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Ocorréncia de Listeria monocytogenes em leite cru, leite
pasteurizado tipo C e queijo minas frescal comercializados
em Piracicaba - S.P.

Casarotti Vania T, Gallo ClaudioR2 y Camargo Rodolpho3

RESUMO. Amostras de leite cru, leite pasteurizado tipo C e queijo
minas frescal foram analisadas para a presenga de Listeria
monocytogenes através de uma metodologia desenvolvida
basicamente para produtos ldcteos por Lovett (1) e revisada por
Lovett & Hitchins (2).

Analisou-se um total de 20 amostras de cada produto de diferentes
marcas comerciais, adquiridas em vérios pontos de venda na cidade
de Piracicaba, SP.

Segundo o padrio de amostragem e método adotados, nio foi
detectada a presenga de L. monocytoneges ou outra espécie do género
nas amostras analisadas dos referidos produtos. Foi possivel observar
diferengas no grau de seletividade dos meios seletivos utilizados,
sendo que o dgar LPM foi superior ao MMA.

Com base na literatura e nos resultados obtidos, torna-se clara a
necessidade de uma metodologia mais adequada para a detecgdo e
isolamento de L. monocytogenes dos alimentos, tendo em vista que
o patégeno pode apresentar-sc em baixos ndmeros, no sentido de se
obter resultados rdpidos, seguros e reprodutiveis.

Palavras-chave: Listeria monocytogenes, leite cru, leite pasteurizado
tipo C, queijo minas frescal.

INTRODUCAO

Quando descritapela primeiravez, Listeria monocytogenes
foi considerada um patdgeno de intcresse veterindrio. Poste-
riormente, a bactéria foi reconhccida como patogénica para o
homem, e somente a partir da década de 80 e especialmente
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SUMMARY. Occurrence of Listeria monocytogenes,in raw milk,
pasteurized C type milk and minas frescal cheese commercialized
in Piracicaba - S.P. Samples of raw milk, pasteurized C type milk
and minas frescal cheese were analyzed for the presence of Listeria
monocytogenes by a method developed for dairy products by Lovett
(1) and by Loveu & Hitchins (2).

A total of 20samples of each product and from different commercial brands
were analyzed, obtained from various retail stores in Piracicaba, SP.
According to the pattern of sampling and methodology adopted, none
of the samples of the aforesaid products was positive for the presence
of L. monycytogenes or another species of the genus. It was possible
to observe differences in the degree of selectivity of the selective
mediautilized, notwithstanding the LPM agar showing to be superior
to MMA.

Based on the literature and on the result obtained, becomes evident the need
of amore suitablemethod for the detectionandisolation of L. monocytogenes
from foods, even when the patogen appears in low numbers, with purpose
to obtain rapid, reliable and reproducible results.

Key-words: Listeria monocytogenes, raw, milk, pasteurized type C
milk, minas frescal cheese.

nos ultimos anos, foi considerada passivel de ser veiculada por
vérios alimentos.

Sua ampla distribui¢io na natureza, a habilidade de
multiplicagdo em temperaturas de refrigeracao, a capacidade
de sobrevivéncia durante longos periodos sob condigdes ad-
versas, sdo algumas de suas caracteristicas que revelam a
grande importancia de L. monocytogenes como um problema
para as autoridades de sadde piiblica e para as indiistrias de
alimentos.

Os produtos lacteos tém se mostrado contaminados por L.
monocytogenes (3,4,5,6,7,8,9,10, 11, 12, 13), porém pode
ser verificada uma variagdo importante nos resultados obtidos
nos diferentes trabalhos, ressaltando-se que foram adotadas
metodologias e planos de amostragens diferentes para a
obtengdo desses resultados. Segundo a literatura, quando L.
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monocytogenes esta presente nos alimentos, sua populago é
geralmente baixa, cerca de menos de 102 células/ml ou grama
de alimento, sendo que muitas vezes, seu crescimento pode ser
sobrepujado pela microflora acompanhante (14, 15, 16, 17),
porém quando sob condigdes adequadas, o patégeno pode
atingir altos niveis de populagdo.

