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RESUMO

A produgio de queijo Minas Frescal em propriedades rurais é uma atividade econémica importante em
Minas Gerais. Entretanto, a presenga de micro-organismos patogénicos compromete a seguranga desses
produtos, coloca a satide publica em risco e ameaga esta atividade. Neste estudo, objetivou-se avaliar a
ocorréncia de Listeria spp. em queijos Minas Frescal, as condi¢des de produgio e comercializagdo desses
produtos e relaciond-las a presenca desses micro-organismos. Foram coletadas 161 amostras, 81 em
agroindustrias e 80 em seus pontos de venda. Foram utilizados métodos analiticos oficiais estabelecidos
pelo Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento para detec¢do e diferenciacdo das espécies de
Listeria. A adogio das boas praticas durante a fabricagio e a comercializagio foi mensurada mediante
avaliacdo in loco direcionada por listas de verificagdo pré-elaboradas. Constatou-se Listeria spp. em
14 amostras (8,7%) provenientes de oito das doze agroindustrias estudadas, quatro inspecionadas e quatro
ndo inspecionadas. L. monocytogenes foi isolada em duas amostras. O percentual de atendimento as boas
préticas de fabricagdo variou entre 28,3% e 51,1% e diversas irregularidades foram observadas durante a
comercializagdo dos queijos. Os resultados indicam risco potencial do consumo deste tipo de produto e
a necessidade de adogéo das boas priticas de fabricacéo e comercializagio para prevenir contaminagdes.

Palavras-chave. inspe¢io de alimentos, queijo, agroindustria, pasteurizacao, Listeria.

ABSTRACT

The production of Minas Frescal cheese on rural properties is an important economic activity in
Minas Gerais, Brazil. However, the presence of pathogenic microorganisms compromises the safety
of these products, puts public health at risk and threatens this activity. The purpose of this paper
was to evaluate the conditions of production and commercialization of the Minas Frescal cheese
produced in family agroindustries of Vigosa, MG and to connect them to presence of Listeria spp. A
total of 161 samples of Minas Frescal cheese were collected, 81 which were in agroindustries and 80
in their respective market. Were adopted official analytical methods established by the Agriculture
Ministry for the detection and differentiation of Listeria spp. The conditions of manufacture and
commercialization were evaluated through observations directed by pre-elaborated checklists.
Listeria spp. was detected in 14 samples (8.7%) from eight different establishment, four inspected
and four non-inspected. L. monocytogenes was isolated in two samples. The compliance with good
manufacturing practices ranged from 28.3% to 51.1% and several irregularities were observed during
the marketing of the cheeses. These results indicate the potential risk of consumption of this product
and the need to prevent contamination of this product in manufacturing and marketing stages.

Keywords. food inspection, cheese, agroindustry, pasteurization, Listeria.
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A fabricagao do queijo Minas Frescal em
pequenas queijarias localizadas em propriedades
rurais é muito comum no Brasil, em especial no
Estado de Minas Gerais. Esta atividade caracteriza-
se pela produ¢io em pequena escala, uso de
técnicas simples e baixa capacidade tecnolégica,
e tem como objetivo agregar valor a producio
agropecudria desenvolvida na propriedade rural. As
pequenas queijarias contribuem para a construgio
de um modelo de desenvolvimento regional mais
equilibrado, geram renda e ocupam a mao de
obra. No entanto, para garantir a rentabilidade e
sustentabilidade desta atividade é necessario atender
as exigéncias legais e garantir que esses produtos
nao oferecam riscos a saude do consumidor.

O género Listeria inclui 18 espécies, das
quais apenas duas, L. monocytogenes e L. ivanovii,
sao patogénicas'. Caracterizam-se por bastonetes
Gram-positivos, anaerdbios facultativos nao
formadores de esporos, apresentam motilidade
tipica a temperatura menor ou igual a 30°C, toleram
elevadas concentracoes de sal (10%) e podem
multiplicar-se em ampla faixa de temperatura (0 °C
a 45 °C) e pH (6 e 9)*. Listeria monocytogenes foi a
primeira espécie do género a ser descoberta e desde
entdo é a principal espécie patogénica ao homem?’.

A listeriose, infec¢ao provocada por esse
patdgeno, pode ocorrer de forma assintomatica ou
provocar diarreia e febre, quando acomete pessoas
imunocompetentes, manifestando-se na forma nao
invasiva®. No entanto, individuos imunossuprimidos
podem apresentar quadro clinico de listeriose
invasiva como septicemia, infeccdo do sistema
nervoso central e listeriose materno-fetal, com
alto percentual de casos fatais (20-30%)>’. Em
gestantes as principais consequéncias sdo aborto,
parto pré-maturo, ma formacao do feto e infecgao
generalizada no recém-nascido®.

