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CONTAMINACAO CRUZADA POR Listeria monocytogenes DURANTE
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RESUMO

A listeriose, doenca grave causada pelo consumo de alimentos contaminados com Listeria
monocytogenes (LM), tem sido relatada apdés o consumo de muitos alimentos, inclusive do
gueijo mussarela, um dos mais consumidos em varios paises. A contaminag¢do cruzada
durante o fatiamento tem sido identificada como uma das principais origens da
contaminacdo de queijos por LM. O objetivo do estudo foi avaliar a transferéncia de LM
durante o fatiamento mecéanico do queijo mussarela e posterior comportamento do
microrganismo no queijo fatiado armazenado em refrigeracdo. Na primeira etapa, um queijo
mussarela foi contaminado com um pool de LM, resultando em 5 log UFC/fatia. Apés, o
queijo foi fatiado em fatiador automético com lamina desinfetada e LM foi quantificada nas
fatias 12, 22 53, 258 50% 752 e 100% e na lamina. Na segunda etapa, um queijo ndo
contaminado foi fatiado em lamina previamente contaminada com LM (3,67 log UFC/10cm?).
Apos fatiar 100 fatias, a lamina foi amostrada com swabs e LM foi quantificada em sua
superficie e nas fatias 12, 28 5% 252 50% 752 e 1002 Na terceira etapa, fatias de queijo
foram contaminadas com LM (1,39 log UFC/g) e sua multiplicacdo foi acompanhada durante
10 e 15 dias a 10°C, e os resultados foram comparados aos do software Combase de
microbiologia preditiva. Os resultados demonstraram que houve transferéncia significativa
(p=<0,05) de LM presente nas fatias para a lamina, demonstrando aumento das contagens
apos as primeiras fatias e estabilizacdo, apds as fatias 502 e 1002. As contagens variaram
de 2,71 log UFC/10cm? (12 fatia), até 3,67 log UFC/10cm? (1002 fatia). Os resultados das
fatias contaminadas (3,80 a 4,23 log UFC/g) sdo complementares aos resultados dos
swabs, indicando que, a medida que mais fatias foram processadas, a transferéncia de
células bacterianas tornou-se constante e em baixo nivel. A lamina contaminada
artificialmente também transferiu LM para as fatias de queijo ndo contaminado,
demonstrando transferéncia de cerca de 2 log UFC/g ao longo de todo fatiamento. As fatias
contaminadas artificialmente e armazenadas a 10°C demonstraram aumento significativo
(p<0,05) de LM, apresentando 1,51log UFC/g, aos 10 dias, e 1,69log UFC/g aos 15 dias. Os
resultados preditivos demonstraram contagens muito maiores, isto €, 3,03log UFC/g (10
dias) e 4,68log UFC/g (15 dias), com crescimento significativo (p<0,05) até 15 dias. O
fatiamento de queijo mussarela pode representar risco a salde publica se houver
contaminacéo do fatiador, associado ao aumento do consumo e validade prolongada.
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ABSTRACT

Listeriosis, a serious disease caused by the consumption of foods contaminated with Listeria
monocytogenes (LM), has been reported after consumption of many foods, including
mozzarella cheese, one of the most consumed in several countries. Cross-contamination
during slicing has been identified as one of the main sources of LM contamination of
cheeses. The aim of the study was to evaluate the transfer of LM during mechanical slicing
of mozzarella cheese and subsequent behavior of the microorganism in sliced cheese stored
under refrigeration. In the first step, a mozzarella cheese was contaminated with a pool of
LM, resulting in 5log CFU/slice. Afterwards, the cheese was sliced in an automatic slicer with
a disinfected blade and LM was quantified in the 1%, 2" 5™ 25" 50" 75" and 100" slices
and on the blade. In the second stage, an uncontaminated cheese was sliced on a blade
previously contaminated with LM (3.67 log CFU/10cm?). After slicing 100 slices, the blade
was sampled with swabs and LM was quantified on its surface and in the 1%, 2" 5" 25"
50", 75" and 100" slices. In the third step, cheese slices were contaminated with LM (1.39
log CFU/g) and their multiplication was followed for 10 and 15 days at 10°C, and the results
were compared to those of the Combase predictive microbiology software. The results
showed that there was a significant transfer (p<0.05) of LM present in the slices to the blade,
demonstrating an increase in counts after the first slices and stabilization after the 50th and
100th slices. Counts ranged from 2.71 log UFC /10cm? (1% slice), up to 3.67 log UFC/10cm?
(100™ slice). The results from the contaminated slices (3.80 to 4.23 log CFU/g) are
complementary to the results from the swabs, indicating that as more slices were processed,
bacterial cell transfer became constant and low-level. The artificially contaminated blade also
transferred LM to the uncontaminated cheese slices, demonstrating a transfer of about 2 log
CFU/g throughout the entire slicing. The artificially contaminated slices stored at 10°C
showed a significant increase (p<0.05) in LM, with 1.51log CFU/g at 10 days and 1.69log
CFU/g at 15 days. The predictive results showed much higher counts, that is, 3.03log CFU/g
(10 days) and 4.68log CFU/g (15 days), with significant growth (p<0.05) up to 15 days.
Slicing mozzarella cheese can pose a risk to public health if there is contamination of the
slicer, associated with increased consumption and prolonged shelf life.

! Master of Science Thesis in Agricultural and Environmental Microbiology — Instituto de
Ciéncias Bésicas da Saude, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brazil. (57
p.) August, 2021
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1. INTRODUCAO

Atualmente, Listeria monocytogenes é um dos principais patégenos
alimentares em nivel mundial, uma vez que os surtos de listeriose tém sido relatados
em varios paises, envolvendo diversas pessoas e altas taxas de mortalidade,
configurando essa doenca como um grave problema de salde publica. Tal situacao
vem mobilizando esfor¢cos de muitos érgdos envolvidos na producéo e regulacédo de
alimentos, buscando informacées sobre a origem de L. monocytogenes e seu
comportamento na cadeia produtiva, a fim de controlar e prevenir os agravos
desencadeados pelo microrganismo. Embora, no Brasil, ainda ndo haja registros
oficiais de surtos de listeriose alimentar, L. monocytogenes tem sido frequentemente
isolada de alimentos e de seus ambientes de producdo, gerando preocupacao aos
orgédos reguladores e ao setor produtivo.

Devido a importancia desse microrganismo, recentemente, a Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) revisou a norma que dispde sobre os
padrdes microbiologicos de alimentos, alinhando a regulacdo nacional com normas e
diretrizes internacionais, prevendo critérios para L. monocytogenes ndo apenas em
queijos, como também em produtos prontos para o consumo, resultando na
publicacdo da Resolucéo da Diretoria Colegiada (RDC) n° 331 e IN 60 (BRASIL,
2019b). Em consonancia com essa preocupacdo e considerando o perfil de
consumo de produtos de fiambreria no Rio Grande do Sul, a Secretaria Estadual de
Saude publicou recentemente a Portaria Estadual 749, a qual estabelece o
regulamento técnico para as boas praticas na comercializacdo de produtos de
origem animal em acougues e fiambrerias (SES - RS, 2019).

No Brasil, 0 queijo mussarela é um dos mais consumidos (IBGE, 2019).
No Sul do pais, esse queijo, além de mais consumido, € também comumente fatiado
no préprio varejo (supermercados, padarias e armazéns, fiambrerias, entre outros),
juntamente com produtos carneos, e para isso sao utilizados fatiadores comerciais
nem sempre faceis de serem higienizados. Diversos estudos apontam a
contaminacdo cruzada durante o fatiamento mecéanico de produtos carneos como
um dos fatores causais mais importantes em surtos de listeriose alimentar,
entretanto pouco se sabe sobre o perfil de transferéncia de L. monocytogenes em
produtos lacteos, durante o fatiamento.

Desta forma, o objetivo deste estudo foi quantificar a transferéncia de L.



monocytogenes durante fatiamento mecéanico do queijo mussarela e,
posteriormente, avaliar o comportamento do microrganismo em fatias de queijo
armazenadas em refrigeracdo. Além disso, uma identificacdo dos principais fatores
gue contribuem para a contaminacao cruzada durante o fatiamento deste queijo foi
estudada, a fim de propor medidas de controle e prevencao da listeriose, devido ao

consumo de queijo mussarela fatiado.



2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral
Avaliar a transferéncia de L. monocytogenes, durante fatiamento mecanico do
queijo mussarela e, posteriormente, investigar a multiplicacdo desse

microrganismo no queijo fatiado armazenado em refrigeragéo.

2.2 Objetivos Especificos

2.2.1 Objetivo especifico 1

Quantificar a transferéncia de L. monocytogenes de um queijo
contaminado para a lamina de fatiador automatico comercial, durante o fatiamento
mecanico.

2.2.2 Obijetivo especifico 2

Quantificar a transferéncia de L. monocytogenes da lamina do fatiador
comercial contaminada artificialmente, para queijo mussarela ndo contaminado,
durante fatiamento mecanico.

2.2.3 Objetivo especifico 3

Avaliar se a transferéncia de L. monocytogenes varia ao longo do
fatiamento mecanico de queijo mussarela;

2.2.4 Obijetivo especifico 4

Avaliar o comportamento de L. monocytogenes em fatias de queijo
armazenadas em refrigeracdo, comparando estes resultados com os obtidos em

software de microbiologia preditiva.



3. REVISAO DA LITERATURA

3.1 Listeria monocytogenes

A ordem Bacillales contém organismos geralmente quimiorganotroéficos,
aerdbios e anaerobios facultativos. Poucos patégenos humanos sdo encontrados
neste grupo, porém o género Listeria spp. € uma excecdo. Listeria sdo cocobacilos
gram-positivos, catalase positivos, aerobios estritos, que tendem a formar cadeias
de 3 a 5 células. Embora sejam conhecidas varias espécies de Listeria, a espécie L.
monocytogenes é a mais notavel, por causar uma das principais doencas
transmissiveis por alimentos, a listeriose (MADIGAN et al., 2016).

O género Listeria spp. pertence a familia Listeriaceae e é dividido em 19
espécies, dentre as quais L. monocytogenes é a principal associada as listerioses
alimentares humanas, uma vez que as listerioses causadas por L. ivanovii, L.
welshimeri ou L. seeligeri sdo extremamente raras (TONDO; BARTZ, 2019).
Recentemente foram relatadas 5 novas espécies de Listeria spp., todas
consideradas ndo patogénicas. Entretanto, destas 5 novas espécies, 3 espécies
estdo mais estreitamente relacionadas a L. monocytogenes (CARLIN et al., 2021)

A espécie L. monocytogenes é subdividida em 15 sorovares (DOUMITH et
al., 2004) (LIU, 2006) (HEIMAN et al., 2016) (CHEN, J. Q. et al., 2017a). Destes,
apenas 4 sorovares estdo envolvidos na maioria das casos humanos de listeriose,
sdo eles: 1/2a, 1/2b, 1/2c e 4b (MARTINS; LEAL GERMANO, 2011b). Em um estudo
de caracterizagdo fenotipica e molecular de 100 amostras de alimentos (57) e
amostras clinicas de humanos (43), no Brasil, entre os anos de 1975 a 2013, foi
verificado que quase 50% dos isolados pertenciam ao sorovar 4b, seguidos dos
sorovares 1/2b (28%), 1/2c (14%), 1/2a (8%) e 3b (1%) (ALMEIDA et al., 2017).