Alisteriose éaenfermidade causada por L. monocytogenes,
sendo que sua epidemiologia, dose infectante, mecanismo da
doenga, forma ou formas de transimiss3o da doenca, sdo
aspectos ainda pouco esclarecidos. Atualmente, assumiu-se
que a doenga seja transmitida a0 homen principalmente por
alimentos (18). Os sintomas primdrios da listeriose humana
sdo meningite, abortoe septicemia. Osindividuos pertencentes
ao grupo de risco sdo mulheres gravidas, recém-nascidos,
adultos com mais de 60 afios e individuos imunocomprometidos
ou com cancer, cirrose, diabetes, doengas cardiovasculares ou
renais (18, 19, 20).

NoBrasil, ainda existem poucos trabalhos sobre aacorréncia
do género e de suas espécies em alimentos, bem como dados
referentes a casos de listeriose de origem alimentar.

Devido a surtos de listeriose humana de origen alimentar
registrados na literatura (21, 22, 23, 24) e aos diferentes
resultados obtidos nos estudos sobre ocorréncia do patdgeno,
os procedimentos de detec¢do ¢ enumeragdo de L.
monocytogenes a partir dos alimentos, bem como o
desenvolvimento de novos meios de cultura, vém sendo bas-
tante estudados. Tais procedimentos envolvem a exploragéo
da natureza psicrotréfica do patégeno (25), bem como a
incorporagio de agentes seletivos aos meios de plaqueamento
e aos meios de enriquecimento utilizados em um ou dois
estagios. (1, 2, 26,27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34).

MATERIAIS E METODOS

Durante um periodo de 4 meses (9 de margo a 25 de junho
de 1992) foram realizadas 6 coletas de amostras, totalizando
20 amostras de leite cru, 20 de leite pasteurizado tipo C e 20
de queijo minas frescal, comercializados em Piracicaba. Ini-
cialmente foram coletadas uma amostra de cada produto,
como ensaio preliminar.

As amostras de leite cru provenientes de produtores dife-
rentes foram adquiridas junto 4 Cooperativa local em sacos
plasticos de 1.000 ml. embalados pelo préprio produtor.

Asamostras de queijo minas frescal de 5 marcas industriais
diferentes e as amostras do mesmo produto, sem marca co-
mercial e registro no S.ILF., bem como as amostras de leite
pasteurizado tipo C de 6 marcas industriais diferentes, foram
coletadas em suas embalagens originais.

Procurou-se adotar um padrdo exequivel tanto para o
nimero € marcas industriais das amostras analisadas, com o
para o niimero ¢ categorias de estabelecimentos e produtores
amostrados. Dessaforma, as amostras dos produtos em questio
foram coletadas e analisadas com 3 a 4 repeti¢des ao longo do
periodo de andlises, sendo as amostras de leite pasteurizado tipo

C e as de queijo minas frescal adquiridas 4 partir de
estabelecimentos comerciaisde pequeno, médio e grande portes.

Todas as amostras, apds a aquisi¢do, foram acondiciona-
dasem recipientes isotérmicos com gelo picado e transportadas
ao laboratorio de Microbiologia do Departamento de Ciéncia
e Tecnologia Agroindustrial, sendo analisadas dentro de um
periodo de 2 horas.

Para a detecgdo, isolamento e identifica¢do de Listeria
monocytogenes foi utilizada a metodologia sugerida pelo
«Bureauof Foodand Drug Administration» (FDA), desenvolvida
basicamente para produtos lacteos, descrita na 6a. edigfo (supl.
9/87) do Bacieriological Analytical Manual por Lovett ¢ poste-
riormente revisada por Lovett & Hitchins (2).

