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RESUMO

O presente trabalho foi desenvolvido com o objetivo de otimizar os parametros,
concentragdo de nisina (U/ml), temperatura e tempo de tratamento térmico, para a efetiva
reducdo de Listeria monocytogenes Scott A em leite integral, destinado a manufatura de
quetjos Minas frescal. Em uma primeira etapa, para verificar a incidéncia de Listeria spp.
em queijos Minas frescal, foram analisadas 20 amostras de queijos obtidos de diversos
estabelecimentos comerciais da regido de Campinas (SP) utilizando a metodologia descrita
por WARBURTON et al. (1992). Das amostras estudadas 25% estavam contaminadas com
L. monocytogenes, 40% com L. innocua, 20% com Listeria welshimeri ¢ 5% com L.
seeligeri. Subseqiientemente, utilizando tubos capilares, foram realizados 16 experimentos
para verificar a resisténcia termoquimica de Listeria monocytogenes Scott A (10° UFC/ml)
em leite integral estéril. Para isto, foi seguido um delineamento estatistico de Superficie de
Resposta, com o intuito de estudar o efeito das variaveis, concentra¢do de nisina (UL/ml) e
tratamento térmico. A partir dos dados obtidos foi possivel elaborar um modelo
matematico, que foi validado através de outro experimento. Neste caso, o tratamento
aplicado (temperatura=64,4°C e nisina=26,4 Ul/ml) foi selecionado dentre os valores
minimos estimados para D. O tempo de 2,34 segundos correspondeu a redugdo de 9D
(D64,4°C por 2,34 segundos). Finalmente, 16 queijos Minas frescal foram fabricados
empregando-se 4 diferentes tratamentos: 1) leite inoculado com L. monocytogenes Scott A
(10° UUml); 2) leite inoculado como descrito anteriormente, e adicionado de nisina
(26,4UI/ml); 3) leite ndo inoculado, com adi¢do de 26,4 Ul/ml de nisina e 4) tratamento
controle, em que nem nisina e nem L. monocytogenes Scott A foram acrescentadas no leite.
A temperatura de 64,4°C e o tempo de 2,34 segundos foram utilizados durante o tratamento
térmico do leite. Os queijos foram mantidos sob refrigeragdo a 7°C e analisados durante
intervalos apés os tempos de 1, 7, 14 e 21 dias de vida de prateleira, para verificar a
presenca de Listeria spp., Salmonella, Staphylococcus aureus e coliformes. O tratamento
térmico de 64,4°C por 2,34 segundos aplicado ao leite, ndo foi eficiente para eliminar L.
monocytogenes (inoculada), Staphylococcus aureus e coliformes totais originalmente

presentes no leite. O tratamento somente eliminou coliformes fecais ja existentes no leite.
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No entanto, quando a nisina (26,4UI/ml) foi adicionada ao leite como coadjuvante térmico,
nenhum microrganismo foi detectado nos queijos durante os 21 dias de armazenamento
7°C. L. monocytogenes, Staphylococcus aureus, coliformes totais e fecais foram
controlados durante a fabricagdo e vida de prateleira dos queijos Minas frescal, devido a
agdo efetiva da nisina, associadas com a temperatura e tempo de pasteurizaggo (64,4°C por
2,34 segundos), concentragdo de NaCl (0,6%) e temperatura de armazenamento (7°C). Um
polinémio de segunda ordem foi desenvolvido para predizer com exatiddo o decréscimo da
resisténcia de Listeria monocytogenes Scott A em fungio de temperatura e concentragio de

nisina, dentro do espago experimental desenhado.



SUMMARY

The purpose of this study was to optimize the parameter, nisin concentration
(IU/ml) temperature and time to eliminate Listeria monocytogenes Scott A from whole milk
used in Minas frescal white cheese manufacture. In a first experiment, the incidence of
Listeria spp. in 20 samples of Minas frescal white cheese, obtained from different places in
the region of Campinas (SP), was evaluated by the methodology described by Warburton et
al. (1992). This analysis showed that 25% of the samples were positive for L.
monocytogenes, 40% for L. innocua, 20% for L. welshimeri and 5% for L. seeligeri.
Subsequently, a second set of experiments was carried out to verify the thermo-chemical
resistance of L. monocytogenes Scott A (10°CFU/ml). A total of 16 experiments were
performed to study the effects of nisin concentration (IU/ml) and temperature (°C) using
sterile whole milk and capillary tubes. By using Response Surface Methodology
experimental design, a mathematical model able to predicted the optimum temperature and
nisin concentration to reduce the D value of this microorganism was obtained. Based on
this data, the temperature of 64,4°C and nisin concentration of 26,4 IU/ml were chosen to
validate de model in another experiment. According to this mathematical model, a
reduction of 9D (Dgsac= 2,34 seconds) is achieved at this temperature and nisin
concentration. Finally, Minas frescal cheeses were manufactured using four treatments: 1)
the milk used to produce the cheeses was inoculated with L. monocytogenes Scott A
(10°CFU/ml); 2) milk was inoculated as described plus nisin (26,4 IU/ml); 3) only nisin at
26,4 TU/ml was added to the milk; 4) no nisin neither L. monocytogenes were added to
milk. In all four treatments, the temperature of 64,4°C was applied for 2,34 seconds during
milk thermical treatment. After manufacturing, the cheeses were maintained under
refrigeration (7°C) and were analyzed at 1, 7, 14 and 21 days of storage to verify the
presence of Listeria spp., Salmonella, Staphylococcus aureus and coliforms. The thermical
treatment (64,4°C for 2,34 seconds) applied to milk was not efficient to eliminate L.
monocytogenes (inoculated), S. aureus and total coliforms present in milk. This treatment
was only able to eliminate fecal coliforms originally present in the raw milk. On the other
hand, when the thermal adjuvant nisin (26,4 IU/ml) was added to the milk, no

s UNICAMP
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microorganisms were detected in the cheeses during 21 days of shelf life (7°C). During
manufacturing and storage period of the Minas frescal cheeses, control of L.
monocytogenes, S. aureus, total and fecal coliforms was achieved due to the effective
action of nisin together with additional hurdles such as temperature and pasteurization time
(64,4/2,34 seconds), NaCl concentration (0,6%) and refrigeration store temperature (7°C).
A second order polynomial equation was developed to predict the redution of Listeria
monocyfogenes Scott A resistance as a function of nisin concentration and temperature

within the experimental conditions tested.
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1. INTRODUCAO

Listeria monocytogenes foi detectada pela primeira vez em 1891 (WEHR, 1987). No
entanto, somente nos ultimos anos foi reconhecida como um microrganismo patogénico,
transmitido por alimentos, tornando-se uma importante fonte de preocupagdo das indistrias

alimenticias, devido ao seu comprovado papel em listeriose.

Os surtos causados pela Listeria monocytogenes tem sua origem na ingestdao de
alimentos comprovadamente contaminados. Entre os surtos documentados encontram-se o
ocorrido em Boston no ano de 1979, relacionado a vegetais (alface, aipo e tomates)
perfazendo um total de 23 casos e 5 mortes (DILLON & PATEL, 1992); no ano de 1981 na
cidade Nova Scotia, Canada, o alimento envolvido foi salada de chucrute, deixando como
resultado 41 casos e entre eles 18 mortes (URL et al., 1993; DILLON & PATEL, 1992 e
BUSCH & DONNELLY, 1992); ja em 1983, em Massachussets, a ocorréncia dessa bactéria
em leite pasteurizado resultou em 14 mortes dos 49 casos existentes (DILLON & PATEL,
1992; URL et al., 1993; BUSH & DONNELLY, 1992 ¢ HOF & ROCOURT, 1992); na
California, em 1985, a ocorréncia de 142 casos envolvendo 48 mortes esteve relacionada
com o consumo de queijo estilo mexicano (DILLON & PATEL, 1992; URL et al., 1993,
BUSH & DONNELLY, 1992 e HOF & ROCOURT, 1992), na Franga, em 1993, o alimento
incriminado foi lingua de porco, tendo como resultado 279 casos e 63 mortes (GOULET et
al. apud McCLURE et al., 1997) e em 1995, neste mesmo pais, 17 pessoas desenvolveram
listeriose, com 2 mortes, devido ao consumo dos queijos Brie de Meaux fabricados com leite
ndo pasteurizado (ANONYMOUS, 1995 apud KINDERLERER et al., 1996). Nos Estados
Unidos, a ocorréncia da listeriose envolve anualmente cerca de 1800 casos, resultando em
aproximadamente, 22,22% fatais (BALOGA & HARLANDER, 1991 e HAYES et al,
1992). Segundo WENGER et al. (1990), a maioria das listerioses ocorre esporadicamente e

os casos detectados, parecem ndo estarem relacionados.



Dados sobre a incidéncia de Listeria spp. em alimentos no Brasil ainda sdo escassos,
visto que grande parte dos laboratérios normalmente ndo se preocupam com a detecgdo
desta bactéria e, a legislagdo brasileira ndo apresenta nenhuma cléusula de obrigatoriedade
para detectar e/ou proibir sua presenga em produtos comercializados, com excecio de
queijos. Entretanto, em outros paises inimeros trabalhos tem sido publicados sobre a
incidéncia de Listeria em alimentos, sendo os produtos de laticinios e 0s carneos os mais

pesquisados.

A listeriose humana afeta principalmente a mulher gravida e seu feto, pessoas idosas,
recém nascidos e sobretudo individuos imunodeprimidos, que sdo mais susceptiveis as
manifestagdes severas desta doenga. Listeria monocytogenes pode causar meningites ou
meningoencefalites, frequentemente associadas a septicemia, infecgdes, abortos, partos

prematuros, etc.

Nos alimentos, esse microrganismo € capaz de crescer e sobreviver em condigdes
adversas que inibem a maioria dos outros microrganismos patogénicos. Crescem em ampla
faixa de pH, apresentando uma temperatura 6tima de crescimento que varia de 30 a 37°C
(NOLAN et al., 1992 e RYSER & MARTH, 1991a).

Sendo a Listeria pertencente ao grupo dos patdgenos emergentes, existe uma série
de métodos para a identificagdo e classificagdo desse microrganismo. Os procedimentos
normalmente utilizados com esta finalidade envolvem a incubagdo em meio enriquecido e em
meio com agar por 48 horas, seguido por uma série de testes confirmativos bioquimicos e

morfologicos .

Atualmente, vérios estudos tém sido dirigidos as substincias conhecidas como
bacteriocinas. Essas, atuam como inibidores do crescimento de muitos microrganismos
patogénicos, prevenindo ou reduzindo a deterioragio dos alimentos e aumentando sua vida

de prateleira. Entre as bacteriocinas utilizadas, destaca-se a nisina por se apresentar eficaz e
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segura a saude dos individuos, sendo considerada pelo FDA como um produto “Generally
Recognized as Safe "(GRAS).

Diferentes tipos de alimentos podem apresentar Listeria monocytogenes. No entanto,
os produtos de laticinios e, mais recentemente, os derivados de carnes estdo envolvidos em

casos de listeriose.

Desse modo, os objetivos do presente trabalho foram:

a) avaliar o grau de contaminagdo de Listeria spp. em queijos Minas frescal comercializados

na regiao de Campinas (SP),

b) determinar um tratamento conjugado de pasteurizagdo e concentragdo de nisina que
minimizasse a resisténcia térmica de Listeria monocytogenes Scott A, em termos de valores

D, em leite integral estéril.

¢) Elaborar um modelo matematico para predizer com exatiddo as condi¢bes de
temperatura(°C), concentrag¢do de nisina (U/ml) e tempo que melhor reduzisse o nimero de

Listeria monocytogenes Scott A em queijos Minas frescal e validar o modelo.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Taxonomia e caracteristicas gerais do género Listeria

2.1.1. Taxonomia

Embora dados da literatura datados dos anos 1891 (Franca) e 1893 (Inglaterra)
tivessem apresentado indicios de infecgSes causadas por Listeria, este microrganismo foi
somente descrito pela primeira vez por MURRAY et al. (1926), quando os mesmos
verificaram a presenga de Listeria monocytogenes, denominada na época de Bacterium
monocytogenes, em figado de coelhos e em cobaias doentes (GRAY & KILLINGER, 1966;
FARBER & PETERKIN, 1991 e DONNELLY et al., 1992). Em 1927, PIRIE ao isolar uma
bactéria idéntica em figado de roedores (“African jumping mouse™) passou a denomina-la de
Listerella hypatolytica e em 1940, este mesmo pesquisador, atribuiu um novo nome a este
microrganismo, o qual passou a chamar de Listeria monocytogenes (GRAY &
KILLIINGER, 1966 e PIRIE, 1927 apud DONNELLY et al., 1992).

De acordo com FARBER & PETERKIN (1991), Listeria monocytogenes ficou sendo
a unica espécie reconhecida dentro do género até 1961. Outras espécies como Listeria
denitrificans, Listeria grayi, Listeria murrayi, Listeria welshimeri, Listeria seeligeri,
Listeria ivanovii e Listeria innocua passaram a fazer parte do género em 1961, 1966, 1971,
1983, 1983, 1984 ¢ 1984, respectivamente. Atualmente, a posi¢do taxondmica, levando em
conta a homologia DNA/DNA e a seqiiéncia de resultados de 16S RNA ribossdmico,
demonstrou que o género compde-se de seis espécies a saber: Listeria monocytogenes,
Listeria innocua, Listeria seeligeri, Listeria ivanovii (subsp. i#vanovii e subsp.

londoniensis), Listeria welshimeri e Listeria grayi (ROCOURT,1994).



Dentre as espécies conhecidas no momento, apenas a Listeria monocytogenes € a
Listeria ivanovii sio consideradas patogénicas a0 homem e aos animais quando presentes
em alimentos. Neste sentido, a primeira se destaca por ser considerada um problema de
saude publica, atingindo tanto o homem como também os animais enquanto, a segunda
somente € patogéncia para os animais, causando abortos em bovinos e caprinos (SEELIGER
& JONES, 1986 ¢ PEREIRA & ROCOURT, 1993).