L. monocytogenes é uma bactéria que ndo forma enddsporos. E mével
por meio de flagelos e multiplica-se entre 0 a 42 °C. L. monocytogenes pode
multiplicar-se vagarosamente sob temperaturas de refrigeragdo, ao contrario da
maioria dos outros patdégenos de origem alimentar, 0os quais ndo se multiplicam em
temperaturas abaixo de 5 °C. Essas bactérias sdo menos sensiveis ao calor, quando
comparadas a Salmonella sp., sendo que a pasteurizacéo € suficiente para destruir
ambos microrganismos (FORSYTHE, 2013).

Segundo a IN 60 ( 2019a), os alimentos prontos para o consumo devem

atender aos padrdes microbioldgicos para Listeria monocytogenes, com excecao



dos alimentos que apresentem, pelo menos, uma das seguintes situagdes: aqueles
com vida atil menor que 5 dias; alimentos com pH menor ou igual a 4,4; alimentos
com atividade de agua menor ou igual a 0,92; alimentos com combinacdo de pH
menor ou igual a 5,0 e atividade de agua menor ou igual a 0,94; alimentos que
tenham recebido tratamento térmico efetivo ou outro processo equivalente para
eliminacdo de Listeria monocytogenes e cuja recontaminacao apos este tratamento
nao seja possivel, tais como os produtos tratados termicamente em sua embalagem
final; frutas e hortalicas frescas, inteiras e ndo processadas, excluindo sementes
germinadas; paes, biscoitos e produtos similares; aguas envasadas, aguas
carbonatadas, refrigerantes, cervejas, cidras, vinhos e produtos similares; aglUcares
e produtos para adocar; mel; chocolate e produtos de cacau; balas, bombons e
gomas de mascar ou moluscos bivalves vivos.

L. monocytogenes pode persistir no ambiente de processamento de
alimentos por muitos anos, mesmo havendo medidas de higiene adequadas. Esse
microrganismo possui potencial de contaminar alimentos prontos para o consumo e
pode formar biofilmes em superficies, o que contribui para sua persisténcia no
ambiente (TEIXEIRA; ALVES; MARTINIS, 2017).

Os biofilmes s&o estruturas biolégicas, compostas por microrganismos
viaveis e ndo viaveis, os quais se fixam a superficies por meio de substancias
poliméricas extracelulares, compostas por polissacarideos, proteinas, fosfolipideos,
acido teicdicos e nucléicos. Tais substancias protegem os microrganismos dentro da
estrutura do biofilme, além de contribuir para a sua persisténcia. Os biofilmes podem
ser formados em qualquer superficie, seguindo uma sequencia de etapas: adsorcéo
dos nutrientes na superficie, dando condicdo a colonizacdo microbiana - adeséo
inicial dos microrganismos, a qual, nesta etapa, é reversivel e mais tarde irreversivel
— multiplicagdo das bactérias irreversivelmente aderidas, com producdo de
polimeros adicionais, aumentando sua fixagdo e dando estabilidade as coldnias —
adesdo continua e multiplicacédo de células de microrganismos junto com a formacéo
de exopolissacarideos — descamacado de particulas, quando o biofiime comeca a
desfazer-se, podendo contaminar alimentos ou iniciar um novo biofilme, na linha de
producdo (FORSYTHE, 2013).

A Listeria monocytogenes possui capacidade de formacédo de biofilmes
em muitos materiais, dificultando a sua inativacdo pela higienizacdo e,

consequentemente, a sua remocdo em industrias de alimentos e servicos de



alimentacdo. L. monocytogenes persistentes em ambientes industriais formam
biofilmes mais espessos que cepas planctdnicas (dispersas em liquidos e néo
aderidas a superficies), indicando que a formacdo de biofilmes € uma importante
estratégia de sobrevivéncia para esses microrganismos. Além disso, sabe-se que
células em biofilmes sdo mais resistentes aos detergentes, desinfetantes e
antimicrobianos (TIFFANY VICARIO, 2015).

O organismo € transmitido por alimentos contaminados, geralmente
agueles prontos para consumo, como queijos e salsichas, podendo causar desde
uma enfermidade branda até uma forma fatal de meningite. L. monocytogenes é
encontrada no solo e agua e, embora ndo tenha alta frequéncia em alimentos,
praticamente nenhuma fonte alimentar € considerada segura em relacdo a possivel
contaminacao pela bactéria. Os alimentos podem ser contaminados em qualquer
fase da produgdo ou processamento, mesmo quando sao armazenados
adequadamente em temperatura de refrigeracéo (4°C). A conservacgao dos alimentos
por refrigeracéo é ineficaz na limitagdo do crescimento de Listeria spp., uma vez que
esta é psicrotrofica. As células do patégeno produzem uma série de acidos graxos
de cadeia ramificada que manttm a membrana citoplasmética funcional em
temperaturas mais baixas. Evidéncias obtidas a partir de estudos em animais e de
casos de listeriose em humanos, além da elevada frequéncia de contaminacdo por
Listeria monocytogenes em alimentos, sugerem gque 0 organismo nao seja altamente
invasivo e que, provavelmente, seja necessario um grande indculo para iniciar os
sintomas da doenca. A listeriose acomete principalmente idosos, mulheres gravidas,
recém-nascidos e adultos com o sistema imunolégico debilitado (MADIGAN et al.,
2016).

A determinacdo da dose infectante € de importancia crucial para a
avaliac@o e gestdo de riscos, mas sdo complicadas pela consideravel variabilidade
entre subgrupos populacionais e cepas de L. monocytogenes. Um estudo que
propds um modelo de dose infectante, considerando variabilidade na viruléncia da
cepa de L monocytogenes e susceptibilidade do hospedeiro, sugere que a maioria
dos casos de listeriose esta ligada a ingestdao de alimentos contaminados com
concentragfes médias a altas de L. monocytogenes (doses entre 3,5 e 7,5 log
UFC/porcéo) (POUILLOT et al., 2015)

Nos alimentos, o microrganismo geralmente esta presente em numeros

relativamente baixos (<100UFC/g). Por causa dos longos periodos de incubacéo (1



a 90 dias) mostrados por alguns casos humanos, os alimentos incriminados
raramente estdo disponiveis para andlise, em casos de listeriose. Naqueles casos
em que estao disponiveis, em geral, os niveis de L. monocytogenes nos alimentos
envolvidos foram maiores do que 10° UFC/g, mas houve casos em que o nivel
observado de L. monocytogenes no alimento envolvido foi substancialmente menor
(EUROPEAN COMISSION, 1999).

Regulamentos da Unido Europeia determinam que, em alimentos prontos
para 0 consumo (tais como queijos feitos com leite cru e pasteurizado), L.
monocytogenes ndo deve exceder o limite de 100 UFC/g, ao longo do prazo de
validade (COMISSAO EUROPEIA, 2005; EUROPEIAS, 2007).

O regulamento brasileiro, recentemente publicado, determina que durante
todo o prazo de validade deva ser assegurado que os alimentos cumpram com 0S
padrées microbiolégicos estabelecidos, sendo que, para alimentos prontos para o
consumo, o padrdo para L. monocytogenes ndo deve ser superior a 10> UFC/g ou
mL, num plano amostral de cinco unidades amostrais coletadas aletoriamente de um
mesmo lote e analisadas individualmente. Alimentos prontos para 0 consumo
destinados a lactentes ou para fins especiais, o padréo para L. monocytogenes é
auséncia num plano amostral de dez amostras coletadas aletoriamente de um
mesmo lote e analisadas individualmente (BRASIL, 2019b, 2019a).

3.2 Queijo mussarela

O Queijo Mussarela é aquele que se obtém por filagem de uma massa
acidificada (produto intermediario obtido por coagulacéo de leite por meio de coalho
e/ou outras enzimas coagulantes apropriadas), complementada ou nédo pela acéo de
bactérias lacticas especificas. Os ingredientes obrigatorios do queijo mussarela sao:
leite e/ou leite reconstituido padronizados ou ndo no seu contetdo de matéria gorda,
coalho elou outras enzimas coagulantes apropriadas e cloreto de sddio (BRASIL,
1997). Entende-se por leite, sem outra especificagdo, o produto oriundo da ordenha
completa, ininterrupta, em condi¢des de higiene, de vacas sadias, bem alimentadas
e descansadas. O leite de outros animais deve denominar-se segundo a espécie de
que proceda (BRASIL, 2017).

O mercado de gqueijos tem sido um dos segmentos de alimentos mais
dindmicos nos ultimos 20 anos, com crescimento constante na produ¢do, consumo e

comeércio internacional. Em 2009, a produ¢cdo mundial de queijo ultrapassou a marca



de 20 milhdes de toneladas e aproximadamente 1/3 da producéo mundial de leite de
vaca € processada em uma ampla variedade de queijos diferentes. Isso é mais do
gue a producdo anual de grdos de café, folhas de cha, grdos de cacau e tabaco
combinados. O maior produtor de queijos sdo os EUA, responsaveis por 30% da
producdo mundial, seguidos da Alemanha e da Franca. O maior exportador de
queijo em valor monetario € a Franca; seguida pela Alemanha (embora seja a
primeira em quantidade). Entre os dez maiores exportadores, apenas Irlanda, Nova
Zelandia, Dinamarca, Holanda e Australia tém uma producdo de queijo que é
principalmente voltada para exportagdo: respectivamente 95%, 90%, 77%, 72% e
65% de sua producao de queijo é exportada. A Alemanha € o maior importador de
gueijo e 0 Reino Unido e a Italia sdo o segundo e o terceiro maiores importadores. A
Grécia é o maior consumidor (per capita) de queijo do mundo, com 27,3 kg (o feta
representa ¥ desse consumo). A Franca é o segundo maior consumidor de queijo,
contando com 24 kg per capita, sendo que o emmental e o camembert sdo os
gueijos mais comuns, na Franca. Itdlia é a terceira maior consumidora, com 23 kg
per capita (PM FOOD & DAIRY CONSULTING, 2014).

Queijo mussarela € um dos queijos frescos mais vendidos na lItélia,
representando 25% do mercado de queijos. E um queijo de “pasta filata’ (massa
filada) macio e ndo curado fabricado a partir de leite pasteurizado ou né&o
pasteurizado. Leite bovino ou de bufala sdo os mais usados. Dois diferentes
métodos de acidificacdo podem ser aplicados durante sua fabricacdo: acidificacédo
direta por adicdo de &cidos orgéanicos de qualidade alimentar (normalmente, acido
citrico é adicionado ao leite pasteurizado, antes da inclusdo de coalho) ou
acidificacdo microbiana resultante do crescimento de culturas termofilicas iniciais
(TIRLONI et al., 2019).

