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Ocorréncia de Listeria monocytogenes em leite cru, leite 
pasteurizado tipo C e queijo minas frescal comercializados 

em Piracicaba - S.P.

Casarotli Vania t J  , Gallo Claudio R ?  y Camargo Rodolphe^

RESUMO. Amostras de leite cru, leite pasteurizado tipo C e queijo 
minas frescal foram analisadas para a presen9a de Listeria 
monocytogenes através de urna metodología desenvolvida 
básicamente para produtos lácteos por Lovett (1) e revisada por 
Lovett & Hitchins (2).
Analisou-se um total de 20 amostras de cada produto de diferentes 
marcas comerciáis, adquiridas em vários pontos de venda na cidade 
de Piracicaba, SP.
Segundo o padrao de amostragem e método adotados, nao foi 
detectada a presenta deL. monocytoneges ou outra especie do género 
ñas amostras analisadas dos referidos produtos. Foi possivel observar 
diferengas no grau de seletividade dos meios seletivos utilizados, 
sendo que o ágar LPM foi superior ao MMA.
Com base na literatura e nos resultados obtidos, toma-se clara a 
necessidade de urna metodología mais adequada para a deteegao e 
isolamento de L. monocytogenes dos alimentos, tendo em vista que 
o patógeno pode apresentar-se em baixos números, no sentido de se 
obter resultados rápidos, seguros e reprodutíveis.
Palavras-chave: Listeria monocytogenes, leite cru, leite pasteurizado 
tipo C, queijo minas frescal.

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 Lovett & Hitchins (2).
A total of 20 s amples 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 
media utilized, notwithstanding the LPM agar showing to be superior 
to MMA.
B ased on the literature and on the result obtained, becomes ev ident the need 
of amore suitablemethod for thedetection andisoiakonoiL. 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.

INTRODUÇÂO

Quando descritapelaprimeira vez,Listeria monocytogenes 
foi considerada um patógeno de interesse veterinàrio. Poste­
riormente, a baetéria foi reconhccida como patogénica para o 
homem, e somente a partir da década de 80 e especialmente
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nos últimos anos, foi considerada passível de ser veiculadapor 
vários alimentos.

Sua ampia distribuigáo na natureza, a habilidade de 
multiplicagáo em temperaturas de refrigerado, a capacidade 
de sobrevivencia durante longos períodos sob condigóes ad­
versas, sáo algumas de suas características que revelam a 
grande importancia deL. monocytogenes como um problema 
para as autoridades de saúde pública e para as indústrias de 
alimentos.

Os produtos lácteos tém se mostrado contaminados porL. 
monocytogenes (3,4,5,6,7,8,9,10,11,12,13), porém pode 
ser verificada urna variagáo importante nos resultados obtidos 
nos diferentes trabalhos, ressaltando-se que foram adotadas 
metodologías e planos de amostragens diferentes para a 
obtengao desses resultados. Segundo a literatura, quandoL.
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monocytogenes está presente nos alimentos, sua populado é 
geralmente baixa, cerca de menos de 10^ células/ml ou grama 
de alimento, sendo que mui tas vezes, seu crescimentopode ser 
sobrepujado pela microflora acompanhante (14, 15,16, 17), 
porém quando sob condigòes adequadas, o patógeno pode 
atingir altos niveis de populado.

A listeriose é a enfermidade causada porL. monocytogenes, 
sendo que sua epidemiologia, dose infectante, mecanismo da 
doenga, forma ou formas de transimissáo da doenga, sáo 
aspectos ainda pouco esclarecidos. Atualmente, assumiu-se 
que a doenga seja transmitida ao homen principalmente por 
alimentos (18). Os sintomas primarios da listeriose humana 
sáo meningite, abortoe septicemia. Os individuos pertencentes 
ao grupo de risco sáo mulheres grávidas, recém-nascidos, 
adultos com mais de 60 afios e individuos imunocomprometidos 
ou com cáncer, cirrose, diabetes, doengas cardiovasculares ou 
renais (18,19,20).

No Brasil, ainda existem poucos trabalhos sobre a acorréncia 
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 patógeno, 
os procedimentos de detecgáo e enum erado de L. 
monocytogenes a partir dos alimentos, bem como o 
desenvolvimento de novos meios de cultura, vém sendo bas­
tante estudados. Tais procedimentos envoivem a explorado 
da natureza psicrotrófica do patógeno (25), bem como a 
incorporado de agentes seletivos aos meios de plaqueamento 
e aos meios de enriquecimento utilizados em um ou dois 
estágios. (1, 2, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34).

