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RESUMO

A presente pesquisa teve por objetivo verificar a eficiéncia de alguns meios para
isolamento de Listeria a partir de alimentos, assim como avaliar a contaminagio de alguns
produtos alimenticios por este grupo de bactérias. .

Numa primeira fase, avaliamos a capacidade seletiva dos meios dgar McBride
modificado ("MLA"), 4gar Vogel-Johnson modificado ("MVI") e 4gar cloreto de litio
feniletanol moxalactam ("LPM") para amostras de leite e de carne bovina moida
artificialmente contaminadas. Para as amostras de leite, os 3 meios mostraram-se
semelhantes, mas para as amostras de carne moida os meios "LPM" € "MVJ" foram mais
seletivos, permitindo o isolamento de colonias tipicas de Listeria de modo mais eficiente,

ap6s incubagio por 48 horas.

Na segunda fase examinamos 140 amostras de alimentos colhidas no varejo em
Campinas, SP. Bactérias do género Listeria estiveram presentes em 67 amostras (48%)
sendo a maior incidéncia para carnes e derivados (95% de amostras positivas). Os leites e
queijos apresentaram 12,5% de amostras positivas, sendo a totalidade dos leites
pasteurizados, tipos B e C, negativa para o género. Os produtos cdrneos examinados
(carne bovina moida, salsicha e lingiiica, 20 amostras de cada produto) apresentaram
71,7% das amostras positivas para Listeria monocytogenes; 80,0% para L. innocua; 1,7%
para L. seeligeri; 3,3% para L. welshimeri € 1,7% para L. murrayi. J4 a partir dos produtos
lacteos (leite cru tipo B e queijo minas frescal, 20 amostras de cada produto) foi possivel
observar a presenga de L. monocytogenes em 5,0% das amostras, L. innocua em 20,0% e

tanto L. seeligeri quanto L. welshimeri em 2,5%.
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SUMMARY

The purpose of this research was to evaluate some plating media and a methodology
to recover Listeria spp from food, as well as to evaluate the problem of food contamination

by this genus of bacteria.

In the first step we evaluated the selectivity of 3 media: modified McBride Listeria
agar (MLA), modified Vogel-Johnson agar (MVIJ) and lithium chloride-phenylethanol-
moxalactam (LPM). Pasteurized milk and raw minced meat artificially innoculated were
used. All 3 media worked equally well for the milk samples but MVJ and LPM were the

best for the meat samples. The best incubation time was 48 hours.

The second step was the evaluation of 140 samples obtained from retail stores in
Campinas, SP. Listeria spp was detected in 67 (48%) samples. From 60 meat products
samples 95% showed Listeria spp as well as 12,5% of the milk and milk products. Listeria
spp was not detected in all pasteurized milk samples. In meat and meat products (20
samples per product) Listeria monocytogenes could be islolated from 71,7%; Listeria
innocua from 80,0%; L. welshimeri from 3,3% and L. seeligeri and L. murrayi from 1,7% . In
raw milk and cheese samples (20 samples per product) Listeria monocytogenes was detected
in 5,0%; L. innocua in 20,0% and L. seeligeri & L. welshimeri in 2,5%.
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1. INTRODUGAO

Desde 1926, quando foi descrita pela primeira vez pbr Murray e colaboradores,
Listeria monocytogenes tem chamado a atengdo principalmente de veterindrios e
imunologistas. Somente na ltima década é que o microrganismo vem merecendo atengio
de microbiologistas de alimentos, devido a evidéncias de sua transmissio ao homem
através dos alimentos.

Listeria monocytogenes € um microrganismo patogénico, capaz de causar doengas com
altas taxas de mortalidade em individuos susceptiveis. Suas caracterfsticas, tais como estar
amplamente distribuido na natureza, capacidade de sobreviver por longos periodos a
condigdes adversas, capacidade de crescimento a temperaturas de refrigeragdo apontam-

na como importante causadora de doengas de origem alimentar.

Os procedimentos para detecgdo e enumeragio de Listeria spp a partir de alimentos
estdo sendo muito estudados. Os métodos de isolamento mais usados envolvem diversas
técnicas de enriquecimento, que muitas vezes necessitam de vérios dias de incubagio, o
que torna o trabalho longo e dificil para muitos laboratérios. A necessidade de resultados
obtidos de forma mais rdpida e simples tem levado ao desenvolvimento de novos meios de
cultura, que necessitam ser testados.

Informagdes sobre a incidéncia de Listeria spp em alimentos no nosso pais ainda sio
escassos. Estudos realizados em outros pafses mostram que os produtos de laticinios e os
cdrneos apresentam uma posi¢io de destaque com relagio 2 presenga deste
microrganismo.

Com base no acima exposto, achamos necessdrio uma selegio de meios de cultura e
técnicas adequadas ao isolamento e identificagdo da bactéria, como também a avaliagio da

incidéncia deste microrganismo em produtos de origem animal consumidos em nosso pafs.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Caracterizagio taxondmica, morfolgica e bioqufmica do género Listeria

No passado, o género Listeria era descrito contendo 4 espécies: L. monocytogenes, L.
grayi, L. denitrificans e L. murrayi (SEELIGER & WELSHIMER, 1976). Posteriormente,
com base na hibridizagio de ADN/ADN, o grupo de bactérias previamente chamado L.
monocytogenes (L. monocytogenes "lato sensu") foi redefinido, passando a incluir 5 espécies,

sendo somente uma delas chamada de Listeria monocytogenes (L. monocytogenes "stricto
sensu").

Atualmente, segundo SEELIGER & JONES (1986), o género Listeria inclui 5 espécies
a saber: L. monocytogenes, L. ivanovii, L. innocua, L. welshimeri, L. seeligeri. A este grupo

pertencem também 3 espécies "incertae sedis": L. grayi, L. murrayi e L. denitrificans.

L. monocytogenes € patogénica ao homem e a animais; L. ivanovii € patogénica
principalmente a animais, sendo raramente isolada de fontes humanas. L. monocytogenes e
L. ivanovii sdo patogénicas a camundongos, assim como L. denitrificans, sendo esta Gltima
aceita como ndo patogénica ao homem. As demais espécies ndo sdo patogénicas
(SEELIGER & JONES, 1986; LOVETT, 1987a). MCLAUCHLIN (1987) relata serem as
espécies L. monocytogenes, L. ivanovii, L. innocua e L. seeligeri capazes de causar infecgbes
ao homem e/ou animais.

Os microrganismos do género Listeria apresentam forma de pequenos bastonetes
regulares,de diimetro 0,4-0,54m e comprimento 0,5-2,0 pgm, com extremidades
arredondadas, podendo ocorrer isolados, em cadeias curtas ou as células podem estar
arranjadas em 4ngulos formando V entre si ou ainda em grupos que se mantém paralelos
ao longo de um eixo (SEELIGER & JONES, 1986).

Sdo Gram positivos, mas em culturas velhas perdem a habilidade em reter os corantes
de Gram. Sido produtores lentos de 4cidos, nio formam cépsulas nem esporos; méveis por
flagelos peritriquios quando cultivados a 20-25°C, com movimento de tombamento ou
rotatério.

Sdo aerdbios ou facultativamente anaerdbios. As colénias com 24 horas em 4gar

nutriente tem didmetro de 0,5-1,5mm e apresentam-se de cor cinza-azulada através de



iluminagio normal ou com brilho caracteristico verde-azulado quando se utiliza luz obliqua
transmitida (SEELIGER & JONES,1986).

Em meios semi-sélidos, incubados a 25°C, apresentarﬁ crescimento em forma de
guarda-chuva, 3 a 5 mm abaixo da superficie. Algumas espécies sdo f-hemoliticas em 4gar
sangue (SEELIGER & JONES, 1986).

Desenvolvem-se em ampla faixa de temperatura (1 a 45°C) sendo o 6timo entre 30-
37°C. O crescimento ocorre, preferencialmente, entre pH 6 e pH 9 (SEELIGER &
JONES, 1986), podendo se desenvolver em pH 5 conforme relatado por CONNER et alii
(1986). Podem crescer em caldo nutriente com até 10% de NaCl (SEELIGER & JONES,
1986).Sd0 catalase positivos, oxidase negativos. Fermentam glicose, produzindo
principalmente 4cido l4tico. Ddo teste positivo para vermelho de metila e Voges-
Proskauer. Nio utilizam citrato exégeno e nio produzem indol. Hidrolisam hipurato de
s6dio e esculina. Nio hidrolisam uréia, gelatina, caseina e leite (SEELIGER & JONES,
1986).

O contetido G+C no ADN € de 36-38 mol %.

Dos testes bioquimicos, a fermentagio da xilose e ramnose é essencial para a
diferenciagdo das espécies de Listeria (LOVETT, 1987a). Apesar de L. monocytogenes e L.
innocua nio fermentarem xilose, elas podem ser separadas pela auséncia de atividade
hemolitica de L. innocua.

No Quadro 1 temos as éspécies aceitas de Listeria e Listeria grayi, L. murrayi e L.

denitrificans e algumas caracteristicas destes microrganismos.



Quadro 1-Caracterfsticas diferenciais das espécies aceitas do género Listeria € L. grayi, L. murrayi, L.
denitrificans. (SEELIGER & JONES, 1986).

Fermentagio Camp teste

Espécie Beta NO, M/ pat. ——
Hemélise /N O, mani- ram- xi- VP*  camun- S. R. -
tol nose lose dongo aureus equi

L.monocytogenes + - - + - +/+ + + -
L. innocua - - - v - +/+ - -
L. ivanovii + - - - + +/+ + - +
L. welshimeni - - - v + +/+ - -
L. seeligen + - - - + +/+ - + -
L. denitrificans - + - - + +/- + - -
L.grayi - - + - - +/+ - - -
L.murrayi - + + v - +/+ - - -

* VM/VP = Vermelho de metila/ Voges Proskauer
v = varidvel, 11-89% das linhagens sio positivas

2.2. Ecologia

Os microrganismos do género Listeria estio amplamente distribuidos na natureza

estando presentes tanto em paises de clima temperado quanto naqueles de clima tropical.

Segundo WEIS & SEELIGER (1975) Listeria é um género sapréfita que vive no nicho
planta-solo e que pode ser contraido por seres humanos e animais através de vérias rotas e
a partir de vérias fontes.

Listeria tem sido isolada a partir de virias fontes, como mamiferos domésticos e
silvestres (GRAY & KILLINGER, 1966; WEIS, 1975b; WEIS & SEELIGER, 1975;
HOFER,1983; DOMINGUEZ RODRIGUEZ et alii, 1984; COTTIN et alii, 1985;
SKOVGAARD & MORGEN, 1988; SKOVGAARD & . NORRUNG, 1989); aves
domésticas e silvestres (GRAY & KILLINGER, 1966; GREGORIO & EVELAND, 1975;
KWANTES & ISAAC, 1975; WEIS, 1975b; WEIS & SEELIGER, 1975; DIJKSTRA, 1978;
FENLON, 1985; SKOVGAARD & MORGEN, 1988); peixes, crusticeos, mariscos € ris
(GRAY & KILLINGER, 1966); efluentes, tratados ou nio, lodo de esgoto, 4gua de rio
(HOFER,1975b; KAMPELMACHER & NOORLE JANSEN, 1975; WATKINS &
SLEATH, 1981; GEVENICH et alii, 1985); solo cultivado ou nio (WELSHIMER &



DONKER-VOET, 1971; WEIS, 1975a; WEIS & SEELIGER,1975; HOFER & POVOA,
1984); vegetagio, silagem e forragem (WELSHIMER, 1968; WELSHIMER & DONKER-
VOET,1971; WEIS, 1975a,b;WEIS & SEELIGER, 1975; FENLON, 1986; SKOVGAARD
& MORGEN, 1988); hortalicas para consumo humano (HOFER, 1975a;
STEINBRUEGGE et alii, 1988; HEISICK et alii, 1989a,b) e de fezes de portadores,
humanos ou animais, aparentemente sadios (KAMPELMACHER & NOORLE JANSEN,
1972; HOFER, sd; DURST & BERENCSI, 1975; GREGORIO & EVELAND, 1975;
MANEV et alii, 1975; KAMPELMACHER et alii, 1976; HOFER, 1983; SKOVGAARD &
NORRUNG, 1989).

O microrganismo também tem sido isolado em usinas processadoras de leite e
produtos licteos (SURAK & BAREFOOT, 1987; COX et alii, 1989), em industrias
processadoras de carnes (WATKINS & SLEATH, 1981; FLOWERS, apud MEAT, 1987;
SKOVGAARD & MORGEN, 1988) e em outras industrias (COX et alii, 1989). A cozinha
doméstica também abriga o microrganismo (COX et alii, 1989). Nos efluentes dos
abatedouros e das usinas processadoras de aves, a populagio de listérias é comparével e
em alguns casos superior 2 de Salmonella spp (WATKINS & SLEATH, 1981).

A forma de transmissio da doenga aos seres humanos ainda nio estd bem
estabelecida. Em animais, estudos t8m confirmado que uma das principais fontes de
contaminagdo € o alimento. Em humanos, surtos recentes sugerem que a transmissio da
doenga ocorra da mesma maneira (CANADA , 1981 ab; SCHLECH et alii, 1983;
DAVIES et alii, 1984; SCHLECH, 1984; CDC 1985; FDA 1985 ; FLEMING et alii, 1985;
LISTERIOSIS, 1986; RECENT, 1986).

HIRD (1987) afirma que detalhes dos surtos ocorridos e os alimentos implicados
sustentam o conceito de transmissdo zoon6tica da listeriose. J4 para o grupo de trabalhos
em listeriose de origem alimentar da Organizagio Mundial da Sadde (WHO, 1988), a
doenga € transmitida por meios ndo zoonéticos. Isto porque, segundo o grupo, L.
monocytogenes € um microrganismo ambiental cuja forma fundamental de transmissio ao

homem ¢€ atraves de alimentos contaminados durante a produgio e processamento.

SEELIGER et alii (apud GRAY & KILLINGER, 1966) sugerem um possivel ciclo de
infecgdo no homem: * fezes humanas infectadas -> contaminagio do solo ->
contaminagido de legumes e verduras por solo ou fezes contaminadas -> infecgio oral -> *.

Para ruminantes os autores sugerem que o ciclo possa ser: * animal infectado -> excregio



de L. monocytogenes por fezes e urina -> contaminagio do solo, sobrevivéncia em estrume,
poeiras, sujidades -> propagagio sob condigdes ambientais favordveis, como silagem
neutra ou alcalina (impropriamente fermentada) -> infecgio oral -> *.