Desde o ano de 2010, as importacdes de queijo na China triplicaram, o
gue envolve queijo fresco e tipo coalhada, incluindo mussarela; tal tipo de queijo
respondeu por 58% das importagdes de queijo, em 2014 (HOOGWEGT GROEP
B.V., 2015).

Mussarela € o queijo preferido da América e responde por quase um
terco do consumo, principalmente por ser um dos principais ingredientes da pizza.
Na Argentina, tipos macios/frescos (Mozzarella, Cremoso, Saint Paulin) dominam as
categorias de queijos e abrangem 50% do mercado (PM FOOD & DAIRY
CONSULTING, 2014).



Os EUA lideram o consumo global de queijos de massa filada em 54,5%
do volume, seguido por Brasil (6,6%), Italia (5,2%), Alemanha (5,2%) e Canada
(3,7%) (GEA, 2016).

O consumo per capita de queijo mussarela vem crescendo nos Estados
Unidos, desde 1995. A partir de 2010 até 2019, o queijo do tipo mussarela
ultrapassou definitivamente o consumo do queijo cheddar, que era até entdo o tipo
de queijo mais consumido nos Estados unidos (USDA, 2020).

No Brasil, assim como no sul do pais, 0 queijo mussarela é um dos
queijos mais adquiridos, conforme dados do Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica (IBGE, 2019).

Contaminacédo do leite por L. monocytogenes usado para a producéo de
gueijo pode ocorrer durante a ordenha. Contudo, se o patdgeno estiver presente no
leite, € provavelmente inativado durante o processo de producdo de mussarela,
devido ao tratamento térmico aplicado durante a etapa de filagem, onde as
temperaturas podem chegar a 90 a 95°C. Contaminacdo também pode ocorrer
durante ou apds o processo de fabricacdo de queijo (TIRLONI et al., 2019). Esta
contaminacdao foi confirmada em um estudo que revelou uma alta prevaléncia de L.
monocytogenes (24,4%) em queijo mussarela com 0SS mesmos sorotipos
encontrados em amostras ambientais do seu local de produgdo, sugerindo
contaminacdo apdés tratamento térmico, caracterizando contaminacdo cruzada
(GRECO et al., 2014).

Ndo € nenhuma surpresa que alguns produtos lacteos tenham sido
envolvidos em surtos de listeriose, porque todos o0s queijos frescos e macios,
incluindo mussarela, podem potencialmente representar um ambiente de
crescimento adequado para L. monocytogenes, devido as suas caracteristicas fisico-
quimicas (umidade elevada e pH proximo da neutralidade) (TIRLONI et al., 2019).

Vérios alertas também foram emitidos pelo Rapid Alert System para
Alimentos quanto a presenca de L. monocytogenes, em diversos tipos de queijo,

incluindo o queijo mussarela, durante o periodo de 2009 a 2018 (RASFF, 2021).

3.3 Surtos de Doencgas Transmitidas por Alimentos (DTA) envolvendo Listeria
monocytogenes
As DTA séo definidas como doencas causadas pela ingestdo de

alimentos contaminados por agentes quimicos ou biolégicos. As doencas de origem
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alimentar podem ser provocadas por bactérias, fungos, protozoarios, virus e agentes
quimicos, sendo as bactérias, por sua diversidade e patogenia, o maior causador de
DTA, no Brasil (BRASIL, 2016). Para ser considerado um surto de DTA, duas ou
mais pessoas devem apresentar sinais e sintomas semelhantes, apos ingerirem
alimentos e ou 4gua contaminados em um determinado periodo de tempo. Em casos
de contaminacdo por Clostridium botulinum, Escherichia coli O157:H7 e L.
monocytogenes, devido a alta severidade, a ocorréncia de apenas um caso ja é
considerado surto (GERMANO; GERMANO, 2011).

Infeccbes por L. monocytogenes podem resultar em gastroenterite leve
com febre, em individuos saudaveis. No entanto, doencas invasivas caracterizadas
por bacteremia, meningite, pneumonia, endocardite e septicemia podem ocorrer,
principalmente em grupos enquadrados na categoria de alto risco (FERREIRA et al.,
2014).

Apesar das altas taxas de contaminacdo de certos alimentos com L.
monocytogenes, a listeriose € uma doenca relativamente rara em comparagdo com
outras doencas de origem alimentar, como campilobacteriose ou salmonelose. No
entanto, devido a sua alta taxa de letalidade, a listeriose €, ap6s a salmonelose, a
segunda causa mais frequente de mortes relacionadas a infecgdes transmitidas por
alimentos na Europa (ALLERBERGER; WAGNER, 2010).

A listeriose é uma infeccdo grave geralmente causada pelo consumo de
alimentos contaminados com a bactéria L. monocytogenes. Nos Estados Unidos,
estima-se que 1600 pessoas contraem listeriose a cada ano e que aproximadamente
250 morrem por essa enfermidade (CDC, 2017). Em um estudo realizado na
Espanha, baseado em registros de hospitalizacdo entre 1997 e 2015, foram
relatados 5.696 casos de listeriose, envolvendo idosos, mulheres gravidas e recém
nascidos, a maioria em condi¢gbes imunocomprometidas, com 17% de mortalidade,
retratando a listeriose como um grande problema de saude publica emergente
naquele pais (HERRADOR et al., 2019).

Ha varios relatos internacionais recentes de surtos de DTA associados a
L. monocytogenes, envolvendo uma grande variedade de alimentos, incluindo
sorvete (CHEN, Y. et al., 2017b; LI et al., 2017), produtos prontos para consumo a
base de carnes, patés (ALTHAUS et al., 2017; JENSEN et al., 2016), peixes prontos
para consumo (LYYTIKAINEN et al., 2006; SCHIZRRING et al., 2017), frutas com
caroco (CHEN, Y. et al.,, 2016), queijos (CHEN, Y. et al, 2017c) e macga
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caramelizada (ANGELO et al., 2017).

Em dezembro de 2018, foi relatado um surto de listeriose na Austria,
envolvendo 32 pessoas, apds o consumo de um paté de figado contaminado,
resultando em 11 doentes, com um caso grave de septicemia (CABAL et al., 2019).

Na Republica Tcheca, entre os anos de 2012 a 2016, foi observado um
aumento no numero de casos de listeriose. Neste periodo foram relatados 26
doentes, sendo 3 casos fatais, envolvendo consumo de carne de peru de uma
delicatessen. As cepas de L. monocytogenes isoladas nestes casos foram idénticas
nos alimentos embalados pelo mesmo produtor entre 2012 a 2016, indicando que o
patdgeno persistiu no ambiente de producéo ao longo dos anos (GELBICOVA et al.,
2018).

Entre os anos 2017 e 2018, o Departamento de Saude da Africa do Sul
reportou o maior surto de listeriose alimentar do mundo, até o momento, envolvendo
o consumo de um alimento embutido a base de carne (denominado “Polony”)
produzido por uma empresa da regido. O surto ocasionou mais de 1000 casos,
resultando em mais de 200 mortes, mobililizando os servicos de saude daquele pais,
bem como das autoridades internacionais (WHO | LISTERIOSIS — SOUTH AFRICA,
2018).

Recentemente, as autoridades regionais de saude da cidade de
Andaluzia, no sul da Espanha, reportaram a Organizacdo Mundial de Saude (OMS)
um grande surto de listeriose alimentar desencadeado pelo consumo de carne suina
assada refrigerada, fabricada naquele pais. De julho a setembro de 2019, foram
confirmados 222 casos envolvendo 5 regibes da Espanha. Dentre os casos, foram
reportados 3 mortes e 6 abortos (WHO | LISTERIOSIS— SPAIN, 2019).

Nos Estados Unidos, dos 58 surtos de listeriose notificados, entre 1998 e
2014, 30% foram associados ao consumo de queijos Umidos, resultando em 180
doentes, 14 abortos e 17 6bitos (JACKSON et al., 2018).

Um estudo realizado no norte da Italia revelou um grande surto de
listeriose relacionado ao consumo de um queijo macio denominado Taleggio, entre
0s anos 2009 a 2011, envolvendo 36 casos. Neste surto, o mesmo perfil molecular
foi identificado nos isolados oriundos da amostra de queijo, ambiente de
processamento do queijo e amostras clinicas dos casos, sinalizando que a provavel
fonte de contaminacdo do alimento localizava-se no seu ambiente de producéo

(AMATO et al.,, 2017). Na mesma regidao da Itdlia, 50% dos casos de listeriose
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humana foram atribuidos a produtos lacteos, seguidos por aves e suinos (15% cada)
e alimentos mistos (15%), sugerindo que o controle do patdgeno na producéo
primaria poderia reduzir o risco de contaminacdo cruzada em nivel de consumidor
(FILIPELLO et al., 2020)

Um surto de listeriose na Noruega envolvendo 17 pacientes internados
em um hospital, foi relacionado ao consumo de queijo tipo camenbert altamente
contaminado (3,6x10® UFC/porcdo), resultando em 3 mortes. Dos 17 pacientes
envolvidos, 15 deles encontravam-se no grupo de risco para listeriose (JOHNSEN et
al., 2010).

Numa visdo geral mundial de surtos de listeriose ocasionados pelo
consumo de queijo, entre 1983 e 2016 (MARTINEZ-RIOS; DALGAARD, 2018),
varios casos ocorreram pelo consumo de queijos frescos. Neste mesmo estudo de
revisdo, um total de 130.604 amostras oriundas da literatura cientifica e dados das
autoridades europeias foram analisadas, mostrando prevaléncias diferentes de L.
monocytogenes para cada tipo de queijo, entre os anos de 2005 a 2015: queijo
fresco 0,8%, maturado 2,0%, queijo cremoso 5,1% e queijo curados em salmoura
11,8%.

No Brasil, embora ainda ndo haja registros oficiais de surtos de listeriose
alimentar, L. monocytogenes tem sido frequentemente isolada de alimentos e de
seus ambientes de producédo. O frequente isolamento deste patdgeno nos alimentos
indica que a doenca pode estar ocorrendo no pais, mesmo ndo sendo identificada
(DESTRO, 2013)

3.4 Contaminacao cruzada em fatiadores

Produtos processados, como carnes € queijos que passaram por uma
etapa de cozimento adequada para inativar L. monocytogenes, podem ser
recontaminados quando abertos, fatiados e reembalados em varejo. Assim, uma
simples operacdo de embalagem ou reembalagem pode apresentar uma
oportunidade para a recontaminagdo com patdgenos se ndo houver salvaguardas
sanitarias rigorosas (FDA, 2017).

