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RESUMO

Listeria monocytogenes € um patdgeno alimentar psicrotréfico, com baixa
dose infectante, causador de doenca severa com altas taxas de mortalidade.
Adicionado a isso, Listeria spp. podem formar biofiimes em equipamentos e
utensilios industriais, o que tem tornado os membros do género Listeria alguns dos
microrganismos mais importantes para as industrias de alimentos, na atualidade. Em
vista disso, 0 objetivo do presente trabalho foi investigar a presenca de Listeria spp.
e Listeria monocytogenes em equipamentos e utensilios de industrias de laticinios.
As coletas foram realizadas em um laticinio do sul da Italia e em dois laticinios do sul
do Brasil, apés a higienizagdo dos equipamentos e utensilios, utilizando-se suabes
estéreis. Apds as coletas, as amostras foram analisadas quanto a presenca de
Listeria spp., € as colb6nias suspeitas foram identificadas através de métodos
bioquimicos descritos na ISO 11290-2:1998, Kit API Listeria® (BioMérieux) e BAX
System (DuPont®). Ao total, foram analisadas 106 amostras e, dentre estas, sete
amostras foram positivas para Listeria spp. € uma amostra foi identificada como
Listeria monocytogenes. Tais resultados propiciaram acdes corretivas importantes,
uma vez que foi a primeira vez que esse microrganismo foi isolado na industria

italiana.

Palavras-chave: Listeria spp., higienizagdo, equipamentos e utensilios, industrias
de laticinios.



ABSTRACT

Listeria monocytogenes is a psychrotrophic food pathogen, with low
infectious dose, causing severe disease with high mortality rates. Added to this,
Listeria spp. can form biofilms in industrial equipment and utensils, and because of
that, currently, members of the genus Listeria have become some of the most
important microorganisms for the food industry. Therefore, the objective of this study
was to investigate the presence of Listeria spp. and Listeria monocytogenes in
equipment and utensils of dairy industries. Samples were collected from a dairy plant
in southern ltaly and two dairies plants in southern Brazil, after equipment and
utensils hygienization, using sterile swabs. After the samples collection, these were
analyzed for the presence of Listeria spp., and suspected colonies were identified by
biochemical methods described in ISO 11290-2:1998, Kit API Listeria® (BioMérieux)
and BAX System (DuPont®). In total, 106 samples were analyzed, and among these,
seven samples were positive for Listeria spp. and one isolate was identified as
Listeria monocytogenes. These results supported significant corrective actions, since
it was the first time that this microorganism was isolated in the Italian industry.

Key words: Listeria spp., hygienization, equipment and utensils, dairy industries.



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 — Locais e niumero de amostras de superficie coletadas em trés plantas
processadoras de 1atiCiNIOS. ........uuuiiiiiiiiiiiiiee e e e e e e e e e 19

Tabela 2 — Amostras coletadas em laticinios que apresentaram contaminacao por
LS (= 0= T o) o J S PPUEPPPPPRPRPRR 24



1. INTRODUCAO

Dentre as seis espécies do género Listeria, a Unica patogénica transmitida
por alimentos é a Listeria monocytogenes (L. monocytogenes). Esta caracteriza-se
por ser um microrganismo psicrotréfico, amplamente distribuido no ambiente, com
baixa dose infectante e causador de doenca severa com altas taxas de mortalidade,
o qual emergiu nos ultimos anos como um importante agente de Doencas
Transmitidas por Alimentos (DTA) (HOFER, DOS REIS & HOFER, 2006).

Apesar de muitos alimentos poderem veicular L. monocytogenes, a listeriose
esta principalmente associada a alimentos como os frutos do mar, produtos lacteos
(com destaque para o leite cru), queijos e produtos a base de carne vermelha e
aves, estando a listeriose normalmente associada a grupos de risco bem definidos,
compostos por idosos, criancas, recém-nascidos, gestantes e pessoas
imunodeprimidas (MONTVILLE & MATTHEWS, 2008).

Adicionado a isso, L. monocytogenes pode formar biofilmes sobre e dentro
de equipamentos, 0 que a tem tornado um dos patdgenos alimentares mais
importantes em nivel mundial, na atualidade. Mesmo assim, de acordo com a RDC
n® 12 de 2 de Janeiro de 2001, que estabelece os Padrbes Microbiolégicos para
Alimentos em grande parte dos alimentos brasileiros, a pesquisa de L.
monocytogenes s6 é exigida em queijos de alta e média umidade, uma vez que tem
sido frequientemente isolada de produtos lacteos. Destacando a importancia desse
microrganismo, o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA)
publicou, em 8 de Abril de 2009, a Instrucdo Normativa n® 9, que instituiu os
procedimentos de controle da L. monocytogenes em produtos de origem animal,
prontos para consumo.

Em nivel mundial, as industrias de alimentos, principalmente as de carne e
leite, tém dado muita importancia ao controle da L. monocytogenes, sendo que, para
isso, microrganismos do género Listeria (Listeria spp.) tém sido investigados, além
da L. monocytogenes. A nova tendéncia é “investigar a presenca de Listeria spp. nas

industrias de alimentos e trata-las como se fossem L. monocytogenes”.