A figura 1 apresenta a concepgdo epidemiolGgica proposta por MAUPAS et alii
(1975) para listeriose humana e animal. Para eles, listeriose é uma doenga de origem

hidro-teltrica capaz de contaminar o homem e os animais a partir de uma fonte comum, o
meio ambiente.

NATUREZA
CLIMA DO SOLO
o CARRAPATOS
SECRECOES € E‘C"Ec“s"" [[zoma_usTeriocEnica | T
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/’ \\
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- \\s . -
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Figura 1 - Concepgio epidemiolgica de listeriose humana e animal, segundo
MAUPAS et alii (1975).

A figura 2 representa rotas hipotéticas de infecgdo por L. monocytogenes propostas
por BRACKETT (1988).



2.3. Surtos de listeriose de origem alimentar

Apesar da Listeria ter sido isolada a partir de alimentos j4 nos anos 1940-1950
(WRAMBY e POTEL apud BRYAN, 1979) e de se considerar os alimentos contaminados
uma fonte potencial de infecgio, isto permaneceu obscuro até 1979 quando 20 pacientes de
8 diferentes hospitais de Boston, EUA, desenvolveram listeriose, presumivelmente pela
ingestdo de alface, tomate e salsio crus (LISTERIOSIS, 1986; HO et alii, 1986;
KVENBERG, 1988).

Honfem
Peixes/Crustdceos
Frutas / o '
vegetais / Agua

Solo «———————— Fezes Leite/
Carne
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Figura 2. Ciclo hipotético de infecgdo por Listeria

monocytogenes, segundo BRACKETT (1988).

Anteriormente a este surto, 2 outros haviam sido relatados (Halle, Alemanha, 1966,
279 pessoas envolvidas; Regido de Anjou, Franga, 1978, 162 pessoas envolvidas) sendo que
os possiveis agentes de transmissdo nio foram determinados (MCLAUCHLIN, 1987).



Em 1981, um surto nas provincias maritimas do Canad4 resultou em 41 casos de
listeriose com 18 mortes. Repolho cru, utilizado numa salada tipo "coleslaw" foi
incriminado como veiculo de transmissio (CANADA, 1981 a,b; SCHLECH et alii, 1983;
SCHLECH, 1984). Segundo os estudos, o repolho havia sido cultivado em terreno adubado
com estrume de ovelhas, sendo que algumas ovelhas da mesma fazenda haviam morrido de
listeriose.

Também em 1981, em Auckland, Nova Zelindia, um surto envolveu 21 pessoas,

estando ele ligado ao consumo de ostras e peixes crus (LENNON et alii, 1984).

Em 1983, um surto ocorrido em Massachusetts, EUA, resultou em 49 casos de
listeriose com 14 mortes. Leite pasteurizado integral e leite pasteurizado com 3% de
gordura foram implicados epidemiologicamente como veiculos de transmissdo, apesar de

estarem aparentemente pasteurizados de maneira adequada (FLEMING et alii, 1985).

No ano de 1985, na Calif6rnia, EUA, um novo surto de listeriose foi relatado. Neste,
queijos macios tipo "mexicano" produzidos por uma determinada indistria foram
implicados como veiculo de transmissio. O mesmo sorotipo do microrganismo foi isolado
dos pacientes e das amostras de queijo. Com relagdo ao nimero de casos e de mortes
ocorridas neste surto h4 algumas citagdes: 86 casos e 29 mortes (CDC, 1985 ); 100 casos e
39 mortes (SILLIKER, 1986); 150 casos e 84 mortes (RECENT, 1986); 314 casos e 105
mortes (LISTERIOSIS, 1986); 142 casos e 47 mortes (USA, 1987). InvestigagGes realizadas
na inddstria sugeriram a mistura de leite cru com leite pasteurizado na produgio de
queijos (LISTERIOSIS, 1986) e/ou contaminagdo pés-pasteurizagio (SILLIKER, 1986).

No Cantdo de Vaud, Suica, no periodo entre 1983-1987, foram relatados 22 casos de
listeriose ligados ao consumo de queijos macios "Vacherin" (WHO,1988; TWEDT, 1988).

Além destes surtos documentados, outros t&ém ocorrido em diversos paises sem que se
tenha conseguido estabelecer epidemiolégica e/ou microbiologicamente as fontes comuns.
Como exemplos destes surtos temos os ocorridos na Dinamarca em 1986 (WHO, 1988), e
os de 1987 na Pennsylvania, EUA (EUA, 1987) e Philadelphia, EUA (WHO, 1988); e o de
1988 na Esc6cia (CAMPBELL, 1989).

SILLIKER (1986) cita ainda trés surtos que teriam ocorrido nos EUA. O primeiro

causado por queijo tipo "liederkranz" em 1985; o segundo ocorrido em 1986 e causado por



queijo tipo "brie" francés; o terceiro surto teria ocorrido no estado do Arizona, EUA, em

1986 e teria sido causado por queijo macio tipo "mexicano”.

Casos isolados de listeriose de origem alimentar também t2m sido relatados tanto em
pacientes sadios quanto imunodeprimidos (BANNISTER, 1987; KVENBERG, 1988;
PRENTICE & NEAVES, 1988; SCHWARTZ et alii,1988; KERR et alii, 1988b; CDC,
1989; AZADIAN et alii, 1989; KACZMARSKI & JONES, 1989). Os alimentos envolvidos

foram principalmente queijos macios e produtos derivados de aves.

Em todos estes surtos, nenhuma linhagem especifica de Listeria tem sido
repetidamente incriminada, podendo o microrganismo pertencer a uma variedade de
"serovars" e "lisovars" (WHO, 1988).

2.4. Manifestagdes clinicas e patogenicidade

Listeriose é reconhecida como doenga humana desde 1929 e em animais desde 1911
(GRAY & KILLINGER, 1966), entretanto somente na década de cinquenta é que seu
papel como causador de doengas ficou razoavelmente entendido. Virios autores, entre eles
GRAY & KILLINGER (1966), USA (1987) e PRENTICE & NEAVES (1988), revisaram
listeriose em humanos, mamiferos, p4ssaros e peixes.

A multiplicidade de hospedeiros suscetiveis e a relativa uniformidade das lesdes
causadas por L. monocytogenes nos organismos invadidos, indicam ndo haver adaptagio ao

hospedeiro como conhecida para outras doengas, como por exemplo a brucelose
(SEELIGER, 1988).

2.4.1. Listeria monocytogenes EM HUMANOS

Ao contrério da maioria dos microrganismos causadores de toxinfecgdo alimentar, que
geralmente causam uma variedade de sintomas gastro-intestinais, a infecgio por Listeria se
manifesta usualmente como meningite ou meningo-encefalite podendo estar associada 2
septicemia (USA, 1987). Outras manifestagdes sdo septicemia de baixo grau em mulheres
grdvidas, semelhante 2 gripe; septicemia no perfodo perinatal; sindrome infecciosa
semelhante 3 mononucleose; pneumonia; endocardite; abcessos localizados, internos ou

externos; lesdes cutineas pustulares ou papulares; conjuntivite; uretrite; retardamento



mental em criangas; psicose em adultos; septicemia em adultos, com otite, faringite,
amigdalite e sinusite (GRAY & KILLINGER, 1966; MARTH, 1988).

A taxa de mortalidade em casos diagnosticados varia entre 20-30% (DAVIES et alii,
1984; USA, 1987, TWEDT, 1988; LOVETT & TWEDT, 1988), sendo a doenga sub-

relatada em todo o mundo.

A taxa de seres humanos portadores é de 5%, variando de 1-10% (USA, 1987;
LOVETT & TWEDT, 1988). Parece provével que em individuos sauddveis (ndo de alto

risco) ocorram infecgGes auto-curdveis e que nio sio diagnosticadas como listeriose.
2.4.1.1, Susceptibilidade e resisténcia ao microrganismo

A populagdo susceptivel é constituida principalmente por mulheres grividas e seus
fetos, criangas, idosos e individuos imuno-deficientes (USA, 1987; MARTH, 1988; WHO,
1988).

Condigdes identificadas como fatores que predispoem um adulto 2 listeriose sdo
cincer, cirrose, colite ulcerativa, bronquite asmitica e doengas pulmonares crdnicas
obstrutivas, pénfigos, diabetes melito, transplantes, hemodiélises, gravidez, vicio em
narcéticos, uso de anti-dcidos afetando a acidez estomacal (USA, 1987; MARTH, 1988;
WHO, 1988).

Como listeriose nio se desenvolve em todas as pessoas que entram em contato com L.
monocytogenes, parece haver algum tipo de resisténcia do individuo 3 infecgdo. O
fendbmeno da resisténcia tem sido estudado em modelos animais, principalmente
camundongos (MARTH, 1988) e, se for vélido extrapolar os resultados destes estudos para
os seres humanos, pode-se dizer que a variabilidade na resisténcia parece ter base genética
(MARTH, 1988; SCHLECH, 1988).

2.4.1.2. Dose infecciosa
A dose infecciosa de Listeria monocytogenes para seres humanos ainda nio foi
determinada. Os relatos dos vérios surtos ndo incluem dados que possam possibilitar a

determinagio da dose infecciosa minima. Estes relatos sugerem apenas que a dose é

"baixa" para a populagao suscetivel (USA, 1987). Também nio se t8m informagdes precisas
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com relagio d quantidade de alimento contaminado ingerido e o risco em se adquirir a
doenga. Provavelmente a dose infecciosa estd relacionada com a suscetibilidade do
hospedeiro (WHO, 1988).

O Departamento de Agricultura dos EUA, no seu "Monitoring Policy” (USA, 1987)
cita que, em modelos animais verificou-se que 102 organismos podem causar infecgdo e
que a Dose Letal Média (LDs)) para camundongos injetados intraperitonealmente, é de
107 organismos. Este relato cita que em somente um surto de listeriose humana, em que a
anélise do veiculo foi completada, encontrou-se 103-10% unidades formadoras de coldnias
por grama de alimento (UFC/g). Com base neste resultado, foi estimado que 103-10°
UFC/g sdo necessérias para infectar individuos suscetiveis e doses mais altas para causar

sindrome em individuos adultos saud4veis.
2.4.1.3. Perfodo de incubagio

Em surtos estudados na Suiga e nos EUA, os dados obtidos sobre o periodo ocorrido
entre a ingestdo do alimento contaminado e o inicio da doenga, sugerem que o periodo de
incubagdo para adultos seja de uma a algumas semanas (WHO, 1988).

2.4.2, Listeria monocytogenes EM MAMIFEROS PEIXES E CRUSTACEOS

Para os ruminantes domésticos ou silvestres, a sindrome mais fregiientemente
reconhecida € a encefalite, sendo afetados animais de todas as idades, com morbidade e
letalidade varidveis (GRAY & KILLINGER, 1966; USA, 1987; PRENTICE & NEAVES,
1988). Outros sintomas sdo depressio, perturbagio seguida da perda de coordenagio,
paralisia facial e dos miisculos da garganta e da lingua, salivagio intensa e dificuldade de
degluticio (USA, 1987). Listeria também pode causar mastites, abortos e mortes perinatais
(GRAY & KILLINGER, 1966; USA, 1987; PRENTICE & NEAVES, 1988). Os animais

mastiticos podem secretar o microrganismo no seu leite (SIPKA et alii, 1974).

J4 para animais monog4stricos, como também cordeiros e bezerros cujo rumem nio
estd desenvolvido, a sindrome mais comum € a septicemia (GRAY & KILLINGER, 1966;
PRENTICE & NEAVES, 1988). Cies selvagens ou domésticos, gatos e coelhos também
podem ser infectados (USA, 1987). A doenga € rara em suinos, mas o microrganismo tem
sido isolado de porcos aparentemente sadios (USA, 1987; PRENTICE & NEAVES, 1988).
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Aves domésticas e silvestres jovens sio mais suscetiveis que os adultos sendo que

podem apresentar encefalite semelhante 4 dos ruminantes (GRAY & KILLINGER, 1966;
USA, 1987).

Os crustaceos provavelmente nao sdo infectados por L. monocytogenes, mas podem ser

portadores, podendo assim disseminar o microrganismo. Os peixes, por sua vez, parecem
suscetiveis (GRAY & KILLINGER, 1966).

2.4.3. MECANISMO DA DOENCA

Listeria, em humanos e nos animais, tem um comportamento diferente da maioria dos
microrganismos causa-dores de toxi-infecgio alimentar, devido a sua natureza intracelular
facultativa. Isto propicia a infecgio de tecidos normalmente nio afetados como o cérebro e

sistema nervoso central, a placenta, o tdtero gravido, etc.

Para explicar o mecanismo da doenga em humanos, LOVETT & TWEDT (1988)
sugerem que, ap6s a ingestao das bactérias, elas invadam os macréfagos, passando as cepas
virulentas a se multiplicar no interior dos mesmos até levar 2 ruptura destas células e 2

septicemia. Desta maneira o microrganismo teria acesso as diversas dreas do corpo.

O mecanismo (ou mecanismos) pelo qual L. monocytogenes causa listeriose ainda nio
estd bem definido. Sabe-ée, entretanto, que a bactéria produz algumas toxinas que podem
estar envolvidas no desencadeamento da doenga. Dentre estas toxinas, temos toxinas
hemoliticas (hemolisinas) e lipoliticas, sendo as tltimas responsaveis pelo aumento na
produgdo de mondcitos e pela depressdo na atividade dos linf6citos (MARTH, 1988).

Outras toxinas j4 isoladas incluem uma toxina hemorrégica extracelular, uma fragio
pirogénica, uma toxina capaz de causar alteragdes eletrocardiogrificas (MARTH, 1988).
Componentes da parede celular parecem também estar envolvidos no mecanismo de
patogenicidade (MARTH, 1988; SCHLECH, 1988).
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2.5. Ocorréncia em alimentos
2.5.1. LEITE E DERIVADOS

DOMINGUEZ RODRIGUEZ et alii (1985) investigaram a presenga de Listeria em
misturas refrigeradas de leite cru, provenientes da regido Oeste e Central da Espanha. Um
total de 95 amostras foram tomadas num periodo de 16 meses. L. grayi, foi isolada de
89,5% das amostras; L. monocytogenes de 45,3%; L. innocua de 15,8%; L. welshimeri de

3,1% e L. seeligeri de 1,05%. L. ivanovii, L. murrayi e L. denitrificans nio foram isoladas.