Em uma revisdo que associou L monocytogenes em ambiente de varejo e
flambrerias, onde varios produtos alimenticios foram fatiados, verificou-se que L.
monocytogenes isoladas deste ambiente possuiam prevaléncia maior de fatores de
viruléncia em comparacdo com os isolados dos alimentos ali fatiados. Entretanto,

esta prevaléncia assemelha-se muito com os isolados clinicos, sugerindo que o
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ambiente de varejo e fiambrerias, € a principal fonte de casos de listeriose
clinicamente reconhecidos. O mesmo estudo enfatizou que para combater o
patdogeno e prevenir a contaminacdo cruzada neste local deve haver intervencéo
diaria no ambiente, no que refere-se ao programa de limpeza (FORAUER; WU,;
ETTER, 2021).

Com relacdo a L. monocytogenes, as fatiadoras de delicatessens
costumam ser a principal fonte de contaminacdo cruzada. Em um estudo que
rastreou a contaminagdo em um ambiente de delicatessen, foi verificado que varias
areas do fatiador tinham o maior risco de contaminagcdo cruzada (SIRSAT et al.,
2014).

Lin et al. (2006) avaliaram a contaminacgao cruzada por L. monocytogenes
entre fatiador e produtos carneos (peru assado, salame e mortadela), indicando que
L. monocytogenes pode ser transferida de um fatiador contaminado (10! a 103
UFC/lamina) para carnes e pode sobreviver ou crescer melhor em peru assado do
gue em salame ou mortadela com conservantes. Contagens superiores de células
de L. monocytogenes inoculadas na lamina do fatiador resultaram em mais amostras
de carne fatiada positivas para L. monocytogenes.

O fatiador possui fundamental importancia no processo de contaminacao
cruzada durante fatiamento de produtos carneos, o que pdde ser observado por
Chen, Zhao e Doyle (2014) ao fatiar produtos carneos inoculados superficialmente
com L. monocytogenes, S. Typhimurium e E. coli O157:H7. Todos os patdgenos
foram recuperados de todos os locais de contato do fatiador que foram testados,
apos fatiar os referidos alimentos inoculados.

A contaminac¢do cruzada microbiana, seja em casa ou no local de
producdo, é um dos principais fatores causais de contaminac¢do microbiana de
alimentos, podendo ocasionar DTA. O estudo de Sheen e Hwang ( 2010) demonstra
a importancia acerca do conhecimento sobre a transferéncia de E. coli O157:H7
entre carnes de delicatessen pronta para consumo e o fatiador usado para fatiar
diferentes alimentos, a fim de garantir a seguranca do alimento pronto para
consumo.

Segundo Hoelzer et al (2012) a L. monocytogenes ¢€ facilmente
encontrada no ambiente de estabelecimentos de delicatessen e pode
ocasionalmente contaminar os alimentos manipulados nesses estabelecimentos.

Este estudo sintetizou os modelos matematicos de transferéncia de L.
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monocytogenes entre superficies ambientais e alimentos, incluindo aqueles durante
o fatiamento de alimentos. Em geral, os coeficientes de transferéncia sdo baixos,
embora a contaminacdo cruzada possa ser extremamente eficaz, sob certas
condicbes. Consequentemente, dezenas de itens alimentares podem ser
contaminados a partir de uma Unica fatiadora, mesmo que em baixas concentracdes.
A higienizacao realizada corretamente reduz de forma eficaz a contaminacéo por L.
monocytogenes do ambiente e, portanto, limita a contaminagdo cruzada, embora
seja apenas realizada algumas vezes por dia.

Com base nos modelos matematicos resultantes da transferéncia de L.
monocytogenes durante fatiamento de salmédo Gravlax, foi estimado que se o nivel
de contaminacéao inicial da lamina foi alto (5,9 log UFC/ lamina, ou aproximadamente
2,1 x 10° UFC/cm? com 10 min. tempo de fixacdo), a quantidade de L.
monocytogenes nas fatias apresenta grande reducdo na contagem somente apos o
fatiamento de 127 fatias, e quando o fatiamento € realizado em temperatura
ambiente. Quando o nivel de in6culo foi menor (3,0 log UFC/lamina, ou seja,
aproximadamente 2,6 log UFC/cm?), o patégeno foi detectado esporadicamente,
sendo mais detectado no inicio do fatiamento (exceto na primeira fatia). Para
minimizar a ocorréncia de L. monocytogenes sendo transferida para fatias de
salmdo, uma abordagem sugerida seria descartar as primeiras fatias no inicio da
operacdo. A lamina, a protecdo da lamina e a placa de suporte devem ser
periodicamente desmontadas, limpas e desinfetadas para evitar contaminacao
prolongada do produto com L. monocytogenes (AARNISALO et al., 2007).

Em julho de 2012, foi isolada L. monocytogenes de seis pacientes e duas
amostras de cortes diferentes de queijos reembalados, em virtude de uma
investigacdo de surto de listeriose envolvendo 22 casos, incluindo 4 mortes e um
aborto. Nesta investigacao foi verificado que o queijo contaminado (ricota) com a
cepa causadora do surto contaminou outros tipos de queijos envolvidos no surto,
provavelmente cortados no mesmo equipamento utilizado para cortar a ricota
contaminada, configurando a contamina¢ao cruzada como o fator causal do surto. A
contaminacdo cruzada do queijo destaca a importancia do uso de protocolos de
limpeza e desinfeccao efetivos, apds o corte de cada produto (HEIMAN et al., 2016)

L. monocytogenes tem sido implicada em varios surtos de DTA ligados ao
consumo de carnes prontas para consumo, 0 que atraiu consideravel atencdo em

relacdo a possivel contaminagcdo cruzada durante a operacdo de fatiamento em
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ambientes de varejo. Salame com 15% de gordura foi utilizado para investigar a
transferéncia de L. monocytogenes entre fatiador e salame. Os resultados
mostraram que 0s modelos empiricos desenvolvidos neste estudo foram
razoavelmente precisos na descricio do padrdao de transferéncia de L.
monocytogenes entre a lamina e as fatias de salame se o nivel de inéculo for maior
que 5 log UFC/100cm? no salame ou maior do que 5 log UFC/cm? da lamina. Com
um inéculo inicial menor que 5 log UFC, os dados experimentais sugerem um
padrdo bastante aleatorio de transferéncia bacteriana entre a lamina e o salame,
(SHEEN, S., 2008).

Existem varios fatores que podem afetar a transferéncia de L. monocytogenes
durante o fatiamento, muitos ja descritos em literatura: (1) as composicdes da carne
de delicatessen (umidade, teor de gordura e formulagéo), (2) as caracteristicas da
superficie de corte (textura, homogeneidade) da carne deli, (VORST; TODD;
RYSER, 2006), (3) RPM da lamina de corte, (4) o diametro de lamina, (5) material da
lamina, (ARNOLD; BAILEY, 2000), (6) forca de peso exercida para entrar em contato
com a superficie da lamina, (7) a velocidade de fatiamento, (8) o angulo de contato,
area e espessura da fatia (ATKINS; XU, 2005), (9) o microrganismo (idade, cepa,
tamanho do indculo, capacidade de adaptar a diferentes tensdes e adesdo a
superficies) (MAFU et al., 1991) (KESKINEN; TODD; RYSER, 2008), (10) condicéo
ambiental (por exemplo: temperatura) (AARNISALO et al., 2007). Os dois primeiros
fatores estao relacionados a fatores fisicos do alimento, enquanto que os fatores de
3 a 8 sdo operacionais. Embora nem todos os fatores fisicos tenham impacto
significativo sobre L. monocytogenes, o estudo de sua transferéncia no sentido de

identificar e quantificar esses fatores continua sendo um desafio (SHEEN, S., 2008).

3.5 Comportamento de L. monocytogenes durante armazenamento em

refrigeracao

Em um estudo de sobrevivéncia de L. monocytogenes em alimentos
prontos para consumo, foram avaliadas diversas categorias de alimentos
comercializados no varejo, incluindo carnes, saladas, queijos frescos e suaves de
“estilo hispanico”, queijos maturados com mofo, frutos do mar defumados e saladas
com frutos do mar. Foram testadas 31.705 amostras, onde a prevaléncia geral foi de
1,82%, com prevaléncias variando de 0,17 a 4,7% entre as categorias de produtos.

Foram verificadas prevaléncias mais altas em carnes e saladas embalados na loja
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do que para estes alimentos embalados pelo fabricante. Esta tendéncia foi atribuida
ao manuseio adicional em lojas de varejo, resultando em mais amostras
contaminadas, bem como manutencdo em diferentes temperaturas de refrigeracéo
no varejo, resultando em crescimento em niveis detectaveis nos alimentos
embalados na loja (GOMBAS et al., 2003).

Segundo o codigo alimentar estabelecido pela FDA (2017), a L.
monocytogenes é um dos perigos encontrados em queijos comercializados no varejo
e requerem algumas medidas de controle importantes como: cozimento,
identificagdo de data de validade, conservagdo a frio, lavagem das maos e
prevencdo de contaminacdo cruzada. E indicado o uso de embalagem com
oxigéncio reduzido (Reduced oxigen packaging - ROP) apenas para queijos duros
(aqueles com até 39% de umidade) e semi softs (umidade entre 39 e 50%). Os
processadores de produtos que usam ROP devem incluir precaucdes extras se
planejam confiar na refrigeragdo como Unica barreira que garante a seguranca do
produto. Esta abordagem requer controles de temperatura muito rigorosos de
produtos e equipamentos de refrigeracdo. Se o prazo de validade for estendido, uma
temperatura de 3,3°C ou inferior deve ser mantida para evitar o crescimento de C.
botulinum e a subsequente producdo de toxina. Listeria monocytogenes pode
crescer em temperaturas ainda mais baixas; consequentemente, devem ser
estabelecidas datas de validade adequadas. Barreiras de crescimento s&o
fornecidas pelo baixo pH, aW, vida u(til curta e monitoramento constante da
temperatura do produto. Qualquer obstaculo, ou uma combinacdo de varios, pode
ser usado com refrigeracéo para controlar o crescimento do patégeno.

No estudo desenvolvido por Leong et al. (2014), foram analisados 67
gueijos adquiridos no varejo para avaliar, além de outros patdgenos, o crescimento
de Listeria monocytogenes, durante 15 dias, a 25°C. Fatias de queijo de diferentes
marcas e tipo foram inoculados com um pool composto por 10 cepas de L.
monocytogenes na concentracdo de aproximadamente 10° UFC/g. Foi avaliado
também a concentracdo de sal, porcentagem de acidez titulavel, pH e aW, além do
nivel de bactérias inativas/iniciadoras. Listeria monocytogenes cresceu em 4 queijos,
0S quais sustentaram seu crescimento na faixa de 0,60 a 2,68 log UFC/g (média
1,60 log UFC/g). O crescimento do patégeno variou dentro de tipos ou lotes de
gueijo e foi influenciado pelo pH e porcentagem de sal. Esses dois fatores foram

usados para estabelecer condi¢cdes de limite de crescimento/ndo crescimento para
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armazenamento seguro e prolongado (<25°C) de queijos de leite pasteurizado.