MATERIAIS E MÉTODOS

Durante um período de 4 meses (9 de margo a 25 dejunho 
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 urna amostra de cada produto, 
como ensaio preliminar.

As amostras de leite cru provenientes de produtores dife­
rentes foram adquiridas junto á Cooperativa local em sacos 
plásticos de 1.000 mi. embalados pelo pròprio produtor.

As amostras de queijo minas frescal de 5 marcas industriáis 
diferentes e as amostras do mesmo produto, sem marca co­
mercial e registro no S.I.F., bem como as amostras de leite 
pasteurizado tipo C de 6 marcas industriáis diferentes, foram 
coletadas em suas embalagens origináis.

Procurou-se adotar um padráo exequível tanto para o 
número e marcas industriáis das amostras analisadas, com o 
para o número e categorías de estabelecimentos e produtores 
amostrados. Dessá forma, as amostras dos produtos em questáo 
foram coletadas e analisadas com 3 a 4 repetigóes ao longo do 
período de análises, sendo as amostras de leite pasteurizado tipo

C e as de queijo minas frescal adquiridas á partir de 
estabelecimentos comerciáis de pequeño, médio e grande portes.

Todas as amostras, após a aquisigáo, foram acondiciona­
das em recipientes isotérmicos com gelo picado e transportadas 
ao laboratorio de Microbiología do Departamento de Ciencia 
e Tecnología Agroindustrial, sendo analisadas dentro de um 
período de 2 horas.

Para a detecgáo, isolamento e identificagáo de Listeria 
monocytogenes foi utilizada a metodología sugerida pelo 
«Bureau ofFoodandDrug Administration» (EDA), desenvolvida 
básicamente para produtos lácteos, descrita na 6a. edigáo (supl. 
9/87) do Bacteriological Analytical Manual por Lovett e poste­
riormente revisada por Lovett & Hitchins (2).

Alíquotas de 25g ou 25ml das amostras de leite bovino cru 
e pasteurizado tipo C e de queijo minas frescal, foram adi­
cionadas a 225 mi do caldo de enriquecimento (EB), com 
incubagáo a 30°C. As 24 horas e ás 48 horas de incubagáo do 
EB, foram feitas estrias nos meios seletivos ágar McBride 
modificado (MMA) e ágar cloreto de litio feniletanol 
moxalactam (LPM), sendo as placas dos respectivos meios 
incubadas a 30°C por um período de 48 horas. Após o período 
de incubagáo, as placas de MMA e LPM foram observadas 
para a presenga de colonias típicas de Listeria spp., sob luz 
transmitida num ángulo de 45° conforme adaptagáo do esquema 
descrito por McClain & Lee (29). As colonias de Listeria spp. 
sobre MMA devem apresentar-se verde azuladas e sobre LPM 
verde azuladas ou brancas.

Colonias suspeitas de screm do genero Listeria foram selecionadas 
em número de 5, entre as placas de MMA e LPM e purificadas em 
ágar tripticaseína de sojacom0.6%deextrato de levedura (TSA-YE), 
com posterior incubagáo a 30 °C por 24 a 48 horas.

Após a incubagáo das placas de TSA-YE, as mesmas 
foram observadas sob luz transmitida num ángulo de 45°, para 
a presenga de colonias verde azuladas, características do 
género Listeria sobre o meio TSA-YE.

As colonias suspeitas de pertencerem ao género Listeria 
foram submetidas a testes de identificagáo a nivel de género, 
no sentido de veri ficar resultados positivos quanto á: motilidade 
em tombamento em gota pendente; crescimento em forma de 
«guardachuva»em meiosemi-sólidosulfito-indol-motilidade 
(SIM); morfología e coloragáo de Gram; produgáo de catalase; 
produgáo de urease; produgáo de indol; produgáo de H2 S; 
produgáo de ácidos a partir de glicose, lactose e sacarose em 
ágar tríplice agucar ferro (TSI); reagáo ao teste do vermelho de 
metila e^oges-Proskauer. Os testes bioquímicos a nivel de 
especie envolveram: redugáo de nitrato; produgáo de 
hemolisina em ágar sangue de cavalo; fermentagáo de xilose, 
ramnosee manitol em meio básico de púrpura de bromocresol; 
e teste da hemólise sinergística do fator CAMP em ágar sangue 
de cameiro, sendo que os resultados a serem observados para 
cada espécie sáo apresentados na Tabela 1.

