utensilios mal higienizados ou contami nados,
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elaboracdo em condi¢des improprias e do
armazenamento e comercializagdo emtemperaturaina-
dequada, quesaofatoresquecontribuem paraaumentar
oriscodecausaremenfermidades(RyYser& MaARTH,1990).
O queijo de coalho é um produto tipico da regido
Nordeste, produzido artesanalmente em pequenas
industrias, namaioria das vezes, produzido com leite
cru, sem nenhum cuidado higiénico-sanitario, tor-
nando-se um produtosusceptivel deestarcontaminado
com microrganismos patogénicos dentre estes desta-
camos a Listeriamonocytogenes, Salmonella sp. e micror-
ganismos do grupo coliformes (DuarTe, 1999).

A Listeria monocytogenes é agente causador de
enfermidades graves parahomens e animais, ampla-
mente distribuida na natureza, tem como caracteris-
ticaacapacidade de multiplicagdoemtemperaturade
refrigeracdo e a relativa resisténcia térmica (ICMSF,
1996). Alguns relatos tétm demonstrado o envolvi-
mento de produtos lacteos em surtos alimentares,
causando listeriose (LiNNAN et al., 1988; BiLLg, 1990;
CDC, 2001; SaNAA, 2004).

Outroagente responsavel por casos de toxinfeccGes
alimentares é a Salmonella sp. comumente observada
em queijos de coalho (FLoreNTINO,1999; FeiTosA et al.,
2003). Normalmente, encontrada no trato intestinal
de animais domeésticos e selvagens, especialmente,
aves e répteis, tem como principais veiculos de dis-
seminacéo alimentos e a d4gua (Jay, 1992). A contami-
nac¢do dos alimentos pode ocorrer devido ao controle
inadequado de temperatura, manipulacéo incorreta
ou contaminacao cruzada (ForsyTHE, 2002).

Contagenselevadas de microrganismos do grupo
coliformessao freqiientemente observadas nos queijos
decoalho,sugerindo que os mesmosforam produzidos
em condic¢des de higiene insatisfatéria. Segundo
ALMEIDA et al. (1996) apresencade coliformes fecaisou
termotolerantes em alimento é indicativa que o mes-
mo entrou em contato direto com material fecal.

Considerando a grande importancia socioecond-
micado queijo docoalho paraaregido, dascondi¢cfes
precarias em que é produzido e comercializado, do
risco a saude do consumidor pela presenca de
patégenos e da indisponibilidade de informac&es
epidemioldgicas sobre a qualidade do produto em
questédo realizou-se a presente pesquisa com o objeti-
vo de avaliar a ocorréncia de Listeria monocytogenes,
Salmonella sp. e microrganismos indicadores de con-
taminacao fecal no queijo de coalho.

MATERIAL E METODOS
Obtencdo e Processamento das amostras

Foramanalisadas127amostrasdequeijodecoalho,
coletadas em estabelecimentos comerciais de 21

municipios do Estado de Pernambuco, as quaisforam
fracionadas, pesadaseacondicionadasem sacosplas-
ticos identificadas e armazenadas em caixas
isotérmicas e transportadas para o laboratério.

De cada amostra foram pesadas trés aliquotas de
25+ 0,2 gem sacos tipo stomacher previamente iden-
tificados, destinadas a pesquisa de Listeria, Salmonella,
e paracontagemde coliformestotais e termotolerantes.
As amostras foram analisadas segundo as
metodologias preconizadas pela Coordenacdo de
Laboratério Animal (CLA), do Ministério da Agricul-
tura, Pecuaria e Abastecimento (BrasiL, 2003).

Deteccdo de Listeria sp.