FERNANDEZ GARAYZABAL et alii (1986), isolaram em 6 das 28 amostras de leite
pasteurizado (3,2% de gordura, tratado a 78°C por 15 s) vendido por uma usina de
Madrid, uma linhagem hemolitica de L. monocytogenes, patogénica a camundongos. L.

grayi foi isolada de 89,2% das amostras e L. innocua de 10,7% das amostras.

Amostras de leite (121) e de filtros de leite (14) foram examinadas por HAYES et alii
(1986) quanto a presenca de Listeria monocytogenes. O microrganismo foi recuperado de
15 amostras de leite (12%) e de 2 filtros (14%).

TERPLAN et alii (1986) estudaram a ocorréncia de Listeria em 706 amostras de
queijos de diferentes paises, tendo encontrado 58 positivas para Listeria. Destas amostras,
11 de queijos macios, 6 de queijos semi-duros e 1 de queijo tipo "filata" estavam
contaminadas com L. monocytogenes. Os queijos maturados por crescimento superficial de
fungos foram mais afetados por L. monocytogenes que aqueles que apresentavam fungos
em toda a massa. L. innocua e L. seeligeri também foram isoladas. Os autores nio
verificaram diferenga significativa entre a incidéncia do microrganismo em queijos
elaborados com leite pasteurizado e aqueles elaborados com leite cru. Listeria nao foi
detectada em queijos duros, semi-duros ou processados, assim como de amostras de leite

cru ou pasteurizado.

L. monocytogenes foi detectada em 7 das 69 amostras de queijo macio importado
analisadas por BECKERS et alii (1987). O microrganismo pdde ainda ser isolado de outras
3 amostras apés o processo de enriquecimento. As amostras positivas para L.
monocytogenes haviam sido preparadas com leite cru. O microrganismo também foi isolado

em 6 de 137 amostras de leite cru obtidas na Holanda.
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COMI et alii (1987) pesquisaram a presenga de Listeria monocytogenes em 140
amostras de queijos de diversos tipos e isolaram o microrganismo de somente uma das

amostras. O queijo contaminado havia sido produzido artesanalmente com leite de cabra.

FARBER et alii (1987) examinaram um total de 374 amostras de queijos macios e
semi-duros quanto a presenga de Listeria spp, sendo 61 amostras provenientes de
indastrias do Canad4d e 98 de outros paises. Duas amostras foram positivas para L.
monocytogenes € uma para L. innocua. Estas 3 amostras eram provenientes de uma mesma

indastria da Franga.

LOVETT et alii (1987b) estudaram a incidéncia de Listeria spp em 650 amostras de
leite cru provenientes de 3 estados dos EUA no periodo compreendido entre outubro de
1984 e agosto de 1985. A incidéncia total de L. monocytogenes foi de 4,2%, de L. innocua
1,7% € L. ivanovii, L. welshimeri e L. seeligeri < 1%.

O "Florida Department of Agriculture and Consumer Services" (apud FLORIDA,
1987) isolou Listeria a partir de sorvetes (15 amostras positivas em 36 examinadas) e

queijos (11 amostras positivas em 17 examinadas).

STONE (1987) pesquisou a ocorréncia de Listeria monocytogenes e de outros
microrganismos em 71 amostras de leite cru provenientes de uma usina na Nova Zelindia.
Dentre as espécies de Listeria, L. innocua foi isolada com maior frequéncia (14%), seguida

de L. welshimeri (1,4%). L. monocytogenes nio foi isolada de nenhuma das amostras.

Amostras de leite cru obtidas em fazendas do estado de Nebraska, EUA, foram
examinadas por LIEWEN & PLAUTZ (1988) quanto & presenca de L. monocytogenes. Os
autores verificaram a ocorréncia de 4% de amostras positivas para L. monocytogenes e 5%
para L. innocua.

Na Suica, BREER & SCHOPFER (1988) investigaram a presenga de L.
monocytogenes em queijos e em queijos maturados por bolores superficiais. Do total de
1004 amostras de queijo, 50 (5%) foram positivas para L. monocytogenes e de 343 amostras
do segundo grupo, 33 (9,6%) estavam contaminadas. Os autores verificaram ainda nio
haver diferengas nas taxas de contaminagio entre as amostras produzidas com leite
pasteurizado ou nédo e que a bactéria estava presente na superficie mas nio no interior do

queijo, sugerindo uma contaminacio pés-processamento.
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CANTONI et alii (1988 a) estudaram, na 1télia, a presenga de L. monocytogenes em
777 amostras de queijos e verificaram a presenga do microrganismo em apenas 2,3% das
amostras. As maiores incidéncias foram em queijos tipo "itdlico” (12,5% em 24 amostras) e
queijos tipos "taleggio” (8,3% em 96 amostras). Num teste semelhante feito em queijos
importados verificaram a incidéncia em 4,5% do total de amostras examinadas, sendo que
15,3% das 13 amostras de queijo tipo "tilsit", 16% das 6 amostras de queijo tipo "cheddar" e
33% das 6 amostras de queijo tipo "edam” foram positivas para L. monocytogenes. Os
autores também encontraram o microrganismo em mesas de madeira e em depésitos de

plantas processadoras de queijos.

Os mesmos autores, num outro trabalho (CANTONI et alii, 1988b) avaliaram durante
1 ano a presencga de Listeria em diversos tipos de queijos consumidos na Itdlia, obtendo
resultados positivos em 14 dos 375 queijos tipo "gorgonzola"; 14 dos 216 queijos tipo
"taleggio” e 5 dos 89 tipo "itdlico". Eles também verificaram a presenga do microrganismo

em 9 das 72 zaragatoas de superficies ou equipamentos das fibricas.

L. monocytogenes foi detectada em 2% das 400 amostras de queijos macios
examinados por COMI & CANTONI (1988). Estes isolados s6 foram obtidos a partir de
queijos com pH > 5,6.

FARBER et alii (‘1988a) examinaram 445 amostras de leite cru provenientes de
tanques de armazenamento de Ontdrio, Canad4, buscando Listeria spp. A incidéncia total
deste género foi de 12,4%, sendo L. innocua a mais freqitentemente isolada (9,7%). Tanto
L. monocytogenes quanto L. welshimeri foram isoladas a partir de 1,3% das amostras, sendo

que as demais espécies do microrganismo niao foram encontradas.

Queijos macios de diversas origens adquiridos no varejo, no Reino Unido, foram
avaliados quanto & presenga de L. monocytogenes por GILBERT & PINI (1988a). A
incidéncia de L. monocytogenes foi maior em queijos procedentes da Franga (14%), a
seguir vieram os queijos produzidos na Inglaterra e Pais de Gales (4%). As amostras
provenientes da Repiblica Federativa da Alemanha, Dinamarca e Chipre foram negativas

para o microrganismo.

PINI & GILBERT (1988b) examinaram 222 amostras de queijos macios produzidos

no Reino Unido e em outros paises, com vistas ao isolamento de Listeria spp. Das
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amostras, 10% continham L. monocytogenes distribuidos da seguinte maneira: queijos
italianos, 16%; franceses, 14%; cipriota, 10% e Reino Unido, 4%. Também foram isoladas

cepas de L. innocua.

A avaliagdo mensal do leite cru produzido em Ontério, Canad4, durante 1 ano foi feita
por SLADE et alii (1988). Das 315 amostras examinadas 11,4% foram positivas para
Listeria spp, sendo que 5,4% foram positivas para L. monocytogenes, 8,2% para L. innocua
e 0,3% para L. welshimeri. Os autores nio veificaram sazonalidade na prevaléncia das

diferentes espécies de Listeria.

FENLON & WILSON (1989) avaliaram a presenga de L. monocytogenes em 180
amostras de leite cru provenientes de tanques de fazendas do nordeste da Escécia. A
incidéncia do microrganismo variou de 3,8% no verio a 1,0% no outono. Os autores nio
verificaram correlagdo entre a presenga de L. monocytogenes e os padrdes higiénicos do

local ou a silagem utilizada.

Como se pode notar, Listeria estd presente em leite e diversos tipos de produtos

lacteos com incidéncias varidveis independentemente do pais de origem do produto.

2.5.2. CARNES E DERIVADOS

DURST & BERENCSI (1975) investigaram, na Hungria, a presenca de L.
monocytogenes em vérios tipos de amostras. Dos produtos cdrneos, 6 em 48 amostras
foram positivas para L. monocytogenes (2 linhagens patogénicas e 4 nio patogénicas). O
microrganismo foi isolado de produtos cdrneos que haviam sido armazenados a -20°C e de
32,9% das amostras de frango. Os autores concluiram que produtos cdrneos de origem

bovina ou avicola podem ser envolvidos na transmissio de listeriose.

HOHNE et alii (1975) examinaram nédulos linfiticos intestinais de 342 animais
aparentemente sadios (104 porcos, 118 bois e 120 pequenos ruminantes) abatidos num
abatedouro municipal de Togo, Africa Ocidental, para verificar a presenca de L.
monocytogenes. Destas, 8 amostras apresentaram resultados positivos, sendo 2 de porcos, 5
de pequenos ruminantes e 1 de boi.

A incidéncia de L. monocytogenes em aves cruas consumidas em residéncias na regido
de West Glamorgan, GB, foi estudada por KWANTES & ISSAC (1975). Em 64 frangos
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congelados examinados, 41 apresentaram resultados positivos para o microrganismo; dos
38 frangos frescos, 19 foram positivos; dos 4 perus examindos, 1 foi positivo; todos os trés

patos analisados apresentaram L. monocytogenes, assim como 1 faisio dos 2 examinados.

GITTER (1976) isolou L. monocytogenes de 14,7% das 68 amostras de frango pronto
para assar ("oven ready poultry") adquiridos em 26 diferentes locais de New Haw,
Weybridge.

COMI & CANTONI (1985) examinaram cerca de 200 intestinos, pele e carcagas de
frangos provenientes da Lombardia, Itdlia. O percentual de isolamento de Listeria foi de

2,5% para os intestinos, nio tendo o microrganismo sido isolado de pele ou carcaga.

COTTIN et alii (1985) examinaram tecido muscular e pulmdes de 514 bovinos sendo
487 deles aparentemente sadios. Tanto L. monocytogenes quanto L. innocua foram isoladas
de 15 animais sadios (3,1%). Dentre os animais doentes, L. monocytogenes foi isolada de
12 amostras (44%).

Diversos produtos carneos da regido de Haute-Vienne, Franga, foram examinados por
NICOLAS (1985). O nimero de amostras estudadas e o nimero de amostras positivas
para linhagens patogénica e ndo patogénicas de Listeria foram respectivamente para
produtos cirneos consumidos crus (embutidos secos), 18, 4, 2; para produtos cdrneos a
serem cozidos (embutidbs frescos), 98, 4, 12; "frozen comminuted patties", 52, 5, 2; para
cordeiro fresco, 7, 1, 0; para superficies de carcacas de suinos, 20, 1, 0; de bovinos, 20, 0, 0;

e de cordeiros, 20, 0, 0.

FLOWERS (apud MEAT, 1987) relatou a ocorréncia de Listeria em 58% das 53
amostras de produtos cdrneos crus examinados, em 5% dos 691 produtos cdrneos termo-
processados prontos para consumo ("heat-processed ready-to-eat meat products"), € em
12% das 230 amostras de embutidos secos. Ele relata também que 14 4reas da industria de
produtos cdrneos foram identificadas como possiveis locais de contaminagio por Listeria e
que a incidéncia deste microrganismo aumenta na superficie de trabalho, durante o

periodo de processamento.
O "Florida Department of Agriculture and Consumer Service" (apud FLORIDA,

1987) isolou Listeria a partir de carnes prontas para consumo (1 amostra positiva em 12

examinadas) e carnes cruas (8 amostras positivas em 10 examinadas).
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BREER & SCHOPFER (1988) verificaram a presenga de L. monocytogenes em 33
(11,3%) das 292 amostras de carne crua examinadas, estando incluidas neste total os
resultados referentes as amostras de frango (56 examinados, 10 positivas) e as amostras de
carne moida mista (85 examinadas, 13 positivas). Dos 204 produtos cérneos crus
examinados (incluindo salame, "mettwurst" e carne seca) 7,4% foram positivos para o

microrganismo.

CANTONI et alii (1988b) examinaram 225 amostras de embutidos crus, encontrando
20 deles positivos para Listeria, sendo 6 amostras positivas para L. monocytogenes, 7 para
L.innocua e 7 para L. welshimeri. A contaminagio das amostras foi restrita a superficie das

mesmas.

Amostras de 96 lotes de embutidos crus fermentados (cura-seca), produzidos em
estabelecimentos registrados no Canad4, foram analisados quanto 2 presenga de Listeria
spp (FARBER et alii, 1988d). Deste total, 15 amostras foram positivas para L.

monocytogenes apés fermentagdo e S permaneceram positivas apés o periodo de secagem.

KARCHES & TEUFEL (1988) examinaram amostras de carne bovina e suina moidas
e "zwiebelmettwurst" (embutido maturado consumido relativamente fresco). Das 59
amostras de carne bovina moida, 51 foram positivas para Listeria spp e 27 para L.
monocytogenes; das 58 amostras de carne suina moida, 44 foram positivas para Listeria spp
e 23 para L. monocytogenes € de 11 amostras de "zwiebelmettwurst”, 6 foram positivas para

Listeria spp e 1 para L. monocytogenes.

Nos EUA, MCCLAIN & LEE (1988) verificaram a presenga de L. monocytogenes em
amostras congeladas de carne moida, embutidos de porco e em carne de frangos, obtendo
os seguintes resultados: para carne moida, 20 amostras positivas em 41 analisadas; para
embutidos de porco, 12 amostras positivas em 23 examinadas e para carne de frangos, 7
amostras positivas em 22 analisadas.

PINI & GILBERT (1988a) avaliaram a incidéncia de Listeria spp em 100 amostras de
frango cru comercializadas no Reino Unido, sendo que 60% das amostras (frescas ou
congeladas) estavam contaminadas com L. monocytogenes e 28% com outras espécies de
Listeria, como L. welshimeri, L. seeligeri e L. innocua. Num outro trabalho, os autores

estudando procedimentos para o isolamento de L. monocytogenes a partir de frangos crus e
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queijos, isolaram 70 amostras positivas para L. monocytogenes em 160 frangos examinados
(PINI & GILBERT, 1988b).

