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PESQUISA DE LISTERIA MONOCYTOGENES E
ESCHERICHIA COLI EM QUEIJO DO TIPO “COALHQO”
COMERCIALIZADO EM SALVADOR (BA).
IMPORTANCIA PARA A SAUDE PUBLICA

» Resumo

A maioria dos queijos tipo “coalho”, distribuidos no comércio varejista de Salvador é
proveniente de leite ndo pasteurizado e produzido de forma caseira e artesanal. Em
conseqliéncia, esses queijos podem se constituir em veiculo de contaminagao por va-
rios microrganismos, dentre eles a Listeria monocytogens e a Escherichia coli, bactérias
amplamente disseminadas na natureza e consideradas como agente etiolégico das
toxinfeccOes alimentares, sendo a Listeria monocytogens particularmente perigosa para
gestantes, criancas, idosos e individuos com comprometimento imunolégico. O pre-
sente trabalho teve como objetivo, pesquisar a presenca de Listeria monocytogenes pelo
método FDA (1) e Escherichia coli, pelo método dos tubos mdiltiplos, segundo (2). Foram
analisadas 32 amostras de queijo tipo “Coalho” comercializado na cidade de Salvador
(BA) — Brasil, com e sem o registro do Servico de Inspecado Federal (SIF), sendo que a
Listeria monocytogenes foi pesquisada em apenas 17 delas. A Listeria monocytogenes foi
identificada em uma das amostras analisadas, sendo esta sem o registro do SIF, e a E.coli,
em 28 — (95,5 %) do total de amostras. A presenca desse microrganismo indica perigo a
saide do consumidor, uma vez que a legislacdo vigente do pais (3), exige a auséncia em
25¢g do alimento, enquanto para a E.coli, sua presenca vai indicar condi¢des higiénico-
sanitarias insatisfatérias, fazendo-se necessario a implantacdo de um programa de Boas
Praticas de Fabricacdo nas empresas produtoras desses queijos.
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» Summary

Listeria monocytogenes and Escherichia coli in curdle cheese commercialized in the city of
Salvador (BA) — Brazil. Importance for the public health.

The curdle cheese distributed in the retail stores in Salvador (BA) is proceeding from no
pasteurized milk and is homemade produced. In consequence, these cheeses can consist
in contamination vehicle of some microorganisms, amongst them Listeria monocytogenes
and Escherichia coli widely distributed in nature and considered as etiologic agent of food-
borne illness, being particularly dangerous for pregnant women, children, elderly and im-
munocompromissed people. The aim of this research was to investigate the presence of L.
monocytogenes for the method (FDA) (1) and E. coli by the method of the multiple tubes,
according to the (2). Thity-two samples of curdle cheese with and without register of the
Service of Federal Inspection (SIF), commercialized in the city of Salvador was analyzed,
being that L. monocytogenes was searched in 17 of them, and identified in one of the ana-
lyzed samples and E. coli was detected in 95,5% of the total of the samples. The presence
of L. monocytogenes indicates hazard to the health of the consumers, once the current
law (3), demands the absence of this microrganism in 25g of the food, however, for the
E. coli, its presence indicate unsatisfactory food sanitary quality, becoming necessary the
implantation of a program of good manufacture practices in theses food industry.
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B Introducido

No Brasil, principalmente na Regido Nordeste, o queijo de
coalho é muito apreciado. A maioria desses queijos tem sua
origem ligada a fabricacdo artesanal, em numerosas unidades
de producdo caseira e propriedades rurais de pequeno porte,
tornando dificil sua quantificacdo em estatisticas oficiais e,
portanto, o controle pelos érgédos de inspecéo.

O leite utilizado para sua elaboracdo, normalmente n&o rece-
be o beneficiamento térmico, o que impde sério perigo quanto a
contaminagdo por uma grande variedade de microrganismos. Além
disso, essas queijarias utilizam o estdmago de animais como coalho,
devido a presenca da enzima renina contida nesse material, com-
prometendo ainda mais a qualidade destes produtos (4,5).