2. JUSTIFICATIVA

Uma das formas mais eficazes de prevenir a presencga de Listeria spp. em
industrias de leite € a adequada higienizacdo do ambiente, equipamentos e
utensilios. A higienizacao faz parte da rotina de uma industria de leite e a utilizacéo
de saneantes adequados, dentro de um rigido programa de higiene operacional, é
muito importante. Contudo, nem todas as superficies recebem uma higienizagéao
adequada e consistente, capaz de remover ou inativar microrganismos patogénicos.
Locais pouco acessiveis aos procedimentos de higienizacdo, como cantos e angulos
agudos (TIDE et al., 1999) e no interior de equipamentos (AARNISALO et al., 2003),
podem nao ser facilmente higienizados, tornando-se areas de risco para a
contaminacao dos alimentos.

A formagéo de biofilmes, os quais sdo comunidades de bactérias associadas
sobre uma superficie (CHAVANT et al.,, 2002), pode reduzir a eficiéncia ou até
mesmo inutilizar um equipamento, uma vez que sua remocao a partir de certa
concentragado de células fica dificil de ser realizada. Se os biofilmes forem formados
por bactérias patogénicas, como a Listeria monocytogenes, isso pode colocar em
risco a saude dos consumidores, sendo esta situacao particularmente preocupante
naquelas industrias que processam grandes quantidades de matéria-prima
freqientemente contaminada por esses microrganismos, como é o caso do leite.

Bactérias do género Listeria tém sido isoladas de diversos produtos lacteos
(FOX et al., 2009) e, mais que isso, podem contaminar superficies de equipamentos
e utensilios (CHAMBEL et al., 2007), se multiplicar em éleos lubrificantes de grau
alimenticio (AARNISALO, RAASKA & WIRTANEN, 2007) e colonizar as partes
internas de equipamentos (TOMPKIN, 2002), podendo se tornar persistentes no
ambiente industrial. Desse modo, a investigagdo de Listeria spp., e principalmente
da L. monocytogenes, dentro de industrias de laticinios, assume grande importancia.



10

3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

O presente trabalho objetivou investigar a presenca de Listeria spp. €

Listeria monocytogenes em equipamentos e utensilios de industrias de laticinios.

3.2 Objetivos Especificos

e Investigar a presenca de Listeria spp. em um laticinio italiano;

e Investigar a presenca de Listeria spp. em dois laticinios brasileiros;

e Investigar a proporcao de L. monocytogenes em relacao as Listeria spp., Nos
laticinios investigados.
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4. DESENVOLVIMENTO BIBLIOGRAFICO

4.1 O género Listeria

Bactérias do género Listeria sdo bastonetes Gram-positivos, anaerébios
facultativos, ndo-formadores de enddsporos, méveis por flagelos, que crescem em
temperaturas de 0 a 42° C, podendo ainda se multiplicar lentamente em
temperaturas de refrigeracdo (FORSYTHE, 2010). Alguns autores discutem sua
motilidade em funcdo da temperatura, e afirmam que existem casos em que ela
pode nao ser moével em torno de 37° C, em funcdo da ndo-expressao do flagelo
nessa temperatura (WAY et al., 2004). O género Listeria compreende seis diferentes
espécies, sendo somente duas destas consideradas patogénicas: L.
monocytogenes, patdbgena aos seres humanos; e L. ivanovii, patégena
principalmente a animais, como ovinos e bovinos (MONTVILLE & MATTHEWS,
2008).

Listeria spp. estdo amplamente distribuidas no ambiente, sendo
encontradas em uma vasta variedade de reservatorios, tais como solos, plantas em
decomposicdo, agua, bovinos, leite e diversos alimentos processados (KHELEF et
al., 2006). Além disso, existem diversas formas de se contaminar com tais bactérias:
através de animais, da poeira, do ar, de insetos, das fezes (cerca de 1 a 9% da
populacdo humana tem L. monocytogenes nas fezes), da ingestdo de alimentos ou
através do contato com outras pessoas (JAY, 2005).

Em relacdo as caracteristicas bioguimicas, de acordo com a Norma ISO
11290-2:1998, a confirmacao do género Listeria inicia com a inoculagdo das colénias
suspeitas em placas de TSYEA (Tryptone Soya Yeast Extract Agar = Agar Triptona
de Soja com Extrato de Levedura), as quais devem ser incubadas a 37° C, por 18 a
24 horas. Posteriormente, com as colbnias tipicas, sao realizados o Teste da
Catalase, a Coloracao de Gram e, por ultimo, o teste de Motilidade. Além destes,
outros testes importantes para a identificacdo do género Listeria sdo o Teste da
Hemolise, os testes de utilizacdo de Carboidratos (tais como xilose, ramnose e
manitol) e o Teste de CAMP, considerado por muitos como o teste definitivo para a
identificacdo de L. monocytogenes (JAY, 2005).
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Listeria spp. sao produtoras de catalase e, em placas de TSYEA, suas
colénias sdo opacas e incolores, com bordas definidas. Logo, se as caracteristicas
morfoldgicas, fisiolégicas e o Teste da Catalase confirmarem o género Listeria,
deve-se seguir com as provas seguintes para a confirmacao de L. monocytogenes,
que é produtora de B-hemolisina, utiliza ramnose como fonte de carboidrato e, no
Teste de CAMP, apresenta resultado positivo com Staphylococcus aureus ou
Rhodoccocus equi (JAY, 2005). Outro importante método utilizado para a
identificacdo das espécies de Listeria, bastante pratico e que fornece resultados de
maneira rapida e eficaz, é o Kit API-Listeria® (BioMérieux), composto por dez testes
bioquimicos, capaz de discriminar L. monocytogenes de L. innocua
(SWAMINATHAN, ROCOURT & BILLE, 1995).