Para a pesquisa de Listeria sp., homogeneizou-se
25 g de cada amostra assepticamente em 225 mL de
caldo para enriquecimento de Listeria incubadas a
30° C + 1° C. ApO6s 24h aliquotas de 0,1 mL foram
transferidas para tubos com 9 mL de caldo Fraser,
incubados a 30° C + 1° C/24-48h. Tubos presuntivos
(enegrecido) foram semeados em agar Oxford, e &gar
Triptose comacidonalidixico (ATN), incubadosa30°
C £ 1° C/24-48h. Colbnias cinza azuladas no agar
ATN (observadas sob incidéncia de luz obliqua) e
enegrecidas no Oxford, foram re-isoladas em &agar
triptoseeincubadas30°C+1°C/24h. Coléniascarac-
teristicas foram repicadas em agar estoque (agar
nutriente fosfatado, utilizado para manutencéo de
cepas)incubadoa30°C+1°C/24h. Ap6screscimento
foram submetidas as provas de catalase, motilidade
(25°C £ 1°C/72h),b-hemdlise (agar Columbiacom5%
sangue desfibrinado de carneiro), Camp-test Agar
Columbia 5% sangue desfibrinado de cobaia ou
carneiro em sobrecamada, incubado a 36° C £ 1° C/
72hem 2-5% de CO, reacdo comS. aureus, reducdo de
nitrato e Voges-Proskauer. Col6nias suspeitas foram
submetidas a fermentacéo dos carboidratos (xilose,
manitol e ramnose, incubadas 30° C + 1° C/36h). As
compativeis com o género Listeria foram submetidas
aoKitminiaturizadodeidentificacdobioquimica API
Listeria, eencaminhadas parasorotipagem naFunda-
¢do Osvaldo Cruz. Doze amostras foram positivas
para Listeria innocua sorovar 6b e 7 destas apresenta-
ram também resultado positivo paral.monocytogenes
sorovar 1/2a. Utilizou-se como controle durante as
provas, cepas de Listeria monocytogenes 4b (isolada de
alimento - LARA/RS 4921), Listeria innocua (isolada
de alimentos LARA/RS 666/90), Listeria welshimeri
dacolecdodeculturasdereferénciaeuropéiaeListeria
ivanovii (NTCC 11007).

Deteccdo de Salmonella sp.

Foi homogeneizado 25 g de queijo em 225 mL de
solucdo salina peptonada 1% tamponada (APT) e
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incubado 36° C + 1° C/16-20h (pré-enriquecimento),
posteriormente, 1 mL e0,1 mL foramtransferidos do pré-
enriguecimento para tubos contendo 9 mL de caldo
Selenito Cistina e caldo Rappaport-Vassiliadis, respec-
tivamente, eincubadosa41+0,5°Cembanho-mariacom
movimentacdo (enriquecimento seletivo). Apos 24h fo-
ram realizados repiques em agar manitol lisina cristal
violeta verde bile (MLCB) e agar vermelho de fenol
lactose sacarose (BPLS), com novobiocina, e incubados
a 36° C + 1° C/18-24h. Colbnias suspeitas foram re-
isoladasem BPLS sem novobiocinae no agar Rambach.
Cinco culturas puras foram submetidas as provas de
oxidase e pyrase. Asamostras negativas paraambos os
testes foram submetidas a identificacdo bioquimica,
testedesoroaglutinacdoeaoKitminiaturizado AP 20E.
Foram encontrados 3 perfis bioquimicos de Salmonella
spp.: 1) inositol negativo, sorbitol negativo (perfil
6704152); 2) inositol negativo, sorbitol positivo (perfil
6704552); e 3) inositol positivo, sorbitol positivo (perfil
6704752). A Salmonella Typhimurium ATCC 14028, foi
utilizada como controle.

Enumeracédo de coliformestotaisetermotolerentes

A etapa presuntiva foi realizada com inoculagao
de cinco dilui¢des sucessivas de cada amostra de
queijo em agar cristal violeta vermelho neutro bile
(VRBA), incubadosa36°C+1°C/18/24hecontagem
das coldnias lactose positivas (presuntivas). Para a
etapa confirmativa foram contadas separadamente
colbnias tipicas e atipicas. A prova confirmativa dos
coliformestotaisfoirealizadapor meiodainoculagao
de 3 colbnias tipicas e 3 atipicas, em caldo verde
brilhante bile 2% lactose com posterior incubacdo a
36° C £ 1°C/24-48h. A presenca de gas nos tubos de
Durhan ou efervescéncia quando agitados suave-
mente indicardo positividade. Para confirmacéo dos
coliformes termotolerantes, as coldnias suspeitas
foram inoculadas em caldo Escherichia coli (caldo EC)
e incubadas a 45° C + 0,2° C/24-48h, as culturas que
apresentaram formacgdo de gas (minimo 1/10 do
volume total do tubo) ou efervescéncia quando agita-
dassuavemente foram consideradas positivas. Como
controle utilizou-se Escherichia coli ATCC 25922 e
Enterobacter aesrogenes ATCC 13048.