Em pesquisa realizada em trés regides do estado do Cear3,
Nordeste do Brasil, foi observado que 85% dos produtores uti-
lizavam o leite sem pasteurizacdo, sendo que as unidades que o
submetiam a este tratamento térmico eram geralmente aque-
las que possuiam inspecao federal. Quanto ao tipo de coalho,
verificaram uma varia¢ao de acordo com a regiao. Em determi-
nada regido, 85% dos produtores utilizavam o coalho industrial
na forma de p6 ou liquido. Enquanto em outra regido, 50% dos
produtores utilizavam o estdmago de animais (6).

Devido a precariedade com que este alimento é produzido e
sua riqueza em nutrientes, torna-se um potente veiculo de conta-
minantes, dentre os quais pode-se citar a Listeria monocytogenes
e o do grupo dos coliformes, que se constituem em importantes
indicadores do aspecto higiénico-sanitario, pois a deteccdo desses
microrganismos e de seu principal representante, a E. coli, que
possui sorogrupos de patogenicidade conhecida em alimento,
caracteriza condicGes higiénicas insatisfatorias, podendo expor o
consumidor a enfermidades de origem alimentar (7).

A Listeria monocytogenes é um patégeno de presenca ubiquii-
téria, sendo reconhecida como agente da listeriose humana desde
1929. Entretanto, somente a partir da década de 80, devido a
ocorréncia de surtos de listeriose nos EUA, Canada, Nova Zelandia
e Suica é que esta foi considerada como um microorganismo pas-
sivel de transmisséo através dos alimentos. A literatura mostra que
a maioria dos surtos ocasionais e epidémicos de listeriose humana
tem sido associada ao consumo de alimentos refrigerados, princi-
palmente derivados do leite, sobremesas e vegetais (8,9,10).

Estes surtos chamaram a atencdo das autoridades de salide
publica e da industria alimenticia, devido a gravidade da infec-
¢do provocada por este patdgeno, como septicemia, encefalite,
meningite e aborto esponténeo, apresentando altos indices de
mortalidade. Embora qualquer pessoa esteja sujeita a infeccdo
por este microrganismo, ele se apresenta particularmente peri-
goso entre gestantes, neonatos, bebés, idosos e individuos com
o sistema imunoldgico comprometido (11).

A Listeria monocytogenes apresenta algumas particularida-
des em relacdo a sua capacidade e resisténcia de multiplicacdo
gue a torna ainda mais perigosa a salde. Ela é capaz de crescer
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em uma temperatura que varia de 3° a 45°C, apresentando
uma faixa 6tima entre 30°C e 37°C. E também resistente a uma
ampla faixa de pH, 5,0 a 9,6 (12, 8).

Como a dose infectante deste microrganismo é ainda
desconhecida, alguns paises como os EUA e o Brasil adotaram
a auséncia de Listeria monocytogenes padrao de tolerancia em
alimentos prontos para consumo (13).

Este trabalho teve como objetivo pesquisar a ocorréncia de
Escherichia coli e Listeria monocytogenes em queijo do tipo “coa-
Iho” comercializado na cidade de Salvador (BA) — Brasil.

B Metodologia

O trabalho foi desenvolvido no periodo de dezembro de
2001 a junho de 2002, quando foram colhidas 32 amostras
de Queijo de Coalho comercializadas em diferentes pontos co-
merciais, tais como supermercados, lojas de produto do interior
e vendedores ambulantes na cidade de Salvador (BA). Destas
amostras, 12 apresentavam o Registro de Inspecao Federal — SIF,
do Ministério de Agricultura e 20 ndo o possuiam.

As amostras foram analisadas no Laboratério de Microbio-
logia de Alimentos da Faculdade de Farmacia da Universidade
Federal da Bahia, das quais, 32 foram submetidas a determina-
¢do de coliformes a 35°C e coliformes a 45°C, através da técnica
do Ndmero Mais Provavel (NMP) em tubos muiltiplos (2) e
confirmacdo da presenca de E. coli e 17, a pesquisa de Listeria
monocytogenes, utilizando-se a metodologia do FDA (1).