O consumo de alimentos contaminados ¢ a
principal causa da listeriose humana, visto que o
patégeno pode contaminar uma grande variedade
de produtos e é capaz de sobreviver em condigbes
adversas como alta acidez, congelamento e alta
concentragao de sal>. Queijos frescos contaminados
foram responsaveis por surtos de listeriose,
ocorridos entre 1983 e 2016, em diferentes paises
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da Europa e América do Norte*>. Em 2012, na
Espanha, dois surtos de listeriose, que envolveram
uma gestante e um recém-nascido, também foram
relacionados ao consumo deste tipo de produto*.
Em Portugal, entre 2009 e 2012, trinta individuos
apresentaram sintomas de listeriose e 11 foram a
6bito pela doenga apds consumirem queijos frescos®.
Nos Estados Unidos, entre 1998 e 2011, queijos
contaminados provocaram doze surtos de infecao
por L. monocytogenes, com cinco 6bitos, sendo a
maior parte deles (66%) associada ao consumo de
queijos fabricados com leite pasteurizado®.

No Brasil, a listeriose ¢, ainda,
subdiagnosticada e subnotificada’. Embora haja
evidéncias da ocorréncia e caracterizacao de estirpes
de L. monocytogenes isoladas de pacientes no pais*’,
ndo foram encontradas informagdes capazes de
estabelecer uma relacio entre a doenca, suas vias
de transmissdo e os possiveis alimentos envolvidos.
A avaliagdo de trinta e cinco casos de meningite
provocados por Listeria spp. ocorrido em Sao Paulo,
entre 1999 e 2015, mostrou que 34,3% dos isolados
de pacientes caracterizava-se por L. monocytogenes
e 65,7% por Listeria spp’. Embora nao haja relacao
estabelecida entre esses casos de listeriose e o
consumo de alimentos, o alto numero de isolados de
Listeria spp. em pacientes com meningite ¢ um alerta
para o risco de consumir alimentos contaminados
com bactérias desse género. E necessério intensificar
e aprofundar as pesquisas sobre o patdgeno em
amostras clinicas e alimentos para mensurar a
relevancia deste micro-organismo no Brasil e propor
medidas de prevencdo das contaminagbes para
evitar a ocorréncia de casos e surtos’.

A presenca de Listeria spp. em queijos frescos
foi relatada no Brasil*'’. L. monocytogenes foi isolada
em amostras de queijo Minas Frescal produzidos
em Minas Gerais'®"! e Sdo Paulo’, e esté relacionada
a contaminagdes ocorridas durante a fabricagdo e a
capacidade de sobrevivéncia e multiplicacdo dessas
bactérias no produto, mesmo quando mantidos sob
refrigeragdo. Diferentes espécies de Listeria foram
isoladas em queijos e no ambiente de produgao de
trés laticinios de pequeno porte no norte do estado
de Sao Paulo, sendo L. innocua a principal delas®.
O isolamento de Listeria spp. e L. monocytogenes em
diferentes queijarias torna o ambiente de fabricagao
uma importante fonte de contaminagao®'?, visto
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que algumas linhagens podem permanecer viaveis
por longos periodos de tempo em drenos de piso'.

O risco associado ao consumo de queijos frescos
contaminados por L. monocytogenes, principalmente
por individuos de grupos de risco, e a relevancia deste
patdgeno para a saide publica justificam a necessidade
de estudos sobre sua ocorréncia no produto. Embora
L. monocytogenes seja a principal espécie patogénica,
a presenca e o desenvolvimento de outras espécies do
género em queijos Minas Frescal sugere a possibilidade
de contaminacdo pelo patdgeno e representa um risco
potencial para os consumidores’. Diante disto, este
estudo teve como objetivo avaliar a ocorréncia de
Listeria spp. em queijos Minas Frescal produzidos
em agroindustrias familiares, identificar as espécies
deste género e relacionar os resultados as condi¢des de
produgio e comercializacdo dos queijos.