Analise estatistica

Foi realizada através de distribui¢des absolutas e
percentuais paraas variaveis nominais e as medidas
estatisticas: valor minimo, valor maximo, média geo-
métrica e mediana para as varidveis numéricas (NU-
mero de coliformestotais e temotolerantes) e utilizado
0 teste T-Student para amostras independentes, na
decisdo dostestes estatisticos, o nivel designificancia
utilizado foi de 5% (0,05).

RESULTADO E DISCUSSAO

Das 127 amostras de queijo de coalho analisadas, 12
foram positivas para Listeria innocua (9,5%) sorovar 6b, e
7amostrasdessas12tambémapresentarampositividade
para Listeria monocytogenes (5,5%), sorovar 1/2a. A
prevaléncia de colbnias de Listeria innocua sobreasde L.
monocytogenes, também foi verificado na Italia por Massa
et al. (1990) em queijos moles, nos Estados Unidos por
Ryser & MARTH (2001) no queijo Jalisco e no Rio Grande
do Sul por ScHwag etal. (1996)emqueijocolonialartesanal.
Estes resultados sdo justificados segundo VArRNAM &
Evans (1991) pelo fato de que ambas possuem o mesmo
habitat. A deteccdo em 9,5% das amostras, de Listeria
innocua pode ser indicativo do risco da Listeria
monocytogenes, estar presente contaminando o alimento
onde somente foi isolada a Listeriainnocua. Souza (2002)
eRAamos & Costa (2003) analisandoamostras de queijode
coalho artesanal comercializado em Fortaleza, CE, e
Manaus, AM, isolaram Listeria sp. em 17,1% (12/70) e
3,4% (2/58), respectivamente, e L. monocytogenes em 1,4%
(1/70)e 1,7% (1/58) dasamostras.FeTosa etal.(2003) no
RioGrandedo Norte, detectaram Listeriasp.em9% (1/11)
dos queijos analisados. A presenca de Listeria sp. em
amostrasdeleiteederivados,emlocaisde processamento
vem sendo confirmada através de estudos como os de
SiLva etal. (2003) que analisaram 218 amostras ao longo
dalinhade producéo e encontraram 13 amostras positi-
vas para Listeriasp. Segundo Ryser & DonNNELLY (2001) a
ndo deteccdo da L. monocytogenes, podem estar muitas
vezes relacionadas a fatores de estresse celular, nimero
inicial relativo de células de L. monocytogenes e Listeria
innocua, ou duranteasele¢do dascoldnias paraconfirma-
¢do bioquimica, passo analitico em que todas as espécies
se apresentam com caracteristicas semelhantes, foram
selecionadas somente coldnias de Listeriainnocua

No que se refere a pesquisa de Salmonelladas 127
amostras de queijo de coalho, sete amostras (5,5%) se
encontravam contaminadas por estes microrganis-
mos, corroborando com os resultados obtidos por
SENA etal. (1999), MenbEs (1999), DuarTe etal. (2001) e
Feitosa et al. (2003), que obtiveram presenca de
Salmonellaem 8,4% (9/107),73,3% (77/105),4,7%(7/
148) e 9,1% (1/11) das amostras testadas, respectiva-
mente. No entanto, estes dados estdo em desacordo
com os obtidosem Pernambuco por Morais (1995) que
avaliouamostrasde queijode coalhodurantetodasas
etapas tecnologicas e ndo obteve nenhuma amostra
positiva, 0 que também foi observado por TravAssos
(1998), na Paraiba, ao avaliar amostras de queijo de
coalho artesanal elaborado com leite pasteurizado.