2.1.2. Caracteristicas gerais

Segundo o Manual de Bacteriologia Determinativa de Bergey (1994), as espécies de
Listeria sdo caracterizadas como bastonetes curtos, tendo como dimensdes 0,4 a 0,5 pm de
didmetro por 0,5 a 2,0 pm de comprimento, com extremidades arredondadas, podendo
ocorrer isoladas, em cadeias curtas ou ainda menos frequentemente, as células podem estar
dispostas em filamentos longos. Estes microrganismos sdo aerobios ou anaerdbios
facultativos, Gram-positivos, méveis (locomogao através de flagelos peritriquios, quando

cultivados a 20-25°C), ndo esporulados e ndo capsulados (HOLT et al., 1994).

Esses organismos, considerados psicrotolerantes, podem multiplicar-se em uma ampla
faixa de temperatura (3 a 45°C), apresentando seu crescimento 6timo variando entre 30 e
37°C, possibilitando desta forma que alimentos contaminados apresentem um nimero maior
de microrganismos, mesmo quando armazenados a temperatura de refrigeracdo (RYSER &
MARTH, 1991a; DONNELLY et al., 1992 e HOLT et al,, 1994). O pH de crescimento
varia entre 5,0 e 9,6, mas também podem ocorrer extrapolagdes desta faixa, quando outros
fatores que atuam no crescimento estdo envolvidos (DONNELLY et al., 1992). Deste
modo, GEORGE et al. (1988) afirmaram que pode ocorrer também crescimento em pH com
valores 4,39 e 4,62 em caldo nutriente, em temperaturas de 20 a 30°C e 10 a 7°C,

respectivamente. Os mesmos podem crescer em meio contendo até 10% de cloreto de sodio



e sobreviver na presenga de 25,5% de sal a 4°C (SEELIGER & JONES, 1986; McCLURE
et al., 1989 e MITSCHERLICH & MARTH, 1884 apud DONNELLY et al., 1992).

Quando estas bactérias sdo cultivadas em agar nutriente, apés um periodo de 24 a 48
horas, apresentam col6nias com didmetro de 0,5 a 1,5 mm. Quando submetidas a iluminagio
normal apresentam uma coloragio cinza azulada e quando visualizadas a luz transmitida, em
direcdo obliqua, sdo de cor azul esverdeadas (SEELIGER & JONES, 1986 e HOLT et
al.,1994). Em meio para observar a motilidade, o crescimento desses organismos apresenta-
se em forma de guarda-chuva, onde a zona de crescimento maximo ocorre de 3 a 5 mm
abaixo da superficie, quando cultivados a 25°C (SEELIGER & JONES, 1986 e
DONNELLY et al., 1992). Em placas contendo agar-sangue algumas espécies produzem f3-
hemolise (formagdo de zonas claras), caracteristica que esta associada a sua patogenicidade
(FARBER & PETERKIN, 1991).

Em testes bioquimicos as espécies deste género apresentam-se positivas para catalase,
vermelho de metila, Voges Proskauer, hidrolise da esculina e do hipurato de sodio enquanto
que, as reagdes negativas sdao obtidas para oxidase, H,S, indol, uréia, liquefagdo da gelatina
e hidrélise da caseina (SEELIGER & JONES, 1986 e DONNELLY et al,, 1992). Com
respeito a fermentagdo de carboidratos, a utilizagdo dos mesmos varia entre as espécies de
Listeria. No entanto, todas as espécies fermentam a glicose sem a produgdo de gas (PINE et

al., 1989 e DONNELLY et al., 1992).

2.2. Ocorréncia na natureza

Listeria monocytogenes encontra-se amplamente distribuida na natureza e tem sido
isolada do solo (WELSHIMER & DONKER-VOET, 1971, WEIS & SEELIGER, 1975;
FENLON et al, 1999), da agua (WATKINS & SLEATH, 1981, DIJKSTRA, 1932;
SERAFINI et al., 1996), do esgoto (WATKINS & SLEATH, 1981, AL-GHAZALI & AL-
AZAWI, 1988; FENLON et al., 1999), de plantas (WELSHIMER & DONKER-VOET,
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1971; FENLON et al., 1996; FENLON et al., 1999), de fezes (NAGI & VERMA, 1967,
SKOVGAARD & NORRUNG, 1989, SKOVGAARD & MORGEN, 1988; FENLON,
1996; FENLON et al.,1999), de animais de fazenda (GILL, 1931, CARTER et al., 1976;
REBHUM & DELAHUNTA, 1982 ¢ BUNNING et al. 1986), de aves (GRAY, 1958:;
GRAY & KILLINGER, 1966) e de peixes, crusticeos e mariscos (GRAY & KILLIGER,
1966; EKLUND, 1995; ERISSON et al.,1996).

De acordo com WELSHIMER & DONKER-VOET (apud DONNELLY et al., 1992),
a Listeria existe em ambiente saprofitico, envolvendo plantas e solo, que servem como
reservatorio para transmissdo de infec¢@o ao animal e ao homem. Este dltimo por sua vez,
pode entrar em contato com esse microrganismo ndo somente através de plantas e solo,
como ja mencionado, mas também através de outras fontes como animais, carne, leite e

produtos de laticinios, frutos do mar, fezes e do proprio semelhante (RYSER & MARTH,
1991c¢) (Figura 1).
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Feto

Figura 1. Rotas de transmissao de Listeria monocytogenes a0 homem

Fonte: RYSER & MARTH (1991c¢)

Este microrganismo, também tem sido isolado em diferentes industrias, incluindo as de
leite e de carne, sendo também detectado nos efluentes dos abatedouros e das usinas

processadoras de aves (DESTRO, 1990).



2.3. Listeria monocytogenes em humanos

Apesar de diversos relatos sobre doengas indicarem que a listeriose humana j4 existia
ha muitos anos, foi somente em 1929 que a Listeria monocytogenes foi isolada, pela
primeira vez, por Nyfeldt, de sangue de trés pacientes (RYSER & MARTH, 1991d). Nos
anos subsequentes, em consequéncia de baixissima incidéncia de casos, essa doenca recebeu
muito pouca ateng@o. Apos 1980, em decorréncia de surtos de listerioses registrados, a
Listeria monocytogenes foi reconhecida como um importante microrganismo patogénico,
despertando assim interesse de profissionais, tanto da area médica como também, da area de

pesquisa.

Sob circunstancias normais, qualquer pessoa pode ser infectada pela Listeria
monocytogenes porém, muitas delas permanecem assintomaticas, indicando que alguns
individuos possuem resisténcia a infec¢do causada por essa bactéria. Testes laboratoriais
realizados em animais indicaram que essa resisténcia parece ter uma base genética

(MARTH, 1988).

De acordo com RYSER & MARTH (1991d) a incidéncia de listeriose humana € ainda
desconhecida devido a trés fatos: a) falta de dados dos casos mais provaveis em diversos
paises; b) inabilidade geral em detectar casos que ndo sdo severos e c¢) falta de uniformidade

de registros da doenga em diferentes paises.

Dados fornecidos por SCHWARTZ et al. (1989) indicam que a Listeria
monocytogenes é responsavel por aproximadamente 1700 casos da doenga, que ocorrem

anualmente nos Estados Unidos.

A taxa de mortalidade nos casos diagnosticados como septicemia (uma das

manifestacdes da listeriose) é de aproximadamente 30% para recém-nascidos, criangas e
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pessoas com comprometimento imunoldgico enquanto, essa taxa chega a 70% quando a

listeriose se manifesta através de meningites (LOVETT & TWEDT, 1988).

A listeriose humana € comumente caracterizada pela formagio de granuloma e
necroses onde o tamanho e numero de lesdes variam de pessoa para pessoa e estdo
relacionados com o numero de microrganismos, idade e resisténcia do hospedeiro (MARTH,
1988). Durante a gravidez, a listeriose se manifesta por febre, dor de cabega e urina
descolorida, podendo algumas vezes, apresentar diarréia e ocasionalmente meningite. A
listeriose na mulher gravida se desenvolve, na maioria das vezes, depois do quinto més de
gestagdo, levando a infecgdo ao feto. No entanto, infeccdes prévias podem ocorrer
ocasionando dano ao embrido. Em recém-nascidos, normalmente ocorrem problemas
respiratorios e cardiacos, convulsdes, vomitos, granulomas e nédulos em diferentes 6rgaos.
A meningite, meningoencefalite ou encefalite ¢ uma das infecgdes mais sérias causadas pela
listeriose, embora possa ocorrer em qualquer faixa etaria. A doenca normalmente afeta
recém-nascidos e pessoas idosas, principalmente homens acima de 50 anos. QOutra infecgdo
também causada por esse microrganismo € a septicemia com faringites e mononucleoses,
podendo ocorrer algumas vezes conjuntivite e em certos casos liderar a meningite, atingindo
muito mais o adulto do que a crianga. Alguns tipos de infecgdo podem resultar em artrites,
osteomielite, abcessos espinhais e cerebrais e peritonites (MARTH, 1988 e RYSER &
MARTH, 1991d).

Com respeito a carga infecciosa minima, a literatura néo apresenta nenhum dado para
o estabelecimento de um padrdo de qualidade microbioldgica no controle da Listeria
monocytogenes. De acordo com o Departamento de Agricultura dos Estados Unidos, em
animais de laboratério, 10? microrganismos por grama de alimento podem causar infec¢io
visto que, em amostras analisadas, causadoras de um surto de listeriose humana, foram
detectadas 102 - 105 unidades formadoras de col6nias por grama de alimento (UFC/g)
(DESTRO, 1990).
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2.4. Listeria monocytogenes em animais

Apesar da ocorréncia de Listeria monocytogenes em animais ser conhecida ha anos,
RALOVICH (apud RYSER & MARTH, 1991b) afirmou que o nimero de casos de
listerioses em animais tém aumentado muito desde 1966 considerando que, foram
registrados 2200 deles na Bulgaria em 1976, 1000 na Alemanha Oriental em 1972 e 900 na
Hungria em 1980,

A listeriose afeta diferentes tipos de animais como caprinos, ovinos, aves e outros. Os
sintomas da doenga s@o diversos, sendo a encefalite uma das manifestagdes mais comuns em
ruminantes. Caprinos e ovinos normalmente morrem dentro de 2 a 3 dias depois do
aparecimento dos sintomas enquanto, os bovinos sobrevivem pelo menos de 4 a 14 dias apos
o aparecimento dos mesmos. (RYSER & MARTH, 1991b; FENLON et al., 1999). Dentre
os sintomas comumente observados em ruminantes encontram-se: disturbios neuroldgicos,
movimentos em circulos, paralisagio de musculos da face e da garganta, estrabismos,
conjuntivite, anorexia, temperatura elevada, excessiva salivagdo e septicemia (GRAY &

KILLINGER, 1966).

Em aves, a septicemia € a manifestagdo da listeriose mais freqiientemente
encontrada, podendo-se observar nefrites, peritonites, ulceras no ileo e ceco, necrose no
oviduto, edema pulmonar, conjuntivite, lesdes cardiacas. Os sintomas de falta de
coordenagdo motora, tumores, paralisia sio apresentados por aquelas que adquirem
meningoencefalites (GRAY & KILLINGER, 1966; RYSER & MARTH, 1991b;, GRAY,
1958).

Os peixes e outros frutos do mar também podem ser infectados por Listeria

monocytogenes porém, muito pouco se sabe sobre a incidéncia desta bactéria nestes

organismos (HARTMINK & GEORGSSON, 1991). De acordo com RYSER & MARTH
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(1991b), o peixe apresenta intermitentes ataques de desatengdo e agitagdo, cegueira

aparente, falta de apetite, perda de sangue, lesGes nas visceras, etc.

Alguns animais, muitas vezes podem ser portadores assintomaticos de Listeria
monocytogenes e com isso podem disseminar esta bactéria através de fezes e leite (GRAY &
KILLINGER,1966; RYSER & MARTH, 1991b; FENLON et al., 1996).

2.5. Listeria monocytogenes em alimentos

Em virtude dos inimeros surtos ocorridos nos tltimos anos, esse microrganismo
tornou-se uma fonte de constante preocupagdo para as industrias de alimentos
(BRACKETT, 1988, MARTH, 1988). Segundo ROBERTS (1994), os alimentos sdo
considerados a principal fonte de Listeria monocytogenes e, quando contaminados, podem
causar infeccdo humana. Diferentes tipos de alimentos podem apresentar Listeria
monocytogenes. No entanto, os produtos de laticinios e, mais recentemente, os derivados de

carne sao os mais envolvidos com casos de listeriose (FARBER et al., 1993).

2.5.1. Ocorréncia de Listeria monocytogenes em laticinios.

Essa bactéria foi detectada por BECKERS et al. (1987) ao analisarem 69 amostras de
queijo importado da Franga e 137 amostras de leite cru proveniente da Holanda. Dentre elas,
a Listeria monocytogenes foi encontrada em sete amostras de queijos e em seis amostras de
leite cru. Esse microrganismo também foi isolado de trés outras amostras de queijo, apds a

utilizag@o do processo de enriquecimento.

DOYLE & SCHOENI (1987) ao analisarem noventa amostras de queijo por trés

diferentes procedimentos (enriquecimento a frio, enriquecimento pelo método Food and
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Drug Administration e enriquecimento de Doyle e Schoeni), conseguiram isolar Listeria

monocytogenes de 46% das amostras estudadas.

FARBER et al. (1987) pesquisaram a incidéncia de Listeria spp. em 374 amostras de
queijos macios e semi-duros provenientes de indistrias canadenses e das de outros paises. A
presenca de Listeria monocytogenes foi constatada em 2 amostras de diferentes marcas
originarias da Franga, sendo que em uma delas também foi verificada a presenca de Listeria

intiocua.

Em estudo realizado por LOVETT et al. (1987), foram utilizadas 650 amostras de
leite cru originarias de trés regides dos Estados Unidos da América (California,
Massachusetts e trés localidades ao redor de Cincinnati). A incidéncia de Listeria
monocytogenes em leite ndo foi detectada em amostras oriundas do Estado da California,
enquanto, aquelas provenientes das areas proximas a Cincinnati e Massachusetts
apresentaram porcentagens de contaminag@o de 3,7 e 7,0, respectivamente. No leite oriundo
dessas regides foi isolado também um total de 7,7% de Listeria innocua, 0,5% de Listeria

ivanovii, 0,9% de Listeria welshimeri e 0,1% de Listeria seeligeri.