Como um importante aspecto para a industria de alimentos, cabe ressaltar
que Listeria spp. podem colonizar varias superficies inertes, sendo capazes de
formar biofilmes em &reas de processamento de alimentos (ROBERTS &
WIEDMANN, 2003). Uma maior preocupacao quanto a higienizacao existe ainda nas
industrias de produtos lacteos, ja que a acao bactericida de desinfetantes é reduzida
pelo leite e seu soro (BEST, KENNEDY & COATES, 1990).

4.2 Listeria monocytogenes

Dentre as espécies de Listeria, L. monocytogenes é a Unica patogénica
transmitida por alimentos, o que a torna um microrganismo importante tratando-se
das enfermidades causadas pela ingestdao de produtos alimenticios contaminados
(FORSYTHE, 2010). Além disso, do ponto de vista econémico, a contaminacao dos
alimentos por L. monocytogenes é uma grande preocupacao para as industrias
desta area (ALESSANDRIA et al., 2010).

Quanto a sua fisiologia, L. monocytogenes cresce em valores de pH baixos,
em torno de 4,4, podendo ser inibida por acidos organicos, como acido acético,
citrico e latico, na concentracao de 0,1%. Seu crescimento é acentuado em valores
de atividade de agua (ay) maiores ou iguais a 0,97, podendo sobreviver em valores
bem mais baixos, em torno de 0,83. Determinadas concentracdes de sal, em torno
de 6,5%, também permitem seu crescimento (MONTVILLE & MATTHEWS, 2008).



13

Diversos alimentos podem estar contaminados com L. monocytogenes, mas
ela tem sido freqientemente encontrada em leite cru, queijos (principalmente os de
pasta mole), carnes frescas ou congeladas, frango, frutos do mar, frutas e produtos
vegetais, tendo prevaléncia em leite e produtos lacteos, devido aos primeiros surtos
notificados da doenca (JAY, 2005). Mesmo sendo destruida durante a pasteurizacéo
e 0 cozimento dos produtos, L. monocytogenes pode contaminar alimentos prontos
para o consumo, por exemplo, antes da sua embalagem (KHELEF et al., 2006).

Existem treze sorotipos diferentes de L. monocytogenes, sendo que em
torno de 95% dos organismos isolados de vitimas de listeriose pertencem aos
sorotipos 1/2a, 1/2b e 4b. O sorotipo 4b é o mais relacionado aos surtos da doenca
(37 a 64% dos casos), estando intimamente relacionado aos casos de gravidez
(FORSYTHE, 2010). L. monocytogenes possui uma dose infectante baixa, ja que
acredita-se que aproximadamente 100 células da bactéria por grama de alimento ja
sdo capazes de causar o0 surto, contaminando principalmente individuos
imunodeprimidos e podendo ser letal em até 30% dos casos (DOUMITH et al., 2004;
VAZQUEZ-BOLAND et al., 2001).

A fim de evitar a presenca e multiplicacdo deste patégeno alimentar, sdo
necessarias algumas medidas de controle, tais como: pasteurizacéo e esterilizagao
do leite; prevencdo da contaminacao cruzada; refrigeracao por um periodo limitado,
seguida de reaquecimento; e recomendagdo para que nao sejam consumidos
produtos de alto risco de contaminagao (por exemplo, leite cru) por populagdes
susceptiveis a bactéria, como as mulheres gravidas (FORSYTHE, 2010).

4.3 Listeriose Alimentar

A listeriose é uma doenca grave e um sério problema de saude publica, que
apresenta altas taxas de mortalidade (SWAMINATHAN & GERNER-SMIDT, 2007) e
acomete principalmente idosos, recém-nascidos, gestantes e pessoas
imunodeprimidas (FRECE et al., 2010 apud LIU, 2006; VANEGAS et al., 2009). Os
principais sintomas da listeriose sdo meningite, encefalite, septicemia (Listeria na
sua forma invasiva, capaz de atravessar a barreira intestinal, podendo alcancar

diversos 6rgaos), gastrenterite e, em mulheres gravidas infectadas no segundo ou
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terceiro més de gestacao, pode causar aborto, nascimento prematuro ou nascimento
do bebé ja morto (FORSYTHE, 2010). Diversas condicdes podem predispor a
listeriose em pessoas adultas, e dentre elas pode-se citar os neoplasmas, a AIDS, o
alcoolismo, a diabetes (tipo 1, em particular), as doencas cardiovasculares, os
transplantes renais e as terapias com corticides (JAY, 2005; MONTVILLE &
MATTHEWS, 2008).