Foram selecionadas seis agroindustrias
inspecionadas pelo Servico de Inspe¢ao Municipal
(SIM) e seis agroindustrias ndo inspecionadas.
Dentre as agroindustrias informais, trés utilizavam
leite pasteurizado e as outras trés utilizavam leite cru
como matéria-prima para a producdo dos queijos.
As condigdes de fabricagao foram avaliadas e amostras
de queijo Minas Frescal foram coletadas para avaliagao
microbioldgica. Amostras do produto também foram
coletadas nos respectivos pontos de venda que foram
selecionados com base nos critérios de aleatoriedade
e disponibilidade do produto. Durante a coleta
das amostras avaliou-se as condi¢des higiénicas de
comercializagdo. Entre janeiro e dezembro de 2008
foram realizadas duas coletas em cada uma das estagdes
do ano nas agroindustrias e nos pontos de venda
As amostras foram indicativas de lote, representadas
por uma peca em embalagem original fechada pesando
aproximadamente 500g. Asamostras coletadasnafonte
de produgao e no comércio foram independentes.

Foram coletadas 161 amostras de queijos
Minas Frescal, 81 provenientes da fonte de
producao e 80 de seus respectivos pontos de venda.
De 81 amostras coletadas na fonte de produgao,
42 eram de estabelecimentos inspecionados e 39 de
ndo inspecionados. De 80 amostras coletadas no
comércio, 42 foram fabricadas em agroindustrias
inspecionadas e 38 em estabelecimentos informais.

As andlises microbioldgicas foram realizadas
no Laboratério de Microbiologia da Empresa
de Pesquisa Agropecudria de Minas Gerais
(EPAMIG), Vigosa, MG, segundo a metodologia
preconizada pelo Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento®. Aliquotas de 25 g da
amostra foram submetidas ao enriquecimento
seletivo primario em 225 mL de caldo Half-Fraser
adicionado de dacido nalidixico e acriflavina,
homogeneizadas e incubadas a 30 + 1°C, por 24
horas. Em seguida, uma aliquota foi submetida
ao enriquecimento secundario em caldo Fraser
suplementado com citrato de amonio e ferro
III e incubada a 30 + 1°C, por 24 a 48 horas. A
partir do segundo enriquecimento, realizou-se
o plaqueamento seletivo diferencial em Palcam
Listeria Selective Agar e Agar Listeria, de acordo
com Ottaviani e Agosti (ALOA). As coldnias
tipicas foram submetidas as provas de catalase,
motilidade tipica, reducao de nitratoe VM-VP para
identificagdo do género. As culturas caracterizadas
como Listeria spp. foram diferenciadas quanto
a espécie por meio de provas bioquimicas que
incluem produgao de beta-hemolise, CAMP teste
e fermentacdo de carboidratos: xilose, manitol e
ramnose.

A frequéncia de isolamento de cada espécie foi
dada pela razao entre o nimero de vezes que uma
espécie foi detectada e numero total de detecgdes.
A ocorréncia de acordo com Listeria spp. foi
relacionada ao tipo de agroindustria (inspecionada
ou ndo inspecionada), ao percentual de adequagdo
as Boas Préticas de Fabricacao (BPF), a matéria-
prima utilizada (leite cru ou pasteurizado) e a
origem da amostra (produ¢ao ou comércio).

As condi¢oes de fabricac¢ao e comercializagao
foram avaliadas durante a coletada das amostras
por meio de observacgdes in loco direcionadas por
listas de verificagdo elaboradas pelos autores que
abordavam requisitos de boas praticas.

Constatou-se Listeria spp. em 14 amostras
(8,7%) provenientes de oito agroindustrias diferentes,
quatro inspecionadas e quatro ndo inspecionadas.
Dentre as seis espécies de Listeria identificaveis
pela metodologia adotada, quatro foram detectadas
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nas amostras de queijo, o que caracteriza alta
diversidade de espécies deste género neste tipo de
produto. L. innocua foi a mais frequente (72%),
seguida de L. monocytogenes (14%), L. ivanovii (7%)
e L. seeligeri (7%). Nao foram identificadas espécies
diferentes em uma mesma amostra de queijo. As
quatro espécies do género foram isoladas de amostras
provenientes de uma agroindustria nao inspecionada
(K), que utilizava leite pasteurizado como matéria-
prima, sendo duas delas coletadas na fonte de producao
e duas no comércio. A contaminagao recorrente dos
queijos fabricados neste estabelecimento por Listeria
spp. sugere que haja persisténcia deste grupo de
bactérias no ambiente de produ¢ao, o que aumenta o
risco de contaminacao pelo patégeno.