Os isolados obtidos á partir dos testes de identificagáo 
foram enviados á Fundagáo Instituto Oswaldo Cruz para 
caracterizagáo sorológica.
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TABELA 1
CARACTERÍSTICAS DIFERENCIAIS DAS ESPÉCIES ACEITAS DO GÉNERO LISTERIA, L. GRAYI, L. MURRAYI.

Espécie
beta

hemólise
N03/
N02

Ferm.
MAN

Ferm
RAM

Ferm.
XEL

VM/
VP

Pat. 
Cam un. 

dongo

Camp.
S.

aureus

teste
R.

equi

L. monocytogenes + _ _ + _ =/+ + + _
L. innocua - - - V - +/+ - - -
L. ivanovii + - - - + +/+ + - +
L. welshimeri - - - V + +/+ - - -
L. seeligeri + - - - + +/+ - + -
L. grayi - - + - - +/+ - - -
L. murrayi + + V +/+

Fonte: Adaptado de Seeliger & Jones (35).

RESULTADOS E DISCUSSÁO

Após as análises das amostras de leite cru e pasteurizado e de 
queijo minas frescal, so longo do período de análises, segundo o 
método adotado, náofoidetectadaapresengadeL. monocytogenes 
em nenhuma das 3 categorías de produtos lácteos, de diferentes 
procedencias e marcas comerciáis. Da mesma forma, náo foi 
detectada a presenga de nenhuma dutra espécie de Listeria ñas 
amostras analisadas como o método em questáo.

Em relagáo ás placas do ágar McBride modificado (MMA), 
foi possível observar, para as amostras de leite cru e queijo 
minas frescal, um crescimento intenso de colonias de coloragóes 
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 ás análises 
das amostras de leite cru e queijo minas frescal.

Por outro lado, as placas do ágar cloreto de litio feniletanol 
moxalactam (LPM) referentes ás amostras de leite cru e queijo 
frescal, apresentaram-se em sua maioria, com crescimento 
variável, de intenso a nulo, de colonias brancas ou verde 
azuladas tendendo a brancas, e em menor escala, obteve-se 
algunas placas com crescimento variável de colónias 
amareladas. Para as amostras de leite pasteurizado, houve 
predominio de placas de LPM sem crescimento algum e urna 
minoría de placas com crescimento fraco, sendo que tal 
crescimento foi sempre de colónias de urna única tonalidade, 
como predominio de colónias brancas.

A partir dos meios seletivos MMA e LPM, foram 
selecionadas colónias suspeitas de pertencerem ao género 
Listeria, sendo as mesmas submetidas aos testes bioquímicos 
de identificagáo, nao havendo confirmagáo a nivel de género 
e espécie.

Quanto á seleti vidade dos meios MMA e LPM, utilizados 
neste estado, foi possível verificar que o MMA é um meio 
pobre em seletividade, já que permitiu o desenvolvimento de 
urna variedade de colónias, dificultando a percepgao e 
visualizagao das colónias suspeitas de Listeria spp., bem como 
pode ter contribuido para urna repressao de seu crescimento a 
níveis detectáveis. Ao mesmo tempo, observou-se urna 
superioriedadedoLPM sobre MMA, con relagao á seletividade, 
pois embora tenha ocurrido crescimento de colónias de mais 
de um tipo de coloragao sobre o LPM, isto se deu a partir de 
produtos de marcas comerciáis diferentes, bem como de fases 
de análises e placas distintas.

A literatura registra alguns resultados variados a respeito 
das seletividades dos meios LPM e MMA, sendo que a maioria 
dos autores observaram baixo poder de recuperagao de L. 
monocytogenes e baixa seletividade do MMA (26,28,34,36, 
37,38). Quanto ao LPM, há autores que relalam náo haver 
diferenga aparente na performance de LPM e MMA (34), ou 
mesmo autores que relatam baixa seletividade (13, 28) e 
aqueles que descrevem alta seletividade e boa recuperagáo de 
L. monocytogenes (26,34,37,40). Por outro lado, também foi 
observada certa inibigáo deL. monocytogenes sobre LPM(36, 
38) ou mesmo de outras espécies do género (37,40).