O consumo de produtos alimenticios contaminados € responséavel por 99%
dos casos de listeriose em humanos (MEAD et al., 1999), sendo a dose infectante
influenciada tanto pela susceptibilidade do hospedeiro quanto pela linhagem
envolvida (MCLAUCHLIN et al., 2004). A respeito da quantidade de microrganismos
ingeridos necessarios para o surgimento da doenca, esta pode variar de 10% a 10°
UFC (Unidades Formadoras de Colénias), dependendo do estado imunolégico do
individuo (JEMMI & STEPHAN, 2006).

Importante ressaltar ainda a diferenca entre os surtos de gastrenterite e os
surtos por Listeria na sua forma invasiva. Os primeiros afetam pessoas sem fatores
de risco predisponentes, sendo necessaria uma dose infectante maior para causar a
doenca. Os sintomas aparecem em algumas horas apés a exposicao ao
microrganismo, em contraste a listeriose invasiva, na qual os sintomas aparecem
depois de algumas semanas do contato com a bactéria (MONTVILLE &
MATTHEWS, 2008). Devido a possibilidade dos humanos serem portadores
assintomaticos de Listeria, se torna muito dificil definir a freqiéncia com que ocorrem
casos de listeriose gastrintestinal ndo-invasiva (SLUTSKER & SCHUCHAT, 1999).

4.4 L. monocytogenes em leite e produtos lacteos

O leite cru é uma importante fonte de contaminacao por L. monocytogenes
(MONTVILLE & MATTHEWS, 2008), pois o seu consumo esta intimamente
relacionado com diversos surtos registrados de listeriose (JAY, 2005). Além disso,
produtos lacteos em geral tém sido identificados como fonte de surtos alimentares
(LATORRE et al., 2009).

De acordo com a OMS, Organizacdo Mundial da Saude, “a pasteurizacao é

um processo seguro que reduz o numero de células de L. monocytogenes no leite
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cru até niveis que nao representem risco significativo para a saude humana”;
entretanto, L. monocytogenes consegue crescer de forma satisfatéria no leite
pasteurizado, caso ocorra contaminagao pés-processo (ORAVCOVA et al., 2008). A
listeriose vem despertando atengdo especial das autoridades governamentais e da
comunidade cientifica da area de alimentos, devido a sua alta taxa de mortalidade
(KABUKI, 2004), baixa dose infectante, distribuicdo ambiental e capacidade de
multiplicacdo em produtos lacteos sob refrigeragdo. Em fungéo disso, o consumo de
leite cru e dos produtos feitos a partir dele € de grande preocupacao quando se trata
de seguranca dos alimentos.

Diversas culturas estabelecem o uso do leite cru no preparo de produtos
alimenticios, inclusive de queijos certificados, os quais sao elaborados a partir de
processos artesanais, que se mantiveram ao longo do tempo e que tém um valor
historico importante. Na regido da Sicilia, sul da Italia, ttm-se muito clara esta idéia,
pois a producdo de queijos historicos € ainda cultivada, principalmente através da
producdo do Ragusano D.O.P (Denominazione di Origine Protetta = Denominagédo
de Origem Protegida), queijo de massa filada pertencente a familia dos queijos
Caciocavallo.

Devido a dificuldade de impedir tais barreiras sécio-culturais, alguns paises
(como Brasil, Franca e ltalia) ja estabeleceram legislacées que permitem a producgéo
de queijos utilizando o leite cru, sem nenhum tratamento térmico. No Brasil, o MAPA
publicou, em 7 de Marco de 1996, a Portaria n® 146, que permite a fabricacdo de
queijo a partir do leite cru, desde que o produto final seja maturado. A respeito da
producdo do Queijo Minas Artesanal, a Lei Estadual n® 14.185 de 31 de Janeiro de
2002 permite a fabricacdo deste queijo com leite cru, no Estado de Minas Gerais.
Esta lei foi regulamentada pela aprovacao do Decreto n® 42.645 de 5 de Junho de
2002, que dispde sobre o processo de producado de Queijo Minas Artesanal. Existem
ainda duas portarias que estabelecem algumas normas referentes a producao
destes queijos mineiros: a Portaria n° 517, que estabelece as normas de defesa
sanitaria para os rebanhos que fornecem leite para elaboracdo do Queijo Minas; e a
Portaria n° 518, que dispbe sobre requisitos basicos de instalagdes, materiais e
equipamentos para fabricacdo dos queijos artesanais de Minas Gerais. Apesar da
existéncia dessas legislacoes, sabe-se que nao existe um controle totalmente eficaz
quanto ao cumprimento das normas estabelecidas, em todos os locais produtores de
queijos de leite cru no pais. Em muitos casos, a producao é realizada por pequenos
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agricultores em suas proprias fazendas, tornando preocupante o consumo destes
queijos, devido as diversas fontes de contaminagao por Listeria spp. que podem
estar na area de producgao, dentre as quais pode-se citar o gado leiteiro, o leite cru e
a silagem (D’AMICO & DONNELLY, 2009).