Queijos Minas Frescal comercializados em
Campinas, SP, apresentaram maior percentual de
amostras contaminadas por Listeria spp. (11,8%),
no entanto, constatou-se menor diversidade de espécies
dogénero,comprevalénciadeL.innocua(72,7%)seguida
de L. monocytogenes (27,3%)°. Maior contaminagao
por bactérias do género Listeria (16,2%) também foi
constatada em queijos coloniais comercializados no
RioGrandedoSul, representadapor L. innocua (42,9%),
L. seeligeri (35,7%) e L. monocytogenes (21,4%)".
Em unidades de processamento de Sao Paulo,
Listeria spp. foi detectada em superficies, salmoura
e queijos, com destaque para presenca de
L. innocua (56,5%) frente a L. monocytogenes (32,9%),
L. seeligeri (9,4%) e L. welshimeri (1,2%)®. No sul da
Italia, fabricas de laticinios que utilizavam leite de cabra
e ovelha apresentaram alta diversidade de espécies de
Listeria isoladas na matéria prima (leite refrigerado),
produtos (queijos frescos) e subprodutos (coalhada e
soro), enquanto que nas unidades que beneficiavam
apenas leite bovino, a diversidade foi menor,
representada por L. innocua e L. monocytogenes'.

Listeria spp. foi detectada em amostras de
queijo MinasFrescal provenientesdeagroindustrias
inspecionadas e nao inspecionadas, no entanto, a
maior parte dos isolados (64,3%) foram obtidos
de queijos nao inspecionados (Tabela). Amostras
oriundas de agroindustrias  inspecionadas
apresentaram contaminag¢des por L. innocua (4/5)
e L. monocytogenes (1/5), enquanto que as
amostras fabricadas em estabelecimentos néo
inspecionados apresentaram maior diversidade
de espécies: L. innocua (6/9), L. monocytogenes
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(1/9), L. ivanovii (1/9) e L. seeligeri (1/9). Estes
resultados sugerem que a regularizagdo sanitdria
contribui para redu¢do do nimero de amostras
contaminadas e reforca a hipétese de que produtos
fabricados a margem da fiscalizagdo oferecem
maior risco a saude. A fabricacdo dos queijos nos
estabelecimentos nao inspecionados ocorria em
areas comuns as residéncias, como varandas e
cozinha, o que dificulta a implantagao de medidas
para evitar a contaminagao dos produtos e favorece
a ocorréncia de contaminagdes cruzadas durante
a fabricacéo.

A presenca de Listeria spp. em amostras
coletadas nas unidades de produgéo (6/14) indica
possivel contamina¢do durante a fabrica¢do dos
queijos. Outra possibilidade ¢ a utilizagao de
matéria-prima contaminada, uma vez que esse
grupo de bactérias pode estar presente no leite
cru. O baixo percentual de atendimento as BPF,
constatado em todas as agroindustrias (Tabela),
demonstra deficiéncia na adoc¢do de medidas
para evitar a contamina¢ao dos produtos nestas
unidades. A agroindustria que apresentou menor
percentual de adequagdo entre as inspecionadas
apresentou contamina¢do por L. innocua em
duas amostras coletadas na produ¢do. Entre
as amostras coletadas nas agroindustrias ndo
inspecionadas, L. innocua foi detectada em trés
(G,KelL)e L. monocytogenes foi identificada em
uma amostra (K).

A maior parte das amostras contaminadas
foi coletada no comércio (8/14) (Tabela). Diversas
irregularidades foram constatadas nos pontos
de venda durante a coleta, tais como, limpeza
insuficiente dos balcdes de refrigeracdo (58,2%),
temperatura de armazenamento superior a 10°C
(49,4%), habitos de higiene e praticas inadequadas

de manipulagio (48,1%), comprometimento
da capacidade de refrigeracio dos balcoes
(43,0%), armazenamento concomitante com

carne crua ou seus derivados (38,0%), focos
visiveis de contaminacdo (31,6%) e acumulo
de gelo nos balcoes (22,8%). Falhas ocorridas
durante a comercializacdo podem ser a causa
das contamina¢des observadas, no entanto, nao
¢ possivel afirmar a origem da contaminacao
dessas amostras, pois diversos fatores podem ter
contribuido para este resultado.
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Tabela. Adequagio aos requisitos de Boas Praticas de Fabricacio, tipo de matéria-prima utilizada e presenca de Listeria spp. em
queijos Minas Frescal produzidos em agroindustrias familiares — 2008

Numero de amostras

Numero de amostras contaminadas por

Unidades de Adequagio  Uso de leite coletadas Listeria sp.

