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RESUMO

No presente estudo foi avaliada a qualidade microbiolégica de ricotas comercializadas na regido de
Campinas-SP e caracterizado o potencial patogénico das cepas isoladas de Listeria monocytogenes. Um total
de 45 amostras de ricota foi submetido as andlises de contagens de coliformes termotolerantes, estafilococos
coagulase positiva, bolores, leveduras e detecgdo de Salmonella sp. e Listeria monocytogenes. Os resultados
apontaram que 46,7% (21/45) das ricotas estavam em desacordo com os padrdes microbioldgicos para
alimentos estabelecidos pela Diretoria Colegiada da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria - Resolugdo
RDC 12/2001. O nimero de amostras que apresentaram contagens acima das permitidas pela legislacdo
em relagao aos coliformes termotolerantes foi de 46,7% e em relagdo a estafilococos coagulase positiva foi
de 2,2%, além de 6,7% das amostras apresentaram Listeria monocytogenes. Nao foi isolada Salmonella das
amostras analisadas. Destaca-se a presenca de L. monocytogenes em 6,7% (3/45) das amostras com perfil
genético actA tipo 4 e hly tipo 1 e pertencente a linhagem I, potencialmente patogénico ao homem. Este
estudo indica que o produto analisado merece maior atengdo por parte da comunidade cientifica, bem
como pelo setor produtivo e 6rgaos de vigilancia sanitaria com o intuito de empreender a melhoria da
qualidade e consequente, seguranga ao consumidor.
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ABSTRACT

The present study aimed at evaluating the quality of ricotta cheeses marketed in the region of Campinas, SP,
and to characterize the pathogenic potential of the isolated Listeria monocytogenes strains. Of 45 analyzed
samples, 46.7% (21/45) did not comply with the Brazilian microbiological standard established. Most of
the evaluated samples showed the microorganisms counts above those established by the regulation, that
is, 46.7% for thermotolerant coliforms, 2.2% for coagulase-positive staphylococci, and 6.7% for Listeria
monocytogenes. No Salmonella was isolated from these samples. It was evidenced the ocurrence of Listeria
monocytogenes strains, with virulence genes acta type 4 and hly type 1, and classified as lineage I, which
indicate the pathogenic potential for human. This study evidenced that this class of product deserves more
attention from the scientific community, and also from manufacturing sector and sanitary surveillance
bureau, improving the products quality, and consequently the consumer safety.
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INTRODUCAO

O nome ricota é derivado da palavra latina
“recocta’, que significa recozido, ou cozido duas vezes.
E um produto de origem italiana, suave, com textura
delicada e agradavel sabor'. A ricota possui alto contetdo
protéico (10 a 14%), baixo teor de gordura (4 a 5%),
apresenta alto grau de digestibilidade, consequéncia de
sua boa solubilidade no suco gastrico e pH entre 4,9 a 6,1.
Em geral, ¢ comercializada sem sal ou com porcentagem
reduzida (0,1%). O teor de umidade (acima de 70%)
caracteriza a ricota como um alimento de muito alta
umidade, o que a torna muito susceptivel a multiplicacio
microbiana. Mesmo sendo armazenada sob refrigeragao,
apresenta uma vida de prateleira muito limitada, de
até cinco semanas, se ndo houver contaminagio por
coliformes e, principalmente, bolores e leveduras'?.

Os padrdes microbioldgicos estabelecidos para este
alimento pela Diretoria Colegiada da Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitdria - Resolu¢gado RDC 12/2001°
sao: coliformes a 45 °C (maximo de 5 x 10*> UFC/g),
estafilococos coagulase positiva (maximo de 5 x 10
UFC/g), Salmonella spp. (auséncia em 25 g) e Listeria
monocytogenes (auséncia em 25 g).

Nas escassas pesquisas sobre a qualidade
microbiolédgica de ricotas, podemos verificar a necessidade
de maior atencio e estudos em relacio a este produto.

A andlise de diferentes marcas de ricota
comercializadas no municipio de Alfenas/MG mostrou
que 66,7% das amostras estavam fora dos padroes
estabelecidos pela Resolu¢do da Diretoria Colegiada
(RDC) n° 12/2001*,

A andlise de 4 pratos contendo ricota, servidos
em uma empresa aérea brasileira, mostrou que 3 (75%)
apresentaram Escherichia coli, sendo dois com valores
iguais a 6,5 x 10> UFC/g e um com valor maior que 3,0 x
10* UEC/g’.

Na Itdlia, Cossedu et al.® analisaram 32 amostras
de ricota e verificaram presenca de enterococos, micro-
organismos aerdbios mesdfilos e Bacillus cereus, nao sendo
encontrado Staphylococccus aureus, Listeria, Salmonella
spp. e Escherichia coli.