Ainda a respeito de L. monocytogenes e sua relagdo com queijos, esse
microrganismo pode sobreviver ao processo de fabricagdo e maturacdo de tais
produtos, devido a sua capacidade de sobrevivéncia em ampla faixa de temperatura,
tolerancia a determinadas concentrag¢des de sal e habilidade de se multiplicar no frio
(MONTVILLE & MATTHEWS, 2008), sendo esta dltima caracteristica,
provavelmente, a mais preocupante para a industria de laticinios (VANEGAS et al.,
2009). De acordo com o FDA, Food and Drug Administration, casos de listeriose
relacionados a leite cru e queijos sao datados desde 1980, nos Estados Unidos
(FDA, 2003). Ja na Europa, segundo dados do EFSA, European Food Safety
Authority, 0 consumo de queijos contaminados foi responsavel por 0,4% do total de
surtos alimentares ocorridos em 2006 (KOUSTA et al., 2010).

Queijos com altos teores de umidade (Ricota e Queijo Minas Frescal, por
exemplo) ndo sdo recomendados para pessoas pertencentes aos grupos de risco da
listeriose, principalmente as mulheres gravidas, devido a grande possibilidade de
contaminacdo a partir do seu consumo. Agéncias regulatérias dos EUA
consideraram os queijos frescos latinos, como o Queijo Minas Frescal, alimentos de
grande preocupacao a saude publica, em fungdo da sua relagdo com a ocorréncia
de surtos de listeriose. Além disso, L. monocytogenes foi isolada de amostras de
Queijo Minas Frescal no Brasil, elaborados com leite cru e leite pasteurizado (BRITO
et al., 2008).

4.5 Contaminacao por L. monocytogenes nas industrias de
laticinios

L. monocytogenes “invade” as industrias processadoras de alimentos de
diversas maneiras, e tais ambientes, bastante Umidos e ricos em nutrientes,
colaboram e propiciam o seu desenvolvimento (MONTVILLE & MATTHEWS, 2008).
Esta bactéria pode ser encontrada em diversas areas de uma planta de
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processamento, como pisos, ralos e equipamentos, e tem a habilidade de colonizar
e se multiplicar em varias superficies, incluindo acgo inoxidavel, borracha, vidro e
polipropileno (VAID, LINTON & MORGAN, 2010), podendo se manter nestes locais
por meses ou até anos (ZHAO, DOYLE & ZHAOQO, 2004).

Dentro de uma industria de queijos, por exemplo, L. monocytogenes é capaz
de colonizar diversas éareas do ambiente de processamento, além dos
equipamentos, utensilios, e até mesmo a salmoura, contaminando assim o produto
final (JOHANSSON et al., 1999; CAGRI-MEHMETOGLU et al., 2010). Devido a sua
capacidade de contaminar queijos durante as etapas do processo, nao causa
estranheza o fato de diversos surtos de listeriose estarem relacionados ao consumo
deste produto alimenticio. Dessa forma, o monitoramento de tal bactéria em
laticinios é de extrema importancia, desde que diversos surtos tém sido relacionados
a produtos lacteos (CHAMBEL et al., 2007).

Muitas bactérias sao capazes de colonizar superficies e formar biofilmes, os
quais permitem ao microrganismo persistir a condicdes adversas, tais como a
dessecacao, a exposicao a luz ultravioleta, o tratamento com antimicrobianos e
agentes sanitizantes (BORUCKI et al., 2003), representando assim uma importante
fonte de contaminagdo aos produtos alimenticios que entram em contato com os
mesmos (AMALARADJOU, NORRIS & VENKITANARAYANAN, 2009). Sua
persisténcia pode ser influenciada por diversos fatores, e a formagcao deste por L.
monocytogenes ja foi estudada anteriormente por outros pesquisadores em relacao
a diferentes parametros, como superficie de contato, meio e temperatura (DI
BONAVENTURA et al.,, 2008); variacoes entre as cepas (BORUCKI et al., 20083;
KUMAR et al.,, 2009); e morfologia (HEFFORD et al., 2005; KALMOKOFF et al.,
2001).

L. monocytogenes consegue aderir a superficies onde h& residuos de
alimentos acumulados (GANDHI & CHIKINDAS, 2007; POIMENIDOU et al., 2009)
formando biofilmes, que apresentam determinada resisténcia frente ao calor e a
agentes antimicrobianos e biocidas (CLOETE, 2003). A resisténcia a tais biocidas
pode ser explicada pela protecdo mecanica devido a sintese de exopolissacarideos
(EPS = Extracellular Polymeric Substances = substancias poliméricas
extracelulares), além da adaptacao do biofilme a situacées de estresse bacteriano
(CHAITIEMWONG, HAZELEGER & BEUMER, 2010).
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5. MATERIAIS E METODOS

5.1 Coleta das amostras

De Junho a Outubro de 2010, foram realizadas coletas em trés plantas
industriais de laticinios, sendo duas situadas no Brasil, no Estado do Rio Grande do
Sul, e uma situada no sul da Itdlia, na cidade de Ragusa, pertencente a regido da
Sicilia. Das trés industrias coletadas, duas processam o leite cru para a producao de
queijos, enquanto que uma, situada no Brasil, utiliza o leite pasteurizado para a
producdo de produtos lacteos (incluindo queijos). Dentre as industrias
processadoras do leite cru, uma é italiana e produtora de queijos certificados da
regiao siciliana, enquanto que a outra € brasileira e uma das Unicas produtoras de
Queijo Tipo Grana no Brasil.