Tirloni et al. (2019) avaliaram o potencial de crescimento de L.
monocytogenes em 33 marcas de queijo mussarela, em termos de caracteristicas
fisico-quimicas e microbiologicas que influenciam no crescimento do patégeno
(populacdes microbianas, umidade, pH, e acidos organicos). Quase todos 0s queijos
foram classificados como mussarela de alta umidade (> 52%) e com pH variando de
5,32 a 6,43, dependendo da metodologia de fabricacdo aplicada. As concentracdes
de acido organico detectadas em todas os produtos eram inferiores a concentracéo
inibitéria minima (CIM) relatado na literatura para L. monocytogenes. Portanto, as
concentragdes de acido organico foram insuficientes para prevenir o crescimento de
Listeria, o que foi confirmado pela simulacdo de contaminacdo pos producéo (2 a 3
log UFC/g) com crescimento muito rapido em todas as temperaturas de
armazenamento aplicadas (de 4°C a 20°C — aprox. 4 a 16 dias). A Listeria
monocytogenes nado foi inibida pela microflora presente ou pelas condicdes
ambientais (acidos organicos, pH) presente na matriz alimentar. Boas praticas de
higiene deve ser aplicadas, especialmente com o objetivo de evitar contaminacao
pos-producdo de mussarela. L. monocytogenes pode ser um risco para a seguranca
do queijo mussarela, uma vez que pode ocorrer contaminacado quando a embalagem
€ aberta. O manuseio correto, especialmente durante o armazenamento doméstico,
€ sugerido para minimizar o potencial de replicacdo de bactérias patogénicas, como
L. monocytogenes que foram capazes de crescer em diferentes condigbes de
armazenamento.

Diferentes caracteristicas fisico-quimicas e microbiolégicas dos queijos
podem afetar o potencial de Listeria monocytogenes de crescer, sobreviver ou exibir
uma resposta acido adaptativa durante o armazenamento e sua digestdo. Em um
estudo que objetivou avaliar a sobrevivéncia ou potencial de crescimento de L.
monocytogenes em varios tipos de queijos durante o armazenamento, bem como o
efeito da microbiota normal do queijo no crescimento deste patégeno e sua
resisténcia a digestdo gastrica simulada, foram inoculados por¢ges destes queijos
com aprox. 100 UFC/g ou cm? de L. monocytogenes e armazenados sob vacuo ou
condi¢cOes aerdbias, a 7°C. Os queijos utilizados no experimento foram adquiridos
com datas diferentes em relacdo a producdo e data da validade, para verificar o
impacto de niveis varidveis de cultura inicial ou microbiota de deterioracdo. A

sobrevivéncia em fluido gastrico simulado (pH 1,5; HCI; max. 120min.) foi avaliada
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em trés tempos, durante o armazenamento. Verificou-se que dentre 0s queijos
avaliados, o tipo mussarela suportou o crescimento de L. monocytogenes de
aproximadamente 7,0 — 8,0 log UFC/g ou cm? apds 15—20 dias de armazenamento,
a 7°C, e altos valores de pH (aprox.6,23+0,01) e Aw (0,985+0,002-0,986+0,009). O
crescimento de L. monocytogenes foi significativamente suprimido (p <0,05) nas
amostras adquiridas perto da data de validade (com altas contagens totais de
células viaveis), em comparacdo com aguelas proximas a data de producéao,
independentemente do tipo de queijo. Os queijos que suportaram o crescimento de
L. monocytogenes possibilitaram maior sobrevivéncia na acidez gastrica ao longo de
sua vida util em comparacdo com 0s queijos que ndo suportaram o crescimento
(KAPETANAKOU et al., 2017a).

Tal perfil de crescimento néo foi verificado no estudo de Angelidis et al.
(2010), o qual avaliou o comportamento de L. monocytogenes em um queijo fundido
processado com as seguintes caracteristicas fisico quimicas: umidade 41,9%,
gordura 22%, pH 5,0 e Aw 0,9273. O crescimento do patégeno foi avaliado ao longo
do tempo, inoculando o produto com trés diferentes cepas de L. monocytogenes, em
trés diferentes niveis de inoculacdo (aprox. 10°, 10% e 10> UFC/g de queijo ou
menos) e apos armazenamento dos produtos contaminados a 4°C, 12°C ou 22°C. O
crescimento de L. monocytogenes ndo foi observado em nenhum dos ensaios
experimentais ao longo do periodo de armazenamento (até 1 ano). As populacdes
de L. monocytogenes diminuiram ao longo do tempo com uma taxa que foi
dependente da cepa e da temperatura de armazenamento. No entanto, para queijos
inoculados com o inéculo superior e armazenados a 4°C, populacfes viaveis de L.
monocytogenes puderam ser detectadas por até nove meses, ap0s a inoculacao. Os
resultados enfatizam que o tipo de queijo testado deve ser classificado como aquele
gue nao suporta o crescimento do patégeno, condicbes de distribuicdo e
armazenamento dentro do previsto no estudo. No entanto, a contaminacdo pos-
processamento do produto deve ser evitada de forma rigorosa, uma vez que 0O
patdégeno pode sobreviver no produto por longos periodos, particularmente sob
armazenamento refrigerado (4°C).

A capacidade do queijo (feta e queijo macio de leite de cabra) para
permitir o crescimento de L. monocytogenes foi determinado usando um indculo
inicial de aproximadamente 100 UFC/g. O queijo foi incubado a 8°C, por 14 dias. Os

resultados mostraram que 0 queijo ndo suportou o0 crescimento de Listeria
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monocytogenes. A partir deste estudo, ficou evidente que existem outros fatores nos
alimentos além do pH, aW e contagem bacteriana total que podem inibir a L.

monocytogenes em alimentos (HUNT et al., 2018).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Preparo do inéculo

Foi utilizado um pool composto por seis cepas de L. monocytogenes, das
guais cinco foram isoladas de amostras de queijo mussarela, ambientes de
fabricacdo de produtos lacteos e de servicos de alimentacdo. Tais cepas foram
isoladas pelos 6rgados de fiscalizacdo municipais e estaduais do Rio Grande do Sul.
A sexta cepa utilizada no pool foi isolada de produtos lacteos, pertencente ao
Laboratorio de Microbiologia e Controle de Alimentos, Instituto de Ciéncia e
Tecnologia de Alimentos, Universidade Federal do Rio Grande do Sul
(ICTA/UFRGS), identificada como 7459, proveniente de ambiente de laticinio. A

identificacdo de cada cepa esta descrita no Quadro 1.

Quadro 1: Identificacdo e fonte de isolamento das cepas que compuseram o pool de Listeria
monocytogenes utilizado para avaliar a transferéncia do microrganismo durante o fatiamento de
gueijo mussarela.

Identificagéo da cepa Fonte
LM1 Queijo mussarela fatiado
LM2 Queijo mussarela em pedacos
LM3 Queijo mussarela ralado
LM4 Queijo mussarela fatiado
LM5 Lamina fatiador
7459 Ambiente de laticinio

Uma coldénia de cada cepa de L. monocytogenes foi semeada
separadamente em caldo Brain Heart Infusion (BHI; Merck, Darsmtadt, Alemanha)
adicionado de 0,6% de extrato de levedura (YE; Kasvi; modelo K25-611005, S&o
José dos Pinhais, Brasil), incubados a 37°C, por 24h. Apés incubacdo, uma aliquota
de cada cultura foi novamente semeada em caldo (BHI+0,6%YE) e incubado
novamente em estufa a 37°C, por 24h, a fim de obter culturas bacterianas
fisiologicamente ativas. Para a formacdo do pool, foi transferido 1mL de caldo
(BHI+0,6%YE) de cada cultura, para um tubo Falcon. Este pool foi centrifugado
(1000g, 10min, 4°C) (CIENTEC CT-5000R, Brasil), sendo o sobrenadante
descartado e o pellet lavado com agua peptonada estéril 0,1% (m/m) (Merck,
Darsmtadt, Alemanha). Esse procedimento foi repetido trés vezes, sendo que na

terceira repeticdo, as células foram ressuspendidas em 10mL de agua peptonada
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estéril 0,1% (m/m), e a concentracao final de 10® UFC/mL foi ajustada por meio de
densidade o6ptica (DO630nm), utilizando equipamento Ultrospec 3100 ™ Pro
(Amersham Biosciences, Reino Unido). O numero de células foi confirmado por
semeadura em placas com agar seletivo para Listeria Oxford (Merck, Darsmtadt,
Alemanha), adicionado de suplemento seletivo para Listeria Oxford (Merck,
Darsmtadt, Alemanha). Em seguida, foram preparadas diluicdes decimais seriadas
em agua peptonada estéril 0,1% (m/m) até que o pool de L. monocytogenes
atingisse uma concentracdo de aproximadamente 10’ UFC/mL, o qual foi utilizado

para a contaminacéo artificial do queijo, conforme descrito no subitem 4.2.

4.2 Preparo da amostra de queijo contaminada artificialmente

Uma peca de queijo mussarela, produzida em estabelecimento devidamente
inspecionado (selo de inspecao federal — SIF 2977), foi adquirida em comércio local,
na cidade de Canoas, Rio Grande do Sul, sul do Brasil. As dimensdes da peca
(padrdo comercial) eram de aproximadamente 25 cm de comprimento, 10cm de
altura e 9cm de largura, e 2Kg. A peca adquirida foi armazenada conforme
temperatura contida em sua rotulagem (0°C a 10°C), até o momento de ser utilizada.
De acordo com a rotulagem, a composicdo do queijo era: leite pasteurizado
semidesnatado, fermento latico, cloreto de calcio (agente de firmeza), quimosina e
sal (NaCl 0,7%). Os parametros fisico-quimicos declarados no rétulo eram: gordura
(23%), umidade (48%) e proteina bruta (26,30%m/m). O pH foi medido em pHmetro
modelo Q400A (Quimis®, Sdo Paulo, Brasil), enquanto a atividade de agua (aw) foi
medida em Water Activity Analyzer (Decagon Devices, Washington, Estados
Unidos), resultando em 5,36 e 0, 981, respectivamente.

A amostra de queijo foi artificialmente contaminada com o pool de L.
monocytogenes no Laboratério de Microbiologia e Controle de Alimentos do Instituto
de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos da Universidade Federal do Rio Grande do
Sul (ICTA/UFRGS). Dentro de uma cabine de fluxo laminar e com o auxilio de uma
faca previamente esterilizada, o queijo foi retirado de sua embalagem primaria.
Utilizando uma forma de plastico forrada com um filme plastico, o queijo foi
preparado para a proxima etapa. A contaminacdo da amostra ocorreu conforme
metodologia utilizada por Sheen e Hwang (2008) adaptada: 1 mL do pool de L.
monocytogenes (7log UFC/mL) foi espalhado superficialmente nas quatro faces do

queijo (exceto a base e o topo da peca). Este método, segundo Sheen e Hwang



22

(2008), garante a maxima transferéncia de células de L. monocytogenes para a
lamina do fatiador, se comparado com a inoculacdo de todas as faces, incluindo o
topo e a base, pois maximiza a transferéncia para o fatiamento subsequente do
queijo ndo contaminado. Com o auxilio de uma pipeta, 250uL do pool foi disposto
em cada face do queijo, (25x10x9cm). Em seguida, uma al¢ca de Drigaslki foi
utilizada para espalhar o in6culo em cada superficie do queijo, até absorcao. Dessa
forma, cada fatia de aproximadamente 2 mm de espessura e peso aproximado de
20gr, apresentou uma concentracdo final de aproximadamente 10° UFC de L.
monocytogenes.