1 - Determinacao de Coliformes: Na determinacdo de coli-
formes foram realizados os testes presuntivo e confirmativo para
coliformes totais (a 35°C) e coliformes fecais (a 45°C).

a) Teste Presuntivo: Para inoculacdo do teste presuntivo,
selecionou-se trés diluicdes adequadas da amostra e transfe-
riu-se 1,0 mL de cada diluicdo para uma série de trés tubos
contendo Caldo Lauril Sulfato Triptose (CLST). Incubou-se em
estufa bacteriol6gica a 35°C, durante 48 horas e observou-se
a producdo ou nao de gas.

b) Teste Confirmativo para Coliformes Totais: Dos tubos po-
sitivos, com producdo de gas do CLST, transferiu-se, através de
alca de platina, uma alcada para tubos contendo Caldo Lactose
Bile Verde Brilhante. Incubou-se em estufa bacteriolégica a 35°C,
durante 48 horas e observou-se a producéo ou nao de gas.

¢) Teste Confirmativo para Coliformes Fecais: Dos tubos
positivos, com producgéo de gas do CLST, transferiu-se através
de alca de platina, uma alcada para tubos contendo Caldo
EC, incubou-se em banho-maria, a 45°C, durante 24 horas e
observou-se a producdo de gas.

Os resultados foram observados em tabela de NMP.

2 - Confirmacao da Escherichia coli: De cada tubo positivo no
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Caldo EC, estriou-se uma alcada da cultura em Agar Eosina Azul de
Metileno (EMB), incubou-se em estufa bacteriol6gica a 35°C duran-
te 24 horas e observou-se o crescimento de col6nias tipicas de E.coli.
De cada placa foram escolhidas duas col6nias tipicas para purifica-
¢do, que foram transferidas para tubos contendo Agar Padréo para
Contagem (PCA). Os tubos foram incubados em estufa bacteriol6-
gica a 35°C por 24 horas e, a partir das culturas purificadas em PCA,
efetuou-se a Coloracdo de Gram e as provas bioquimicas de Indol,
Citrato, Vermelho de Metila e Voges-Proskauer.

3 - Pesquisa de Listeria monocytogenes

a) Enriquecimento seletivo com Caldo de Enriquecimento
para Listeria (LEB), com incubacdo em estufa bacteriol6gica a
30°C, por 24 horas.

b) Plagueamento seletivo diferencial em:

* Agar Oxford (OXA), incubacao 35°C por 24-48 horas;

* Agar Cloreto de Litio Feniletanol Moxalactam (LPM)
adicionado de Esculina e Citrato Férrico Amoniacal, incubacao
a 30°C, por 24-48 horas.

¢) Confirmacao das coldnias tipicas: Foram selecionadas co-
I6nias tipicas e semeadas em Agar Tripticase Soja, suplementado
com extrato de levedura (TSA-YE) para purificacdo e incubadas
em estufa bacteriolégica a 30°C, por 24-48 horas. A partir das
culturas purificadas, foram realizadas as provas bioquimicas de
testes de catalase, motilidade, nitrato, reacdo em Agar TSI, ve-
rificacdo de hemodlise, fermentacdo de carboidratos (dextrose,
xilose, rhamnose, manitol, maltose e esculina).

Os resultados foram dados como presenca ou auséncia de
Listeria monocytogenes.

B Resultados e Discussao

Observa-se na Tabela 1, que ocorreu uma elevada conta-
minacao por coliformes totais (35°C), coliformes fecais (45°C) e
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Figura 1. Quantidade de amostras com valores superiores a
500NMP/g para coliformes a 35°, a 45°C e E.coli.

E.coli, ndo havendo diferenca significativa de resultados entre as
amostras que possuiam SIF e aquelas que ndo o possuiam, carac-
terizando uma falha nas a¢6es do Servico de Inspecao Federal.