A fase de enriquecimento seletivo pode ser considerada de 
importancia fundamental para o isolamento de L. 
monocytogenes, tendo em vista que o plaqueamento direto 
sobre meios considerados bastante seletivos como o ágar 
OXFORD, náo permitiu a detecgáo do patógeno (12,41) ou 
ainda, que o número de amostras positivas pode ser aumentado 
através da utilizagáo de certos caldos de enriquecimento em 1 
ou 2 estágios, com incubagáo dos mesmos por 48 horas e náo 
somente por 24 horas, combinados com determinados meios 
seletivos (34, 42). De acordo com a literatura, a fase de 
enriquecimento deve dar condigóes para urna elevagáo da
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populagáo de listerias a níveis detec táveis, bem como reprimir 
o desenvolvimento da microflora presente no alimento, 
melhorando assim, a eficiencia do plaqueamento seletivo. Os 
resultados obtidos neste estudo podem sustentar tais 
consideraos, já que nao foi detectada apresenga do patógeno 
nosmeiosseletivos utilizados, aomesmotempoquerecuperou- 
se urna variedade de outros tipos de colonias, principalmente 
sobre MMA.

DeacordocomLund etal. (34), a freqüénciade ocorréncia 
de todas as espécies de Listeria pode ser dependente de fatores 
como, a metodología utilizada para o isolamento, o número de 
células do patógeno presentes no alimento, a localizado 
geográfica, o padráo 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 osmicrorganismoscompetidorcsdurante 
o processo de selegao, que normalmente ocorre quando da 
utilizagáo dos procedimentos de isolamento do patógeno.

O estabelecimento de urna relagáo comparativa entre os 
diversos trabalhos realizados sobre a ocorréncia de L. 
monocytogenes em alimentos toma-se difícil, devido a 
variedade de métodos e padróes de amostragem utilizados 
para a obtengo dos resultados. O que se pode notar entre os 
vários resultados da literatura é a baixa incidencia do patógeno 
numa amostragem elevada e vice-versa ou ainda, a incidencia 
deste nao corresponder a tais padróes. No nosso meio, tal 
dificuldade faz se notar ainda, pelo reduzido número de 
trabalhos sobre o assunto, aliado ao fato de que alguns dos 
alimentos analisados sáo produtos típicamente brasileiros, 
como o queijo minas frescal.

Porém, adespeito das diferengas existentes entre os diversos 
trabalhos, os resultados obtidos neste estudo para a presenta 
de L, monocytogenes ñas amostras de leite cru, concordant 
com alguns daqueles encontrados na literatura para ausencia 
de positividade (1,4,9,11,34,44), ou mesmo, de certa forma, 
com aqueles que revelam urna baixa incidencia, no sentido de 
refletirem a possibilidade de obtengao de ausencia de 
positividade (7,16,45,46).

A ausencia de positividade para L. monocytogenes obtida 
para as amostras de leitepasterurizado concorda com amaioria 
dos trabalhos verificados na literatura (8,11,13,47,48). No 
caso das amostras de queijo minas frescal, a ausencia de 
positividade paraL. monocytogenes é conflitante com os re­
sultados de Destro (11), que obteve 2 amostras positivas em 20 
amostras do produto, analisadas através de urna modificagao 
da metodología 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 vários trabalhos 
realizados sobre aocorréncia de L. monocytogenes nos produtos 
lácteos, é evidente a necessidade de urna metodología mais 
adequada para o isolamento do patógeno, mesmo em baixos 
números, no sentido de se obter resultados rápidos, seguros e 
reprodutíveis.

CONCLUSÓES

Ñao foi detectada a presenga de Listeria monocytogenes 
ou nenhuma outra espécie do género, utilizando-se o método 
em questáo para a análise das amostras de leite bovino cru, 
leite bovino pasteurizado tipo C e queijo minas frescal.

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

Ñas análises das amostras de leite cru e queijo minas 
frescal, as placas de MMA e de LPM apresentaram-se com 
crescimento intenso e variável (de intenso a nulo) de colonias 
de coloragóes diversas, respectivamente.

Ñas análises das amostras de leite pasteurizado tipo C, as 
placac de MMA e de LPM apresentaram-se com crescimento 
variável (de intenso a incipiente) e predominantemente sem 
crescimento algum de colonias de coloragóes diversas, res­
pectivamente.

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

A comparagáo entre os resultados obtidos neste estudo e 
aqueles referidos na literatura toma-se difícil, tendo em vista 
a variedade de métodos, padróes de amostragens e principal­
mente resultados relatados nos diversos trabalhos.
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