A peca de queijo contaminada foi mantida na camara de fluxo laminar por
20 minutos, a fim de promover a melhor adeséo do in6culo na peca. Posteriormente,
a peca foi coberta com um saco plastico estéril e mantida a 4°C, por uma hora, antes
dos experimentos (VORST; TODD; RYSER, 2006), a fim de que o queijo ficasse o

mais firme possivel para o fatiamento.

4.3 Fatiador

Um fatiador de modelo comercial (HOBART 2712, United States of
America) foi utilizado neste estudo, o qual é um dos modelos mais amplamente
utilizados em fiambrerias de supermercados. Este fatiador possui uma lamina cuja
area chanfrada é de 175,84 cm? (4rea que entra em contato com o alimento durante
o fatiamento). A higienizacdo do fatiador foi realizada antes e apos cada
experimento, em local especifico e diferente da sala onde ocorria o fatiamento, com
a finalidade de prevenir possivel contaminacdo ambiental por L. monocytogenes.
Primeiramente, procedeu-se a desmontagem do equipamento, conforme manual de
instrucdo, e apos a etapa de limpeza e retirada de residuos aparentes, com
detergente neutro e agua potavel, e posterior enxague, a desinfeccao foi realizada
com acido peracético a 1% (Kalykim S 360, Alvorada, Brasil), por 10 minutos. O
fatiador foi seco naturalmente em temperatura ambiente, antes de cada uso. Apos
cada higienizac&o do fatiador, 10cm? da area chanfrada da lamina foi amostrada por
meio de um swab (Labplas KSS-67310-BPW Sani-Stick, Quebec, Canad4) para
verificagdo do processo de higienizacdo. Para isso, cada swab foi imerso em 90mL
de agua peptonada estéril (m/m) 0,1% e homogeneizado por 10 segundos. Uma
aliquota de 1mL foi semeada em placa contendo agar seletivo para Listeria Oxford

(Merck, Darsmtadt, Alemanha), adicionado de suplemento seletivo para Listeria
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Oxford (Merck, Darsmtadt, Alemanha), em duplicata. As placas foram incubadas a
37°C, por 48 horas, sendo entdo verificadas quanto a presenca/auséncia de coldnias
tipicas. Nao havendo colbnias tipicas de L. monocytogenes, 0Ss experimentos
prosseguiram.

O equipamento foi ajustado de tal maneira a produzir fatias na dimensao
mais utilizada comercialmente em varejos (aproximadamente 2 mm de espessura,

peso de aproximadamente de 20g).

4.4 Avaliacao da transferéncia de L. monocytogenes de queijo contaminado
artificialmente para lamina do fatiador

Para avaliar a transferéncia de L. monocytogenes presente na peca de
gueijo mussarela contaminada artificialmente para a lamina do fatiador previamente
higienizado (conforme descrito no subitem 4.3), foi realizado o fatiamento de
determinadas quantias de fatias. Quantidades diferentes de fatias foram produzidas,
a fim de verificar se a quantidade de fatias influenciava no nivel de transferéncia de
L. monocytogenes para a lamina. A |lamina foi amostrada através de swabs apds
fatiar quantidades diferentes de fatias, em 4 etapas separadas: fatiando 1, 5, 50 e
100 fatias. A cada swab coletado, o fatiador foi novamente higienizado (conforme
descrito no subitem 4.3), iniciando novo fatiamento de queijo contaminado
artificialmente, em cada etapa. Além dos swabs, foram coletadas as seguintes fatias:
12, 23 53 252 502 752 1002,

O fatiamento ocorreu em temperatura ambiente. Apoés finalizar cada
fatiamento, 10 cm? de &rea chanfrada da lamina foi amostrada com o auxilio de um
swab (Labplas KSS-67310-BPW Sani-Stick, Buffered Peptone Water). Cada swab foi
colocado em saco plastico estéril e adicionado de 90mL de agua peptonada estéril
0,1% (m/m) e homogeneizado por 10 segundos. Uma aliquota de 100uL foi
semeada em placa contendo &gar seletivo para Listeria Oxford (Merck, Darsmtadt,
Alemanha), adicionado de suplemento seletivo para Listeria Oxford (Merck,
Darsmtadt, Alemanha). As placas foram incubadas a 37°C, por 48 horas, e as
colbnias tipicas foram contadas.

Durante o fatiamento, cada fatia analisada foi coletada separadamente
imediatamente apds sair da lamina e acondicionada em um saco plastico estéril
transparente. Apés, cada fatia foi diluida 1:9 em agua peptonada estéril 0,1% (m/m)

e homogeneizada em equipamento agitador especifico (Stomacher ® 400, Seward,
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England) por 2 minutos. Diluicdes decimais seriadas foram realizadas e aliquotas
das diluicbes foram semeadas em placa contendo meio Oxford (Merck, Darsmtadt,
Alemanha) adicionado de suplemento (Merck, Darsmtadt, Alemanha), em duplicata.
As placas foram incubadas a 37°C por 48 horas, e as col6nias tipicas foram
contadas e expressas como log UFC/g. O limite de deteccdo foi de 100 UFC/g.
Quando o aumento da sensibilidade foi necesséario, 1000puL da primeira diluicdo
foram colocados em trés placas de agar Oxford + Suplemento (300, 300 e 400uL por
placa). Todas as contagens foram realizadas em duplicata e todos os experimentos

foram realizados em triplicata.

4.5 Avaliacdo da transferéncia de L. monocytogenes da lamina contaminada

para queijo ndo contaminado

Para avaliar a transferéncia de L. monocytogenes presente na lamina do
fatiador para o queijo ndo contaminado, procedeu-se o fatiamento de um queijo
ausente de L. monocytogenes em uma lamina contaminada artificialmente, conforme
descrito nos itens 4.5.1 e 4.5.2 abaixo.

4.5.1 Contaminacéo da lamina

Previamente a contaminacdo da lamina, foi realizada a higienizacdo do
fatiador, conforme descrito no item 4.3. A contaminagdo da lamina foi realizada
fatiando-se 100 fatias de um queijo contaminado artificialmente (conforme descrito
no item 4.2). O rendimento médio da peca de queijo contaminada artificiamente foi
de 100 fatias. Portando, assumiu-se o fatiamento total da peca de queijo como o pior
cenario de contaminacéo da lamina

4.5.2 Fatiamento de queijo mussarela ndo contaminado

Uma peca de queijo mussarela ndo contaminado (com as mesmas
especificacoes descritas no item 4.2) foi utilizada nesta etapa. Previamente ao
fatiamento, uma amostra de 25g deste queijo foi coletada com auxilio de uma faca
estéril e acondicionada em um saco plastico estéril transparente. Em seguida, foi
realizada a diluicdo em 1:9 em 4gua peptonada estéril 0,1% (m/m) e homogeneizada
em equipamento agitador especifico (Stomacher ® 400, Seward, England), por 2
minutos. Diluicbes decimais seriadas foram realizadas e aliquotas das diluicdes
foram semeadas em placa contendo meio Oxford (Merck, Darsmtadt, Alemanha)
adicionado de suplemento (Merck, Darsmtadt, Alemanha), em duplicata. As placas

foram incubadas a 37°C por 48 horas, sendo entdo verificadas quanto a
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presenca/auséncia de col6nias tipicas.

Imediatamente apdés a contaminagdo da lamina, uma peca de queijo
mussarela ndo contaminado artificialmente foi fatiada. Neste experimento, toda a
peca de queijo foi fatiada (considerado o pior cenario de contaminagédo). Foram
analisadas as seguintes fatias: 12, 22, 52, 252, 508, 752, 1002

Cada fatia foi coletada separadamente e acondicionada em saco plastico
transparente estéril, diluida 1:9 em agua peptonada estéril (w/w) a 0,1% e
homogeneizada (Stomacher ® 400, Seward, England), por 2 minutos. Diluicbes
decimais seriadas foram realizadas e aliquotas das amostras foram semeadas em
placa contendo meio OXFORD (Merck, Darsmtadt, Alemanha), adicionado de
suplemento (Merck, Darsmtadt, Alemanha), em duplicata. As placas foram
incubadas a 37°C, por 48 horas, e as colbnias tipicas foram contadas e expressas
como log UFC/g. O limite de detecgao foi de 100 CFU/g. Quando o aumento da
sensibilidade foi necessério, 1000 puL da primeira diluicdo foram colocados em trés
placas de agar Oxford + Suplemento (300, 300 e 400 pL por placa). Todas as
contagens foram realizadas em duplicata e todos os experimentos foram realizados
em triplicata.

4.6 Predicdo do comportamento de Listeria monocytogenes em fatias de
gueijo mussarela durante armazenamento em refrigeracao

Fatias de queijo mussarela (100%) contaminadas conforme item 4.5.2
foram coletadas separadamente, imediatamente apdés sairem do fatiador,
acondicionadas em sacos plasticos transparentes estéreis e submetidas ao
armazenamento em refrigeracao (BOD SL -200, Solab Cientifica, Piracicaba, Brasil),
em dois cenarios diferentes de tempo e temperatura. A determinacdo dos dois
cenarios de tempo e temperatura de armazenamento foram definidas apds analise
das informacdes de rotulagem de 10 marcas de queijo mussarela comercializadas
no varejo, oriundas de estabelecimentos registrados em servicos de inspecao,

conforme Tabela 01, abaixo.
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Tabela 1: Indicacdo de rotulagem de tempo e temperatura de armazenamento, apds abertura de
embalagens, de diversos queijos mussarela coletados em varejo no sul do Brasil.

Marca Tempo (dias) Temperatura (°C)
5 1-10
B nao informado 0-7
C 8 0-10
D 10 1-10
E 15 1-10

igual a validade do

F produto fechado 4-5
G 5 1-10
H 15 0-10
I 5 1-10
J 7 0-5

Para realizar a predicdo do comportamento de L. monocytogenes em
fatias de queijo mussarela durante armazenamento em refrigeracdo, foram
escolhidos os dois piores cenarios de combinacdo de tempo e temperatura de
armazenamento de queijos apds abertos, indicados nas rotulagens analisadas:
10°C, por 10 dias e 10°C, por 15 dias.