Em relacdo aos coliformes a 45°C, 29 amostras (90,62%)
encontravam-se em condi¢des impréprias para consumo, por
apresentarem valores acima dos limites estabelecidos pela legis-
lacéo vigente (3), que determina, no maximo, 500 NMP/g de
coliformes, dos quais 12 amostras (37,5%) foram identificadas
como E.coli. Quanto aos coliformes a 35°C, ndo existem limites
estabelecidos, mas foi verificado que 100% das amostras apre-
sentavam-se com valores superiores a 500 NMP/g (figura 1).

Resultados semelhantes para coliformes fecais em queijo
tipo coalho foram encontrados em pesquisa realizada, no Es-
tado da Paraiba, cujo valor médio foi de 2,6 X 10*NMP/g (4).
Entretanto, (14), pesquisando coliformes totais e fecais em 18
amostras de queijo tipo coalho no mesmo estado, encontra-
ram valores médios superiores a 103 NMP/g.

Avaliando a qualidade microbiolégica de queijo de coalho
comercializado em Recife (PE), (15) observaram que a maioria
das amostras apresentava alta contaminacéo por coliformes.

Em relacdo a Listeria monocytogenes, constatou-se sua
presenca em apenas uma das 17 amostras analisadas. Quanto

Tabela 1: Resultados de coliformes a 35°C, coliformes a 35°C E. coli, de queijos do tipo “coalho”, com e sem o Registro
no Servico de Inspecdo Federal - SIF do Ministério da Agricultura.

Valores Registro Coliformes a 35°C Coliformes a 45° C Escherichia coli
(NMP/g) (NMP/g) (NMP/g)
Valor Minimo Com SIF 40 40 <30
Sem SIF >2,4 X 10* >2,4 X104 < 30
Valor Médio Com SIF 1,4 X104 1,3X 104 5,7 X 102
Sem SIF >2,4 X107 >2,4 X 10* 9,1 X10?
Valor Maximo Com SIF >2,4 X 10* 224 X104 2, L=
Sem SIF >2,4X10° >2,4X10* >2,4 X107
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aos resultados obtidos para este microorganismo por alguns
pesquisadores em diferentes tipos de queijo, observou-se uma
discordancia de resultados. No Estado do Rio de Janeiro, nao
foi evidenciada a presenca desta bactéria em 58 amostras de
queijo tipo Minas Frescal (16).

Contudo, pesquisando L. monocytogenes em 103 amos-
tras de diferentes tipos de queijo, também na cidade do Rio
de Janeiro, foi verificada a presenca deste microrganismo em
11 das amostras (17). Valores préximos foram encontrados
por outros autores, que verificaram a incidéncia deste pat6-
geno em torno de 10% das amostras de queijo Minas Frescal
comercializados na cidade de Sao Paulo (9).

Pode-se supor, que esta variacdo nos resultados obtidos
por diferentes pesquisadores, deva-se, provavelmente, aos
diferentes métodos empregados nas pesquisas deste micror-
ganismo, assim como nas diferencas nas técnicas de produgao
existentes para os varios tipos de queijo analisados (17).
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B Conclusoes

O fato de 90,62% das amostras apresentarem coliformes fecais
acima do permitido pela legislacdo vigente no pais e a presenca de
Listeria monocytogenes, mesmo em apenas uma das amostras, evi-
dencia que o queijo de coalho comercializado na cidade de Salva-
dor (BA) ndo apresenta condicdes higiénico-sanitdrias satisfatorias,
mostrando falhas no processamento, além de expor o consumidor
a risco de contrair problemas de gastrenterites ou mesmo listeriose,
principalmente as mulheres gravidas, as criancas, os idosos e os in-
dividuos com sistema imunolégico comprometido.

E importante ressaltar que, mesmo as amostras que
possuiam o n° de registro no SIF, apresentaram NMP de co-
liformes a 45 °C e E.coli, acima do permitido pela legislacéo,
mostrando que o registro ndo garantiu a sua qualidade sanita-
ria, indicando a necessidade de uma fiscalizacdo mais rigorosa
durante o processamento desses queijos.
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