Nos Estados Unidos, segundo a Food and Drug
Administration’, em 2003 o Departamento de Agricultura
da Georgia (EUA) promoveu o recolhimento de 3 t de queijo
tipo ricota de uma marca especifica devido a presencga de
Listeria monocytogenes. Um caso de listeriose causado pelo
consumo de ricota foi registrado em New Jersey em 1999°.

Listeria monocytogenes é um dos micro-organismos
patogénicos de maior risco a satde humana. Ela tem sido
associada a varios surtos de origem alimentar e tem como
veiculo, o ambiente e os alimentos, destacando-se o leite
e seus derivados, como o queijo’.

Surtos e casos de listeriose humana ja foram
relatados, atingindo principalmente mulheres gravidas,
ocasionando aborto, parto prematuro com mortes fetais
e neonatais e nascimento de criangas com meningite ou
outras lesdes neurolégicas'* 2.

Todos estes fatos demonstram a importincia da
pesquisa e do controle de qualidade de ricotas. O objetivo
deste trabalho foi avaliar a qualidade microbiolégica de
ricotas comercializadas na regido de Campinas-SP, bem
como os genes de viruléncia de L. monocytogenes.

MATERIAL E METODOS

Amostragem

Foram coletadas 45 amostras de ricota, sendo 15
marcas comerciais diferentes, identificadas como marca
A, B, C, D e assim, consecutivamente até a marca O, com
registro no Servigo de Inspecao Federal (SIF) ou no Servigo
de Inspecio do Estado de Sdo Paulo (SISP). As coletas foram
realizadas no varejo do municipio de Campinas-SP, em trés
periodos diferentes do ano, apresentando de 10 a 15 dias
de fabricacao, sendo adquiridas no comércio dentro das
condi¢des normais de exposicdo de produtos refrigerados.

As amostras foram retiradas de sua embalagem,
apos prévia desinfec¢ao com alcool 70%, sob condigdes
assépticas, em capela de fluxo laminar (Veco, modelo
VLFS-12). Cada unidade amostral foi homogeneizada
e entdo subdividida para a realizacio dos ensaios
microbioldgicos.

Analises microbiologicas

Vinte e cinco gramas de amostra foram pesados
em balanca semianalitica (Micronal, modelo B400)
para posterior homogeneizagio em equipamento tipo
“stomacher” (Seaward Medical, modelo Lab Blender 400)
com os diluentes especificos para cada micro-organismo
investigado.

A contagem de coliformes termotolerantes
(45 °C) foi realizada utilizando-se a técnica do
Numero Mais Provavel (NMP) de trés tubos, segundo
recomendacdo da American Public Health Association-
APHA®. A contagem de estafilococos coagulase positiva
foi realizada utilizando-se o método recomendado pela

555



Esper LMR, Kabuki DY, Kuaye AY. Qualidade microbioldgica de ricotas comerciais e os riscos associados a presenca de Listeria monocytogenes.

Rev Inst Adolfo Lutz. Sao Paulo, 2011; 70(4):554-9.

APHA!" e o teste da Furazolidona®® foi realizado para
diferencia¢ao de estafilococos e micrococos. A contagem
de bolores e leveduras e a determinacdo de Salmonella
também foram realizadas conforme metodologia
recomendada pela APHA!®Y.

A pesquisa de Listeria monocytogenes foi
realizada segundo o método recomendado pelo Canadian
Health Product and Food Branch'. O kit API Listeria
(Biomerieux®) também foi utilizado para a identificagdo
de alguns isolados, sendo este utilizado conforme
instrugdes do fabricante.

Avaliagao do potencial patogénico das cepas de
Listeria monocytogenes isoladas

Os isolados identificados como L. monocytogenes
pelo kit API Listeria foram subtipados utilizando-se
a analise alélica dos genes de viruléncia actA e hly. O
polimorfismo alélico da actA foi verificado por PCR e
hly-A por PCR-RFLP (Polimorfismo do comprimento do
fragmento de restrigao) utilizando as enzimas de restri¢ao
Hhal e Hpall de acordo com Wiedmann et al.”.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Do total de 45 amostras avaliadas, 46,7%
(21/45) apresentaram-se em desacordo com os padrdes
microbioldgicos (RDC 12/2001 da ANVISA). Em 46,7%
(21/45) os limites méximos permitidos para coliformes
termotolerantes foram superados. Apenas 2,2% (1/45)
das amostras apresentaram contagens de estafilococos
coagulase positiva acima do limite e em 6,7% (3/45)
foi observada a presenca de Listeria monocytogenes
(Figura 1).