Ao todo, foram coletadas 106 amostras de superficie de equipamentos e
utensilios higienizados, em é&reas de dificil limpeza e desinfeccdo, nas trés
industrias. Do total, 76 amostras foram coletadas nos laticinios gauchos, e as
demais 30 amostras foram coletadas na planta industrial italiana. O procedimento de
coleta foi baseado na Técnica do Esfregaco de Superficie em 100cm? em trés
direcdes diferentes, através da utilizacdo do 3M™ Swab Sampler, umidificado com
1mL de caldo Letheen (8M do Brasil.) As amostras coletadas foram transportadas,
sob refrigeracao, até os laboratérios de analise. Aquelas provindas das industrias
brasileiras foram analisadas no Laboratério de Microbiologia e Controle de Alimentos
do ICTA/UFRGS, enquanto que aquelas coletadas na industria italiana foram
analisadas no Laboratério de Microbiologia de um Centro de Pesquisa especializado
em queijos histéricos sicilianos, em Ragusa.

A descricao dos pontos de coleta das amostras se encontra na Tabela 1.
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Tabela 1 — Locais e niumero de amostras de superficie coletadas em trés plantas

processadoras de laticinios.

Locais de coleta

e . Numero de amostras
Laticinio

coletadas
Esteira para transporte
A 5
do produto pronto
Tanque para salga dos A 3
queijos B o
Equipamento para
filagem da massa de A 10
queijo
Tanques para A 8
coagulacao do leite B 10
Caixa plastica para
transporte de produto A 1
pronto e embalado
Forma para moldagem
N . A 1
dos queijos (maior)
Forma para moldagem
N A 1
dos queijos (menor)
Embaladora A 1
Equipamento para B 5
fabricacao de Ricota
Coador de leite B 1
Espatula plastica B 1
Forma de queijo retirada
de tanque com solugao B 1
clorada a 120ppm
Forma de Ricota retirada
de tanque com solucao B 1

clorada a 120ppm




Numero de amostras

Locais de coleta Laticinio
coletadas
Bandeja metélica
B 3
perfurada
Utensilio para mistura e
. : B 1
resfriamento do leite
Lira para ruptura da B 1
coalhada (maior)
Lira para ruptura da
B 1
coalhada (menor)
logurteira B 1
Mesa inclinada para
escorrimento do soro B 2
dos queijos
Ralador para producao
do Queijo Tipo Grana C 7
ralado “p6”
Ralador para producao
do Queijo Tipo Grana C 5
ralado “fiapo”
Coletora de queijo C 4
ralado n® 1
Coletora de queijo
ralado n® 2 (produto
C 2
pronto para ser
embalado)
Secador de queijo C 7
ralado
Porcionadora e
embaladora de queijo C 6
ralado
Bandeja plastica C 1
Caixa plastica coletora c 1

de queijo ralado
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Numero de amostras

Locais de coleta Laticinio
coletadas
Ordenhadeira mecénica
- teto antes de ter sido C 1
usado
Ordenhadeira mecénica
- teto depois de ter sido C 1
usado
Rampa para
recebimento de peca c ]
inteira de Queijo Tipo
Grana
Fracionadora de queijos c ]
automatica
Fracionadora de queijos
. » C 2
nao-automatica
Vazadora de queijos
C 2
manual
Vazadora de queijos
fo C 1
automatica
Serra C 3
Mesa de uso geral 1
“Guilhotina”
(equipamento composto
A C 2
de lamina, para corte
dos queijos)
Faca C 1
TOTAL 106 amostras

coletadas

Laticinio A: industria italiana processadora de leite cru
Laticinio B: industria brasileira processadora de leite pasteurizado

Laticinio C: industria brasileira processadora de leite cru
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5.2 Analises microbioldgicas para Listeria spp.

Em um primeiro momento, ap6s a coleta com suabes, foram adicionados
2mL de Agua Peptonada Tamponada 1% aos tubos contendo os swab e 1mL de
caldo Letheen, com posterior incubacdo dos mesmos a 25° C durante 1 hora a 1
hora e 30 minutos, a fim de recuperar as células bacterianas estressadas. Em um
segundo momento, os 3mL contidos nos tubos foram vertidos em Placas 3M™
Petrifilm™ para Monitoramento de Listeria Ambiental, e estas foram incubadas a
35°C (+-1°C), por 28 a 30 horas, com posterior contagem do numero de colénias
tipicas de Listeria spp..

5.3 Identificacao de Listeria monocytogenes

No Laboratério de Microbiologia do Centro de Pesquisa italiano, as células
bacterianas foram primeiramente enriquecidas através da inoculagdo em Complete
Selective Enrichment Broth suplementado (OXOID), com posterior incubacao a
30°C, por 22 a 24 horas. No dia seguinte, uma alcada do caldo foi transferida para
placas de Chromogenic Listeria Agar (ISO) suplementado (OXOID), que foram
incubadas a 37° C, por 24 a 48 horas, e as colbnias tipicas de L. monocytogenes
foram submetidas ao Teste da Catalase e a Coloragdo de Gram. Na préxima etapa,
para a confirmacao da espécie investigada, foram utilizados dois métodos diferentes:
um através do protocolo do BAX-System (DuPont®) para L. monocytogenes, e outro
a partir da utilizagao do Kit API Listeria® (BioMérieux).