A presenca de Listeria monocytogenes também foi investigada por COMI et al. (1987)
em diferentes tipos de queijo provenientes da industria e em um de origem artesanal, onde
foi utilizado leite de cabra, perfazendo um total de 140 amostras analisadas. Como
resultado, os autores constataram a presenga desta bactéria apenas na amostra de origem

artesanal.

Na Italia, CANTONI et al. (1988a) verificaram a presenca de Listeria monocytogenes
em 2,3% das 777 amostras de queijos analisadas. As maiores incidéncias foram constatadas
em queijos dos tipos Italiano e Taleggio com 12,5% e 8,3%, respectivamente. Em anélise

semelhante, realizada com queijos importados, foi notado que 4,5% das 131 amostras
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estavam contaminadas com o microrganismo procurado: queijos do tipo "Tilsit" (15,3%),

"Cheddar" (16%) e "Eddam" (33%).

Em um outro trabalho, publicado por esses mesmos autores, foi utilizado um ensaio
imunoenzimatico para detectar a presencga de Listeria em queijos, durante o periodo de um
ano. Como resultado, os pesquisadores obtiveram amostras positivas para Listeria
monocytogenes em 14 das 375 amostras de queijos Gorgonzola, 14 das 216 amostras de
queijo Taleggio e 5 das 95 amostras de queijo italiano. Em outras 1150 amostras de outros
tipos de queijo, os resultados foram negativos para essa mesma bactéria (CANTONI et al.,

1988b).

PINI & GILBERT (1988), com o intuito de verificar a existéncia de Listeria
monocytogenes, analisaram 222 amostras de queijos macios fabricados no Reino Unido e em
outros paises. Desses queijos, 16 foram produzidos com leite ndo pasteurizado, 41 com leite
pasteurizado e 165 com leite cujo tratamento era desconhecido. Esse microrganismo foi
detectado em 23 amostras (10%) sendo que a incidéncia em queijos originarios da Italia,
Francga, Cyprus e Reino Unido foi de 16%, 14% e 4%, respectivamente. Listeria innocua

também foi 1solada nos queijos em 9% das amostras estudadas.

Em estudo realizado por MASSA et al. (1990) foram analisadas 121 amostras de
queijo, 20 amostras de manteiga ¢ 40 amostras de leite cru, oriundos da Bologna (Italia).
Dos produtos referidos, Listeria monocytogenes néo foi detectada nas amostras de leite,
nas de manteiga e nas dos queijos de curta maturagdo. No entanto, em queijos com o
periodo de maturagdo mais prolongado, foi constatado a presenga desse microrganismo na
casca de duas amostras provenientes de pequenos produtores da regido. Em duas das
amostras de mussarela e em uma das de manteiga foi constatado a presenca de Listeria

innocua.
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GENIGEORGIS et al. (1991), ao analisarem 100 amostras de queijos macios estilo
hispanico comercializados ilegalmente no Estado da California, durante um periodo de seis
meses, puderam verificar que 2 amostras foram positivas para Listeria monocytogenes e

duas para Listeria innocua.

Na Noruega, RORVICK & YNDESTAD (1991) analisaram 460 amostras de
diferentes produtos com o intuito de verificar a presenga de Listeria monocytogenes. Dentre
as amostras analisadas, 90 eram de queijos macios importados, onde os pesquisadores
puderam verificar que 10 delas (11%) foram positivas para o microrganismo estudado.
Como sete das amostras contaminadas foram adquiridas no mesmo lugar e todos os
organismos pertenciam ao mesmo sorotipo, admitiu-se a hipdtese de contaminagdo durante

o manuseio dos queijos, no local de comercializagdo.

No periodo de novembro de 1988 a outubro de 1989, foram analisadas 4172 amostras
de leite, queijo e outros produtos de laticinios produzidos na Inglaterra e Pais de Gales. Das
amostras estudadas, 129 (3,1%) continham Listeria monocytogenes; a incidéncia desse
microrganismo foi de 3,6% em leite ndo submetido a tratamento térmico, 1,1% em leite
pasteurizado, 0,8% em leite de cabra, 1,8% em leite de ovelha, 8,2% em queijos maturados
macios, 1,1% em queijos macios ndo maturados, 1,5% em queijos duros, 4,6% em queijos
com leite de cabra, 0,7% em queijos com leite de ovelha, 4,2% em creme ndo tratado, 2,2%
em iogurte e 2,0% em sorvete. OQutras espécies de Listeria também foram encontradas em
queijos macios maturados e em queijos fabricados com leite de vaca (GREENWOOD et al,

1991).

Na Irlanda, os pesquisadores HARVEY & GILMOUR (1992), verificaram a
ocorréncia de diferentes espécies de Listeria em 176 amostras de leite cru, 95 amostras de
leite pasteurizado e 33 amostras de queijo macio, durante o periodo de um ano. Como
resultado, foi encontrado que em leite cru a incidéncia de Listeria monocytogenes, Listeria

innocua e Listeria seeligeri foi de 15,3%, 10,2% e 2,8%, respectivamente. Por outro lado,
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em amostras de leite pasteurizado foi observada a presenga de Listeria monocytogenes em
1,05% das amostras enquanto, nas amostras de queijo macio, 3,03% foram positivas para
Listeria seeligeri. Também na Irlanda, leites provenientes de 70 fazendas foram avaliados
por REA et al. (1992) quanto a incidéncia de Salmonela, Listeria e Escherichia coli,
durante um periodo de 13 meses. Destes leites, um total de 589 amostras foram analisadas,
para verificar a presenca de Listeria spp. Como resultado, essa bactéria foi isolada de 8,3%
das amostras testadas sendo 4,9% positivas para Listeria monocytogenes € 3,4% para

Listeria innocua.

Em Marrocos, EL MARRAKCHI et al. (1993) desenvolveram um estudo para
verificar a ocorréncia de Listeria monocytogenes em 227 amostras de leite e derivados. A
investigagdo revelou que a incidéncia dessa bactéria foi de 10% em leite cru, 18% em queijo
tradicional e em leites fermentados como Raib e Lben, o ocorréncia foi de 10% e 6%,

respectivamente.

Queijos macios e semi-macios importados da Suica foram analisados por
LONCAREVIC et al. (1995) para verificar a presenga ou nio de Listeria monocytogenes.
Esse patogeno foi detectado em 6% das 333 amostras estudadas. Os autores constataram
que os quenjos fabricados com leite cru apresentaram maior incidéncia de Listeria
monocytogenes (42%) do que os queijos fabricados com leite termicamente tratado (2%). O
niumero de Listeria monocytogenes detectado nos referidos queijos, variou entre < 1x 10° a
1x 10° UFC/g. Sendo assim, os pesquisadores afirmaram que o uso do leite cru para

fabricacgdo dos queijos, representa um risco de saiude publica.

GAYA et al. (1998) realizaram um estudo para verificar a incidéncia de Listeria
monocytogenes e outras espécies deste gé€nero em leite cru produzido na regido central da
Espanha. O leite coletado foi analisado duas vezes em cada estagdo, durante o periodo de
um ano. Os dados revelaram que entre 774 amostras de leite, Listeria monocytogenes e

Listeria innocua foram detectadas em 3,62 e 2,71% das amostras analisadas,

16



respectivamente. Como através do plaqueamento direto em agar Oxford (OXA) ndo foi
possivel isolar esse microrganismo, os pesquisadores assumiram que os leites possivelmente

continham concentragdes inferiores a 10 UFC/ml.

URARTE e colaboradores (1999) ao estudarem a qualidade de queijos frescos,
comercializados na comunidade autonoma do pais Basco, constataram que dentre 98
amostras coletadas de diferentes marcas, 50% continham Enterobacteriaceae, 5% Bacillus
cereus (>10* UFC/g), 12% E. coli, 2% Staphylococcus aureus (>10° UFC/g) e 1% Listeria
monocytogenes. Os tesultados observados durante a fabricagdo dos queijos indicam que os

padrdes de higiene ndo foram seguidos, resultando em contaminagdo de origem fecal.

No Egito, EL-PRINCE (1999) ao analisar 200 amostras de leite cru, queijo Domiati e
50 amostras de manteiga e de iogurte, obtidas em diversos pontos de comercializa¢do e
fazendas na cidade de Assiut, verificou que Listeria monocytogenes estava presente em 2%
das amostras de leite cru como, também, em 2% das amostras de queijos. Listeria innocua

foi isolada em 2% das amostras de leite e 4% das amostras de manteiga.

No Brasil, DESTRO et al. (1991) analisaram 20 amostras de leite cru, pasteurizado e
queijo Minas frescal provenientes da regido de Campinas (S.P.), no periodo de janeiro de
1989 a maio do mesmo ano. Nas amostras de leite cru e pasteurizado estudadas, ndo foi
detectada a presenca de Listeria monocytogenes. No entanto, em duas amostras de leite cru
foi verificada a presenga de Listeria innocua. Em queijos Minas frescal, encontrou-se 10%
de Listeria monocytogenes, 30% de Listeria innocua, 5% de Listeria seeligeri e Listeria
welshimeri. Ao concluir o trabalho, os autores afirmaram que a contamina¢do do queijo
Minas frescal poderia ser resultado de problemas no manuseio, durante e depois do

processamento do queijo ou limpeza imprépria na industria.

Amostras de leite cru e de leite pasteurizado ambos dos tipos B e C , provenientes de

uma usina de beneficiamento da cidade de S3o Paulo (S.P.), foram utilizadas para
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averiguagdo da incidéncia de Listeria spp. De cada produto, foram analisadas 110 amostras.
Do leite cru tipo C foram isolados 12,7% de Listeria monocytogenes, 13,6% de Listeria
innocua e 1,8% de Listeria welshimeri. Do leite cru tipo B as porcentagens detectadas de
Listeria monocytogenes, Listeria innocua e Listeria grayi foram de 6,4%, 5,4% e 0,9%,
respectivamente. Com respeito ao leite pasteurizado tipo B, foi encontrado que 1,8% das
amostras eram positivas para Listeria innocua enquanto as amostras de leite pasteurizado

tipo C apresentaram resultados negativos para Listeria spp. (MOURA,1992).

CASSAROTTI (1993) adquiriu, de varios pontos de venda da cidade de Piracicaba
(S.P.), amostras de leite cru, leite pasteurizado tipo C e de queijo Minas frescal, com a
finalidade de verificar a presenga de Listeria monocytogenes nos referidos alimentos. Um
total de 20 amostras de cada produto foi investigado e, segundo o autor, ndo foi detectada a

presenca desse microrganismo ou outra espécie desse mesmo género.

Cento e trés amostras de varios tipos de queijos, produzidos na cidade do Rio de
Janeiro, foram analisadas para verificar a incidéncia de Listeria monocytogenes e outras
espécies de Listeria. Entre as amostras analisadas, 11 (10,68%) continham Listeria
monocytogenes, 13 (12,62%) Listeria innocua, 6 (5,83%) Listeria grayi e 1 (0,97%)
Listeria welshimeri. Nos queijos Minas frescal, fabricados artesanalmente, foi encontrado
um alto nivel contaminac¢ao; sendo que, das 17 amostras analisadas, 7 (41,17%) continham
Listeria monocytogenes. Em queijos fabricados industrialmente como Ricota e Minas
frescal, 3,03% das amostras estavam contaminadas com esse patogeno. Nos queijos
maturados como o Gorgonzola, Brie e Roquefort, Listeria monocytogenes foi encontrada
em 5,67% das amostras. De acordo com os pesquisadores, dois fatores podem ter
contribuido para essa contaminagio. Primeiro, a bactéria latica utilizada no processamento
ndo imibiu completamente Listeria monocytogenes e segundo, um rapido aumento do pH
durante a maturagdo dos queijos permitiu o crescimento desse microrganismo (SILVA et al.,

1998).
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Na cidade de Goidnia 100 amostras de leite foram analisadas, com o intuito de
verificar a presenga de Listeria spp. Das amostras analisadas, 50 eram de leite cru e as
outras 50 de leite pasteurizado. Listeria foi isolada de 8% das amostras de leite cru, mas néo

foi encontrada em amostras de leite pasteurizado (OLIVEIRA et al., 1998).

E interessante notar que em todas essas pesquisas relatadas sobre o assunto, nio

foram estudadas medidas de controle para a produgdo do leite e/ou queijos livres de Listeria

Spp.

2.6. Fatores que afetam a termorresisténcia, sobrevivéncia e multiplicacdo de Listeria

monocytogenes em alimentos.

A resisténcia térmica da Listeria monocytogenes tem sido um tema muito discutido
entre diversos pesquisadores. Alguns trabalhos como os de DOYLE et al. (1985), RYSER
et al. (1985), FERNANDEZ GARAYZABAL et al. (1986) e DOYLE et al. (1987)
defendem a idéia que a Listeria monocytogenes ¢ resistente a pasteurizagdo (71,7°C/15s)
enquanto, outras publicagdes de BRADSHAW et al. (1985), BUNNING et al. (1986),
BRADSHAW et al. (1987), BECKERS et al. (1987), CANILLAC & MOUREY (1993) e
MENENDEZ et al. (1997) afirmam que esse tratamento térmico € efetivo contra essa
bactéria. CASADEI et al. (1998) em seu estudo sobre a resisténcia térmica de Listeria
monocytogenes em produtos de laticinios, afirmaram que o processo eficiente para eliminar
esse patogeno foi 72,7°C/15 segundos. De acordo com CARMINATI (1992), a discordéncia
de resultados obtidos na pesquisa, pode estar embasada em diferentes propostas

metodoldgicas, emprego de substrato, instrumentos, indculo e meios de cultura diferentes.

Simulagdes realizadas com um modelo matematico e com ajuda de um "software"de
andlise de risco (@RISK ™ ), utilizando dados experimentais de inativagdo térmica de

Listeria monocytogenes, confirmaram que a pasteurizagdo a 72°C/15 segundos (condigbes

19



da Federagdo Internacional de Laticinios-IDF) pode assegurar, pelo menos, 11 redugdes

logaritmicas de Listeria monocytogenes (PIYASENA et al., 1998).