Aliquotas de 25g ou 25ml das amostras de leite bovino cru
e pasteurizado tipo C e de queijo minas frescal, foram adi-
cionadas a 225 ml do caldo de enriquecimento (EB), com
incubagao a 30°C. As 24 horas e s 48 horas de incubagdo do
EB, foram feitas estrias nos meios seletivos dgar McBride
modificado (MMA) e 4gar cloreto de litio feniletanol
moxalactam (LPM), sendo as placas dos respectivos meios
incubadas a 30°C por um periodo de 48 horas. Ap6s o periodo
de incubac3o, as placas de MMA e LPM foram observadas
para a presenga de colonias tipicas de Listeria spp., sob luz
transmitidanum angulode 45° conforme adaptagdodoesquema
descrito por McClain & Lee (29). As colonias de Listeria spp.
sobre MMA devem apresentar-se verde azuladas e sobre LPM
verde azuladas ou brancas.

Coloniassuspeitasdeserem dogéneroListeriaforam selecionadas
em namero de 5, entre as placas de MMA ¢ LPM, ¢ purificadas em
gar tripticaseina de sojacom 0.6% de extratodelevedura (TSA-YE),
com posterior incubacfio a 30 °C por 24 a 48 horas.

Ap6s a incubagdo das placas de TSA-YE, as mesmas
foram observadas sob luz transmitida num angulo de 45°, para
a presenga de colonias verde azuladas, caracteristicas do
género Listeria sobre 0 meio TSA-YE.

As colOnias suspeitas de pertencerem ao género Listeria
foram submetidas a testes de identifica¢@o a nivel de género,
no sentido de verificar resultados positivos quanto a: motilidade
em tombamento em gota pendente; crescimento em forma de
«guardachuva» em meio semi-sélido sulfito-indol-motilidade
(SIM); morfologia e coloragdo de Gram; produgdodecatalase;
produgdo de urease; produgdo de indol; produgdo de H»S;
producdo de 4cidos a partir de glicose, lactose e sacarose em
agar triplice agucar ferro (TSI); reagéo ao teste do vermelhode
metila e ¥oges-Proskauer. Os testes bioquimicos a nivel de
espécie envolveram: redugdo de nitrato; produgdo de
hemolisina em 4gar sangue de cavalo; fermentagio de xilose,
ramnosee manitol em meio basico de pirpura de bromocresol;
eteste dahemolise sinergistica do fator CAMP em 4gar sangue
de carneiro, sendo que os resultados a serem observados para
cada espécie sdo apresentados na Tabela 1.

Os isolados obtidos & partir dos testes de identificagdo
foram enviados a Fundagdo Instituto Oswaldo Cruz para
caracterizag@o soroldgica.
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TABELA 1 .
CARACTERISTICAS DIFERENCIAIS DAS ESPECIES ACEITAS DO GENERO LISTERIA, L. GRAYI, L. MURRAYI.
Pat. Camp. teste
beta NO3/ Ferm. Ferm Ferm. VM/ Camun. S. R
Espécie hemolise NO2 MAN RAM XIL VP dongo auwreus equi
L. monocytogenes + - - + - =/+ + + -
L. innocua - - - v - +/+ - - -
L. ivanovii + - - - + ++ + - +
L. welshimeri - - - v + ++ - - -
L. seeligeri + - - - + ++ - + -
L. grayi - - + - - +H+ - - -
L. murrayi - + + v - ++ - - -
Fonte: Adaptado de Seeliger & Jones (35).
RESULTADOS E DISCUSSAO Quanito & seletividade dos meios MMA e LPM, utilizados

Ap6s as andlises das amostras de leite cru e pasteurizado e de
queijo minas frescal, so longo do periodo de anlises, segundo o
métodoadotado, ndofoidetectadaapresencade L. monocytogenes
em nenhuma das 3 categorias de produtos l4cteos, de diferentes
procedéncias € marcas comerciais. Da mesma forma, nfo foi
detectada a presenga de nenhuma dutra espécie de Listeria nas
amostras analisadas como o método em questao.

Emrelagioas placas doagar McBride modificado (MMA),
foi possivel observar, para as amostras de Ieite cru ¢ queijo
minas frescal,um crescimento intenso de coldnias de coloragdes
variadas (verde azuladas, levemente azuladas com brilho
furtacor, cremes, brancas); sendo que para as amostras de leite
pasteurizado, o crescimento observado variou de intenso a
incipiente, porém sempre sensivelmente menor do que o
crescimento observado para as placas referentes as andlises
das amostras de leite cru e queijo minas frescal.