O BAX-System (DuPont®) consiste em um método rapido para a deteccao
de patégenos e outros organismos em alimentos ou amostras ambientais, o qual se
baseia em reacdes de PCR (Polymerase Chain Reaction = Reacdo em Cadeia da
Polimerase), em tempo real. J& o Kit API Listeria® (BioMérieux) € definido como um
sistema padronizado para a identificacao das Listeria, que comporta dez microtubos
contendo substratos desidratados, que permitem a realizacao de testes bioquimicos.

No Brasil, no Laboratério de Microbiologia e Controle de Alimentos do
ICTA/JUFRGS, o procedimento realizado para a identificacdo de Listeria

monocytogenes seguiu as recomendacgdes da Norma ISO 11290-2:1998. De forma
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geral, as coldnias tipicas de Listeria spp., detectadas nas Placas 3M™ Petrifilm™

para Monitoramento de Listeria Ambiental, foram semeadas em placas de TSYEA,
com posterior incubacdo a 37° C, por 18 a 24 horas. Apés a comprovagdo do
isolamento e da pureza de cada col6nia, as mesmas foram submetidas ao Teste de
CAMP, Teste da Hemodlise, teste de Motilidade e, por ultimo, aos testes de utilizacao

de Carboidratos, tais como manitol, xilose e ramnose.
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

Das 106 amostras coletadas, sete foram positivas para Listeria spp., €
dentre essas, uma foi identificada como L. monocytogenes, proveniente da industria
italiana. E relevante ressaltar que, através deste experimento conseguiu-se isolar,
pela primeira vez, L. monocytogenes nesta industria da regido siciliana. Este
resultado gerou grande preocupacao por parte da geréncia do laticinio e, como
medida para verificar a presenca de patégenos nos equipamentos e utensilios da
area de producéo, surgiu a idéia de serem realizadas, periodicamente, coletas nos
principais focos de contaminagdo, com posterior andlise em laboratorios
especializados.

Do total de amostras positivas para Listeria spp., cinco foram coletadas na
planta industrial italiana processadora de leite cru, enquanto que as outras duas
amostras foram coletadas no laticinio brasileiro que fabrica produtos lacteos a partir
de leite pasteurizado. A industria brasileira fabricante do Queijo Tipo Grana nao
apresentou contaminacao suspeita de Listeria spp.

A descricdo das amostras coletadas que apresentaram resultado positivo
quanto a presenca de Listeria spp se encontra na Tabela 2 abaixo.

Tabela 2 — Amostras coletadas em laticinios que apresentaram contaminacao por
Listeria spp.

Amostra contaminada Local da coleta
Lateral do tanque de coagulagao do leite Industria italiana
Cantos do tanque de coagulacao do leite Industria italiana
Fundo do tanque de coagulacao do leite Industria italiana

Rosca do tubo para saida do soro do

~ ] Industria italiana
tanque de coagulagao do leite

Caixa plastica para transporte de

Industria italiana
produto pronto e embalado

Forma de queijo retirada de tanque com

B Industria brasileira
solugéo clorada a 120ppm

logurteira Industria brasileira
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Das cinco amostras positivas para Listeria spp. encontradas na planta
industrial italiana, quatro delas (80%), incluindo a amostra identificada como L.
monocytogenes, foram coletadas do mesmo tanque, responsavel pela coagulagéao
do leite e posterior formacdo da coalhada, para a producdo de queijos. Esses
resultados demonstram que provavelmente este equipamento nao foi higienizado
corretamente apds a sua utilizagdo. A amostra confirmada como L. monocytogenes
foi coletada da rosca do tubo para saida do soro de leite deste tanque, sendo um
ponto que requer atencéo e cuidados, uma vez que pode ser negligenciado durante
os procedimentos de higienizagdo. Pontos de dificil limpeza e desinfec¢gdo podem
ser importantes fontes de contaminacdo dos alimentos por patégenos, como a
Listeria, ja que diversos microrganismos sdo encontrados com maior freqiéncia em
areas Umidas e dificeis de serem higienizadas, principalmente quando estas contém
particulas de alimentos (KESKINEN, TODD & RYSER, 2008).

A respeito das duas amostras coletadas na industria brasileira, ambas foram
identificadas como Listeria inoccua. De acordo com Kells e Gilmour (2004), L.
inoccua € usada como um indicador para L. monocytogenes e, portanto, a presenca
deste microrganismo é importante, devendo ser monitorada; enquanto que Klausner
e Donnelly (1991) afirmam que a presenca de qualquer Listeria spp. em produtos
alimenticios é de grande importancia, demonstrando que ha muito tempo os
membros do género Listeria vém preocupando as industrias processadoras de
alimentos, quanto a seguranca de seus produtos. Esta industria, como ja foi
ressaltado anteriormente, sé processa produtos lacteos a partir do leite
pasteurizado, o que pode significar uma protecdo a mais, mesmo que diversos
autores (SWAMINATHAN & GERNER-SMIDT, 2007; BRITO et al., 2008; LATORRE
et al., 2009) ja tenham relatado a ocorréncia de surtos de listeriose a partir do
consumo de tais produtos. Falhas durante a pasteurizagdo e contaminacao poés-
processo sao o0s principais causadores de contaminacao de produtos lacteos feitos a
partir do leite pasteurizado. Como importante ferramenta para garantir a seguranca
destes produtos podemos citar, por exemplo, o controle de temperatura durante o
seu transporte e armazenamento (CAVA et al., 2007).