Apdés o armazenamento pelo periodo e temperatura descritos nos dois
cenarios, as fatias foram analisadas conforme descrito no item 4.5.2. Todas as
contagens foram realizadas em duplicata e todos os experimentos foram realizados
em triplicata. Os resultados obtidos através destas analises laboratoriais foram
comparados com os resultados obtidos em softtware de microbiologia preditiva
(ComBase). Os dados experimentais foram ajustados, usando a ferramenta DMFit

do software ComBase (browser.combase.cc/DMFit.aspx).
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4.7 Analises estatisticas
As médias das contagens de L. monocytogenes foram transformadas em
log de base 10 e, posteriormente, foram verificadas para diferencas significativas
(p<0,05), utilizando analise de variancia univariada (ANOVA), seguida do teste de

Tukey, utilizando o software online SAS Studio®.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Transferéncia de Listeria monocytogenes de queijo contaminado
artificialmente para a lamina do fatiador
Os resultados da transferéncia de L. monocytogenes do queijo

contaminado artificialmente para a lamina da fatiadora s&o mostrados na Tabela 02.

Tabela 2: Média das contagens de L. monocytogenes sobre a lamina do fatiador (log UFC/lOcmZ),
apos fatiamento de queijo mussarela contaminado artificialmente.

L. monocytogenes (log UFC/10cm?) na lamina
F1 F5 F50 F100
Antes do fatiamento nd nd nd nd
Depois do fatiamento  2,71°+0,02 3,22°+0,18 3,75%+0,03 3,67°+0,03

nd: ndo detectado; Teste de Tukey <0,05; F1= fatiando 1 fatia; F5= fatiando 5 fatias; F50= fatiando 50
fatias; F100= fatiando 100 fatias; Letras diferentes indicam diferenca significativa.

O objetivo da analise de diferentes fatias foi verificar se esse numero

influenciaria na transferéncia do microrganismo. Assim, partindo de uma
contaminacao inicial de aproximadamente 5 log/fatia (ou convertido para 4 log
UFC/cm? da fatia) de L. monocytogenes na superficie da peca de queijo mussarela,
a contaminacao inicial da lamina foi de aproximadamente 2,71log UFC/10cm?, a qual
foi aumentando ao longo do fatiamento até tornar-se constante depois de fatiar 50
fatias.
Os resultados demonstraram que as contagens foram maiores entre a primeira e
guinta fatia. Entretanto, verifica-se que nos dois ultimos cenarios (F50 e F100), onde
mais fatias foram fatiadas, a transferéncia deixar e existir, ou seja, ndo houve
diferenca significativa (p=0,05).

Os resultados do presente estudo diferem dos resultados obtidos em
estudo semelhante realizado por Chen et al. (2014). No referido estudo, utilizou-se
5mL de um pool de L. monocytogenes com uma concentracdo de 5 log UFC/mL
para contaminar uma peca de queijo tipo suico, o que resultou em uma
contaminacgao final de aproximadamente 3log UFC/cm?. O queijo suico foi fatiado,
resultando em uma transferéncia de aproximadamente 1,7log UFC/10cm? para a

lamina, apos fatiar 10 fatias. No presente estudo, foi utilizado um nivel de
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contaminacdo ligeiramente superior no queijo mussarela (ImL do pool de L.
monocytogenes com concentracdo de aproximadamente 7 log UFC/mL), resultando
em uma contaminacao final de aproximadamente 5 log UFC/fatia (ou convertido para
4 log UFC/cm?). Este nivel mais alto de contaminacéo no queijo pode ter gerado
maior transferéncia de L. monocytogenes para a lamina, o que foi demonstrado na
Tabela 2. A maior transferéncia observada no presente experimento pode ser
explicada pela maior contaminacéo inicial do queijo, bem como pelo tipo de queijo
utilizado no experimento. O queijo mussarela apresenta menor teor de gordura
(23%) do que o queijo suico (29%). Este perfil fisico-quimico pode possibilitar maior
transferéncia entre o queijo e a lamina, durante o fatiamento, conforme ja verificado
por Vorst et al. (2006) que analisaram diversos produtos carneos e constataram que
agueles com menor teor de gordura e maior teor de umidade possuiram maior
transferéncia.

Aarnisalo et al. ( 2007) também realizaram estudo semelhante usando
filés de salmdo Gravlax, os quais tém maior umidade e menor gordura (umidade
60% e gordura 16,1%)que o queijo mussarela. Os filés foram inoculados com 7,6 log
UFC/peca e os resultados mostraram que, ap0s o0 processamento da primeira fatia
contaminada, a transferéncia de L. monocytogenes para a lamina foi de
aproximadamente 3,9 log UFC/10cm? No presente estudo, o queijo inoculado
(umidade 48% e gordura 23%) com nivel de contaminacdo semelhante, apresentou
menor transferéncia para a lamina ja na primeira fatia (2,71 log UFC/10cm?).

Um padréo semelhante foi verificado nos resultados das contagens das
fatias do queijo contaminado artificialmente, apds serem processadas no fatiador,
como mostrado na Tabela 3. Nesta etapa, toda a peca de queijo contaminada foi
fatiada, resultando em 100 fatias (F100). Desta forma, assumiu-se o processo F100
como o pior cendario (maior contaminacdo e maio numero de fatias) com maior
namero de fatias processadas, comparando com outras situacdes com menor
namero de fatias (F1, F5, F50).
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Tabela 3: Contagens médias de Listeria monocytogenes em fatias de queijo contaminadas
artificialmente durante o processo de fatiamento de 100 fatias (F100).

Fatia (log UFC/qg)
inicial 3,70%+0,00
12 3,80%+0,79
24 3,83%+0,36
5 4,15%+0,22
252 3,53%+0,17
502 4,23%+0,15
752 4,27%+0,07
1002 4,23%+0,26

Teste de Tukey <0,05; Letras diferentes indicam diferencga significativa. Contaminacao inicial da fatia:

5log UFC/fatia ou convertido para 3,70log UFC/g.

Apos fatiar toda a peca de queijo contaminado artificialmente, foram
analisadas as seguintes fatias: 12, 23, 5% 252 502 752 1002. Considerando que a
contaminacao inicial de cada fatia foi cerca de 3,70 log UFC/g os resultados
indicaram um ligeiro aumento das contagens, ainda que esse aumento ndo tenha
sido significativo (p=0,05). Ou seja, 0 queijo contaminado, ao ser fatiado, além de
contaminar a lamina, pode ter aderido mais células de L. monocytogenes
proveniente do contato com a lamina.

Os resultados das Tabelas 2 e 3 sdo complementares e indicam um
padrdo de transferéncia de L. monocytogenes para a lamina. A medida que mais
fatias foram processadas, a transferéncia de células bacterianas tornou-se constante
e em quantidades reduzidas. Os resultados do presente estudo séo similares aos
resultados de Lin et al. (2006) e Vorst et al. (2006), os quais relatam que a gordura
depositada na lamina durante o fatiamento de produtos cérneos pode ajudar L.
monocytogenes a permanecer no equipamento por mais tempo, propiciando uma
transferéncia continua de algumas células. E possivel que a gordura do queijo
fatiado no presente estudo tenha agido da mesma forma, uma vez que houve
deposicao visivel de residuos gordurosos durante o fatiamento.

Sheen et al. (2010) e Sheen e Hwang ( 2011) relataram que muitas
células bacterianas sédo mortas ou se tornam inviaveis pela acao da lamina de corte,

devido ao impacto da forca de cisalhamento na superficie e pelo aumento da
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temperatura produzida instantaneamente, durante a operagéo de corte. No entanto,
esse mecanismo de letalidade né&o foi claramente elucidado. No presente estudo,
acredita-se que esse mecanismo de letalidade tenha sido atenuado pela gordura
depositada na lamina. Esta deposicdo pode ter envolvido as células de L.
monocytogenes e atuado como fator protetor contra atrito mecéanico, bem como
como isolante térmico. Este mecanisno pode ter favorecido um padrdo de troca de
células de L. monocytogenes entre a lamina e o queijo, tornando a transferéncia de

um nivel baixo de células e continua.

5.2 Transferéncia de L. monocytogenes da lamina contaminada para o queijo
mussarela
Os resultados médios das contagens de L. monocytogenes nas fatias
analisadas, apds a passagem pela lamina contaminada sdo mostrados na Tabela
04.

Tabela 4: Resultados médios das contagens de L. monocytogenes nas fatias de queijo mussarela ndo
contaminado, apés o fatiamento de 100 fatias por lamina contaminada.

Fatia (log UFC/qg)

12 2,19%°+0,17

24 2,66%+0,05

5a 2,31%+0,25

252 2,16*+0,10

502 2,00*°+0,03

752 1,92°° 10,18

1002 1,69°°£0,21
Teste de Tukey <0,05; Resultados com letras diferentes indicam diferenca significativa; Swab antes
de iniciar o fatiamento = lamina previamente contaminada apés fatiar 100 fatias de queijo

contaminado artificialmente, conforme os resultados mostrados na Tabela 03, porém expresso em
log/cm? (2,68+0,03 log/lUFC/cm?); Swab ao final do fatiamento: 1,21+0,30 log/UFC/cm?.

Apés o fatiamento de todo o queijo ndo contaminado ocorreu uma
diminuicdo significativa (p<0,05) da contagem de L. monocytogenes na lamina
contaminada. A contagem inicial da lamina foi de 2,68+0,03 log UFC/cm?, enquanto
a contagem da lamina apds o fatiamento de 100 fatias foi de 1,21+0,30 log UFC/cm?,
resultando em uma diminuicdo na contaminacdo da lamina de aproximadamente
1,47 log UFC/g. Os resultados da Tabela 05 também demonstram que a

Y

contaminacdo das fatias 12 a 752 ndo variou significativamente (p=0,05), sendo
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semelhante a contaminagéo inicial da lamina. O mesmo foi observado nas ultimas
fatias (752 e 100?), que apresentam contaminacdo semelhante a contaminacao final
da lamina. Esses resultados demonstraram que durante o processo de fatiamento de
toda peca de queijo mussarela, a transferéncia de L. monocytogenes da lamina para
0 queijo foi semelhante ao longo do processo, o que foi ocasionado pela troca de
microrganismos entre a lamina e queijo.