Por outro lado, as placas do 4gar cloreto de Litio feniletanol
moxalactam (LPM) referentes s amostras de leite cru e queijo
frescal, apresentaram-se em sua maioria, com crescimento
varidvel, de intenso a nulo, de coldnias brancas ou verde
azuladas tendendo a brancas, e em menor escala, obteve-se
algunas placas com crescimento varidvel de colOnias
amareladas. Para as amostras de leite pasteurizado, houve
predominio de placas de LPM sem crescimento algum ¢ uma
minoria de placas com crescimento fraco, sendo que tal
crescimento foi sempre de coldnias de uma vinica tonalidade,
como predominio de coldnias brancas.

A partir dos meios seletivos MMA e LPM, foram
selecionadas colOnias suspeitas de pertencerem ao género
Listeria, sendo as mesmas submetidas aos testes bioqufmicos
de identificag¢@o, ndo havendo confirmagio a nivel de género
e espécie.

neste estudo, foi possivel verificar que 0 MMA ¢ um meio
pobre em seletividade, j4 que permitiu o desenvolvimento de
uma variedade de col6nias, dificultando a percepgdo e
visualizacdo das colOnias suspeitas de Listeria spp., bem como
pode ter contribuido para uma repressao de seu crescimento a
niveis detectdveis. Ao mesmo fempo, observou-s¢ uma
superioriedadedoLPMsobre MMA, conrelagdoa seletividade,
pois embora tenha ocurrido crescimento de colonias de mais
de um tipo de coloragiio sobre 0 LPM, isto se deu a partir de
produtos de marcas comerciais diferentes, bem como de fases
de andlises e placas distintas.

A literatura registra alguns resultados variados a respeito
das seletividades dos meios LPM e MMA, sendo que amaioria
dos autores observaram baixo poder de recuperaggo de L.
monocytogenes ¢ baixa seletividade do MMA (26, 28, 34, 36,
37, 38). Quanto ao LPM, h4 autores que relatam nfo haver
diferenga aparente na performance de LPM ¢ MMA (34),0u
mesmo autores que relatam baixa seletividade (13, 28) e
aqueles que descrevem alta seletividade e boa recuperagfio de
L. monocytogenes (26,34,37,40). Por outro lado, também foi
observada certa inibi¢do de L. monocyrogenes sobre LPM (36,
38) ou mesmo de outras espécies do género (37, 40).

A fase de enriquecimento seletivo pode ser consideradade
importancia fundamental para o isolamento de L.
monocytogenes, tendo em vista que o plaqueamento direto
sobre meios considerados bastante seletivos como o 4gar
OXFORD, nfio permitiu a detecgdo do patégeno (12, 41) ou
ainda, que o niimero de amostras positivas pode ser aumentado
através da utilizagiio de certos caldos de enriguecimentoem 1
ou 2 estagios, com incubagio dos mesmos por48 horas e ndo
somente por 24 horas, combinados com determinados meios
seletivos (34, 42). De acordo com a literatura, a fase de
enriquecimento deve dar condigbes para uma elevagio da



OCORRENCIA DE LISTERIA MONOCYTOGENES EM LEITE CRU 161

populagdo de listerfas anfveis detectdveis, bem como reprimir
o desenvolvimento da microflora presente no alimento,
melhorando assim, a eficiéncia do plaqueamento seletivo. Os
resultados obtidos neste estudo podem sustentar tais
consideractes, j4que ndo foi detectadaapresenga dopatégeno
nos meios seletivos utilizados, a0 mesmo tempo que recuperou-
se uma variedade de outros tipos de coldnias, principalmente
sobre MMA.