producdo asBPF (%)  pasteurizado Produ¢io Comércio Produgio  Comércio Total

A 41,1 Sim 8 8 0 1 1

B 33,7 Sim 8 8 2 0 2

] C 40,8 Sim 8 8 0 0 0

Inspecionada ) ) Sim 8 8 0 1 1

E* 41,6 Sim 2 2 0 0 0

F 359 Sim 8 8 0 1 1

G 33,9 Sim 8 8 1 1 2

H 45,0 Nao 8 8 0 1 1

Nio I 444 Sim 8 8 0 0 0

Inspecionada ~ J+* 31,8 Nio 4 7 0 0 0

K 433 Sim 8 5 2 2 4

| Dol 28,3 Nao 3 2 1 1 2

* O estabelecimento encerrou as atividades apds a primeira coleta
** Produgdo eventual

Queijos fabricados com leite pasteurizado
apresentaram maior frequéncia de isolamento
de Listeria spp. (11/14) e alta diversidade de
espécies (L. monocytogenes, L. innocua, L. ivanovii
e L. seeligeri). A pasteurizagdo do leite é eficaz
para reduzir ou eliminar este grupo de bactérias
na matéria-prima, no entanto, a presenca de
Listeria spp. no ambiente de produgdo pode resultar
na contaminagdo de queijos*'?. Contaminagdes
pos-pasteurizagdo do leite geralmente ocorrem
em baixas contagens microbianas, no entanto, a
capacidade de multiplicacdo de Listeria spp. em
alimentos refrigerados contribui para aumento
desta populacao, possibilitando sua deteccdo
em etapas subsequentes aquela em que ocorreu
a contaminagdo®’. A contaminac¢do de queijos
fabricados com leite pasteurizado ¢é ainda
mais preocupante, uma vez que, a velocidade
de multiplicagdo de L. monocytogenes, e das
demais espécies, ¢ maior neste tipo de produto’.
Portanto, o uso de leite pasteurizado deve estar
associado a adogdo de boas praticas de fabricagdo e
comercializagdo para obten¢ao de queijos seguros.

L. monocytogenes foi identificada em 1,2%
das amostras analisadas (2/161). Estudo semelhante

identificou maior percentual de isolamento de
L. monocytogenes (9,6%) em queijos Minas Frescal
fabricados com leite pasteurizado em laticinios da
Zona da Mata Mineira'®. Em Juiz de Fora, MG,
queijos de uma mesma marca, produzidos com leite
pasteurizado, coletados em dois pontos de venda,
apresentaram contaminagdo por L. monocytogenes
(6/10). Avaliagdes realizadas na unidade de
producao constataram a presenca do patégeno em
diferentes pontos da planta e identificaram que os
resfriadores foram as fontes de contaminacio'’.
O patdgeno também foiisolado de queijos fabricados
com leite pasteurizado (3/93) comercializados em
Campinas, SP®.

Observou-se maior ocorréncia de Listeria spp.
em amostras coletadas na primavera (64,3%),
seguida do outono (35,7%) e nao foi constatada
ocorréncia em amostras coletadas no inverno e
no verdo. Zaffari et al** avaliaram a influéncia das
estagdes do ano no isolamento de Listeria spp. em
queijos coloniais comercializados no Rio Grande do
Sul e, assim como neste estudo, identificaram maior
ocorréncia deste grupo de bactérias em amostras
coletadas na primavera (7/80), seguida do outono
(6/80) e em uma amostra coletada no verao'.
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A presencga de L. monocytogenes e Listeria spp.
em queijos Minas Frescal produzidos em
agroindustrias familiares inspecionadas e ndo
inspecionadas esta relacionada a ocorréncia de
falhas nos procedimentos de boas praticas durante a
producao e comercializacao dos queijos. O queijo
Minas Frescal, produzido a partir de leite cru
ou pasteurizado, em estabelecimentos que nao
atendem aos requisitos de BPF, oferece risco
potencial a saude do consumidor. A implantagio
das boas praticas nas etapas de fabricacao e
comercializacdo é uma medida fundamental
para garantir a inocuidade dos produtos
comercializados por pequenas agroindustrias.

Os  orgaos fiscalizadores  necessitam
aprimorar o monitoramento da ocorréncia do
patégeno em agroindustrias inspecionadas por
meio de andlises fiscais e programas especificos para
controle de Listeria spp. em ambientes industriais.
A prevaléncia deste grupo de bactérias em queijos
frescos provenientes de agroindustrias nao
inspecionadas evidencia o perigo de se consumir
este tipo de produto e reforca a necessidade de
regularizacdio dos pequenos empreendimentos
para evitar problemas de saude publica e garantir a
sustentabilidade da produgéo artesanal de queijos.

A Fundagdo de Amparo a Pesquisa do Estado de
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