Embora a utilizacio de leite pasteurizado
e a temperatura mais elevada na coagulacio da
massa (~90 °C) durante o processamento de ricota
criassem a expectativa de produtos com menor grau
de contaminagido, neste trabalho observou-se elevada
incidéncia de coliformes termotolerantes nas amostras.
Osresultadosobtidosatestaram aqualidade insatisfatéria
das ricotas comercializadas, fato este, ja evidenciado
anteriormente por Raimundo*, que detectou 83,3% de
ricotas fora do padrao para coliformes termotolerantes,
e também por Tebaldi et al.?°, que verificou que todas as
trés marcas de ricota avaliadas estavam fora do padrao
legal. Este fato evidencia a deficiéncia nas condigdes
higiénico-sanitdrias dos estabelecimentos nacionais
envolvidos na producdo de ricotas e a necessidade
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Figura 1. Porcentagem de amostras de ricota do varejo do municipio
de Campinas-SP em desacordo com os limites estabelecidos pela
Resolugao RDC 12/2001

de maior aten¢do com as operagdes e condi¢des pds-
processamento térmico.

Apesar dos elevados indices de coliformes
termotolerantes encontrados, verificou-se auséncia de
Salmonella spp. em 100% (45/45) das amostras (Figura
1). Estes resultados corroboram com os obtidos por
outros pesquisadores*® que nédo verificaram a presenga
de Salmonella spp. nas ricotas analisadas. No entanto,
outros autores como Tebaldi et al* detectaram
Salmonella spp. em uma das trés marcas de ricota
analisadas, sendo que esta também estava fora do
padrao microbiolégico para coliformes termotolerantes.
Brindani et al.?! isolaram Salmonella Bredeney em uma
amostra de ricota. Este sorotipo ja foi causador de surtos
de origem alimentar *>*.

A presenga de estafilococos coagulase positiva
nas amostras de ricotas foi relativamente baixa (4,4%;
2/45) e apenas uma delas (1/45) fora do padrao legal, com
contagem de 4,7 x 10° UFC/g. Normano et al.** analisaram
194 amostras de ricotas e destas 24,2% (47/194) estavam
contaminadas com estafilococos coagulase positiva,
sendo 6 identificadas como S. aureus e 5 destas (83,3%;
5/6) foram produtoras das enterotoxinas SEA e SED.
Segundo os autores, a contamina¢ido por estafilococos
coagulase positiva se devia as condi¢des higiénico-
sanitarias inadequadas pds-processamento.

O género Listeria foi isolado de 20% (9/45) das
amostras analisadas, compreendendo 6 estabelecimentos
produtores diferentes.

Foram isoladas 118 culturas tipicas de Listeria spp.
referentes a 9 amostras e dentre as espécies identificadas,
L. monocytogenes foi encontrada em 6,7% das amostras
(3/45), L. grayi em 2,2% (1/45), L. innocua em 13,3%
(6/45), L. seeligeriem 2,2% (1/45) e L. welshimeri em 6,7%
(3/45) das amostras, conforme apresentado na Tabela 1.
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A presenga de L. monocytogenes em 6,7% das
amostras é um fato preocupante, ja que este produto é
consumido muitas vezes sem qualquer tipo de tratamento
térmico, em sanduiches naturais e patés.

Tabela 1. Espécies de Listeria isoladas de ricotas do varejo do municipio
de Campinas-SP e sua distribuigdo entre as amostras analisadas

Espesiensolads Amostras positivas % de isolados*
L. innocua F2, H1, H2, H3, K2 e N1 78,0%
' 13,3% (92/118)
L. monocytogenes H3,01e03 11,0%
6,7% (13/118)
L. welshimeri F2,H2e Ol 5,1%
6,7% (6/118)
L. grayi 01 1,7%
2,2% (2/118)
L. seeligeri B2 4,2%
2,2% (5/118)

*ne de isolados / n° total de isolados de Listeria

A presenca de outras espécies de Listeria, como
L. grayi, L. welshimeri, L.seeligeri e L. innocua, também
merece aten¢io, pois revela que ha condigdes potenciais de
instalagao e desenvolvimento de L. monocytogenes nestes
produtos. Segundo Tompikin®, existe a necessidade de
uma resposta a presenca de qualquer espécie de Listeria spp.
com o mesmo rigor dispensado a L. monocytogenes, por
meio de procedimentos efetivos de higienizagao durante
0 processamento, para garantir o controle eficaz desses
micro-organismos. A contaminagao por Listeria spp. esta
relacionada a contaminacdo ambiental na industria pela
ndo aplicagdo de um programa efetivo de boas praticas
de manufatura.