Estudos realizados por BRADSHAW et al. (1985) tiveram como objetivo verificar a
resisténcia térmica da Listeria monocytogenes linhagem Scott A, em leite integral estéril,
onde foi utilizada uma suspensdo bacteriana de 10° células/ml e sete temperaturas diferentes
(52,2, 57.,8; 63,3; 66,1; 68,9, 71,7 e 74,4°C), empregando trocadores de calor. Como
resultado, os pesquisadores obtiveram um valor Dy 7-c igual 0,9 segundos, concluindo que a
Listeria monocytogenes nao poderia sobreviver ao processo da pasteurizagdo. Dois anos
mais tarde, os autores acima citados realizaram um estudo com alguns produtos de
laticinios, tendo como no trabalho anterior, o mesmo objetivo e utilizando a mesma
concentra¢do de microrganismos. Dessas analises foi observado que o valor D 757 ¢ em leite
desnatado e leite integral variou de 1,7 a 2,7 segundos. Dessa forma, os autores puderam
reafirmar a efetividade do processo de pasteurizagdo (BRADSHAW et al., 1987)

BECKERS et al. (1987) utilizaram diferentes linhagens de Listeria
monocytogenes, isoladas de 3 tipos de queijos e uma linhagem estoque, para dois diferentes
testes de resisténcia térmica. Em um deles, tubos abertos contendo os microrganismos
dissolvidos em caldo triptose, foram submetidos a diversas temperaturas de pasteuriza¢do
(60, 65, 70, 75 e 80°C) em banho-maria em tempos diferentes de exposigdo ao calor. No
outro experimento, o estudo da termoresisténcia foi realizado utilizando-se bolsas plasticas
contendo 1 ml de cultura de bactéria aquecidas, também em banho-maria, a temperaturas de
64, 67 e 70°C. Como conclus@o, os pesquisadores afirmaram que os testes onde se utilizam
tubos abertos fornecem resultados dubios e que a Listeria monocytogenes nao sobrevive
quando o tratamento térmico aplicado for de 72°C e 74°C por 14 e 10 segundos

respectivamente.

Para comprovar se os tubos abertos apresentavam problemas, no que diz respeito a

pasteurizagdo, DONNELLY et al. (1987) realizaram um experimento, com 3 linhagens de
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Listeria monocytogenes em tubos selados e em tubos de ensaio abertos. Foi observado, que
quando se utilizou tubos selados, uma rapida inativagdo térmica ocorreu nas linhagens
empregadas, obtendo um valor D ¢ de 0,1 a 0,4 minutos. Em tubos de ensaio abertos, a
resposta obtida foi muito distinta da anterior ou seja, ndo foi possivel completa inativagéo a
62°C durante um periodo de 30 minutos. Desse modo, estes pesquisadores confirmaram o
que foi descrito por BECKER et al. (1987), ao afirmarem que o procedimento no qual se
utilizam tubos abertos, para testar resisténcia térmica, ndo apresenta resultados corretos.
Para explicar este fato, os autores sugeriram duas hipoteses. A primeira delas, afirma que as
células, durante o processo de aquecimento, podem ser arrastadas pelo condensado e
atiradas at¢ a tampa do tubo. A segunda, sugere que durante a inoculagdo, os
microrganismos podem cobrir parte da parede dos tubos. Desse modo, em ambos os casos,
a populag@o de bactérias ndo estaria exposta a temperatura de inativag@o, como aquelas que

se encontram abaixo do nivel no banho de aquecimento.

BRADSHAW et al. (1991) ao estudarem a resisténcia térmica de Listeria spp. em leite
cru e estéril utilizaram tubos selados, contendo 10° células/ml, imersos em banho-maria com
diferentes temperaturas. Os valores D apresentados em leite cru para Listeria
monocytogenes BS-9, Scott A e SE-31 a 71,7°C foram de 2,2; 2,0 e 1,5, segundos
respectivamente. Em leite estéril, para a linhagem SE-31, o valor D obtido a 71,7°C foi de
4.4 segundos. Como conclusdo, os autores consideraram que a presenca desta bactéria ap0s
a pasteurizagdo significa deficiéncia do processo ou, ainda, uma contaminagdo apos o

processamento t€rmico.

FARBER et al. (1988) avaliaram a resisténcia térmica da Listeria monocytogenes
tanto em leite cru, inoculado com diferentes linhagens desta bactéria, como também em leite
naturalmente contaminado ou seja, obtido de vacas doentes. O microrganismo estudado foi
incapaz de sobreviver nos leites utilizados, quando a temperatura empregada foi maior do
que 67,5°C com um tempo minimo de 16,2 segundos. Com estes dados, os pesquisadores

admitiram que possa ocorrer a presenga de Listeria, como sobrevivente a0 processo, onde
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se aplicam tempos curtos de pasteurizagdo a temperaturas de 60 a 67,5°C fato este,
preocupante no que diz respeito aos queijos processados com leite aquecido ou ainda com

leite cru.

No intuito de verificar a influéncia da composi¢do quimica de produtos de laticinios
sobre a resisténcia térmica de duas linhagens de Listeria monocytogenes (1151 e Scott A),
CASADEI et al. (1998) utilizaram tubos capilares selados, que foram submetidas as
temperaturas de 52, 56, 60, 64, ¢ 68°C em determinados intervalos. Os resultados
mostraram que a resisténcia térmica de ambas as linhagens foi maior nos produtos de
laticinios do que em caldo de soja tripticase (TSB), quando submetidos as mesmas
temperaturas. Foi constatado também, maiores diferencas nos valores de D obtidos a baixas
temperaturas (52 e 56°C). Para ambas as linhagens, o efeito da temperatura foi altamente
significativo (P<0,001). Em um segundo experimento, Listeria monocytogenes Scott A foi
primeiramente cultivada nos derivados de laticinios até a fase estacionaria, para depois ser
submetida ao tratamento térmico a 60°C. O resultado desse experimento revelou que
ocorreu um aumento da resisténcia térmica desse patdgeno. Ao concluir o trabalho, os
autores enfatizaram que € fundamental considerar as condi¢bes de crescimento da Listeria

monocytogenes antes do tratamento térmico.

Segundo DOYLE et al. (1987), a resisténcia térmica da Listeria monocyfogenes
durante o processo de pasteuriza¢do, pode estar ligada ao fato desse microrganismo, muitas
vezes se encontrar localizado intracelularmente nos leucdcitos. Alguns trabalhos ainda
mencionaram, que quando o nimero desses microrganismos for elevado (= 10°
microrganismos/ml), eles podem sobreviver a pasteurizagdo comercial dentro dos leucocitos
ou até mesmo em suspensio (BUNNING et al., 1988 ¢ SUAREZ-FERNANDES et al.,
1989).

BUNNING et al. (1986) estudaram a resisténcia térmica da Listeria monocytogenes

utilizaram bactérias, localizadas no interior de fagocitos de camundongos, suspensas em leite
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cru, em concentragdes aproximadas de 10° microrganismos /ml. O valor D 71,7oc de 1,9s foi
obtido para as células fagocitadas e, para células em suspensio o D 717¢ foi de 1,6
segundos. Diante dos resultados obtidos, os pesquisadores concluiram que a posi¢do
intracelular da Listeria monocytogenes ndo protege este microrganismo da inativagdo
térmica. Posteriormente, em outro trabalho, BUNNING et al. (1988) estudaram a cinética
de inativagdo térmica de células de Listeria monocytogenes localizadas em fagocitos de
bovinos e também em suspensdo no leite. Para tanto, fizeram uso de tubos selados imersos
em banho-maria e trocador de calor, cuja faixa de temperatura aplicada variou entre 57,8 e
74,4°C. Em ambos os casos, a contagem inicial de bactérias foi de 10° células/ml. Os dados
obtidos mostraram que a posi¢do intracelular dos microrganismos ndo os protegeram do
processo de pasteurizagdo, confirmando, deste modo, o que foi descrito por BUNNING et
al. (1986). No entanto, KNABEL et al. (1990) discordaram desta afirmag@o, citando que
esses pesquisadores ndo conseguiram recuperar as células de Listeria monocytogenes, pois

ndo utilizaram técnicas estritamente anaerobias.

Uma outra explicagdo para a resisténcia térmica de Listeria monocytogenes, € que
essas bactérias podem adquirir termorresisténcia, quando previamente tratadas com
aquecimento brando (BRADSHAW et al, 1987). Idéia esta que foi posteriormente
confirmada no trabalho descrito por FEDIO & JACKSON (1989) quando, os mesmos, com
o objetivo de determinar a possibilidade de aumento da resisténcia térmica da Listeria
monocytogenes, submeteram a cultura microbiana a um pré-aquecimento a 48°C por uma
hora em caldo de soja tripticase suplementado com 0,6% de extrato de levedura (TSB-YE)
e em leite processado por altas temperaturas (UHT). A seguir, para o estudo da morte
térmica, essas bactérias foram aquecidas a uma temperatura de 60°C e subsequentemente
monitoradas em diversos tempos, através do plaqueamento da suspensdo aquecida sobre
agar de soja tripticase suplementado com 0,6% de extrato de levedura (TSA-YE) e agar

cloreto de litio feniletanol moxalactam (LPM) que foram incubadas a 37°C por 48 horas.
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O aumento da termorresisténcia adquirida pelas linhagens de Listeria monocytogenes,
quando esse microrganismo foi previamente submetido a um choque térmico (antes do
aquecimento), também foi descrito por KNABEL et al. (1990), LINTON et al. (1990),
FARBER et al. (1990), QUINTAVALLA et al. (1991), LINTON et al. (1992),
JORGENSEN et al. (1996), PAGAN et al. (1997) e ROWAN & ANDERSON (1998). O
aumento de resisténcia térmica, induzido pela exposigdo & temperaturas, acima da
temperatura Otima de crescimento do microrganismo, resulta em uma resposta fisiolégica,
ou seja, ocorre a sintese de proteinas especiais denominadas de proteinas do choque térmico
(PCT). De acordo com SOKOLOVEVIC & GOEBEL (1989) e JORGEWSEN et al. (1996)
apud PAGAN et al. (1997) a Listeria monocytogenes pode produzir 12 a 14 tipos diferentes
de proteinas do choque térmico. Tendo como base este fato, esses ultimos pesquisadores
concluiram que a diferenga na termotolerancia poderia ser devida a sintese de diferentes
quantidades ou de diferentes proteinas do choque térmico a diferentes temperaturas. No
entanto, € importante ressaltar que, apesar das proteinas do choque térmico sabidamente
exercerem um papel de protegdo para esse microrganismo, o seu mecanismo de agdo ainda

ndo esta bem esclarecido.

O aumento da resisténcia térmica adquirida pelas células de Listeria monocytogenes
Scott A, também foi estudado por LINTON et al. (1990). Estes pesquisadores utilizaram um
banho-maria, pré-aquecido com circulagdao de agua, para produzir o choque térmico. As
temperaturas utilizadas nesse experimento foram 40, 44 e 48° C, empregando-se diferentes
tempos (3, 10 e 20 minutos) para cada uma delas. Observagdes posteriores indicaram que a
resisténcia térmica da Listeria monocytogenes aumentou significativamente (p<0,05) com a
elevagao da temperatura e do tempo. No plaqueamento em meio ndo seletivo, a resisténcia
maior desta bactéria foi encontrada para as células aquecidas a 48°C por 20 minutos,
diferindo significativamente (p<0,05) dos valores encontrados para o meio seletivo. No
entanto, ndo ocorreu diferenga significativa (p<0,05) entre os tempos 10 e 20 minutos a

temperatura de 48°C, em ambos os meios estudados.
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Com o objetivo de verificar a termotoleréncia méxima de Listeria monocytogenes
crescida a 37° C e 4° C, PAGAN et al. (1997) fizeram um estudo para determinar uma otima
combinagdo entre tempo e temperatura de choque térmico. Os pesquisadores afirmaram que
a maxima termotolerdncia induzida as células de Listeria monocytogenes, pelo choque
térmico, foi grandemente dependente da temperatura e da duragdo do tratamento aplicado.
De acordo com esses pesquisadores, células de Listeria monocytogenes crescidas a 4° C,
depois de receberem o choque térmico, tiveram um aumento maximo de sete vezes em sua
termotolerancia enquanto que, as células crescidas a 37° C, depois de receberem o mesmo

tratamento, aumentaram sua resisténcia térmica apenas 4 vezes.

O efeito da temperatura de crescimento na termotolerancia de dois tipos morfologicos
de células de Listeria monocytogenes foi estudado por ROWAN & ANDERSON (1998) em
leite integral. As linhagens de Listeria monocytogenes (10° células/ml) depois de cultivadas a
37 e 42,8°C por 24 horas em leite integral, foram inoculadas em tubos com rosca, contendo
de 1,5 x 10* a 3,0 x 10° células/ml. Os tubos foram entdo aquecidos a 56°C/2 horas,
60°C/1hora e 63°C/30 minutos € o maximo de sobreviventes foi determinado através do
plaqueamento em agar de soja tripticase suplementado com 0,6% de extrato de levedura
(TSA-YE) e em agar seletivo para Listeria. Os dados obtidos mostraram que apesar da
temperatura de aquecimento ter tido um efeito maior na termotolerancia isto €, a
temperaturas mais altas ocorreu grande redugdo do numero de células, os valores D e a
média de recuperagdo foram maiores a todas as temperaturas de aquecimento testadas,
quando as células tiveram seu crescimento a 42.8°C, resultando um aumento na

termotolerancia de 2,5 - 3,0 vezes, quando comparado com as que cresceram a 37°C.