SCHMIDT et alii (1988) testaram 30 amostras de carne de porco moida e 30 de
embutidos tipo "mettwurst”, para a presenga de Listeria spp. Todas as amostras do primeiro
grupo e 29 do segundo foram positivas para Listeria spp. L. monocytogenes esteve presente

em 24 e 17 amostras respectivamente. Outras espécies como L. innocua, L. welshimeri e L.
seeligeri também foram isoladas.

SKOVGAARD & MORGEN (1988) verificaram a presenga de Listeria spp em
alimentos crus de origem animal. De 67 amostras de carne bovina moida, 67% foram
positivas para Listeria spp e 28% para L. monocytogenes; de 17 amostras de pele de

pescogo de frangos, Listeria spp foi detectada em 94%, e L. monocytogenes em 47%.

TRUSCOTT & MCNAB (1988) num estudo para avaliagio de meios de cultura,
isolaram L. monocytogenes em 29 (58%) das 50 amostras de carne magra moida,
adquiridas no varejo em Ontério, Canad4.

A presnga de Listeria monocytogenes em 90 carcagas de frangos, obtidas no comércio
do sudeste do EUA, foi avaliada por BAILEY et alii (1989). Listeria foi recuperada em
38% das amostras, e L. monocytogenes em 23%.

BUCHANAN et alii (1989) examinaram virios produtos, tanto de origem animal
quanto vegetal, quanto a presenga de Listeria. Em carne e produtos cdrneos frescos,
Listeria spp foi isolada em 52% das amostras, sendo L. monocytogenes isolada em 45%
delas. Em produtos cdrneos curados, somente L. innocua foi isolada de 1 amostra de
salame (8%). Em aves e seus derivados Listeria spp ndo foi isolada de nenhuma das
amostras examinadas.

Na Dinamarca, SKOVGAARD & NORRUNG (1989) examinaram 51 amostras de
carne de suino moidas, estando Listeria spp presente em 32 amostras (62,8%), L.

monocytogenes em 6 amostras (11,8%), L. innocua em 26 amostras (51,0%) e L. seeligeri
em 1 amostra (2,0%).

LEISTNER et alii (1989) num estudo feito em Kulmbach, Alemanha, isolaram Listeria
monocytogenes a partir de carne suina moida (80%); carne bovina moida (63%); embutidos
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tipo "mettwurst" fresco (59%); embutido tipo "mettwurst" de grosso calibre (20%); salame

(17%); embutido defumado tipo "bruhwurstaufschnitt" (17%).

SCHMIDT (1989) numa avaliagio de metodologia qualitativa e quantitativa para a
detecgdo de Listeria em produtos carneos, verificou a presenga de L. monocytogenes em
bacon (12%) mas nido em presunto cozido. Para os outros produtos examinados, as

percentagens de L. monocytogenes encontradas foram semelhantes 3s descritas por
LEISTNER et alii (1989).

Considerando-se o exposto verifica-se que a positividade para Listeria spp tanto em
carnes cruas quanto em produtos cidrneos crus ou curados, € relativamente alta, o que pode

indicar a importancia destes alimentos como veiculo de transmissio de listeriose.
2.5.3. OUTROS ALIMENTOS

Além dos grandes grupos de alimentos vistos acima, Listeria spp também tém sido
pesquisada em outros alimentos como frutos do mar, verduras e saladas prontas para

consumo, legumes, etc...

WEAGANT et alii (1988) avaliaram 57 produtos de origem marinha, provenientes de
12 paises, com relagdo a presenca de Listeria spp. L. innocua foi isolada em 26 amostras e
L. monocytogenes em 2 .de 7 amostras de camardes crus; 2 de 8 amostras de camardes
cozidos e descascados; 7 de 24 amostras de carne cozida de caranguejo; 1 de 2 caudas de

lagosta; 1 de 4 "finfish" e 2 de 7 "surimis” a base de frutos do mar.

BUCHANAN et alii (1989) verificaram a presenca de Listeria spp em 28% das
amostra de frutos do mar por eles analisadas. L. monocytogenes foi isolada de 11% das
amostras, assim como L. welshimeri; L. innocua foi isolada em 5,5% das amostras. Os

autores nfo isolaram Listeria spp das amostras de salada de batatas examinadas.
HOFER (1975a) estudou a presenga de Listeria spp em amostras de alfaces

provenientes de S. Paulo, Brasil. Em 3 das 56 amostras examinadas isolou-se L.

monocytogenes.
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STEINBRUEGGE et alii (1988) durante um estudo sobre capacidade de
sobrevivéncia e crescimento de L. monocytogenes em alface pronta para consumo,

verificaram a presenga de L. monocytogenes em alfaces nio inoculados.

Saladas preparadas e embaladas ("prepacked salads") comercializadas em
supermercados do Reino Unido foram examinadas por SIZMUR & WALKER (1988). De

60 amostras examinadas, 4 foram positivas para L. monocytogenes e 13 para L. innocua.

HEISICK et alii (1989a) observaram a presenga de Listeria spp em 19 amostras de
batatas (em 70 analisadas) e em 25 amostras de rabanetes (em 68 testadas). Os demais
podutos examinados (cogumelo, cenoura, repolho, brécoli, couve-flor, alface, tomate e

pepinos) ndo apresentaram o microrganismo.

HEISICK et alii (1989b) isolaram L. monocytogenes a partir de repolhos, pepinos,
batatas, e rabanetes adquiridos em 2 supermercados de Minneapolis, EUA. Também
foram isoladas cepas de L. innocua de pepinos, alface, cogumelos, batatas e rabanetes. L.

seeligeri e L. welshimeri também foram isoladas.

No Reino Unido, KERR et alii (1988a) examinaram 21 amostras de alimentos cozidos
resfriados ("cook-chillfoods") adquiridos no comércio. L. monocytogenés foi isolada de 5
amostras (24%), sendo todas elas 2 base de frango. Os autores sugerem que ou o
microrganismo pode sobreviver ao cozimento ou pode ocorrer contaminagio pGs-

cozimento.

GILBERT et alii (1989) também testaram alimentos resfriados adquiridos do
comércio € de instalagbes de "catering" de comidas resfriadas ("cook-chillcatering
facilities"), quanto 2 presenca de L. monocytogenes. Nas 527 amostras de frango pronto
para consumo, pré assado ("precooked ready to eat") do varejo, 63 (12%) foram positivas
para L. monocytogenes; nas 74 amostras de refeigoes resfriadas do varejo, 13 (18%) foram
positivas.Nas 627 amostras de itens de pratos principais do "catering", 10 (2%) foram
positivas, e das 73 amostras de sobremesa do "catering” nenhuma acusou a presenga do
microrganismo.
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2.6. Efeito de condig¢des ambientais e de processamento na sobrevivéncia e
crescimento de Listeria.

2.6.1, TRATAMENTO TERMICO

Virios estudos sobre a resisténcia térmica de Listeria tém sido executados
principalmente em leite, mas os dados obtidos sio muito controvertidos. Enquanto alguns
autores afirmam ser Listeria resistente A pasteurizagio (BEARNS & GIRARD, 1958;
BRYAN, 1979; FERNANDEZ GARAYZABAL et alii, 1986; DOYLE et alii, 1987;
FERNANDEZ GARAYZABAL et alii, 1987) e a outros tratamentos térmicos
(KARAIOANNOGLOU & XENOS, 1980), outros dizem o contrdrio (OBIGER, 1976;
BRADSHAW et alii, 1985; BUNNING et alii, 1986; DONNELLY & BRIGGS, 1986;
DONNELLY et alii, 1987, BRADSHAW et alii, 1987; BECKERS et alii, 1987; BUNNING
et alii, 1988; FARBER et alii, 1988c¢).

A comparagao entre os diversos trabalhos torna-se dificil pois 0 meio de suspensio, o
tamanho do in6culo, a linhagem e os métodos utilizados, tanto no teste de aquecimento

quanto na recuperacao do microrganismo, variam de autor para autor.

Os primeiros estudos feitos com L. monocytogenes em leite (BEARNS & GIRARD,
1958) foram conduzidos em tubos abertos que s6 podiam ser parcialmente submersos em
banho-maria durante o tratamento térmico, 0 que os levou a afirmar que o microrganismo
poderia sobreviver 2 pasteurizagio (61,7°C por 35min). DONNELLY et alii (1987) e
BECKERS et alii (1987), repetindo os testes executados por BEARNS & GIRARD,
verificaram que este método, ou testes similares, podem levar a valores de resisténcia

térmica imprecisos.

Para os pesquisadores que acreditam ser Listeria resistente a pasteurizagdo, duas
seriam as explicagOes: a alta contaminagio inicial do produto (DOMINGUEZ
RODRIGUEZ et alii, 1985) e a natureza intracelular facultativa do organismo, que o
protegeria da inativagdo térmica durante a pasteurizagdo (FLEMING et alii, 1985). Para
testar a segunda hip6tese, BUNNING et alii (1986) e DOYLE et alii (1987) estudaram a
resisténcia térmica de L. monocytogenes localizada intracelularmente. Os primeiros
pesquisadores utilizaram bactérias localizadas no interior de fagécitos de camundongos e
suspensas em leite cru, obtendo um valor D a 71,7°C de 1,9s, concluindo que a posicido
intracelular ndo as protegeria da inativagéo- térmica. O segundo grupo de pesquisadores
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utilizou o leite proveniente de vacas infectadas artificialmente com culturas do
microrganismo e verificou que L. monocytogenes pode sobreviver, quando em posigio
intracelular, ao tratamento térmico minimo (71,7°C por 15s) recomendado pelo "Food and
Drug Administration".

BUNNING et alii (1988) avaliaram posteriormente a resisténcia térmica tanto de
Listeria livres no leite, quanto intracelularmente em fag6citos de bovinos. Eles constataram
que a posicio intra-celular nio protege L. monocytogenes da pasteurizagio, mas que a
resisténcia térmica do microrganismo sugere que se houver inéculo grande pode haver

sobrevivéncia as condigbes de pasteurizagio a alta temperatura por periodo curto (HTST).

Porém o grupo de trabalho em listeriose de origem alimentar, da Organizagio
Mundial da Saide (WHO, 1988) considerou a pasteurizagdo um processo seguro para
diminuir o nivei de listérias no leite e sugeriu que estudos sobre pasteurizagio do leite nio

sd0 mais necessarios.

Outra fonte de calor que tem sido examinada é o forno de microondas. A eficiéncia
dele na destruigdo de L. monocytogenes foi avaliada no Reino Unido por LUND et alii
(1989), que trabalharam com frangos recheados contaminados artificialmente. Os autores
verificaram que mesmo em nuimeros tdo altos quanto 107 UFC/g, no recheio ou na
superficie, as bactérias sdo destruidas se forem seguidas as instrugdes de preparagio do
alimento recomendadas pélo fabricante do forno.

2.6.2. OUTROS EFEITOS

O efeito bactericida de altas concentragdes de cloreto de s6dio (10,5% e 30,5%) sobre
diversas linhagens de L. monocytogenes, em meio de cultura, diminui sensivelmente com a
redugdo da temperatura, tornando a perda da viabilidade mais lenta (SHAHAMAT et alii,
1980a). A 4°C, em meio contendo 25,5% de NaCl, o microrganismo pode sobreviver por
mais de 132 dias. A temperaturas mais altas, por exemplo 22°C, e com a mesma
concentragdo salina, o microrganismo torna-se invidvel apés 28 dias (SHAHAMAT et alii,
1980a).

Os mesmos autores (SHAHAMAT et alii, 1980b) verificaram que o nitrito de sédio
isoladamente ndo apresenta efeito inibidor sobre L. monocytogenes, mesmo em
concentragbes tio altas quanto 25.000 mg/kg. Para que ele atue como tal, dentro dos.



limites permitidos pelas recomendagdes, é necesséria a combinagio de diferentes fatores
tais como concentragio salina (3% NaCl), pH (< 5,5) e temperatura (armazenamento sob

refrigeragao).

JUNTILLA e colaboradores (1989), trabalhando com embutidos fermentados,
verificaram que L. monocytogenes foi capaz de sobreviver durante os 21 dias de
fermentagio quando se usam os niveis de nitrato de sédio e de cloreto de sédio
recomendados para as indistrias de carne (120 mg/kg NaNO3 e 3% NaCl).

O efeito inibidor de outros agentes conservadores como benzoato de sédio, 4cido
sérbico e propionato de s6dio tém sido estudados por EL-SHENAWY & MARTH
(1988a,b; 1989). O benzoato de sédio tem sua efetividade contra L. monocytogenes
aumentada quando usado em pH 4cido e em temperaturas de 21°C e 35°C, j4 os demais
parecem ser mais efetivos principalmente em alimentos 4cidos ou acidificados (pH 5,0) e

preferencialmente combinados a baixas temperaturas (4°C).

Um produto que demonstrou ter efeito bactericida sobre Listeria monocytogenes é a
fumaga liquida. MESSINA et alii (1988) estudaram o efeito de 5 tipos de fumagas liquidas
sobre o microrganismo e verificaram que um deles (CharSol-10) propiciava a redugio de
99,9% da populagio de bactérias inoculadas superficialmente, ap6s 72h de armazenamento

sob refrigeracio.

Para produtos ldcteos, verificou-se que a adigdo de ingredientes como cacau em pé,
aglcar e carragenina contribui para o crescimento de L. monocytogenes (ROSENOW &
MARTH, 1987b).

CONNER et alii (1986) estudaram o efeito da temperatura, NaCl e pH no
crescimento de 2 linhagens de L. monocytogenes em suco de repolho. Os autores
observaram que o microrganismo sobrevive por 70 dias em suco de repolho a 5°C, mesmo
em presenga de 5% de NaCl, e que pode tolerar e crescer a pH inicial de 5,0 a 6,1 sendo
capaz de reduzir o pH do suco a 4,14 antes de sua completa inativagio. Outro fato
verificado foi que a temperatura de refrigeracio (5°C) a taxa de mortalidade em baixos

valores de pH foi menor que a 30°C.

GEORGE et alii (1988) avaliaram o efeito do pH e da temperatura no crescimento de

diversas linhagens de L. monocytogenes, em meio de cultura. A temperaturas mais altas
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(20-30°C) o microrganismo pode iniciar o crescimento em pH de até 4,39; j4 em

temperaturas de refrigeragio (4°C), o pH necess4rio para haver crescimento é de 5,23.