Kabuki et al.?® rastrearam Listeria spp. em plantas
de produgdo de queijos frescos, detectando elevada
contamina¢ao por L. monocytogenes em pisos e drenos,
com 30% e 20,6 %, respectivamente, de amostras positivas.
Rocha?” analisou 120 amostras de superficies de ambientes
e equipamentos de laticinios produtores de queijo Minas
frescal e verificou que 17,5% delas apresentaram resultados
positivos para Listeria spp. As seguintes espécies foram
encontradas: L. grayi (drenos); L. welshimeri (piso e
bomba de transporte de soro); L. innocua (piso e mesa
da sala de coagulacgdo e piso da camara fria) e L. seeligeri
(dreno, piso, tanque de coagulagdo e piso da camara fria).
Brito et al.”® apds detectar Listeria monocytogenes em
queijos Minas frescal, avaliaram a industria processadora
do queijo e isolaram L. monocytogenes sorotipo 1/2a,
com o mesmo perfil genético encontrado no queijo, de

equipamentos e utensilios da industria, relacionando
as unidades de refrigeracdo (estocagem) como fonte de
contaminac¢ao dos queijos.

Avaliagdo do potencial patogénico das cepas de
Listeria monocytogenes isoladas

Treze  isolados foram  positivos  para
L. monocytogenes pelo kit API Listeria®. Estes, foram
subtipados utilizando a analise alélica dos genes de
viruléncia actA e hly por PCR-RFLP (Polimorfismo do
comprimento do fragmento de restri¢ao).

O gene actA tipo 4 foi encontrado em todos os
isolados, nao sendo encontrado o tipo 3. A subtipagem
dosisolados pela PCR-RFLP utilizada permite diferenciar
8 alelos do gene hly e também, separar L. monocytogenes
em trés linhagens (I, II e III) com perfis patogénicos
diferentes. Segundo Wiedmann et al.’’, a linhagem
I compreende cepas dos sorotipos 1/2b, 3b, 3c e 4b,
associadas a ocorréncia de surtos e casos de listeriose
em humanos, sugerindo maior potencial patogénico
ao homem quando comparado as outras linhagens.
Todos os isolados neste estudo apresentaram-se como
pertencentes ao alelo tipo 1 do gene hly e a linhagem I
e este perfil genético também foi o mais frequentemente
encontrado no alimento®.

Kabuki et al* ao analisarem 36 isolados de
L. monocytogenes de amostras de plantas de processamento
de queijo fresco tipo latino, revelaram que 24 pertenciam a
linhagem I (actA tipo 4 e hly tipo 1). Este perfil também foi
encontrado em L. monocytogenes isoladas de alimentos®.

Além dos parametros microbioldgicos definidos
pela Resolugdo RDC n°12/2001, no presente estudo
pesquisou-se também outros micro-organismos que
pudessem servir como pardmetro de avaliacio das
condi¢des higiénicas no processamento de ricota, como
os bolores e as leveduras.

Os resultados da contagem de bolores e
leveduras em 40 amostras de ricota analisadas, conforme
apresentados na Tabela 2, revelaram elevada ocorréncia,
sendo 47,5% (19/40) das amostras contaminadas por
bolores e 97,5% (39/40) por leveduras. Além disso,
elevado nivel de contaminagéo foi observado, pois 97,5%
das amostras apresentaram contagens acima de 2,3 x
10° UFC/g, principalmente de leveduras. Contagens
de leveduras entre 10° a 10’ UFC/g foram observadas
em 55% (22/40) das amostras. No estudo realizado por
Carminati et al.*°, foram encontrados niveis de até 6,6 x
10* UFC/g de leveduras em amostras de ricota.
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Embora a presenca de leveduras possa representar
uma contribui¢do positiva no desenvolvimento do sabor
durante a maturagdo de alguns queijos, em outros, pode
atuar negativamente ao favorecer a deteriora¢ao, causar
produgdo excessiva de gas, aumentar a acidez, promover
mudangas na textura e sabor amargo e de ranco. No
caso especifico da ricota, altas contagens destes micro-
organismos sdo criticas para a estabilidade e a vida de
prateleira, e indicam falta de higiene na fabricacao.

Tabela 2. Frequéncia de bolores e leveduras nas ricotas analisadas do
varejo do municipio de Campinas-SP de acordo com as contagens
encontradas

Contagem (UFC/g) Bolores Leveduras
<10% 52,5 % (21/40) 2,5% (1/40)
10?2 a 10° 10,0% (4/40) 0,0% (0/40)
>10%a 10° 17,5% (7/40) 22,5% (9/40)
>10°a 10° 15,0% (6/40) 20,0% (8/40)
> 1062 108 5,0% (2/40) 55,0% (22/40)
CONCLUSAO

Os resultados apresentados revelam alta frequéncia
de amostras de ricota em condi¢bes microbioldgicas
insatisfatorias e a presenca de Listeria monocytogenes
pertencentes a linhagem I, potencialmente patogénica
ao homem. Portanto, este produto deveria receber maior
atencdo por parte da comunidade cientifica, do setor
produtivo e dos 6rgaos de vigildncia sanitaria visando
a melhoria da qualidade e consequente seguranca do
consumidor, tendo em vista o seu consumo crescente e a
sua utilizacdo em dietas especiais.
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