Deacordocom Lund etal. (34),afreqiiénciade ocorréncia
de todas as espécies de Listeria pode ser dependente de fatores
como, ametodologia utilizada para o isolamento, o nimero de
células do pat6geno presentes no alimento, a localizacfio
geogréfica, o padrdio de amostragem, a qualidade do leite.
Ainda neste sentido, Slade (43) considera que o crescimento
de Listeria spp. parece ser dependente de sua habilidade de
superar com sucesso os microrganismos competidores durante
o processo de selecdo, que normalmente ocorre quando da
utilizagd@o dos procedimentos de isolamento do patégeno.

O estabelecimento de uma relagio comparativa entre 0s
diversos trabalhos realizados sobre a ocorréncia de L.
monocytogenes em alimentos torna-se dificil, devido a
variedade de métodos e padrbes de amostragem utilizados
para a obtencio dos resultados. O que se pode notar entre 0s
variosresultados da literatura € abaixa incidéncia do patégeno
numa amostragem elevada e vice-versa ou ainda, a incidéncia
deste ndo corresponder a tais padrdes. No nosso meio, tal
dificuldade faz se notar ainda, pelo reduzido ndmero de
trabalhos sobre o assunto, aliado ao fato de que alguns dos
alimentos analisados s@o produtos tipicamente brasileiros,
como o queijo minas frescal.

Porém,adespeitodas diferencasexistentes entre os diversos
trabalhos, os resultados obtidos neste estudo para a presenga
de L. monocytogenes nas amostras de leite cru, concordam
com alguns daqueles encontrados na literatura para auséncia
de positividade (1,4,9, 11,34, 44), oumesmo, de certa forma,
com aqueles que revelam uma baixa incidéncia, no sentido de
refletirem a possibilidade de obtengdo de auséncia de
positividade (7, 16, 45, 46).

A auséncia de positividade para L. monocytogenes obtida
para as amostras de leite pasterurizado concordacom amaioria
dos trabalhos verificados na literatura (8, 11, 13, 47, 48). No
caso das amostras de queijo minas frescal, a auséncia de
positividade para L. monocytogenes & conflitante com os re-
sultados de Destro (11}, que obteve 2 amostras positivasem 20
amostras do produto, analisadas através de uma modificagio
da metodologia proposta pro McClain & Lee (29).

Em face dos resultados obtidos neste estudio, bem como
da diversidade de relatos sobre os meios de enriquecimento e
plaqueamento e dos resultados obtidos nos vérios trabalhos
realizados sobre aocorrénciade L. monocytogenesnosprodutos
lacteos, € evidente a necessidade de uma metodologia mais
adequada para o isolamento do patégeno, mesmo em baixos
niimeros, no sentido de se obter resultados rdpidos, seguros e
reprodutfveis.

CONCLUSOES

Nao foi detectada a presenga de Listeria monocytogenes
ou nenhuma outra espécie do género, utilizando-se 0 método
em questio para a andlise das amostras de leite bovino cru,
leite bovino pasteurizado tipo C ¢ queijo minas frescal.

Os resultados corroboram com a literatura no sentido de
que L. monocytogenes pode estar normalmente presente nos
alimentos em baixas concentragdes, ou que seu crescimento
pode ser sobrepujado pela microflora acompanhante, tendo
em vista a diversidade de colGnias que cresceram nos meios
seletivos utilizados, principalmente no MMA.

Nas andlises das amostras de leite cru € queijo minas
frescal, as placas de MMA e de LPM apresentaram-se com
crescimento intenso e varidvel (de intenso a nulo) de colonias
de coloragOes diversas, respectivamente.

Nas anélises das amostras de leite pasteurizado tipo C, as
placac de MMA e de LPM apresentaram-se¢ com crescimento
varidvel (de intenso a incipiente) e predominantemente sem
crescimento algum de col6nias de coloragdes diversas, res-
pectivamente.

O meio LPM foi superior ao MMA, no que se refere &
seletividade.

A comparagio entre os resultados obtidos neste estudo e
aqueles referidos na literatura torna-se dificil, tendo em vista
a variedade de métodos, padrdes de amostragens € principal-
mente resultados relatados nos diversos trabathos.
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