Apesar do numero de amostras coletadas em utensilios ter sido
relativamente pequeno (16 amostras), elas corresponderam a aproximadamente
30% do total de amostras contaminadas por Listeria spp. Uma provavel explicacdo

para a contaminacao das caixas plasticas por Listeria spp. poderia ser que elas sao
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utilizadas para o transporte de produto pronto e embalado dentro e fora dos
laticinios, mudando constantemente de um ambiente para o outro. Muitas vezes,
apesar de nao recomendado pelas Boas Praticas de Fabricacdo (BPF), as caixas
plasticas sao colocadas diretamente em contato com o chao, sendo posteriormente
encaixadas umas dentro das outras, sem higienizacdo adequada. Além disso, elas
podem conter residuos de alimento, devido ao rompimento de embalagens de
produto, o que foi constatado no momento da coleta neste utensilio. Sendo a Listeria
uma bactéria disseminada no ambiente (CAGRI-MEHMETOGLU et al., 2010), o
controle de sua presenga no ambiente industrial nem sempre é uma tarefa facil de
ser realizada, podendo propiciar contaminacao cruzada nos alimentos prontos.

Além da caixa plastica, foi detectada Listeria spp. em uma forma de queijo
retirada de um tanque contendo solucéo clorada a 120ppm, para higienizacao das
formas. Normalmente, os estabelecimentos processadores de alimentos utilizam
solugdo com 100 a 200ppm de cloro livre, sendo recomendado manter os utensilios
imersos durante cerca de 15 minutos. Logo, a baixa concentracdo da solucao
clorada, o pouco tempo de exposicao a tal saneante, ou até mesmo a presenca de
matéria organica, devido a limpeza insuficiente dos utensilios (ja que a matéria
organica pode inativar o efeito bactericida do cloro), podem ser alguns dos
responsaveis pela contaminacado da forma de queijo por Listeria spp. Geralmente,
as formas de queijo sdo imersas em solucédo desinfetante e, muitas vezes, o fundo
da forma acaba nao entrando em contato com a mesma, devido a presenca de
bolhas. Além disso, as formas podem néo ficar totalmente submersas nesta solucao,
prejudicando a sua agao. Estas sdo duas provaveis explicacoes, a fim de elucidar a
origem da contaminacéo desta forma, pois a coleta foi realizada no fundo da mesma.

Fazendo um comparativo da contaminagdo no laticinio italiano e nos
laticinios gauchos, a realidade italiana parece estar menos adequada que a
brasileira, pois 16,67% das amostras italianas foram positivas quanto a presenca de
Listeria spp., enquanto que somente 2,63% das amostras brasileiras apresentaram
contaminacao por esta bactéria. Além disso, a Unica amostra identificada como L.
monocytogenes foi isolada da planta industrial italiana.

Durante as coletas péde-se observar as diferengcas nos habitos de higiene e
aplicagdo das BPF entre as industrias. Na industria italiana, foram observadas
diversas falhas quanto a implementagao das BPF, dentre as quais podemos citar: o
uso de bonés em vez de toucas descartaveis pelos funcionarios, que sdo todos do
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sexo masculino; a permissdo de conversa entre os trabalhadores sobre o produto
exposto; a falta de cuidados ao permitir 0 acesso de visitantes a fabrica, que nao
usam avental ou qualquer outro tipo de roupa protetora, e podem acessar todas as
areas de producdo, tocando as superficies de equipamentos e utensilios, sem
qualquer exigéncia de higienizacdo das maos; dentre outros problemas encontrados.
Sem o cumprimento das BPF ndo ha como assegurar a qualidade e a seguranga do

produto final, prejudicando, desta forma, tanto a empresa quanto o consumidor.
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7. CONCLUSOES E PERSPECTIVA

Com base na realizagdo das analises, concluiu-se que Listeria spp. pode
estar presente em equipamentos e utensilios de industrias de produtos lacteos, tanto
no Brasil como na Italia. Além disso, foi detectada a presenca de L. monocytogenes
em um ponto de dificil higienizagdo da industria italiana, demonstrando a
necessidade de melhorias nos procedimentos de higienizacao de equipamentos.

Como perspectiva, objetiva-se investigar a capacidade de formacédo de
biofiilmes em aco inoxidavel AISI 316 e polietileno das cepas de Listeria spp.
isoladas neste trabalho. Para isso, corpos de prova serdao construidos e submetidos
a formacao de biofilmes com diferentes concentracdes de células das Listeria spp.
isoladas dos equipamentos e utensilios. Por fim, os biofilmes serdo tratados com
diferentes concentracdes de desinfetantes, a fim de propor as melhores estratégias

para sua remogao.
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