A deteccdo de Salmonella em 5,5% das amostras
analisadas demonstra que o consumo deste tipo de
queijo pode representar risco a saude da populagdo
nordestina, jAqueesteéumalimentotipicoeacessivel
a maioria das classes sociais.
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Tabela 1 - Andlise estatistica dos valores obtidos n a analise das amostras de queijo em relagdo a presenca de Listeria
sp. e a contagem de coliformes totais. Recife, PE, 2004.

Andlise Numero de coliformes totais
Listeria sp. Valor de p
Positiva Negativa Grupo total
Valorminimo 300 <10 <10
Valormaximo 1.000.000 37.000.000 37.000.000
Média geométrica 28.512,15 1039,18 371.535,22 p! = 0,0025*
Mediana 26.000,00 4.600,00 6.000,00

*Diferencasignificante ao nivel de 5%.
tAtravés do teste t-Student com variancias desiguais para o logaritmo dos dados.

Tabela 2 - Analise estatistica dos valores obtidos na analise das amostras de queijo em relagdo a presenca de Listeria sp.
e contagem de coliformes termotolerantes. Recife, PE, 2004.

Analise Coliformes termotolerantes
Listeria sp. Valor de p
Positiva Negativa Grupo total
Valor minimo <10 <10 <10
Valor maximo 1.000.000 21.000.000 21.000.000
Média geométrica 9069,43 180,96 20.892.961,31 p!=0,0361*
Mediana 18.000,00 100,00 120,00

*Diferenca significante ao nivel de 5%.

tAtravés do teste t-Student com variancias iguais para o logaritmo dos dados.

Com relagdo aos niveis de contaminagdo por
coliformestotais nas 127 amostras de queijoanalisados,
56 (44,1%) foram negativas, 15 (11,8%) apresentaram
contagem entre 10 e 500 UFC/g e 56 (44,1%) tinham
maisde 500 UFC/g. Dasamostras de queijode coalho
analisadas, 56 (44,1%) encontravam-se acima do li-
mite aceitavel que é 5,0 x 102 UFC/g de amostra para
oscoliformestermotolerantessegundoaRDCn°12do
Ministério da Saude, (BrasiL, 2001). Resultados apre-
sentados por PAIvA & CARDONHA (1999), FLORENTINO &
MARTINS (1999) e Boraes et al. (2003), demonstraram
niveis de 1100 NMP/g, 39000 NMP/g e 501 a = 2400
NMP/g de coliformes fecais respectivamente, todos
acimadoestabelecido pelalegislacdoemamostras de
queijos de coalho.

Correlacionando os microrganismos em relacéo
as amostras analisadas, nenhuma foi simultanea-
mente positiva para pesquisa de Listeriasp.eSalmonella
sp., porém, verificando a média geomeétrica e a medi-
ana do numero de coliformes totais (Tabela 1), estas
foram mais elevadas entre as amostras positivas do
gueentre asamostras negativas para L. monocytogenes,
comprovando-se estatisticamente a diferenca
significante (p < 0,05) entre os dois subgrupos em
relacdo ao namero de coliformes totais. O nimero de

coliformestermotolerantestambém se apresentou mais
elevado entre as amostras positivas do que entre as
negativas para L. monocytogenes, com diferenca
significanteentre osgrupos, em relagdo aos coliformes
termotolerantes (p <0, 05) (Tabela2).

CONCLUSAO

Diante dos resultados obtidos neste estudo e consi-
derando que o queijo de coalho é produzido,
artesanalmente, geralmente em condicGes higiénicas
precarias, concluiu-se que seu consumo constitui moti-
vo de preocupacdo paraas autoridades sanitarias regi-
onaispor representarumriscoasaude dosconsumido-
res devido a presenca de bactérias patogénicas como
Salmonella sp. e L. monocytogenes, capazes de causar
enfermidadegravenohomem.Osachadosde Salmonella
sp. e Listeria monocytogenes associado a grande incidén-
cia de coliformes totais e fecais ou termotolerantes nas
amostras analisadas podem ser indicativos da baixa
gualidade higiénica do produto devido procedimentos
higiénicos inadequados durante a fabricacdo, manu-
tencdoemtemperaturainadequadae ao uso de matéria
prima de baixa qualidade higiénica.
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