Listeria monocytogenes pode sobreviver 3 fermentagdo produzida por diferentes
bactérias ldticas usadas na produgdo de iogurtes e de leites desnatados fermentados
(SCHAACK & MARTH, 1988a;b). J4 outras bactérias laticas produzem bacteriocinas que
irdo inibir o crescimento de Listeria (HOOVER et alii, 1988; HARRIS et alii, 1989;
RACCACH et alii, 1989).

O desenvolvimento de L. monocytogenes em alimentos, principalmente de origem
vegetal, pode ser controlado por lisozima da clara de ovos de galinha, conforme relatado
por HUGHEY et alii (1989).

MARSHALL & SCHMIDT (1988) estudando o comportamento de L. monocytogenes
em leite, quando em presenca de Pseudomonas spp, verificaram que a presenga da segunda
promove um maior crescimento da primeira. O Departamento de Agricultura norte-
americano (USA, 1987) descreve que, em carne moida, a presenga de P. fluorescens tem
efeito sinergistico no crescimento de L. monocytogenes, provavelmente devido ao aumento

no pH da carne decorrente da atividade proteolitica de Pseudomonas.

Uma variedade de produtos licteos fluidos (leite desnatado e integral, leite
achocolatado e creme de leite) inoculada com L. monocytogenes foi armazenada a diversas
temperaturas por ROSENOW & MARTH (1987a). O tempo de geragio do
microrganismo foi de 41 min a 35°C; 4h27min-6h55min a 13°C; 8h40min-14h33min a 8°C
e 1,2d-1,9d a 4°C.

SIZMUR & WALKER (1988) verificaram que em saladas preparadas e embaladas a

populacdo de Listeria monocytogenes dobra durante o armazenamento por 4 dias a 4°C.

A utiliza¢do de nisina tem sido estudada por alguns pesquisadores. DOYLE (1988)
relata que, ap6s a redugio inicial no nimero de células de L. monocytogenes Scott A e uma

fase lag de alguns dias, pode ocorrer o crescimento do microrganismo mesmo em presenca
de 500 Ul/ml de nisina.



2.7. Comportamento de L. monocytogenes em alimentos

Como j4 foi referido anteriormente, as listérias possuem uma grande capacidade de
sobrevivéncia em condigbes adversas. Isso tem levado diversos pesquisadores a estudar seu
comportamento durante a produgio e o armazenamento de alguns produtos,

principalmente produtos lcteos.

Um dos trabalhos pioneiros sobre o assunto foi realizado na Tugosldvia (SIPKA et alii,
1974) e indicou a sobrevivéncia de L. monocytogenes em queijo branco salgado, ap6s 28

dias de produgido quando este estava totalmente maturado.

A sobrevivéncia de L. monocytogenes foi também verificada durante o processamento
de queijo tipo "cottage” (RYSER et alii, 1985); processamento e maturagio de queijo tipo
"cheddar” (RYSER & MARTH, 1987a); queijo tipo "camembert” (RYSER & MARTH,
1987b); queijo semi-duro (DOMINGUEZ RODRIGUEZ, 1987); queijo tipo "colby"
(YOUSEF & MARTH, 1988); queijo semi-duro de leite de cabra (THAM, 1988);
processamento e maturagio de queijo tipo "brick" (RYSER & MARTH, 1989). O
microrganismo também pode sobreviver ao processo de produgido e armazenamento de
leite em p6 (DOYLE et alii, 1985) por até 12 semanas; ao processamento e
armazenamento de manteiga (OLSEN et alii, 1988); em leite fermentado refrigerado e em
iogurte desnatado (SCHAACK & MARTH, 1988c); em leitelho ("buttermilk") e iogurte
integral aromatizado ou nio (CHOI et alii, 1988).

Listeria também pode sobreviver em carne de cordeiro e carne bovina moida
(mantidas a 0°C por 24 e 20 dias respectivamente); em proteinas sarcoplasmaticas isoladas
de carne de bovinos, suinos e ovinos mantidas a 4°C; em ovos liquidos, desidratados e ovos
desidratados e reidratados com 4gua estéril, conforme verificado por KHAN et alii (1975).
Em estudos sobre a capacidade de sobrevivéncia e crescimento de Listeria em carne moida
armazenada sob refrigeragdo (4°C) verificou-se que o microrganismo permanecia viével
por 2 semanas (JONHSON et alii 1988b) ou por até 30 dias (SHELEF, 1989) sem no
entanto haver alteragbes na populagio. GOUET e colaboradores (1978) verificaram que
em carne moida estéril, inoculada com o microrganismo e armazenada a 8°C, ocorria uma
queda inicial na populagdo (na ordem de 1log) ficando a seguir estvel. J4 quando eram
inoculadas também outras espécies de bactérias, por exemplo Pseudomonas fluorescens,
havia um crescimento da populagio de Listeria, talvez devido a atividade proteolitica de

Pseudomonas. Estes resultados nio phderam ser comprovados por SHELEF (1989), que
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mesmo deixando a carne deteriorar-se ndo  verificou um  incremento

na populagao de Listeria.

Outros produtos que podem permitir a sobrevivéncia e/ou crescimento de L.
monocytogenes sao salames (quando em nimero superior a 103 UFC/g, segundo
JONHSON et alii, 1988a); embutidos tipo "zwiebelmettwurst" (KARCHES & TEUFEL,
1988): musculo bovino integro, embalado a vicuo (GRAU & VANDERLINDE, 1988);
peito de frango processado em calor seco e embalado a vicuo ou em filme permeével a
oxigénio (CARPENTER & HARRISON, 1989); embutidos tipo "beaker" e "pepperoni"
(GLASS & DOYLE, 1989); peito de frango processado em calor tmido e embalado a
vécuo ou em filme permedvel a O, (HARRISON & CARPENTER, 1989) e carne bovina
ou figado bovino moidos (SHELEF, 1989).

2.8. Métodos de deteccao e identificacao

Face 2 inexisténcia de uma metodologia padronizada para detecgio da presenga de L.
monocytogenes em alimentos, uma grande variedade de métodos de recuperagdo e de

isolamento tem sido utilizada.

O plaqueamento direto de diluicoes adequadas da amostra (BUCHANAN et alii,
1987, YOUSEF et alii, 1988; GOLDEN et alii, 1988a; SCHMIDT, 1989) ou o
enriquecimento anterior ao plaqueamento em 4gar seletivo (DOMINGUEZ
RODRIGUEZ et alii, 1984; DOYLE & SCHOENI, 1986; LOVETT, 1987a; SLADE &
COLLINS-THOMPSON, 1987, MCCLAIN & LEE, 1988; SCHMIDT, 1989) sio

alternativas utilizadas.

A utilizagdo do enriquecimento tem sido de grande valia por facilitar a recuperagao
dos microrganismos injuriados ou a detecgdo quando estes estio em baixos nimeros. Os
procedimentos de enriquecimento seriado, utilizando um meio de enriquecimento
primdério pouco seletivo, seguido por um meio de enriquecimento secundério seletivo e
isolamento em um 4&4gar diferencial, parece ser a metodologia mais adequada para o
isolamento de L. monocytogenes de origem alimentar (WHO, 1988; RALOWICH, 1989).

O enriquecimento pode ser feito & temperatura de refrigeragio (4°C) para explorar a
capacidade do microrganismo em crescer a baixas temperaturas (RALOVICH, 1975;
DOMINGUEZ RODRIGUEZ et alii, 1984; DOYLE & SCHOENI, 1986; SLADE &
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COLLINS-THOMPSON, 1987; YOUSEF et alii, 1988). Este procedimento, apesar de
muito eficiente, € muito lento (pois as amostras chegam a ficar incubadas até 3 meses) o
que fez com que os pesquisadores buscassem temperaturas mais altas, por exemplo 30°C
(LOVETT, 1987a; MCCLAIN & LEE, 1988; SCHMIDT, 1989), a fim de propiciar um
tempo de andlise menor, porém sem perda de sensibilidade para recuperar populagdes

reduzidas do microrganismo.

A incubagio, tanto do caldo de enriquecimento quanto das placas de isolamento, pode
ser feita em aerobiose ou em microaerofilia (DOYLE & SCHOENI, 1986).

Os meios de enriquecimento e de isolamento possuem formulagbes que variam
segundo os diferentes autores. RALOVICH (1989) revisou, extensivamente, os
procedimentos de isolamento publicados desde 1948. BRACKETT & BEUCHAT (1989)
também revisaram alguns métodos e meios para o isolamento e cultivo de L.
monocytogenes a partir de vérios alimentos. Completando estas duas revisdes surgiu a nova
metodologia proposta por MCCLAIN & LEE (1989) que utiliza para o enriquecimento
secund4rio uma modificagdo do meio proposto por FRASER & SPERBER (1988) e para
o isolamento, o 4gar proposto por CURTIS et alii (1989).

Muitos autores (HAO et alii, 1987; FLORIDA, 1987; PINI & GILBERT, 1988b;
GOLDEN et alii, 1988b; HARTMANN et alii, 1988; TRUSCOTT & MCNAB, 1988;
LOESSNER et alii, 1988; HEISICK et alii, 1989; BUCHANAN et alii, 1989; CASSIDAY
et alii, 1989; RALOVICH, 1989) tém comparado a efetividade das diversas metodologias

propostas para o isolamento de Listeria a partir de alimentos.

Dentre todas as metodologias j4 descritas, duas parecem ter maior aceitagio entre os
pesquisadores: uma € a desenvolvida por LOVETT (1987a) e conhecida como "método do
FDA" e a outra € a desenvolvida por MCCLAIN & LEE e conhecida como "método do
USDA-FSIS". O primeiro método foi desenvolvido basicamente para leite e produtos
lacteos, enquanto o segundo € oficialmente recomendado nos EUA para carnes e produtos
cdrneos. Segundo BRACKETT & BEUCHAT (1989) o procedimento recomendado pelo
USDA-FSIS € mais sensivel, principalmente quando se tem uma grande microbiota
acompanhante. Outra vantagem deste método é o menor periodo de incubagio requerido
para o caldo de enriquecimento, o que permite o estabelecimento de um diagnéstico final

mais rapidamente.O "Florida Department of Agriculture and Consumer Services" (apud
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FLORIDA, 1987) também constatou ser o "método USDA-FSIS" tio eficiente, ou até mais

eficiente, que o "método FDA" tanto para produtos licteos quanto c4rneos.

A identificagio inicial das novas cepas € geralmente feita através do exame da
morfologia colonial e celular,pela reagio hemolitica em 4gar sangue,pela coloragdo verde
azulada tipica das colOnias, quando examinadas através de iluminagdo transmitida. Os
testes de identificagdo e de confirmagio sio normalmente baseados nas caracteristicas
classicas descritas por SEELIGER & JONES (1986) e citadas por nés em 2.1. A
Organizagio Mundial da Satide (WHO, 1988) recomenda que a confirmacio dos isolados
seja feita de maneira répida, utilizando-se um nimero minimo de testes que realmente

identifiquem as espécies de Listeria.

Métodos mais modernos tém sido usados por alguns autores para a identificagio de
Listeria. Dentre estes métodos existe o Ensaio Imunoenziméitico ("ELISA") usando

anticorpos monoclonais para antigenos flagelares e a hibridizagio de ADN.
3. MATERIAIS E METODOS
3.1. Materiais

3.1.1. MEIOS DE CULTURA

- Agar soja tripticase, da Difco, adicionado de 0,6% de extrato de
levedura da Lab M ("TSA-YE");

- Caldo soja tripticase, da Difco, adicionado de 0,6% de extrato de
levedura ("TSB-YE");

- Agar McBride modificado ("MLA") formulado no laboratério,
segundo LOVETT (1988);

- Agar Vogel-Johnson modificado ("MVJ") formulado no laboratério,
segundo BUCHANAN et alii (1987);

- Agar cloreto de litio feniletanol moxalactam ("LPM") formulado no
laboratério segundo LEE & MCCLAIN (1986);

- Meio SIM, da Biobras, adicionado de 0,2% de 4gar da Difco;

- Agar triplice agiicar ferro ("TSI"), da Difco;

- Agar coltimbia adicionado de 5% de sangue desfibrinado de cavalo;

- Caldo nitrato, da Difco; »
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- Caldo "MR-VP" da Difco;

- Caldo basico de bromocresol pirpura, da Difco;

- Agar sangue de ovelha, segundo MCCLAIN & LEE (1988);

- Agar soja tripticase ("TSA"), da Difco, adicionado de 5% de sangue
desfibrinado de ovelha;

- Caldo de enriquecimento primério ("LEB 1") e secunddrio ("LEB 2"),
segundo MCCLAIN & LEE (1988).

3.12. SOLUCOES

- Solugido a 10% de cicloheximida, Sigma;

- Solugio a 5% e a 2% de 4cido nalidixico, Winthrop;

- Solugdo a 2% de bacitracina, Sigma;

- Solugdo a 1% de telurito de potéssio, Carlo Erba;

- Solucdo a 0,27% e a 0,25% de acriflavina, Inlab;

- Solugdo a 1% e a 0,5% de moxalactam, Lilly;

- Solugio de hidréxido de potéssio (KOH) a 0,2% em salina 2%;

3.1.3. EQUIPAMENTOS

- Incubadora orbital com agitacio e controle de temperatura, "Orbit
Environ Shaker-Labline";

- Homogeneizador de pistdes, "Stomacher Lab Blendor - Seward
Medical";

- Estufa incubadora para BOD, modelo 347, Fanem;

- Microscépio estereoscépico "Karl Zeiss", 4752;

- Espelho concavo "Nikon" SMZ-2;

- lluminador "Schott", modelo KL 1500.

3.1.4. ALIMENTOS

- Carne bovina moida no agougue;
- Lingiiica frescal, vendida a granel;
- Salsicha, vendida a granel;

- Queijo minas frescal;

- Leite pasteurizado, tipos B e C;

- Leite cru, tipo B.
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3.1.5. OUTROS

- Cultura de L. monocytogenes Scott A, fornecida pelo "Food and Drug
Administration, USA ";
- Materiais e equipamentos de uso corrente em um laboratério de

microbiologia.
3.2. Métodos

Numa etapa inicial da pesquisa, face 2 inexisténcia de uma metodologia padronizada,
avaliou-se a capacidade seletiva de alguns meios de isolamento para listérias. A seguir
procedeu-se a avaliagdo da contaminagio em produtos alimenticios existentes no comércio.