A destrui¢do térmica da Listeria monocytogenes em leite desnatado, na presenca da
bacteriocina nisina, foi descrito por MAISNIER-PATIN et al. (1995). No desenvolvimento
desse experimento, os pesquisadores fizeram uso de tubos capilares, contendo 2x10°
UFC/ml de microrganismos dissolvidos em leite, onde, apds o selamento das extremidades

dos mesmos e descontaminacio da parte externa com solugdo de hipoclorito, os tubos foram
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estocados em uma mistura dgua-gelo até sua utilizagdo. Em uma etapa posterior, esses
capilares foram deixados a temperatura ambiente por 5-6 minutos e, a seguir, imersos em
banho de agua a 54, 56, 58, 60, 62 ou 65°C. Decorrido o tempo previamente estabelecido,
os tubos foram removidos e rapidamente resfriados. Para enumeragdo dos microrganismos,
o contetido de 100ul, oriundos dos capilares processados, foram distribuidos (através de
técnica de superficie) em placas de agar de soja tripticase suplementado com 0,6% p/v de
extrato de levedura, seguidas de incubagdo por um periodo de 5 dias a 30°C, sob condigdes
aerObias. Nas temperaturas acima descritas, a adigdo de 25 UI ou 50 UI de nisina/ml de leite,
resultou na diminuigdo do tempo de aquecimento necessario, para alcangar 3 reducdes
decimais no nimero de Listeria monocytogenes presente. Foi constatado também, que a
reduc@o mais acentuada no tempo, ocorreu quando foram utilizadas concentragdes de 50 UL

de nisina.

Mais recentemente, KNIGHT et al. (1999) realizaram um estudo para verificar a
resisténcia de Listeria monocytogenes Scott A em ovo integral liquido. Nos experimentos
realizados em ampolas de vidro, foi utilizada nisina (10mg/ml) e NaCl (10%). Depois do
tratamento térmico, as amostras foram plaqueadas em agar ndo seletivo e, em determinados
intervalos, o valor D foi determinado. Como resultado, foi constatada a redug@o de 4 ciclos
logaritmicos no niimero de células vidveis na primeira hora de experimento, quando a nisina
foi adicionada ao ovo integral liquido sem sal. A adig@o de nisina diminuiu significativamente
(p<0,05) o valor D a baixas temperaturas (< 58°C), em ovo integral liquido, na presenga ou
auséncia de sal. No entanto, esta bacteriocina pouco afetou o valor D, quando se usou

pasteuriza¢do. Quando a nisina foi adicionada 2 horas antes do tratamento térmico, o valor

D diminuiu significativamente (p <0,05)
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2.6.1. Outros fatores extrinsecos que afetam o crescimento de Listeria monocytogenes

Existem diversos fatores que interferem no crescimento e multiplicacdo da Listeria
monocyfogenes em alimentos. A natureza do alimento, pH, a., temperatura, cloreto de
sodio, nitrito de sodio e conservadores, destacam-se entre os mais importantes. Entretanto,
deve-se destacar que esses fatores, normalmente ndo atuam isoladamente, ou seja,

apresentam efeitos de interagdes no desenvolvimento do microrganismo.

GEORGE et al. (1988) com o intuito de estudar o efeito do pH e da temperatura
sobre o crescimento inicial de 16 linhagens de Listeria monocytogenes cultivadas em meio
nutriente observaram que houve variagdo dos valores de pH em fungdo da temperatura
utilizada. Deste modo, para ocorrer o crescimento os valores de pH minimos utilizados

foram 4,39 para temperaturas de 20 e 30°C; 4,62 para 7 ¢ 10°C e 5,23 para 4°C.

GEORGE & LEVETT (1990) estudaram o efeito do pH e da temperatura sobre o
crescimento de Listeria monocyfogenes em salada contendo repolho, cenoura, cebola e
maionese. Neste experimento, as saladas tiveram seus pH ajustados para 4,0; 5,0; 6,0 ¢ 7,0
sendo logo apos, inoculadas com 10° UFC/ml e submetidas a temperaturas de 4, 15 e 25°C .
Os resultados mostraram que a bactéria foi incapaz de crescer em saladas, com pH original
3,9 e em pH 4,0, nas trés temperaturas estudadas. O pH ajustado a 5,0 também mostrou-se
no numero de células viaveis nas temperaturas de 4 e 15°C, a 25°C foi constatado um
aumento (> 10° UFC/g) no numero de microrganismos, que permaneceu elevado depois da
incubagdo por 25 dias. Em pH 7,0, o crescimento desta bactéria embora tenha sido rapido
nas trés temperaturas estudadas, apresentou um declinio depois do décimo dia, o qual foi

explicado pela produgao de acidos pelos microrganismos, como resultado da fermentagao.

Para a obtencdo de mais informagdes a respeito da sobrevivéncia da Listeria
monocytogenes em meios de caldo com baixos valores de pH, PARISH & HIGGINS (1989)
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cultivaram quatro linhagens deste microrganismo, em caldo de soja tripticase suplementado
com 0,6% de extrato de levedura. Os meios utilizados tiveram pH variando de 0,5, na faixa
de 3,5 a 7,0. Os resultados observados mostraram que o crescimento para todas as linhagens
desta bactéria ocorreu em valores de pH 4,5 ou superiores, durante a incubag@o a 30°C por
96 horas, sendo que o crescimento nao ocorreu a pH 4,0 ou inferior. Neste mesmo trabalho,
os pesquisadores utilizaram como meio de cultura soro de laranja estéril distribuido em
tubos de ensaio, com ajuste de pH entre 3,6 a 5,0, mantendo-se intervalos de aumento de
0,2 unidades. Apos a adigdo do inoculo, os tubos foram submetidos a temperaturas de 4 e
30°C. A incubag@o a 4°C revelou que as células viaveis foram recuperadas em concentragoes
de 10 UFC/ml, depois de 90 dias de cultivo a pH 4,8 e 5,0, enquanto outros cultivos nesta
mesma temperatura apresentaram menos de 25 UFC/ml a pH 3,6; 4,0 e 4,6, apos 25, 43 e 81
dias, respectivamente. Quando a temperatura utilizada foi 30°C, foi constatado que as
células ndo eram viaveis a pH 3,6; 3,8 e 4,0, depois de 5 dias de cultivo e, em pH 4,2 e 4,4,
depois de 8 dias. Foi observado, também, que em pH 4,6, 25 UFC/ml eram viaveis em 8 dias
de experimento. Finalizando o trabalho, os autores concluiram que a Listeria
monocytogenes ¢ capaz de crescer em valores de pH inferiores a 5,0 e que esse

microrganismo resiste mais a temperatura de refrigera¢do do que a 30°C.

COLE et al. (1990), ao estudarem o efeito do pH, concentragdo de sal e da
temperatura sobre a sobrevivéncia e crescimento de Listeria monocytogenes em meio de
cultura, verificaram que em baixos valores de pH e altas concentragdes de sais a
sobrevivéncia desta bactéria, encontrou-se altamente relacionada a temperatura aplicada. Os
valores minimos de pH que permitiram a sobrevivéncia deste microrganismo apos 4
semanas, utilizando um inéculo de 10* células, foram de 4,66 4 30°C; 4,362 10°C e 4,194
5°C tendo como concentra¢des maximas de NaCl 4, 10 e 18%, respectivamente. No que diz
respeito ao crescimento, os menores valores de pH que permitiram um aumento do nimero

de células durante 60 dias foram : 4,66 a 30°C; 4,83 4 10°C e 7,0 a 5°C.
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BAILEY et al. (1990), estudaram a eficicia de meio de enriquecimento (LEB),
ajustado a diversos valores de pH, para recuperagio de Listeria monocytogenes Scott A
ndo injuriada e injuriada pelo calor. Nenhuma célula desse microrganismo foi obtida quando
o pH do LEB foi menor que 5,2. Quando o niimero de células ndo injuriadas e injuriadas foi
menor que 4 e entre 200-1100, respectivamente, ndo foi possivel a recuperagdo dessa

bactéria, a pH inferior a 5,5.

Para comprovar os efeitos do cloreto de sodio, pH e temperatura, no crescimento da
Listeria monocytogenes, Mc CLURE et al. (1989) utilizaram placas gradientes e meio
liquido. Dessa forma, foi possivel observar que o padrdo de crescimento desta bactéria foi
similar nas quatro temperaturas estudadas (20°C, 25°C, 30°C e 35°C ) apds 24 horas de
cultivo em placas gradientes. Quando a temperatura utilizada foi 20°C, uma concentragio de
8,8% de NaCl foi necessaria para limitar o crescimento entre pH 6,6 e 7,6, ndo ocorrendo
crescimento em valores de pH inferiores a 4,95 nas concentragdes estudadas do sal. A 25°C,
a faixa de crescimento foi ampliada até a concentragdo de 9,9% de NaCl em uma faixa de
pH de 6,6 e 7,9. Na faixa de 30 a 35°C, ocorreu um aumento da tolerancia ao sal (> 9,9%)
em pH neutro e, a area de crescimento estendeu-se até pH igual a 4,6. Quanto ao
experimento em microplacas, durante um periodo de 24 horas a 25°C, o crescimento foi
observado a pH 4,5, quando baixas concentragdes de NaCl foram utilizadas e, a pH mais

elevado quando concentragdes de até 10% estavam presentes no meio.

Em 1991, Mc.CLURE et al. realizaram um experimento em meio de cultura (caldo de
soja e triptona) com o intuito de estudar o efeito da combinagdo da temperatura de
incubagdo, pH, cloreto de sodio e nitrito de sodio no crescimento da Listeria
monocytogenes. Neste trabalho, foi utilizado indculo de 4 x 10° UFC/ml e concentragdes de
0,5 a 8,0% p/v de NaCl e zero a 400 pg/ml de NaNO, . Os valores de pH, também foram
acertados para as diferentes concentragdes, permanecendo numa faixa que variou de 4,6 a
7,4. Para isso, foi utilizado um sistema automatico turbidimétrico com placas, sendo as

mesmas incubadas a temperaturas que variaram de 5 a 30°C, por um periodo de 21 dias. Foi
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verificado que o crescimento da Listeria monocytogenes em baixos niveis de pH foi
fortemente influenciado pela temperatura de incubagdo e pela concentragdo de NaNO,,
Dessa forma, quando a temperatura de 20°C e concentra¢des de 50 pl/ml de NaNO, foram
empregadas, nenhum crescimento foi notado a valores de pH 5,3 ou inferiores, para quase

todas as concentragdes de NaCl.

Os efeitos de interagdes de diferentes concentragdes de NaCl (0,5%; 2,5%; 5,0%;
7,5% e 10%), pH (4,2; 5,0, 6,6; 8,0 e 9,6) e temperaturas (4°C, 10°C, 22°C, 37°C e 43°C)
sobre a cinética de reparo de Listeria monocytogenes ATCC 51414, em caldo para reparo
de Listeria (LRB), foram determinados por CHAWLA et al. (1996). As células de Listeria
monocytogenes depois de serem submetidas ao tratamento térmico de 56°C por 20 minutos,
foram centrifugadas sob refrigeragdo (16270 x g por 10 minutos). O precipitado obtido foi
ressuspenso em LRB, previamente ajustado com diferentes concentragdes de sal e pH. Apos
dilui¢des seriadas, o plaqueamento foi realizado em meio ndo seletivo em agar triptose
fosfato (TPA) e em meio seletivo TPA com 4g de NaCl por litro (TPAN). O caldo LRB foi
incubado a diferentes temperaturas, por um periodo de 21 dias. Durante esse tempo,
amostras foram retiradas em determinados intervalos, diluidas e semeadas nos dois meios de
cultura acima citados. Analise de variancia (ANOVA) revelou que tanto a temperatura como
a concentragdo de sal tiveram efeitos significantes (p<0,001) no tempo de reparo. Nas
células de Listeria monocytogenes injuriadas nao ocorreu reparo a 4 e 10°C em pH 4,2, para
todas as concentragdes de sal testadas. Também nessas temperaturas, ndo ocorreu nenhum
reparo quando a concentracdo de sal foi maior ou igual a 2,5 e maior ou igual a 5%
respectivamente em qualquer pH utilizado, durante os 21 dias de vida de prateleira. No
entanto, quando a temperatura utilizada foi 37°C com pH 5,0 o reparo das células injuriadas
foi mais rapido do que em outras temperaturas, em todas as concentragGes de sal testadas.
Otimas condigdes para o reparo de células de Listeria monocytogenes foram a 37°C e 0,5%
de NaCl em pH 8,0 com tempo de reparo de 5,5 horas. Os pesquisadores concluiram que a
temperatura minima necessaria para o reparo das células injuriadas aumenta com o aumento

da concentragdo de sal.
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A influéncia do pH, do sal, e da temperatura sobre Listeria monocytogenes também foi
estudado por MARTINIS et al. (1997). Neste experimento, foram utilizadas placas de Petri,
contendo caldo de soja tripticase com 1,5% de Bacto agar , suplementado com 0,5% de
glucose. Para cada ensaio, o meio de cultura teve o seu pH corrigido com HCI 2N até
valores finais de 5,5 , 6,0 e 6,5 e acréscimo da concentragio de 100 Ul/ml de Nisaplin
(Applin Barret). Aliquotas de 50 ul de cultura contendo 10° UFC/ml de Listeria
monocyfogenes Scott A foram plaqueadas com ajuda do "Spiral Plater" e incubadas a 10, 20
e 30°C. Os resultados mostraram que as concentragdes de NaCl e o pH tiveram pouco efeito
sobre o crescimento e formagao de coldnias desse microrganismo, quando as temperaturas
empregadas foram 20 e 30°C. Sob estas condigdes, somente 1 em 10° células foram obtidas.
A 10°C, as células resistentes a nisina foram influenciadas tanto pela concentragdo de NaCl,
como também pelo pH, ocorrendo uma diminui¢do na formagdo de coldnias quando os
mesmos foram reduzidos. Nessa temperatura, ndo houve crescimento de Listeria
monocytogenes quando foram empregados 0,5% de NaCl e pH 5,5. Esses pesquisadores
afirmaram que concentragGes de 2,0 a 3,5% de NaCl parecem desempenhar um papel

protetor, permitindo que as coldnias resistentes a nisina se formem a 10° C.