Em estudo realizado por Sheen e Hwang ( 2008), a contaminacdo da
lamina foi realizada fatiando presunto com contaminacao inicial de 6 log UFC/peca
de L. monocytogenes, resultando em uma contaminacéo final da lamina estimada
por modelos matematicos de aproximadamente 3,65 log UFC/lamina. A
contaminacao da lamina transferida para o presunto fatiado ndo contaminado foi de
4 log UFC/fatia, na primeira fatia, até 1,5 log UFC/fatia aproximadamente na 1102
fatia. Considerando que nem todas as células de Listeria conseguem aderir a lamina
durante o fatiamento do presunto contaminado, foi observado que a transferéncia do
patégeno para a lamina foi elevada, com base nas contagens de L. monocytogenes
transferidas para o presunto fatiado ndo contaminado. A contaminacao inicial da
lamina utilizada no presente estudo foi maior (2,68 log UFC/cm? conforme descrito
no rodapé da Tabela 04, convertido em 4,87 log UFC/lamina) do que o estudo de
Sheen e Hwang (2008), mas a transferéncia de L. monocytogenes para as fatias de
gueijo (12 fatia: 2,19 log UFC/g ou 3,26 log UFC/fatia e 1002 fatia: 1,69 log UFC/g ou
3,11 log UFC/fatia) foi inferior ao observado na fatias de presunto. Mais uma vez, a
matriz alimentar do produto fatiado pode ter interferido no padréao de transferéncia do
patégeno durante o fatiamento, visto que o queijo possui mais gordura (23%) do que
0 presunto (2%), podendo gerar uma camada de gordura na lamina, a qual mantém
a transferéncia de células bacterianas em um nivel menor, em compara¢cdo com o
fatiamento do presunto. Por outro lado, a alta umidade do presunto pode ter a
funcado de "lavar" a lamina a cada corte, podendo arrastar mais células de Listeria da
lamina para o presunto. Vorst et al. (2006) relataram um baixo nivel de transferéncia
de L. monocytogenes em salame em comparagcdo com peru ou mortadela, ambos
com mais umidade e menos gordura que o salame.

No estudo de Aarnisalo et al. (2007), um filé de salméao Gravlax (umidade:
60%, gordura: 16,1%) foi inoculado com L. monocytogenes (indculo de superficie
total do filé de 7,6+0,1log UFC/peca) e fatiado, para a contaminacao artificial da

lamina. Um filé de salméao Gravlax nao inoculado foi fatiado na lamina previamente
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contaminada. Uma contaminacdo de 3,0+1,1 log UFC/g foi inicialmente transferida
para a primeira fatia do filé ndo inoculado, e a transferéncia foi de 1,5 log UFC/g,
apos 39 fatias. Este mesmo estudo concluiu que outras investigacdes devem incluir
o efeito da variabilidade da cepa, composicdo do produto e fatiadores em grande
escala. Comparando os resultados do presente estudo realizado com queijo
mussarela (umidade: 48%, gordura: 23%), pode-se sugerir que a composi¢do do
produto interferiu na transferéncia de células bacterianas durante o fatiamento. A
transferéncia da lamina (contaminada com queijo inoculado com um nivel
semelhante ao usado no filé de salmdo Gravlax, de aproximadamente 7 log
UFC/peca) para o queijo ndo inoculado foi menor desde a primeira fatia (2,19log
UFC/g), e a transferéncia foi de 1,69 log UFC/g ap6s 100 fatias. Portanto, foi

observada uma transferéncia em menor nivel, porém mais prolongada.

5.3 Predicdo do comportamento de Listeria monocytogenes em fatias de

gueijo mussarela armazenadas sob refrigeracéo

A partir dos resultados encontrados, houve o interesse em investigar o
possivel comportamento de L. monocytogenes presente em queijos processados
durante sua exposi¢ao no varejo ou na residéncia do consumidor, sob temperatura
refrigerada. Para isso, foi utilizada a Ultima fatia contaminada artificialmente (100%), a
qual foi armazenada sob refrigeracdo a 10°C, por 10 e 15 dias. Além disso, também
foi utilizado o software Combase para predizer o comportamento da Listeria em
caldos contendo o0s mesmos parametros do queijo utilizado no presente
experimento, nas mesmas condicdes de armazenamento mencionadas (dados

apresentados na Tabela 5).

Tabela 5: Média das contagens laboratoriais e valores preditos no software Combase da
contaminagdo das fatias de queijo mussarela contaminadas artificialmente com L. monocytogenes
armazenadas a 10°C, por 10 e 15 dias.

Contagem (log UFC/g) ComBase (log UFC/g)

1 dia (contagem inicial)* 1,39°+0,09 1,39°
10 dias 1,512 +0,17 3,03
15 dias 1,692 +0,26 4,68

*1 dia (contagem inicial): 100* fatia contaminada antes do armazenamento; Teste de Tukey <0,05;
Resultados com letras minlUsculas diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa;
Resultados com letras mailsculas diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa.

Foi observado que nao houve crescimento significativo (p=0,05) de L.
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monocytogenes apos 10 dias de armazenamento, mas em 15 dias o crescimento foi
significativo (p<0,05). Os resultados do Combase demonstram que o crescimento de
L. monocytogenes foi significativo (p<0,05) j& em 10 dias de refrigeragdo, a 10°C. As
densidades populacionais maximas de todos os valores previstos no Combase
foram muito maiores do que as encontradas nos dados experimentais. Geralmente,
os dados do ComBase apresentam taxas de crescimento semelhantes ou superiores
as obtidas em matrizes alimentares experimentais, uma vez que esses dados séo
gerados em estudos que utilizam caldos de meios de cultura, os quais podem
promover maior crescimento de microrganismos que matrizes alimentares. Os
diferentes resultados obtidos no presente trabalho podem ser explicados pela
complexa estrutura do queijo mussarela, o que poderia afetar a distribuicdo espacial
dos nutrientes e dificultar a disponibilidade desses nutrientes para as células
bacterianas. Os resultados encontrados por Nyhan et al. (2018) corroboram o0s
resultados do presente estudo, o qual verificou que as taxas de crescimento de L.
monocytogenes foram maiores no caldo do que nas matrizes alimentares avaliadas,
resultando em um modelo preditivo que superestimou o crescimento microbiano em
matrizes alimentares ajustadas. Além disso, no presente experimento foi utilizado
um pool de seis cepas diferentes de L. monocytogenes para inocular queijos,
enquanto os estudos em ComBase usaram outras cepas de Listeria, ou até mesmo
uma somente, o que também pode ter contribuido para as diferencas encontradas.
Tirloni et al. (2019) analisaram 33 marcas de queijo mussarela e
concluiram que as concentracdes de acido organico detectadas em todas as marcas
foram insuficientes para inibir o crescimento de L. monocytogenes. Esses resultados
foram confirmados pela simulacédo de contaminacdo pos-producéo pelo patégeno. O
crescimento muito rapido foi evidente em todas as temperaturas de armazenamento
aplicadas (de 4 a 20°C) e né&o foi inibido pela microbiota presente ou pelas
condicdes ambientais (acidos organicos, pH) presentes na matriz alimentar. Os
resultados obtidos no presente experimento diferem parcialmente dos resultados de
Tirloni et. al (2019), pois em até 10 dias o crescimento de L. monocytogenes nao foi
significativo (p=0,05). No estudo citado foram utilizados 2,92 a 3,06 log UFC/g para
simular a contaminacdo poés-producdo por L. monocytogenes, o que pode ter
favorecido o rdpido crescimento observado, simulando alta contaminagdo apos o
processamento e abertura das embalagens. Portanto, 0 presente estudo

complementa a conclusdo ja relatada por Tirloni et al. ( 2019) de que L.
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monocytogenes pode ser um risco quando o alimento é processado sem observar as
boas praticas de manuseio, podendo resultar em altos niveis de contaminacéo,
associada a vida util prolongada.

Em outro estudo (KAPETANAKOU et al.,, 2017a) foi verificado que o
queijo mussarela, apos inoculacdo inicial de 2 log UFC/g e armazenado a 7°C,
suportou o crescimento de L. monocytogenes de 0,5-0,8 log UFC/g ou cm? por dia.
Este crescimento foi atribuido ao valor de pH inicial (6,23+0,01) durante o
armazenamento. Os resultados encontrados no presente experimento né&o
demonstram um elevado crescimento de L. monocytogenes mesmo com uma
temperatura de armazenamento mais elevada (10°C), o que pode ser atribuido ao
pH mais acido do queijo utilizado (5,36), retardando o crescimento do patdgeno
durante o armazenamento. A levedura adicionada durante a producdo do queijo
mussarela é essencial para dar as suas caracteristicas finais. Além disso, durante a
fermentacdo, é produzido &acido latico, que pode reduzir o crescimento de
microrganismos indesejaveis e patogénicos, o que pode ter contribuido para o
crescimento lento da L. monocytogenes durante o periodo de armazenamento.

Portanto, pode-se concluir que o pH acido do queijo utilizado no presente
experimento e a menor contaminagao inicial pode ter sido um fator retardador para o
crescimento de L. monocytogenes durante o periodo de armazenamento, apds o
processo de fatiamento.

Além disso, a contaminacdo inicial utilizada no presente estudo ndo esta
de acordo com a legislacéo federal (BRASIL, 2019a) nos dois cenérios analisados,
que estabelece um limite maximo de 10> UFC/25g de L. monocytogenes nha
categoria de alimentos prontos para o consumo. Se for considerado o peso médio de
20g das fatias utilizadas no presente estudo, os valores das contagens laboratoriais
mostrados na Tabela 05 convertidos para log UFC/fatia serdo: 2,71, 2,84 e 2,99log
UFC/fatia. Portanto, considera-se elevada a contaminagdo inicial gerada pelo
processo de fatiamento, uma vez que uma fatia pesa aproximadamente 20g.
Considerando o aumento do consumo do queijo mussarela, o risco de contaminagao
cruzada durante o fatiamento, além de longos periodos de armazenamento, pode-se
concluir que podera haver exposicdo a um nivel inseguro de L. monocytogenes

nestas condicoes.
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6. CONCLUSAO

Os resultados permitem concluir que o queijo mussarela foi capaz de
transferir L. monocytogenes para a lamina do fatiador, demonstrando inicialmente
aumento nas contagens. A medida que mais fatias foram processadas, ocorreu uma
estabilizacdo deste aumento. Além disso, também houve transferéncia de L.
monocytogenes da lamina do fatiador comercial contaminada para fatias de queijo
nao contaminado, a qual transmitiu baixas contagens do microrganismo, mas de
foram constante até o fatiamento da 1002 fatia.

O estudo demonstrou que L. monocytogenes presente em fatia
contaminada por fatiador foi capaz de se multiplicar significativamente em 15 dias de
armazenamento a 10°C. Tal condicdo pode representar riscos para 0os consumidores
gue adquirem o produto no varejo e realizam o consumo imediato, sem tratamento
térmico prévio. Nesta situacdo, evidencia-se a importancia da validacdo dos prazos
de validade e temperaturas seguras durante o armazenamento poés-fatiamento do
gueijo mussarela no varejo. Além disso, outros métodos de conservacdo podem ser
estudados e propostos, 0s quais sejam seguros e eficazes no controle de Listeria
monocytogenes apds 0 processamento.

Ha indicacdo de que o teor de gordura e umidade do queijo mussarela
contribuiu para o perfil estdvel e em baixo nivel de transferéncia de células
bacterianas entre o queijo e o fatiador, durante o processo de fatiamento. A correta e
constante limpeza do fatiador devem ser reforcadas, principalmente devido a
composic¢ao do queijo, a qual favorece deposi¢cédo de gordura na lamina, visivelmente
perceptivel no equipamento. Portanto, € importante que a frequéncia de limpeza seja
definida de acordo com volume de processamento do estabelecimento, associada a

rigorosa selegéo de fornecedores.
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