32.1. AVALIACAO DA CAPACIDADE SELETIVA DE TRES MEIOS DE
ISOLAMENTO

O estudo foi desenvolvido visando avaliar o comportamento de 3 meios de isolamento
("MVIJ""MLA" e "LPM") com relagio 2 seletividade para L. monocytogenes artificialmente
inoculada em amostras de carne moida e de leite pasteurizado tipo B. Estes estudos foram
conduzidos com 3 repetigdes, sendo os plaqueamentos em duplicata.

3.2.1.1. Preparo do in6culo de Listeria monocytogenes Scott A

Listeria monocytogenes Scott A foi semeada em tubos contendo "TSA-YE" e incubada
a 30°C por 24h. A seguir semeou-se a cultura em um frasco Erlenmeyer contendo 50 ml de
"TSB-YE" e incubou-se a 30-35°C em incubadora orbital com agitacio de 120 rpm
(rotagbes por minuto). Diluiu-se, decimalmente em solu¢io salina peptonada até atingir
aproximadamente 104 microrganismos/ml, o que foi acompanhado pela contagem de
colénias em placas de "TSA-YE", incubadas em estufa incubadora para BOD a 35°C por
24h.

3.2.1.2. Testes com os meios de isolamento

Porgbes de 25 g das amostras foram inoculadas com 1ml do inéculo preparado como
descrito em 3.2.1.1,, de modo a conter aproximadamente 3,0x103 UFC/g, sendo a seguir
diluidas em 225 ml de solugio salina peptonada e homogeneizadas em homogeneizador de
pistdes por 1 minuto (no caso da carne) ou apenas agitadas manualmente (no caso do
leite). Diluigdes decimais foram preparadas e aliquotas de 0,1 ml espalhadas
superficialmente nos meios de isolamento a serem testados ("MLA", "MVJ" e "LPM").
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Os dois primeiros meios foram incubados a 35°C (LOVETT, 1987a; BUCHANAN et
alii, 1987) e o Gltimo a 30°C (MCCLAIN & LEE, 1988), sendo as placas examinadas apGs
24, 48 e 72 h de incubagio. As placas de "MLA" e de "LPM" foram observadas com auxilio
de iluminagéo transmitida conforme descrito por MCCLAIN & LEE (1988) (Fig.3) e as de
"MVI]" por exame direto.

Microscopio Espetho Fonte de
Concavo Luz

| \\\m\'.m\\ T

Figura 3. Aparelhagem para obtengdo de iluminagio transmitida, segundo MCCLAIN
& LEE (1988).

As colOnias de Listeria spp em "MVI]" sdo de cor negra, brilhantes e o meio de cultura
permanece com cor inalterada; em "LPM" e "MLA" sido de coloragido verde azulada

quando examinadas com luz transmitida.
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Trés colbnias suspeitas de serem do género Listeria, retiradas de cada uma das placas,
foram purificadas em "TSA-YE" e incubadas a 35°C por 24 horas sendo a seguir
examinadas sob luz transmitida (LOVETT, 1987a & 1988). As colénias com coloragio
caracteristica verde-azulada foram semeadas em tubos de "TSA-YE" e, a seguir,
submetidas a testes preliminares de identificagdo: motilidade em microscépio de contraste
de fase, morfologia e coloragio de Gram, produgio de indol, H,S e motilidade
caracteristica em 4gar semi-sélido (fig. 4), catalase, oxidase, produgio de 4cidos a partir de
glicose, lactose e sacarose em "TSI" (SEELIGER & JONES, 1986; LOVETT, 1987a).

Figura 4. Crescimento em forma de "guarda-chuva", caracteristico de Listeria em 4gar
semi-sélido.

3.2.2. ESTUDO DA CONTAMINACAO DOS PRODUTOS LACTEOS E
CARNEOS VENDIDOS NO COMERCIO

O estudo foi conduzido em um total de 120 amostras de produtos licteos e cdrneos
coletados em estabelecimentos comerciais de Campinas, SP, no periodo de 17.01.89 a
28.02.89 e em 20 amostras de leite cru tipo B, colhidas em uma usina de beneficiamento da
mesma localidade, nos dia 09 e 16.05.89. A
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3.2.2.1. Coleta das amostras

Para um mesmo tipo de produto, foram coletadas um total de 20 amostras de

diferentes marcas industriais, em diferentes locais de comercializagio.

As amostras de queijo minas frescal e de leite pasteurizado tipos B e C foram
coletadas em suas embalagens originais. A coleta das amostras de carne e de seus
derivados (aproximadamente 300g) foi deixada a cargo do préprio funciondrio do
estabelecimento, a fim de se obterem amostras semelhantes as condi¢bes de revenda.
Quanto ao leite cru, as amostras (aproximadamente 500 ml de cada produtor colocados em
frascos de vidro esterilizados) foram coletadas na plataforma de desembarque, na usina,

imediatamente ap6s a homogeneizagdo dos latoes.

Todas as amostras foram acondicionadas em caixas isotérmicas contendo gelo e
trasportadas ao laboratério, sendo usualmente examinadas num prazo nio superior a 2

horas.
3.2.2.2. Pesquisa de listérias

A metodologia empregada foi uma modificagdo, por nés realizada, daquela proposta
por MCCLAIN & LEE ’(1988) a qual preconiza o plaqueamento das amostras em 4gar
"LPM" e a purificacdo dos isolados em 4gar sangue de cavalo. Nés utilizamos
simultaneamente ao "LPM" o dgar "MVI", proposto por BUCHANANN et alii (1987), e
purificamos as colOnias suspeitas em "TSA-YE" fazendo uso do 4gar sangue de cavalo no

teste de hemdlise.

Porgoes de 25g de amostra eram removidas assepticamente e diluidas com 225 ml do
caldo de enriquecimento primério ("LEB 1"), seguindo-se a homogeneizagio (Figura 5) em
homogeneizador de pistdes por 1 minuto para produtos sélidos ou por agitagio manual
para as amostras de leite. Os caldos resultantes eram transferidos para frascos Erlenmeyer
e eram incubados por 3-4 horas a 300C ap6s as quais uma aliquota de 0,1 ml era espalhada
superficialmente nos meios "LPM" e "MVJ" ; os frascos de "LEB 1" eram novamente
incubados por aproximadamente mais 21 horas (Caldo A). A partir do caldo A usaram-se

trés procedimentos:
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a) tratamento de 1,0 ml de Caldo A com 4,5 ml de solugio de hidréxido de
potéssio, seguida de agitagao por 1 minuto e semeadura imediata com auxilio de zaragatoa
nas placas de "LPM" e "MVIJ", (figura 6);

b) plaqueamento direto, com auxilio de al¢a de niquel cromo, em placas de "LPM"
e "MVIJ",

c) transferéncia de 0,1 ml de Caldo A para 10 ml de "LEB 2", incubando-se a
300C por 24 horas (Caldo B) e sendo este caldo tratado de maneira similar ao descrito
para o Caldo A nas alineas a) e b).
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rigura 5. Representagio esquemética da metodologia utilizada no trabalho, para
avaliagdo da contaminagao dos alimentos por Listeria spp (modificada da proposta por
MCCLAIN & LEE, 1988).

LEB 1 e LEB 2= caldo de enriquecimento 187° ¢ 241°; | PM =4gar cloreto de litio

feniletanol moxalactam; MVJ = 4gar Vogel-Johnson modificado; TSA-YE = 4gar soja
tripticase com extrato de levedura.
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Figura 6. Representagido esquemitica da semeadura com zaragatoa, para isolamento
de bactérias (segundo MCCLAIN & LEE, 1988).

Em todas as etapas, as placas de "LPM" foram incubadas a 30°C e as de "MVJ" a
359C, sendo observadas ap6s 48 horas de incubagio.

De todas as placas de "LPM" e "MVIJ" foi retirada uma coldnia com coloragio
caracteristica perfazendo um total de 10 colonias por amostra, sendo que estas coldnias
suspeitas de serem do género Listeria foram submetidas a purificagdo e a identificagdo

para género Listeria, conforme descrito em 3.2.1.2.

A seguir, as culturas evidenciando reagOes tipicas foram submetidas a testes
bioquimicos complementares a fim de se proceder a identificagdo das diferentes espécies:
produgdo de hemolisina, redugido de nitrato, reagio de Voges-Proskauer, reagio de
vermelho de metila, fermentagdo de xilose, ramnose € manitol e teste de hemdlise
sinergistica do fator Camp (SEELIGER & JONES, 1986; LOVETT, 1987a; MCCLAIN &
LEE, 1988).

Quando nio foi possivel a determinagio de um isolado como hemolitico e as demais
reagOes eram caracteristicas para L. monocytogenes, utilizou-se o teste de patogenicidade
em camundongos recomendado por LOVETT (1987a).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1. Avaliacdo da capacidade seletiva de trés meios de isolamento

Nos Quadros 2 e 3 encontra-se a distribuicio dos resultados obtidos nos testes
realizados com L. monocytogenes Scott A, os quais tiveram por finalidade avaliar a
eficiéncia de 3 meios seletivos empregados para o isolamento de listérias a partir de
alimentos. Consideraram-se como suspeitas de serem Listeria todas as colonias com
coloragao caracteristicas nos trés meios; como género Listeria consideraram-se as colonias

com perfil bioquimico e morfolégico tipicos, segundo os testes realizados em 3.2.1.2.

Quadro 2 - Contagem média de bactérias em amostras inoculadas artificialmente com Listeria
monocytogenes Scott A, quando usados os meios 4gar Vogel-Johnson modificado ("MVI"), 4gar
McBride modificado ("MLA") e 4gar cloreto de litio feniletanol moxalactam ("LPM").

Leite past. tipo B Carne moida
Contagem Contagem
Teste Inéculo Meio Contagem  col. suspei- Contagem  col.suspei-
(UFC/ml) total tas* de géne- total tas* de géne-
(UFC/ml)  ro Listeria (UFC/g) ro Listeria
(UFC/ml) (UFC/g)
1 3,6x10° MVJ 2,6x10° 2,1x10° 1,9x10% 7,3){193
MLA 7,1x10° 2,3x103 8,5x1 L
LPM 3,1x10° 3,0x1 5,9x10° 4,4x10°
2 3,8x10° MVJ 1,9x10° 1,9x10° 1,8x10% 4,9x102
MLA 2,7x10° 2,7x10° 7,4x100 1,4x100
LPM 2,8x10° 2,8x10° 1,5x10 1,5x10
3 1,5x10° MV]J 1,3x10° 1,3x10° 1,1x10% 4,8x10i
MLA 1,7x103 1,7x10° 2,7x10° 3,1x10
LPM 5,5x10% 5,5x10% 1,6x10° 1,0x1

* - ColOnias com coloragio caracteristica
(UFC/ml ou g) = Unidades formadoras de coldnias por ml ou grama;
(a) = contagem invidvel devido ao intenso crescimento da microbiota acompanhante.
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Quadro 3 - Percentagem de colonias confirmadas como género Listeria dentre as
colonias suspeitas isoladas a partir de amostras dc leite pasteurizado tipo B e carne mofda
artificialmente contaminadas.

Leite past. tipo B Carne moida
Teste Meio col. confir- % de colo- col. confir- % de cold-
nadas*/col. nias confir-  madas*/col.  nias confir-
testadas** madas* testadas** madas*
1 MV]J 6/6 100 4/6 70
MLA 6/6 100 - .
LPM 6/6 100 6/6 100
2 MV] 6/6 100 6/6 100
MLA 6/6 100 2/6 33
LPM 6/6 100 4/6 70
3 MVJ 6/6 100 2/6 33
MLA 6/6 100 0/6 0
LPM 6/6 100 6/6 100

* Colonias confirmadas como género Listeria pelos testes: motilidade em lamina, morfologia e
coloragdo de Gram, produgio de indol, H,S e motilidade caracteristica em 4gar semi-sélido, catalase,
oxidase, produgio de 4cidos em meio "TSI".

** Coldnias com coloragio caracteristica

Observa-se que, para a carne moida, o meio "MLA" permitiu o desenvolvimento de
colOnias suspeitas de género Listeria em valores superiores ao do in6culo inicial (Quadro
2) e quando estas foram testadas para confirmagio do género (Quadro 3) verificou-se
baixo indice de correlagido, o que indica a pouca seletividade e poder de diferenciagao

deste meio.

Os resultados demonstraram que para as amostras de leite, os trés meios se
equivalem, seja com relagdo a proporgdo "colOnias suspeitas/total de coldnias presentes”
calculada a partir das informagdes do quadro 2 (Figura 7), quanto com relagio 2

percentagem de colonias confirmadas do género Listeria (Figura 8).
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Figura 7. Percentagem (média de 3 repeti¢oes) de recuperagio de coldnias suspeitas(”)
de género Listeria, relativa 2 contagem total de colonias que se desenvolveram nas placas,
quando usados os meios 4dgar Vogel-Johnson modificado ("MVI"), 4gar McBride
modificado ("MLA") e 4gar cloreto de litio feniletanol moxalactam ("LPM").

* . - , .
(*)= colénias com coloragio caracteristica
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Figura 8. Percentagem (média de 3 repeticdes) de col6nias confirmadas(” de Listeria,
relativa as diagnosticadas como suspeitas’ "), quando usados os meios 4gar Vogel-Jonhson
modificado ("MVIJ"), d4gar McBride modificado ("MLA") e 4gar cloreto de litio feniletanol
moxalactam ("LPM").

)= Colénias confirmadas como género Listeria pelos testes: motilidade em lamina,
morfologia e coloragdo de Gram, produgio de indol, H,S e motilidade caracteristica em
dgar semi-sélido, catalase, oxidase e produgio de 4cidos em meio "TSI".

)= coldnias com colorago caracteristica.

J4 para a carne, a eficiéncia dos 3 meios diminuiu sensivelmente, sendo o meio "MLA"
o menos eficiente, por permitir o crescimento da microbiota acompanhante o que dificulta
sobremaneira a contagem e o isolamento das colonias suspeitas (Figura 7). Nota-se ainda
que o meio "LPM" é mais seletivo, permitindo a identifica¢io de Listeria spp em 90% das
colonias suspeitas testadas (Figura 8).

O meio "MVI]" pareceu ser menos eficiente que o "LPM", para a cepa testada,

permitindo o isolamento de um nimero ligeiramente inferior de colonias do género
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Listeria (Figura 8). O meio "MVJ" apresenta a vantagem de nio necessitar da iluminagio
transmitida para identificagio de colénias suspeitas, 0 que o torna importante para

laboratérios que nio possuam o recurso da iluminacao artificial recomendada.