HUDSON (1992) realizou um estudo para verificar a eficacia de altas concentragoes
de cloreto de sédio na destrui¢do da Listeria monocytogenes em meio infusdo cérebro
coragdo (BHI). Para isto, foram empregadas quantidades de 6, 16 ¢ 26% p/v de NaCl e
temperaturas de 10°C e de 0 a 4°C para a incubagdo por um curto periodo de 6 horas
enquanto que para longos periodos, ou seja, 33 dias além das temperaturas ja citadas
utilizou-se também -18°C. Os resultados mostraram que a incubagdo por 6 horas, nas
diversas concentragoes de sais testados, ndo foi efetiva na redugdo do mimero de
microrganismos a baixas temperaturas. Quando a incubagdo foi realizada em tempos
prolongados, foi observado que a concentragSes de 6% ocorreu crescimento da bactéria
estudada 4 10°C e a temperatura de sub refrigeragdo, enquanto que, a -18°C ndo houve

mudangas no numero de células. Com 16%, nenhuma mudanga significativa no namero de
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microrganismos foi detectada. No entanto, quando foi utilizado 26% de NaCl, apesar de nio
ter sido notada variagdo no nimero de células a -18°C, ocorreu um declinio nas outras duas

temperaturas testadas.

O meio de infusdo cérebro coragdo (BHI) também foi utilizado por MILLER (1992)
para verificar o efeito do cloreto de sodio e outros solutos em relagéo a atividade de 4gua no
crescimento e sobrevivéncia da Listeria monocytogenes Scott A. Este meio, contendo 0,5%
de NaCl, foi ajustado com NaCl, glicerol ou propileno glicol para niveis de atividade de 4gua
que variaram de 0,99 a 0,80. Nos meios onde foi utilizado NaCl, esta bactéria sobreviveu
nas diferentes atividades de agua dentro de uma faixa de 200 a 700 horas, a temperatura de
28°C. Os niveis minimos de atividade de agua para o crescimento deste microrganismo

foram de 0,90 para glicerol, 0,92 para NaCl e 0,97 para propileno glicol.

Com o objetivo de conhecer os minimos valores de atividade de agua, requeridos para
o crescimento da Listeria monocytogenes, TAPIA de DAZA et al. (1991) também
desenvolveram um trabalho utilizando inéculos de 10% e 10* UFC/ml de duas linhagens desse
microrganismo (Scott A e Brie 1). Para isso, foram empregados o meio de caldo de soja
tripticase (TSB) e quantidades de NaCl, glicerol e sacarose, para a obten¢do de diferentes
atividades de agua. Apos a incubag@o em duas diferentes temperaturas foi observado que, a
4°C, ambas as linhagens foram mais sensiveis aos solutos utilizados do que as cultivadas a
30°C. A menor atividade de agua, encontrada para o crescimento da bactéria acima
mencionada foi 0,90, tanto para a linhagem Scott A como para a Brie 1, quando mantidas a
30°C em meio contendo glicerol. Para os meios suplementados com NaCl e sacarose foi
encontrado o valor de 0,92 para a Scott A, sendo que para Brie 1 os resultados obtidos

foram 0,92 e 0,96, respectivamente.

Os efeitos combinados de atividade de agua e temperatura no crescimento de
linhagens de Listeria monocytogenes também foram estudados por FARBER et al. (1992).

Neste ensaio, o meio Infusdo Cérebro Coragdo foi utilizado e ajustado a diferentes valores
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de atividade de agua (0,86 a 0,99) através do emprego de 3 diferentes umectantes (NaCl,
glicerol e sacarose) e submetidos a temperaturas de 4, 10, 15, 30 e 40°C. Os menores
valores de atividade de agua capazes de permitir o crescimento de qualquer uma das 5
linhagens estudadas, nas referidas temperaturas, foram 0,93; 0,93; 0,91; 0,92 e 0,95, quando
o NaCl foi empregado. Na utilizagéo do glicerol e sacarose, os resultados encontrados foram
para o primeiro de 0,94; 0,93; 0,91; 0,90 e para o segundo 0,92 e 0,94; 0,94; 0,92; 0,93 e

0,94, respectivamente.

O uso desses mesmos umectantes também foi descrito no trabalho realizado por
NOLAN et al. (1992), ao testarem diferentes atividades de 4gua no crescimento e
sobrevivéncia de Listeria monocytogenes e Listeria innocua. Neste experimento as solugdes
de caldo de soja tripticase com 0,6% de extrato de levedura (TSB-YE) tiveram seus niveis
de atividade de agua diferenciados pela adigdo de NaCl, sacarose e glicerol. Os resultados
observados permitiram afirmar que tanto a Listeria monocytogenes como a Listeria innocua
sdo capazes de crescer em meios com atividade de agua mais baixos, quando contendo
glicerol do que em meios com NaCl e sacarose, onde os dados obtidos foram 0,90; 0,92 e
0,92, respectivamente, os quais estdo de acordo com o trabalho desenvolvido por TAPIA de
DAZA et al. (1991). A sobrevivéncia foi menor quando os meios continham NaCl, para

ambas as bactérias estudadas.

A aeracdo é um outro fator que deve ser levado em conta, quando se estuda o
desenvolvimento de um microrganismo. Por isso, GEORGE & LUND (1992) ao verificarem
que na literatura existiam controvérsias sobre este assunto, desenvolveram um trabalho, para
determinar a influencia da aeragdo e de dois meios de cultura no crescimento de duas
linhagens de Listeria monocytogenes a um pH 4,5 e a uma temperatura de 20°C. Diante dos
resultados encontrados, foi possivel constatar que nas condi¢des utilizadas o crescimento
desta bactéria foi mais rapido em cultivos na presenga de oxigénio, do que naqueles sob

atmosfera controlada de nitrogénio. Foi observado também, que o caldo de soja triptona
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suplementado com extrato de levedura e glucose (TSYGB) possibilitou um maior

crescimento do que no caldo triptose fosfato (TPB).

O crescimento da Listeria monocytogenes Scott A foi também estudado em caldo
triptose fosfato (pH 4,5) por BUCHANAN e KLAWITTER (1990) com o objetivo de se
conhecer os efeitos e interagdes entre a temperatura de incubagdo e atmosfera circundante.
Para realizagdo deste experimento, o microrganismo foi cultivado em condi¢des de
aerobiose e anaerobiose e incubado a temperaturas de 5, 10, 19, 28 e 37°C, depois da
inoculagio de 10° UFC/ml. O crescimento em aerobiose ndo foi observado para
temperaturas de 5 e 10°C, porém, as células sobreviveram por longos periodos nestas
temperaturas. Foi constatado também que a bactéria cresceu a 19 e 28°C e ndo a 37°C, onde
a morte das c€lulas ocorreu rapidamente. Nas condigdes de anaerobiose, resultados similares
foram observados para temperaturas de 5, 10, 19 e 28°C, apesar de ter aumentado a taxa de
crescimento a 19°C. Nesta condi¢do, também foi verificado que a 37°C, depois de um
declinio inicial do nimero de células, houve recupera¢do das mesmas, que cresceram até o
nivel do in6culo inicial. Tendo em vista estes resultados, os autores concluiram que, sob
condigGes apropriadas, a Listeria monocytogenes pode crescer a niveis de pH tdo baixo
quanto 4,4 e que, se o oxigénio estiver restrito, o microrganismo tem a capacidade de

recuperar as lesdes fisiologicas associadas a injuria acida.

O efeito combinado de atmosfera modificada, nisina e um produto de fermentagdo de
bactérias 4cido-laticas denominado de ALTA™ 2341 (possui um componente
antimicrobiano, ndo especificado pelo fabricante-Quest International) foi utilizado no
controle de Listeria monocytogenes por SZABO & CAHILL (1998). O caldo triptona de
soja (pH 6,0) foi utilizado como meio de crescimento desse patogeno e a incubagio foi
realizada a 4°C, por 21 dias e a 12°C, por 7 dias. Foi constatado que o uso 100% de CO,
inibiu fortemente a Listeria monocytogenes, embora um aumento de 5 ciclos logaritmicos
tenha sido observado, em todas as atmosferas utilizadas (ar, 100% de Ny, 40% de CO,: 60%
de N ou 100% de CO,), depois de 7 dias a 12°C. Quando a temperatura aplicada foi 4°C,
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ocorreu um aumento de 4 a 5 ciclos logaritmicos na populagio de Listeria monocytogenes,
quando mantidas em ar, 100% de N, e 40% de CO,: 60% de N,, durante os 21 dias. Porém,
ndo houve crescimento quando 100% de CO, foi utilizado. Na presenca de nisina
(400UV/ml), ocorreu um aumento da fase lag em todas as atmosferas estudadas a 12°C. A
4°C, esse efeito foi mais pronunciado em todas as atmosferas, com excecdo de 100% de
CO,. Com o aumento da concentragdo de nisina (1250UL/ml), a Listeria monocytogenes foi
inibida em todas as combinagBes de atmosferas a 4 e 12°C. A 4°C quando 0,1% de ALTA™
2341 e 100% de N, foram combinados, a populagio teve um aumento de 3 ciclos
logaritmicos. O aumento da concentragdo de ALTA™ 2341 para 1% resultou na
diminuigdo da populagdo abaixo dos niveis de detecgdo, dentro de 24 horas, em todas as
combinag¢des de atmosferas e temperaturas. Foi observado também, que na presenca de 1%
de ALTA™ 2341, em todas as atmosferas estudadas a 12°C, ocorreu um crescimento de
Listeria monocytogenes enquanto que, a 4°C, esse crescimento foi obtido na presenca de ar
ou 100% de N,. Desta forma, os autores chegaram a conclusdo que o crescimento de
Listeria monocytogenes poderia ser controlado somente quando fosse utilizado 100% de
CO, e 1,0% de ALTA™ 2341. A combinagdo de 4°C com 100% de CO, controlou
adequadamente o crescimento de Listeria monocytogenes no sistema estudado (pH 6,0 ),

por longos periodos.

ROSENOW & MARTH (1987) com o objetivo de melhor conhecer o comportamento
da Listeria monocytogenes frente a natureza de alguns alimentos, utilizaram diferentes
produtos lacteos como leites (desnatado, integral e achocolatado) e creme de leite,
inoculados com 10* e 10° microrganismos/ml e submetidos a temperaturas de 4, 8, 13, 21 e
35°C. Nestes experimentos, foi observado que apesar das 4 linhagens terem tido um
comportamento diferente nos diversos substratos, o tempo de geragdo diminuiu com o
aumento da temperatura de incubagdo. Cabe ainda ressaltar, que para uma mesma
temperatura, a velocidade do crescimento da Listeria monocytogenes foi similar em todos
os produtos. No entanto, contagens maiores do microrganismo foram registradas no leite

achocolatado, para todas as temperaturas estudadas.
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Na tentativa de construir modelos preditivos do crescimento de Listeria,
RAZAVILAR & GENIGIORGIS (1998) realizaram trés séries de experimentos, onde foram
avaliados os efeitos das concentragdes de sorbato de potassio (0,3%), propionato de
potassio (0,3%), benzoato de sodio (0,1%), metilparabeno (0,0 a 0,2%) e cloreto de sédio
(0,5 a 12,5%) sobre culturas de Listeria monocytogenes, Listeria ivanovii, Listeria seeligeri
e Listeria innocua em caldo infusdo cérebro coragdo (BHI - pH > 5,9), a temperatura de 4 e
30° C, por um periodo de 58 dias. Os dados obtidos revelaram que propionato de sddio,
sorbato de potassio e benzoato de sodio permitiram o crescimento de Listeria
monocytogenes a 4° C, em 18, 27 e 21 dias, respectivamente. O crescimento desse mesmo
patogeno tambeém foi verificado a temperaturas, que variaram de 8 a 30° C a pH 6, quando a
concentragao 12% de NaCl foi utilizada. No entanto, o crescimento de todas as espécies foi
inibido na presenga de 12,5% de NaCl. Quando concentragdes de 0,1 e 0,2% de
metilparabeno foram utilizadas no experimento, as espécies de Listeria acima relacionadas

iniciaram seu crescimento a 8° C e 30° C, respectivamente.

AHAMAD & MARTH (1989), ao estudarem o comportamento da Listeria
monocytogenes a 7, 13, 21 e 35°C em caldo triptose, contendo os acidos acético, citrico e
latico, verificaram que os mesmos apresentaram um grau de inibi¢gdo no crescimento dessa
bactéria. Sendo assim, os autores concluiram que os 3 diferentes acidos aumentaram sua

eficacia com a queda da temperatura.

A influéncia de acidulantes e da temperatura no crescimento de Lisferia
monocyfogenes Scott A também foi estudada por JUNEJA et al. (1998). Esse
microrganismo foi cultivado a 10, 19 e 37°C, até a fase exponencial, em caldo infusdo
cérebro coragao (BHI). Determinados volumes de BHI antes de serem inoculados foram
acidificados com acido acético e acido latico até atingirem pH de 5,4 e 7,0, para cada acido
estudado. Subsequentemente, as células foram aquecidas a 60°C, para verificar o tempo de

morte térmica (valor D) desse patogeno. A contagem do numero de Listeria monocytogenes
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sobrevivente foi realizada em agar de soja tripticase suplementado com 0,6% de extrato de
levedura e 1% de piruvato de sodio. Foi constatado que, independente do 4cido utilizado, os
valores D diminuiram significativamente com o aumento da temperatura de crescimento,
quando o pH do BHI foi 5,4. No entanto, os valores D aumentaram com aumento da
temperatura a pH 7,0. Em pH 5,4, ajustado com acido latico, os valores D em minutos
foram 1,30; 1,22 e 1,14 para as células crescidas a 10, 19 e 37°C, respectivamente. Nesse
mesmo pH, quando o caldo BHI foi ajustado com acido acético, as células de Listeria
monocytogenes nao cresceram a 10° C e os valores D foram 1,32 e 1,22 para temperaturas
de 19°C e 37° C, respectivamente. Quando o caldo BHI foi ajustado a um pH 7,0 com acido
latico, os valores D em minutos foram Djpc=0,95, Dioc=1,12 e D37¢=1,28; entretanto,
quando o ajuste foi realizado com acido acético, foram obtidos Djc=0,83, D10=0,93 e
Ds7c=1,11. Portanto, as condi¢des de crescimento afetaram a resisténcia térmica de Listeria

monocytogenes assim como a composi¢ao dos acido graxos da membrana da célula.