Com relagao ao tempo de incubagio das placas, observou-se que 48 horas é o tempo
ideal, pois em 24 horas as colonias sio de dificil visualizacio e em 72 horas nao h4 uma

melhora na resolugio.

As conclusOes obtidas na presente pesquisa sio semelhantes aquelas obtidas por
SHELEF (1989) que comparou a seletividade dos meios "MLA", "LPM", "LPM"
adicionado de telurito de potassio ("LPMT") e 4gar feniletanol 4cido nalidixico
ciclonexanediona ("CNPA"), para carne e figado bovino moidos e artificialmente
contaminados com Listeria monocytogenes (Scott A, Brie 1, ATCC 35152), e verificou que o

"LPM" foi o meio mais seletivo.

CASSIDAY et alii (1989) avaliaram 10 meios seletivos (dentre eles o "MLA", "LPM" e
"MVIJ") com relagdo & facilidade de isolamento e enumeragio de 4 linhagens de L.
monocytogenes (Scott A, Brie 1, LCDC 81-86 e DA-3), inoculadas em ostras, em presunto
curado ("cured ham") e em "country ham". Estes pesquisadores verificaram serem os meios
"LPM" e "MVIJ" adequados para os alimentos, e que o "MVIJ" propiciou o isolamento de

menor namero de células de L. monocytogenes Scott A que os demais meios.

LOESSNER et alii (1988) inocularam diversas bactérias inclusive vérias linhagens de
Listeria monocytogenes em alimentos tais como legumes e verduras, saladas preparadas,
carne bovina moida, leite e iogurte, a fim de comparar a capacidade seletiva de diversos
meios de isolamento ("MLA", "LPM", "MVJ", 4gar McBride, 4gar acriflavina cefatazidima,
dgar Rodriguez, 4gar feniletanol 4cido nalidixico ciclohexanediona). Estes pesquisadores
verificaram ser o "LPM" um meio mais eficiente para o isolamento de Listeria a partir de
diversos alimentos e que apesar do "MVJ" ter algumas restrigbes (como inibir algumas
linhagens de Listeria, inclusive de L. monocytogenes Scott A) é muito Gtil, devido i sua
facilidade de diferenciar as colonias. Estes autores verificaram também que L.
monocytogenes Scott A quando em presenga de outras bactérias apresentava morfologia

celular e colonial atipica nos meios seletivos testados.

Também BUCHANAN e colaboradores (1989) compararam a efetividade do "LPM" e

do "MVIJ" para a detecgio de Listeria spp a partir de leite, carnes bovina e de aves e de
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frutos do mar e concluiram que os meios "LPM" e "MVIJ" sio equivalentes para a

recuperagao do microrganismo a partir destes alimentos.

Outros autores como HARTMANN et alii (1988), BAILEY (1989) ¢ RALOVICH
(1989), analisando alimentos adquiridos no comércio, chegaram a conclusdes semelhantes,
ou seja, que "LPM" e "MVI" sio meios adequados para a pesquisa de Listeria a partir de

alimentos.

4.2. Estudo da contaminaciao de produtos lacteos e cdrneos vendidos no
comércio

A metodologia empregada foi bastante eficiente para o isolamento de listérias a partir

de alimentos recolhidos no comércio.

O plaqueamento superficial de uma aliquota da amostra apés 3-4 horas de incubagio
a 30°C (Caldo A), com a finalidade de se avaliar o niimero de listérias presentes
(MCCLAIN & LEE, 1988), mostrou-se pouco eficiente, tanto para o meio "LPM" quanto
para o "MVIJ". Isto porque, o crescimento intenso da microbiota acompanhante impede a

contagem de colonias caracteristicas, em ambos os meios.

O tratamento com KOH foi muito efetivo levando a uma melhor visualizagdo das
colonias suspeitas, através da reducao do nimero de microrganismos acompanhantes. Este
fato é extremamente importante, principalmente quando se trabalha com amostras que
possuam elevada carga microbiana. Observou-se também que mesmo apés 1 hora em
contato com a solugdo de KOH, as células de Listeria permaneciam vidveis, sendo passiveis

de isolamento mesmo em meios seletivos.

Com relagdo aos testes bioquimicos diferenciais utilizados na identificagdo das
espécies do género Listeria, e relacionados em 3.2.2.2, observamos que para o Teste Camp,
tanto a inoculacio das culturas quanto a leitura das placas, sao extremamente dificeis. Para
a inoculagdo hé necessidade de estrias perfeitamente retas e finas s6 conseguidas com
agulha, 0 que muitas vezes provoca o rompimento do dgar. A leitura € dificil pois, apesar
de ocorrer a intensificacdo da zona de hemdlise, ainda assim a zona hemolitica de Listeria
monocytogenes € pequena e de dificil visualizagao. As distancias entre as culturas, seja nas

estrias horizontais (15Smm) ou nas verticais (3mm), sdo fatores preponderantes para a
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obtengio de bons resultados. A frequéncia de resultados duvidosos foi grande o que

obrigou repetigbes suscessivas do teste, e a utilizagdo do teste "in vivo" em camundongos.

O aperfeicoamento deste teste, ou a utilizagio de outros simples € com menor

possibilidade de erros, deve ser pesquisado e difundido.

No decorrer do trabalho, foi analisado um total de 140 amostras de produtos l4cteos e
cérneos. Deste total, 67 amostras (47,9%) apresentaram-se contaminadas por género
Listeria (Quadro 4). Conforme evidencia o quadro, os indices de contaminacio foram
extremamente varidveis entre os diversos alimentos, com intervalos de zero a 100% das
amostras revelando a presenca de listérias. Foi particularmente acentuada a contaminagio

dos produtos cirneos (95% das amostras).

QUADRO 4- Frequéncia de amostras positivas para o género Listeria em 20 amostras de cada produto
examinado, e frequéncia de Listeria monocytogenes em relagio a estas amostras positivas.

Amostras positivas Amostras positivas

Tipo da para género Listeria para L. monocytogenes
amostra

N¢ % Ne %
Carne bovina moida 20 100,0 13 65,0
Salsicha 17 85,0 14 82,4
Lingiiica frescal 20 100,0 16 80,0
Leite crutipo B 2 10,0 0 -
Leite past. tipo B 0 - 0 -
Leite past. tipo C 0 - 0 -
Queijo minas frescal 8 40,0 2 25,0
Total 67 479 45 67,2

Queijo minas frescal e o leite cru tipo B apresentaram contaminagdes aprecidveis
sendo que 25% do total de amostras destes dois tipos de alimentos foram positivos para o
género. J4 as amostras de leite pasteurizado, tanto tipo B quanto tipo C, foram negativas

para o microrganismo.

Listeria monocytogenes esteve presente em 45 (67,2%) das 67 amostras positivas para o

género Listeria. Estas amostras positivas para L. monocytogenes estavam assim distribuidas:
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13 (65%) das 20 amostras de carne bovina moida; em 14 (82,4%) das 17 amostras de
salsicha, em 16 (80%) das 20 amostras de lingiiica frescal e em 2 (25%) das 8 amostras de

queijo minas frescal (Quadro 4).

A partir das amostras citadas isolou-se um total de 507 cepas com coloragao
caracteristica, das quais (Quadro 5 e Figura 9) 218 (43%) foram confirmadas como género
Listeria, com predominio das espécies L. innocua (66,0%) e L. monocytogenes (30,7%); os
3,3 % restantes distribuiram-se entre L. seeligeri (1,4%), L. welshimeri (1,4%) e L. murrayi

(0,5%), sendo esta tGltima isolada de apenas 1 das amostras.

QUADRO 5- Prevaléncia das espécies identificadas entre 218 cepas do género Listerig isoladas de 67
amostras de alimentos carneos e lacteos.

Cepas

Espécie

Ne %
L. monocytogenes 67 30,7
L. innocua 144 66,0
L. seeligeri 3 1,4
L. welshimeri 3 1,4
L. murrayi 1 0,5
Total 218 100,0

45



L. monocyiogenes

L. murrayi

/21y, WG\Shlmeri 1 ’l‘%
Lz L. sesligertl

1,6%

66,0%
L. innocua

Figura 9. Prevaléncia das espécies identificadas entre 218 cepas do género Listeria
isoladas de 67 amostras de alimentos cdrneos e ldcteos.

Dentre as amostras de alimentos positivas para Listeria, 29 (43,3%) estavam
contaminadas com somente 1 espécie, enquanto 38 (56,7%) apresentavam 2 ou mais
espécies, conforme o quadro 6. Para os produtos cédrneos, houve predominio da
contaminagio por mais de uma espécie, enquanto que para o leite cru tipo B e o queijo

minas frescal predominaram as amostras com uma Gnica espécie.
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QUADRO 6- Namero € percentagem de amostras de alimentos com somente uma espécie de Listeria
¢ com duas ou mais espécics.

Amostras com so- Amostras com 2 ou

mente 1 espécie mais espécies
Produto

Ne % Ne %
Carne bovina moida(20)* 7 35,0 13 65,0
Salsicha (17) 6 353 11 64,7
Lingiiiga frescal (20) 8 40,0 12 60,0
Queijo minas frescal (8) 6 75,0 2 25,0
Leite cru tipo B (2) 2 100,0 0 -
Total (67) 29 433 38 56,7

* = nGmero de amostras positivas para género Listeria

Estas 67 amostras positivas para o género Listeria puderam ser detectadas em sua
maioria simultaneamente a partir dos meios "MVJ" e "LPM" (59 amostras), 3 amostras
foram positivas somente no meio "LPM" e 5 somente no "MVI" (Quadro 7).

Quadro 7 - Nimero de amostras de alimentos positivas para o género Listeria ¢ para a espécie Listeria
monocytogenes nos meios agar Vogel-Johnson modificado ("MVJ"), 4gar cloreto de litio feniletanol
moxalactam ("LPM") e simultaneamente em ambos os meios (ntimero total de amostras
contaminadas = 67).

S6 Meio "MVJ" S6 Meio "LPM" Ambos os meios
Tipos de
Alimentos Listeria  L.monocy- Listeria L.nonocy- Listeria  L.monocy
togenes logenes togenes
Carne
Moida 0 9 0 3 20 1
Salsicha 1 9 0 0 16 5
Lingiiica 4 13 0 1 16 2
Queijo
Minas
Frescal 0 1 2 0 6 1
Leite cru,
Tipo B 0 0 1 0 1 0
Total 5 32 3 4 59 9

47



Com relagdo a espécie L. monocytogenes pode-se notar, pelo mesmo quadro, uma
modificagdo no comportamento dos meios de cultura. A partir dos dois meios,
simultaneamente, obteve-se 9 amostras positivas para a espécie, do 4gar "LPM" foram 4

amostras positivas e do 4gar "MVIJ" foram 32 amostras positivas.

Nota-se assim a superioridade do 4gar "MVIJ" sobre o 4gar "LPM", mas cabe ressaltar
que mesmo possibilitando a detecgdo de um menor niimero de amostras positivas, o 4gar

"LPM" propiciou o isolamento de Listeria monocytogenes a partir de amostras que haviam
sido negativas com o outro meio.

Assim, sugerimos que nio seja usado somente um meio de isolamento na pesquisa de

L. monocytogenes, a fim de se evitar a ocorréncia de falsos negativos.

Analisando a predominéncia das vdria espécies em cada um dos grupos de alimentos
verificou-se, que para a carne e seus derivados, houve um predominio de Listeria
monocytogenes (75,4%) e Listeria innocua (84,2%) sobre as demais espécies presentes
(Quadro 8).

QUADRO 8 - Prevaléncia das espécies de Listeria isoladas entre as amostras de produtos c4rneos
positivos para o género Listeria.

Carne moi- Salsicha Lingﬁi§a Total

Espécie da (20)* 17 (20) (57
Ne % Ne¢ % Ne % Ne %

L. monocytogenes 13 65,0 14 82,4 16 80,0 43 75,4
L. innocua 19 95,0 12 70,6 17 85,0 48 84,2
L. seeligeri 0 - 1 59 0 - 1 1,8
L. welshimeni 6 - 2 11,8 0 - 2 3,5
L. murrayi 1 5,0 0 - 0 - 1 1,8

* = nimero de amostras positivas para o género Listeria
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L. monocytogenes foi ligeiramente mais fregiiente em salsichas e lingiiicas que em
carne moida (Quadro 8 e Figura 10). J4 L. innocua foi menos fregiiente em salsichas que
nos demais produtos. L. seeligeri e L. welshimeri s6 foram isoladas a partir de salsichas,

enquanto L. murrayi foi isolada de somente 1 amostra de carne bovina moida.
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[ | welshimari ] L.murrayi

Figura 10. Prevaléncia das espécies de Listeria isoladas a partir das amostras de cada
produto cdrneo positivo para o género Listeria (20 amostras de carne moida, 17 de salsicha,
20 de lingiiiga).

As salsichas, apesar de apresentarem uma menor frequéncia do género Listeria que os
demais produtos cdrneos (Quadro 4), apresentaram uma alta incidéncia de L.

monocytogenes (82,4%) e uma maior variedade de espécies presentes (Figura 10).

Comparando-se os resultados por nés obtidos com os verificados em estudos
realizados por outros pesquisadores, verifica-se similaridade. FARBER et alii (1988b)
verificaram a presenga de L. monocytogenes em 93% das amostras de carne moida mista
(bovina + suina) e Listeria spp em 46,2% dos embutidos fermentados. KARCHES &
TEUFEL (1988) estudando carne bovina e carne suina moidas e embutidos tipo
"zwiebelmettwurst" encontraram Listeria spp em 86,4%; 75,9% e 54,6% e L. monocytogenes
em 45,8%; 39,7% e 10% respectivamente.
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MCCLAIN & LEE (1988) obtiveram 2,4% de amostras de carne bovina moida
positivas para Listeria seeligeri e 48,8% para Listeria monocytogenes; 52,2% das amostras de
embutidos de carne de suinos foram positivas para L. monocytogenes. SCHMIDT et alii
(1988) examinaram carne suina moida e embutidos tipo "mettwurst" encontrando 100% e
96,7% das amostras positivas para Listeria. L. monocytogenes foi isolada respectivamente
de 80 % e 59% das amostras. Outras espécies de Listeria (L. innocua, L. welshimeri, L.

seeligeri) também foram isoladas. O ntmero de bactérias presentes foi geralmente inferior
a 10 UFC/g.