Do atual estagio de conhecimento, pode-se concluir que ndo existem dentro dos
parametros de crescimento, pontos fixos para o desenvolvimento e/ou sobrevivéncia de
Listeria monocytogenes. Todos os fatores que interferem no desenvolvimento (pH,
temperatura, a., concentragdo de sal, etc.) interagem entre si e sdo interdependentes.
Todavia, de acordo com os estudos acima relacionados, pode-se deduzir que esta bactéria €
incapaz de crescer em valores de pH igual ou inferiores a 4,0; desenvolve-se a a,, superiores
a 0,90; resiste a altas concentragdes de NaCl, podendo crescer quando a mesma for de 10%;

cresce tanto em aerobiose como em anaerobiose e em ampla faixa de temperatura.
2.7. Métodos de detec¢do, identificacio e enumeracao de Listeria monocytogenes

O isolamento, detec¢do e enumeragdo da Listeria monocyfogenes ndo € até hoje uma
tarefa facil de se realizar. Frente aos problemas encontrados, os pesquisadores vem
dispensando inimeros esforgos no desenvolvimento de diferentes meios de cultivo e de

novas técnicas de aplicagdo. Dentre as metodologias aplicadas, encontram-se a semeadura
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direta, o enriquecimento da amostra seguido por semeadura em agar seletivo e os métodos

rapidos.

O semeadura direta envolve alguns problemas como: o crescimento de outros
microrganismos no meio estudado, o ndo crescimento de bactérias presentes em pequenas
quantidades e de microrganismos injuriados (DONNELLY et al., 1992). Por isto, alguns
trabalhos realizados (DOYLE & SCHOENI, 1987, SLADE & COLLINS-TOMPSON,
1987, RYSER & MARTH, 1987¢, RYSER & MARTH,1987f e RYSER & MARTH,1989)
exploraram a capacidade de multiplicagdo desta bactéria a temperatura de 4°C em meios de
enriquecimento ndo seletivos por longos periodos eliminando, deste modo, a presenga de
organismos ndo psicrotroficos e, simultaneamente, possibilitando a multiplica¢do de células
debilitadas de Listeria monocytogenes e/ou as que se encontram em baixos numeros nas
amostras. No entanto, € importante ressaltar que, apesar desta técnica de enriquecimento a
frio apresentar-se eficiente na detec¢do desta bactéria, este procedimento se torna
impraticivel para o uso rotineiro em laboratérios ou para investigagdes de alimentos
envolvidos em surtos, devido a necessidade de um longo periodo de incubagdo (RYSER &

MARTH, 1991a).

Na tentativa de minimizar o problema, alguns meios de enriquecimento foram
formulados com agentes seletivos tais como: acido nalidixico, acriflavina e ciclohexamida;
adicionados ou ndo de antibidticos, permitindo desta maneira, a redu¢do do tempo
necessario a incubagfo. Entretanto, atengdo especial deve ser dirigida ao fato que muitos
agentes seletivos podem inibir o crescimento do patégeno estudado, especialmente quando o
mesmo estiver injuriado (DONNELLY et al.,1992; LOVETT, 1988 e RYSER & MARTH,
1991a).

Inimeras pesquisas t€m sido direcionadas para otimizagdo dos métodos rapidos
visando atender a crescente demanda, principalmente por parte das industrias de alimentos,

para isolamento e detecg@o rapida dos microrganismos patogénicos. Além da rapidez, como
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0 proprio nome demonstra, estes métodos visam atender especificidade, sensibilidade e
preco acessivel. Entre os métodos atualmente empregados encontram-se: Reacdo em cadeia
de polimerase (PCR), Sondas de DNA, Sistema de Imunocaptura, Método de Tubos Fung-

Yu e Ensaio Imunoenzimatico (ELISA).

Dentre os métodos convencionais para isolamento e detec¢do da Listeria
monocytogenes destacam-se o do "Food and Drug Administration" (F.D.A.) e o do "U.S.
Department of Agriculture” (U.S.D.A.), tendo sido o primeiro desenvolvido para aplicagio

em laticinios, enquanto o segundo foi para produtos carneos.

O método do F.D.A. foi primariamente desenvolvido por LOVETT et al. (1987) e
apos algumas modificagdes nos anos que se seguiram, foi revisado pela ultima vez por
HITCHINS (1992). Este método consiste na mistura da amostra com caldo de
enriquecimento (EB) seguido por incubag@o durante 24 a 48 horas. Decorrido este periodo,
procede-se o0 esgotamento em meios seletivos tais como, agar cloreto de litio fenil etanol
moxalactam (LPM) e meio Oxford (OXA), sendo logo a seguir incubados a temperaturas de
30 e 35°C respectivamente por 24 a 48 horas. As col6nias crescidas em LPM e consideradas
suspeitas, devem ser examinadas a luz obliqua transmitida (ilumina¢do de Henry), podendo
ser identificadas como Listeria as que apresentarem cor azul brilhante ou branca. No meio
OXA, estes mesmos microrganismos devem formar colGnias pretas com halo escuro. Em
uma etapa posterior, coldnias tipicas provindas tanto do OXA como do LPM devem ser
semeadas por esgotamento em agar nio seletivo (agar de soja tripticase com 0,6% de
extrato de levedura-TSAYE), incubadas a 30°C por 24 a 48 horas e, submetidas a
confirmagdo, através de provas bioquimicas e reagdes hemoliticas (DEVER et al., 1993 e

HITCHINS, 1992).

Considerando que, a identificagdo através de provas bioquimicas leva de 2 a 5 dias de
analise, foram desenvolvidos kits bioquimicos para acelerar a obtengdo dos resultados. Entre

os sistemas para identificagio rapida para Listeria encontram-se: API 20 STREP, API
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ZYME, MICRO ID, API 50 CH, MAST ID, MICRO-ID LISTERIA e API LISTERIA. Os
5 primeiros, por serem menos sensiveis, identificam até o nivel de género, enquanto que o
MICRO ID LISTERIA processa a identificagdo até espécies, em 24 horas. O API
LISTERIA, destaca-se como o mais sensivel, chegando até a identificacdo de subespécies,
utilizando para isto um total de 10 testes que incluem: diferenciagdo entre Listeria innocua e
Listeria monocytogenes, baseados na presenga ou auséncia de arylamidase (teste DIM),
hidrolise da esculina, presenga de o-manosidase e produgdo de acido a partir de D-arabitol,
D-xilose, L-ramnose, o-metil D-glucosideo, D-ribose, glucose-1-fosfato e tagatose ( BILLE

et al,1992 e DEVER et al., 1993)

Nos ultimos anos, como o isolamento, detec¢do e identificagdo da Listeria
monocytogenes tornaram-se meta de muitos pesquisadores, um grande nimero de trabalhos
cientificos foram publicados. Para constatar a eficiéncia das metodologias aplicadas, alguns
estudos de comparagdo entre diferentes técnicas foram desenvolvidos em amostras de

alimentos, conforme se descreve a seguir:

WARBURTON et al. (1992), para detectarem a presenga de células estressadas e as
que se encontram em baixos niveis, em amostras ambientais ¢ de alimentos, realizaram um
estudo comparativo das versdes modificadas dos métodos F.D.A. (1988) e U.S.D.A. (1989).
Para isto, em ambos os procedimentos foram utilizados o agar cloreto de litio feniletanol
moxalactam (LPM), o meio Oxford modificado (MOX), o meio Palcam (PAL) e o meio
Oxford (OXA) como meios seletivos, assim como o Caldo Fraser modificado (MFB) para o
enriquecimento secundario. Os autores concluiram que os métodos F.D.A. e U.S.D.A.
modificados ndo apresentaram diferenca significativa (p>0,05) porém, quando comparados
aos métodos originais, foram significativamente (p<0,05) mais eficientes na recuperacdo de
células. A comparagdo entre os meios de enriquecimento mostrou que o pH no caldo de
enriquecimento do U.S.D.A. (LEB#1) manteve-se mais proximo a neutralidade, favorecendo
o isolamento de microrganismos, principalmente os injuriados de alimentos. A inclusdo do

MFB aumentou significativamente (p<0,05) a recuperagéo de Lisferia monocytogenes em
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ambos os métodos. Esta técnica, por ser considerada eficiente no isolamento de Listeria
monocytogenes, foi incluida como método oficial pelo Compedium de Métodos Analiticos
do Canada (WARBURTON et al., 1991).

WALSH et al. (1998) compararam diferentes meios de enriquecimento para o
isolamento de Listeria monocytogenes em alimentos, utilizando agua peptonada tamponada
(BPW) como meio ndo seletivo e, os meios "University of Vermont" (UVMI e UVMII).
Duzentos e vinte € uma amostras de alimentos, comercializados em Dublin, foram analisadas
utilizando-se os dois tipos de enriquecimento. Lisferia spp. foi encontrada em 25,8% das
amostras analisadas quando os caldos UVM foram utilizados € em 25,3% das amostras,
quando o meio BPW foi empregado. Foi verificado também, que Listeria monocytogenes
estava presente em 14,9% das amostras enriquecidas com os caldos UVM e em 13,1% das
enriquecidas com BPW. Deste modo, os pesquisadores concluiram que os caldos UVM

foram eficientes na recuperagdo de Lisferia spp.

Um estudo comparativo de dois meios de enriquecimento para deteccdo de Listeria
monocytogenes em leite cru e produtos de laticinios, também foi realizado por
VLAEMYNCK & MOERMANS (1996). Nesse experimento, foram utilizados o caldo de
enriquecimento (EB), recomendado pela Federagao Internacional de Laticinios dos Estados
Unidos (IDF) e pelo "Food and Drug Administration (FDA)" e, o caldo Frasier como
enriquecimento seletivo. A detecgdo e identificagdo de Listeria spp. foram realizadas de
acordo com as normas do IDF e a técnica da reagdo em cadeia de polimerase. Os resultados
demonstraram que, estatisticamente, o caldo Frasier foi mais eficiente na recuperagdo de
Listeria spp. (26 a 21%) e Listeria monocytogenes (9 a 1,4%) nas amostras de queijos
analisadas. Entretanto, para as amostras de leite, ndo houve diferenca significativa entre EB
e caldo Frasier. Os pesquisadores também concluiram, que a combinagdo dos dois meios de

enriquecimento, resultou em aumento da recuperagio de células dos produtos analisados.
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HAYES et al. (1992) realizaram a comparag¢do de trés métodos de enriquecimento
("Food and Drug Administration" - FD.A., U. S. "Department of Agriculture" - USD.A. e
"Netherlands Government Food Inspection Service"- NGFIS) para o isolamento de Listeria
monocytogenes em 899 amostras de alimentos refrigerados causadores de listerioses. Como
resultado, eles verificaram 121 amostras positivas para o microrganismo pesquisado em pelo
menos um meétodo. O isolamento desse microrganismo foi significativamente melhorado pela
combina¢@o dos 2 métodos, com resultados de 87% (N.G.FI.S.-F.D.A), 88% (U.S.D.A.-
FD.A)e91% (USD.A-NGF.LS).

HERNAN & RIDDER (1993) testaram 3 diferentes métodos (método classico,
hibridiza¢do de DNA, método de reagdo de cadeia de polimerase - PCR) em 58 amostras de
produtos lacteos para detectar a presenga de Listeria monocytogenes. Neste experimento, 0s
pesquisadores puderam observar que o método classico de detecgdo (enriquecimento
seguido por plaqueamento em agar seletivo, mais testes confirmativos) e o método de
hibridizagdo de colonias foram equivalentes para todas as amostras testadas; ja o método
PCR apresentou resultados falso-negativos quando 3 culturas enriquecidas, oriundas de
queijos, foram estudadas. No entanto, a técnica do PCR, quando utilizada para agua de
lavagem de queijos, apresentou alto grau de sensibilidade. Como esta técnica trabalha com
amplificagdo de DNA, ela € capaz de detectar células vivas e mortas, 0 que vem a ser um

problema quando se deseja apenas detectar células viaveis.

A eficiéncia das técnicas de detecgdo da Listeria monocytogenes também foi verificada
por NIEDERHAUSER et al. (1993) que compararam dois diferentes procedimentos e trés
diferentes tipos de analise: plaqueamento seletivo, ensaio de hibridizagdo comercial (GEN-
PROBE) e reagéo em cadeia de polimerase (PCR), em amostras de queijos macios e semi-
macios, depois do enriquecimento. Quando foi utilizado apenas um meio de enriquecimento,
a especificidade na detecgdo desta bactéria para GEN-PROBE foi de 88% ou mais,
enquanto que para o plaqueamento seletivo e "PCR", esta taxa foi de 100%. Quanto a

sensibilidade, os dados mostraram que a maior taxa foi de 75% para PCR. Usando-se dois
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meios de enriquecimento, a especificidade para as trés técnicas testadas foi alta, 90% ou
mais. A sensibilidade para o plaqueamento seletivo e GEN-PROBE foi de 83 e 33%,
respectivamente, enquanto que para o PCR, a sensibilidade obtida foi de 100%. Diante
destes dados, os autores chegaram a conclus@o que a técnica do PCR, utilizando dois meios
de enriquecimento, € uma maneira eficiente para a detecgdo de Listeria monocytogenes em

queijos macios e semi-duros.

NIEDERHAUSER et al. (1992) utilizaram rea¢do em cadeia de polimerase (PCR)
para detectar a presenga de Listeria monocytogenes em alimentos. Neste estudo, foram
utilizados dois procedimentos. O procedimento A foi baseado na diluicdo de
enriquecimento, seguido pela lise de bactérias e analise direta do lisado por PCR. O
procedimento B utilizou a centrifugagdo do concentrado bacteriano seguido pela lise das
células e PCR. Quando foi aplicado o procedimento A em alimentos artificialmente
contaminados, o limite de detecgdo inicial para todas as amostras, com exce¢do da carne, foi
maior do que 10 UFC/10g de alimentos. No entanto, quando 330 amostras de alimentos
naturalmente contaminados foram testados pelo método classico e por analise de PCR, 20
amostras apresentaram-se positivas para ambos os métodos citados. Das amostras
previamente referidas, 100 foram selecionadas para serem analisadas pelo procedimento B e
comparadas tanto com o procedimento A, como também, com o método classico de cultura.
Todas as amostras positivas para Listeria monocytogenes no procedimento A foram também
detectadas pelo procedimento B, apesar deste ultimo apresentar como vantagem a detecgdo

desse organismo em uma amostra a mais.