TRUSCOTT & MCNAB (1988), trabalhando com carne bovina moida, obtiveram
90% das amostras positivas para Listeria sendo que 58% delas confirmaram como L.

monocytogenes.

LEISTNER et alii (1989) relatam a incidéncia de 100% de Listeria e de 80% de
Listeria monocytogenes em carne suina moida , 93% e 63% em carne bovina moida , 97% e
59% em embutidos frescos € 57% e 17% em salame, respectivamente. O niimero de

bactérias presentes variou entre <10 e 100 UFC/g.

Outros autores como NICOLAS (1985), BREER & SCHOPFER (1988), CANTONI
et alii (1988b), SKOVGAARD & MORGEN (1988) e SKOVGAARD & NORRUNG
(1989) também isolaram L. monocytogenes de carnes moidas e produtos cirneos, obtendo

valores ligeiramente inferiores aos por nés obtidos.

Desde o abate dos animais até a comercializacdo dos produtos cdrneos j4 elaborados,
diversas sdo as etapas que podem contribuir para a contaminagio destes produtos, como
por exemplo a retirada das visceras, a estocagem das carcagas em cimaras frias, a moagem

da carne, a venda a granel dos produtos.

Apesar de serem os produtos cdrneos, por nés avaliados, consumidos ap6s cocgio,
devem-se ainda destacar 3 pontos a serem ponderados: 1- muitas pessoas, principalmente
de baixa renda e portanto com o organismo mais debilitado, costumam ingerir salsichas
sem cocgdo prévia; 2 - a penetragio de calor no interior do produto (salsicha e lingiiiga) é
lenta, o que pode levar 2 nio destruicdo dos microrganismos presentes na regiio central

desses alimentos, mesmo ap6s a cocgdo ou fritura das camadas mais externas; 3 - existe a
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possibilidade de contaminagio cruzada através de equipamentos ou utensilios, a nivel de

revenda ou consumidor.

As carnes, bovina e suina, sdo assim importante fonte de Listeria, apesar de ainda nio

haverem sido incriminadas em surtos de listeriose.

Quanto aos produtos de laticinios, pode-se verificar no quadro 4 que, somente o leite
cru tipo B e o queijo minas frescal possuiam amostras positivas para género Listeria
(respectivamente 10 e 40 %).

O quadro 9 mostra a distribuigdo das diferentes espécies de Listeria isoladas a partir
do leite cru tipo B e queijo examinados. Nota-se, para o conjunto deste dois produtos, o
predominio de L. innocua (80,0%), sendo que as demais espécies apresentam-se com

frequéncia bem inferior (L. monocytogenes, 20,0%; L. seeligeri e L. welshimeri, 10,0%).

QUADRAO 9- Prevaléncia das espécies de Listeria isoladas entre as amostras de leite cru tipo B ¢ de
queijo minas frescal positivas para género Listeria.

Espécie Leite cru(2)* Queijo minas(8) Total(10)
Ne % Ne % Ne %
L. monocytogenes 0 - 2 25,0 2 20,0
L. innocua 2 100,0 6 75,0 8 80,0
L. seeligeri 0 - 1 125 1 10,0
L. welshimeri 0 - 1 12,5 1 10,0

* = nimero de amostras positivas para género Listeria

A partir das 2 amostras de leite cru, positivas para Listeria, s6 foi possivel constatar a
presenga de L. innocua; j& para as 8 amostras de queijo minas frescal, apesar do
predominio de L. innocua (75% das amostras) isolou-se também L. monocytogenes (25%
das amostras), L. seeligeri (12,5% das amostras) e L. welshimeri (12,5% das amostras)
(Quadro 9 e Figura 11).
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Figura 11. Prevaléncia das espécies de Listeria isoladas a parti das amostras de leite
cru tipo B e queijo minas frescal positivas para o género Listeria (2 amostras de leite e 8 de
queijo minas frescal).

Apesar da menor incidéncia de Listeria nos produtos de laticinios que nos produtos
cdrneos, nio podemos menosprezar a importincia daquele grupo de alimentos como
veiculos de listeriose de origem alimentar, principalmente por ser frequentemente

associado a surtos da doenga (LISTERIOSIS,1986; BANNISTER,1987; WHO,1988;
AZADIAN, 1989).

O leite cru tem sido estudado em diversas partes do mundo, sendo as bactérias do
género Listeria isoladas com frequéncia varidvel. Na Espanha, DOMINGUEZ
RODRIGUEZ e colaboradores (1985) encontraram L. monocytogenes em 45% das 95

amostras examinadas; outras espécies encontradas foram L. innocua (15,8%), L. welshimeri
(3,1%) e L. seeligeri (1%).

Em pesquisas desenvolvidas nos EUA, a incidéncia de L.monocytogenes varia entre os
diversos estados. Durante o surto ocorrido em Massachusetts, HAYES et alii (1986)

examinaram 121 amostras de leite cru provenientes das fazendas que o forneciam 2 usina
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suspeita € encontraram L. monocytogenes em 12% das amostras. LOVETT et alii (1987b)
pesquisaram a presenga de Listeria em 650 amostras de leite cru provenientes de 3 regioes
americanas (Califérnia, Massachusetts e da regido de Cincinnati, Ohio) e verificaram que
a incidéncia de L. monocytogenes variava de 0 a 7%, com uma ocorréncia média de 4,2%;
L. innocua apresentou incidéncia média superior (7,7%) e as demais espécies (L. ivanovii,
L. welshimeri e L. seeligeri) tiveram incidéncia inferior a 1%. Estes pesquisadores
verificaram também a ocorréncia de sazonalidade na distribuigio das espécies. No estado
de Nebraska, LIEWEN & PLAUTZ (1988) isolaram cepas de Listeria a partir de 9% das
200 amostras examinadas, sendo que 4% continham L. monocytogenes e 5% L. innocua. J4
no estado de Vermont, DONNELLY e colaboradores (1988) obtiveram apenas 1,6% de

amostras positivas pra L. monocytogenes, dentre as 939 analisadas.

Numa mesma provincia canadense, Ontario, 2 grupos de pesquisadores (SLADE et
alii, 1988 e FARBER et alii, 1988a) avaliaram a presenga de Listeria em amostras de leite
cru. O primeiro grupo de pesquisadores encontrou 11,4% de amostras positivas para
Listeria spp, das quais 5,4% continham L. monocytogenes, 8,2% L. innocua e 0,3% L.
welshimeri, ndo sendo observada sazonalidade na distribuigio. J4 o segundo grupo obteve
12,4% de amostras positivas para Listeria spp, estando L. monocytogenes presente em
1,3%, L. innocua em 9,7% e L. welshimeri em 1,3%, e verificou uma diminuicio

significativa na incidéncia do microrganismo no inverno.

FENLON & WILSON (1989) estudaram a ocorréncia de L. monocytogenes em leite
cru, proveniente da regido nordeste da Escécia, verificando uma baixa incidéncia do
microrganismo (3,8% amostras positivas no verio e 1% no outono) e que, quando

presente, 0 microrganismo encontrava-se em nimero inferior a 1/ml.

Na Holanda, BECKERS et alii (1987) detectaram L. monocytogenes em 6 das 173
amostras de leite cru examinadas (4,4%) e, na Nova Zelandia, STONE (1987) nio isolou
L. monocytogenes a partir de nenhuma das 71 amostras examinadas, mas obteve 14% de

amostras positivas para L. innocua e 1,4% para L. welshimeri.

Com leite pasteurizado, poucos sdo os trabalhos realizados, cabendo destacar o de
FERNANDEZ GARAYZABAL e colaboradores (1986) que isolaram L. monocytogenes
em 21,4% das 28 amostras de leite pasteurizado examinadas, L. innocua em 10,7% e L.

welshimeri de apenas 1 amostra.
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Em nossa pesquisa, verificamos a presenga em leite cru somente de L. innocua
(Quadro 9 e Figura 11), microrganismo este de pouco significado em satide paGblica, e a
auséncia do género em leite pasteurizado. Devemos, entretanto, ressaltar que o presente
trabalho foi realizado num periodo curto de tempo, tendo todas as amostras de leite sido
colhidas durante o periodo das 4guas, quando o animal é mantido nos pastos, nio
recebendo alimento ensilado. Como ¢ sabido, a silagem de baixa qualidade é um
importante veiculo de transmissio de L. monocytogenes aos animais (GRAY, 1960;
FENLON, 1986). Assim sendo, em meados de maio, com o inicio da séca em nosso pais, os
animais comegam a receber percentagens cada vez maiores de alimento ensilado, o que
pode levar a um aumento na incidéncia de listérias no leite. LOVETT et alii (1987b)
verificaram ocorrer durante o inverno nos EUA, um aumento na incidéncia de Listeria
monocytogenes em leite cru. Esta sazonalidade parece estar relacionada a modificagdes na
alimentagdo, no manejo do gado ou a outros fatores desconhecidos que afetariam as

relagbes animal-bactéria e/ou bactéria-ambiente.

A auséncia do género Listeria no leite pasteurizado pode ser atribuida 2 eficiéncia da

pasteurizagdo, capaz de reduzir o nimero de células vidveis presentes a niveis nio
detectaveis.

Os queijos, principalmente do tipo macio como é o caso do nosso minas frescal, sio
mais susceptiveis a contaminagio e crescimento de L. monocytogenes que os demais tipos
(SIPKA et alii, 1974; RYSER et alii, 1985; TERPLAN et alii, 1986; RYSER & MARTH,
1987b; WHO, 1988).

Muitos autores tém trabalhado com a pesquisa de Listeria em queijos macios € em
queijos em geral (COMI et alii,1987, BECKERS et alii, 1987; FARBER et alii, 1987;
CANTONI et alii, 1988a,b; PINI & GILBERT, 1988a) tendo verificado que a incidéncia do
género Listeria variou entre 0 e 33%. Diversas vezes os tipos de queijo examinados pelos
pesquisadores, ndo sio identificados, sendo apenas referidos como "queijos macios".
Outras vezes, quando o sdo, nota-se serem queijos com caracteristicas bem diferentes do
nosso queijo minas frescal. Assim, achamos dificil e de pouca utilidade a comparacio entre

as espécies do género Listeria por n6s encontradas com os trabalhos de outros autores.
Pesquisas realizadas na Alemanha (TERPLAN, 1986), Suiga e Franga (WHO, 1988)

demonstram ndo haver diferenga significativa entre a incidéncia de Listeria em queijos

feitos com leite cru ou pasteurizado, pois com a acidificagdo do coalho, o microrganismo

54



tende a desaparecer. SHAACK & MARTH (1988a) verificaram que o crescimento de
Listeria monocytogenes, em presenga de Streptococcus lactis e S. cremoris, cessa quando o
pH é inferior a 4,75.

As principais fontes de contaminagio seriam entdo as etapas de manufatura e
manuseio e a prépia planta processadora. CANTONI et alii (1988a) verificaram que 9%
das mesas de madeira dos locais de preparo dos queijos apresentaram L. monocytogenes.
Os mesmos autores, numa outra avaliagio (CANTONI et alii, 1988b), encontraram o
microrganismo em 12,5% das superficies e dos equipamentos de plantas processadoras. A
higienizagio adequada do local, dos equipamentos e utensilios é de fundamental
importincia para a diminuigdo da incidéncia do microrganismo (COLEMAN, 1986;
SURAK & BAREFOOT, 1987).

Um levantamento dos pontos criticos das usinas processadoras e o controle periédico
destes pontos pode ser de grande valia na protegio do leite e de seus derivados por estes

patégenos.
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5. CONCLUSOES

De acordo com as condigbes experimentais empregadas em nosso trabalho e baseados

na discussdo desenvolvida podemos concluir que:

- Para identificagdo presuntiva do género Listeria em carne moida e leite,
artificialmente contaminados, o 4gar McBride modificado ("MLA") foi menos eficiente
que o dgar Vogel-Johnson modificado ("MVJ") e que o 4gar cloreto de litio feniletanol
moxalactam ("LPM"). O tempo 6timo de incubagio das placas, de todos os meios
estudados, foi de 48 horas.

- A metodologia usada em nosso trabalho, foi bastante eficiente para o estudo da
contaminagio, por listérias, de alguns alimentos recolhidos no comércio; mas o
plaqueamento da amostra apés 3-4 horas de incubagdo em meio de enriquecimento LEB 1

(caldo A) foi ineficiente.

- O tratamento da amostra com KOH é bastante efetivo, levando 4 redugio da

microbiota acompanhante.

- A utilizagio do Teste Camp como critério de identificacio final de Listeria
monocytogenes precisa ser reavaliada, por ser ele um teste trabalhoso e com resultados

imprecisos.

- Das 140 amostras de alimentos examinadas, 67 (47,9%) revelaram-se positivas para
as espécies de Listeria, e destas, 45 (67,2%) apresentaram Listeria monocytogenes. Todas as

amostras de leite pasteurizado tipos B e C foram negativas para o género.

- Dentre as 218 cepas do género Listeria isoladas, 144 (66%) eram de Listeria innocua;
67 (30,7%) de Listeria monocytogenes; 3 (1,4%) de Listeria seeligeri; 3 (1,4%) de Listeria
welshimeri e 1 (0,5%) de Listeria murrayi.

- Das amostras de alimentos positivas para género Listeria, 29 (43,3%) estavam

contaminadas com somente 1 espécie, enquanto 38 (56,7%) apresentavam 2 ou mais
espécies.
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- A modificagio da metodologia, por nés proposta, com a utilizagdo do meio "MVIJ"
simultaneamente ao "LPM", mostrou-se muito Gtil, pois o uso conconcomitante de dois
meios permitiu o isolamento de maior nimero de cepas de Listeria monocytogenes, ja que

houve cepas que somente se desenvolveram num dos meios.

- O meio "MVJ" propiciou o isolamento de maior nimero de cepas de Listeria

monocytogenes.

- Os produtos cdrneos apresentaram maiores indices de contaminagio por Listeria
spp (95% das amostras), havendo predominio de amostras possuidoras de mais de uma

espécie.

- L. monocytogenes foi isolada a partir de 75,4% das amostras de produtos cdrneos

positivas para o género e L. innocua a partir de 84,2%.
- As amostras de leites e queijo apresentaram um menor indice de contaminagio por
Listeria spp (12,5% do total de amostras examinadas), havendo predominio de uma sé

espécie por amostra.

- L. monocytogenes foi isolada a partir de 20% das amostras de produtos lcteos

positivas para o género e L. innocua a partir de 80%.
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