A analise através da cadeia de polimerase (PCR) foi utilizada por ROSSEN et al.
(1991) para identificagdo da Listeria monocytogenes em culturas puras e em amostras de 25
g de alimentos (queijos macios e em saladas preparadas com maionese), as quais foram
homogeneizadas com 225 ml de caldo de enriquecimento com Listeria e incubados a 37°C,
por 40 horas. Esta metodologia também foi testada com sucesso, para aproximadamente 40

amostras de carne. A técnica provou ser especifica para a identificagdo de Listeria
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. 5
monocytogenes, sendo capaz de detectar esta bactéria em 3,5 horas, em contagens de 2x10

UFC/ml em caldo de cultura seletivo.

Apesar do método de detecgdo baseado no PCR ser considerado sensivel e especifico
para a rapida identificacdo de Listeria monocytogenes, ele pode produzir resultados falso-
positivos em decorréncia da amplificagdo do DNA presente nas células mortas. Sendo assim,
KLEIN & JUNEJA (1997) desenvolveram um novo método baseado na amplificagio do
mRNA, pela tecnologia de transcrigdo reversa-PCR (RT-PCR). O método depois de ser
validado em carne cozida, inicialmente contaminada com 3UFC/g, comprovou ser sensivel
para a detecgdo de células viaveis de Listeria monocytogenes e indicado para detecgao desse

patogeno para diversos alimentos.

Uma outra técnica denominada de separag@o imunomagnética (IMS) foi utilizada por
WIECKOWSKA et al. (1999) para determinar a especificidade e a sensibilidade desse
método frente a Listeria spp., presente em alimentos artificialmente contaminados. A técnica
apresentou-se eficiente na detecgdo dessa bactéria (injuriada pelo calor) e sua sensibilidade

foi de 1UFC/25g de alimento.

Em queijos ha normalmente a presenga de outros microrganismos, especialmente
bactérias acido lacticas do género Lactococcus, gerando certa dificuldade em determinar
Listeria spp., em funggo da similaridade da morfologia das col6nias, apresentadas por esses
microrganismos. Desse modo, GARZAROLI & RONDININI (1992) estudaram a
capacidade de recuperagdo desta bactéria em quatro meios comerciais seletivos. Como
resultado, os pesquisadores observaram que o meio de agar Listeria McBride Modificado
(MMA) e o meio de Agar Vogel Johnson Modificado (MVJ) ndo foram eficientes para
enumeracdo de Listeria spp.. O meio MMA permitiu o crescimento de outros
microrganismos ¢ o meio MVJ foi excessivamente seletivo, inibindo algumas espécies de
Listeria e seu crescimento. A identificagéo das coldnias de Listeria nos meios Oxford e Agar

Palcam foi extremamente dificil, devido a presenga de altas concentragdes de Lactococcus.
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No entanto, ap6s a verificagdo das colonias suspeitas, através do estereoscopio e, posterior
transferéncia para dois diferentes meios de caldo de soja tripticase suplementado com
extrato de levedura (TSYEB) e TSYEA com adi¢do de manitol, foi possivel a diferencia¢io
de coldnias de Listeria. Microrganismos que cresceram em TSYEB foram submetidos as
provas bioquimicas (motilidade, reagdo de catalase e teste soroldgico) no meio TSYEA
com manitol, nenhuma modificagdo de cor ocorreu e também nenhum halo se formou na
presenca da colonia de Listeria. Andlises quantitativas nas amostras de queijo foram

realizadas através de plaqueamento em meio Oxford e Agar Palcam.

A avaliagdo da eficiéncia de quatro meios de plaqueamento no isolamento de Listeria
spp. foi estudado por FURLANETTO et al. (1996). Através dos experimentos realizados
com 30 amostras de queijos, os pesquisadores constataram que os meios Palcam ¢ MOX,
comportaram-se igualmente no isolamento de Listeria monocytogenes. Nos meios
anteriormente referidos, esse patdgeno foi isolado apenas 1 vez (3,3%) de cada um dos
meios enquanto, no meio MVJ e em Listeria selective agar base-ciclohexamida, acriflavina,
acido nalidixico (LSAB-CAN), a Listeria monocytogenes ocorreu 2 vezes, em cada um dos
meios. Os pesquisadores sugeriram a utilizagdo de mais de um meio seletivo de isolamento

para a pesquisa de Listeria spp., em alimentos.

A eficiéncia do d4gar MOX e do 4gar Palcam no isolamento de Listeria em amostras de
queijos, também foi avaliada por SILVA et al. (1998). Foram analisadas cento e trés
amostras de queijos (Minas frescal, Ricota, Gorgonzola, Roquefort, Brie, Camembert e
Cheddar), fabricados e comercializados no Rio de Janeiro. O agar MOX foi mais eficiente
no isolamento de Listeria do que o 4gar Palcam para alimentos mais contaminados, como o
queijo Minas frescal. Porém, os dois meios de cultura apresentaram-se similares para o

isolamento de Listeria em queijos maturados (Gorgonzola e Roquefort).

Segundo CANTONI et al. (1998), um outro meio que poderia ser utilizado para o

isolamento de Listeria spp. ¢ o agar sangue. Esse meio, cuja formulagdo inclui agar
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Columbia (Oxoid) suplementado com eritrécitos de ovelha (5%), cloreto de litio (10g/]) e
alguns antibidticos, foi eficiente no isolamento de Listeria spp. e Listeria monocytogenes de

alimentos, incluindo queijos.

O agar sangue para detecgdo de Listeria monocytogenes também foi empregado por
JOHANSSON (1998) com a finalidade de verificar sua eficiéncia, em comparagio com o
agar seletivo para Listeria (LA). O 4gar Tripticase de soja foi suplementado com sangue de
ovelha (5%), cloreto de litio (10g/1), sulfato de polimixina B (10mg/l) e ceftazidina (20 mg/1)
(LMBA) enquanto, ao LA foi adicionado cloreto de litio (15g/1) e ceftazidina (15g/1).
Depois do enriquecimento, o LMBA apresentou-se superior ao LA tanto na detec¢do, como
também, na enumeragio de Listeria monocytogenes. O meio LMBA também apresentou
vantagem quando comparado aos meios Oxford e Palcam por apresentar B-hemolise. Por
outro lado, os outros meios de cultura forneceram resultados falso-positivos por causa do

crescimento de outras espécies de Listeria.

Para verificar o comportamento da Listeria monocytogenes durante a fabricagdo e
maturagdo de queijos semi-duros, DOMINGUEZ et al. (1987) realizaram o processamento
destes produtos, utilizando leites provenientes de ovelha, de cabra e de vaca (15:35:50) e
indculos de 1,9x10° e 4,0x10° microrganismos/ml. A quantificagio do nmimero de células foi
realizada no leite, no codgulo, no soro e nos de queijos. Para amostras solidas, quantidades
de 10g foram adicionadas a garrafas contendo 10ml de agua peptonada (1%) e 0,1% de
Tween 20, onde se procedeu a redugdo das particulas através de uma espatula estéril. Apos
diluigdes, foi realizado o plaqueamento em Agar Listeria Seletivo (LSAM) & 37°C, por um
periodo de 48 horas. Para identificagdo de Listeria, as placas de LSAM foram examinadas
em estereoscopio com luz incidente, para verificagdo da morfologia da coldnia, seguido pela
identificagdo bioquimica das mesmas. Desse modo, foi possivel constatar a presenga destas

bactérias durante o processamento e maturagdo dos queijos.
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Para deteccdo de Listeria monocytogenes em queijos inoculados com fungos
(Gorgonzola e Adelost) e ndo inoculados (queijos macios comercializados), WAAK et al.
(1999) fizeram a comparag@o entre os métodos da Federagdo Internacional de Laticinios
(IDF Standard) com o método da Proposta Padrido Internacional (ISO). Apesar do método
ISO ter sido mais eficiente do que o método IDF para os queijos Gorgonzolas analisados,
ambas as metodologias mostraram-se sensiveis para os queijos Adelost e queijos macios
comercializados. Quando os pesquisadores realizaram um experimento para verificar quais
dos dois meios seletivos de isolamento, Palcam ou Oxford, recuperavam melhor Listeria
spp. constataram que, 0 meio Palcam apresentou um menor nimero de microrganismos
contaminantes, quando comparado ao agar Oxford. Desse modo, quando se utilizou o meio

Palcam foi mais facil o isolamento e a identificagdo de Listeria spp. oriundas de queijos.

Em estudos de termorresisténcia, a recupera¢do das células sobreviventes ao processo
aplicado foi realizada diferentemente nos diversos trabalhos que constam na literatura. Entre
os inimeros artigos disponiveis, apenas alguns se preocuparam com a enumeragdo da
Listeria monocytogenes enquanto, a maioria deles se atém a presenga ou auséncia dessa

bactéria.

Assim, BUNNING et al. (1988) estudaram as cinéticas de inativagdo térmica de
Listeria monocytogenes, em leite bovino estéril, em diferentes temperaturas (a 52,2; 57,8,
63,3 e 68,9°C). Na recuperacdo de células, injuriadas pelo calor, utilizaram o plaqueamento
direto em agar de soja tripticase com 0,6% de extrato de levedura (TSAYE) por um periodo
de 48 horas a 37°C e 168 horas a 25°C. Paralelamente, procederam a inoculagdo dos
microrganismos injuriados em caldo de enriquecimento (TSBYE) por 7 dias & 25°C. Depois
desse periodo as células provenientes deste caldo foram plaqueadas, por esgotamento, no
30, 50 ¢ 79 dia em Agar Mc Bride Listeria, para a confirmagdo do microrganismo presente.
Os resultados indicaram que foi possivel detectar maior nimero de microrganismos a 25°C
no periodo de 168 horas, quando as temperaturas mais elevadas de aquecimento foram

empregadas. Foi constatado, também, que o mimero de amostras positivas, conseguidas
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através do método de enriquecimento, foi similar ao obtido pelo procedimento de

plaqueamento direto.

BRADSHAW et al. (1985), ao verificarem a resisténcia térmica da Listeria
monocytogenes utilizaram tampdo fosfato e leite integral estéril inoculados com 1x10°
células/ml. Para determinacdo da contagem total, foi empregado o meio de agar de soja
tripticase e 0,6% de extrato de levedura (TSAYE), incubados a 37°C por 48 horas. Para
comprova¢do das colonias de Listeria das placas previamente mencionadas, foram
selecionadas 10 coldnias para realizagdo de provas bioquimicas. Nestes testes, foram
observados motilidade, crescimento em forma de guarda-chuva, presenca de hemolise em
placas, em meio agar contendo 5% de sangue de cavalo, teste oxidase negativa e catalase
positiva. Os resultados indicaram que a metodologia aplicada foi eficiente na identificagdo

das células de Listeria monocytogenes sobreviventes ao tratamento térmico.

A resisténcia térmica da Listeria monocytogenes em leite integral estéril também foi
pesquisada por DONNELLY et al. (1987). Neste experimento, os autores utilizaram a
metodologia descrita pelos "Standard Methods for Examination of Dairy Products" para
determinagio das células sobreviventes ao processo térmico. O meio utilizado para a
enumeracdo da bactéria foi agar fosfato triptose (TPA) com adigdo de 0,05% de esculina e
0,05% de citrato férrico (TPA-FE), seguido por incubagdo a 37°C por 48 horas. Para
confirmacdo das coldnias, foram aplicadas as técnicas de coloragdo de Gram, motilidade a
22°C e sistema de identificagdo bioquimica (MINITEK-BBL Microbiology-system), que
consistiu nos testes de arabinose, citrato, dextrose, esculina, galactose, lactose, maltose,
manitol, melibiose, ramanose, salicina, sacarose, trealose, uréia e xilose. Os resultados
indicaram que a esculina e o citrato férrico adicionados ao TPA, facilitaram a visualizagao
das coldnias sobreviventes de Listeria monocytogenes em placas de Petri, que continham

TPA.
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No estudo realizado por BECKER et al. (1987), a detecg@io e enumeracdo da Listeria
monocytogenes foram realizadas em queijos e em leite cru. No queijo, 25g de amostra foram
homogeneizados com 225 ml de caldo triptose em um "stomacker" por um periodo de 1,5 a
2 minutos. Terminada a homogeneizagdo, 1 ml foi retirado para diluicio em salina
peptonada, sendo o restante transferido para um frasco, e suplementado com tripaflavin-
HCI, 4cido nalidixico e ciclohexamida, e incubado a 30°C por 24 horas. A seguir, procedeu-
se a semeadura por esgotamento em agar de soro acido de tripaflavina-nalidixico (TNSA).
Parte do meio suplementado foi incubado a 4°C para posterior semeadura em TNSA (depois
de 1 e 2 semanas e 1 a 2 meses), em condigdes microaerofilas ou seja 5% O, 10% CO; e
85% Ny, a 37°C por 48 horas. As col6nias crescidas neste meio foram entdo inoculadas em
agar triplice agucar ferro (TSI) e agar uréia. Os tubos que apresentaram cor amarela foram,
logo a seguir, submetidos a diversas analises (coloragdo de Gram, catalase, motilidade e
reagdes sorologicas) para confirmagdo da presenga da bactéria estudada. O meio TNSA
também foi aplicado para enumeragdo deste microrganismo, quando foram utilizados
volumes de 0,1 ml das diluicGes acima mencionadas, seguido por incubagio e confirmagio
como previamente referido. Quanto ao leite, quantidades de 25 ml de amostras foram
adicionadas a 225 ml de caldo triptose, de onde foram retirados 0,1 ml para o plaqueamento
em TNSA. As analises subsequentes (detec¢do, enumeragdo e confirmagdo) seguiram a
mesma metodologia aplicada ao queijo. Dessa forma, BECKER et al.(987) avaliaram a
técnica utilizada para detec¢do e enumeragdo afirmaram que o crescimento da Listeria, em
meio de enriquecimento a 30°C pode ser eliminado pela flora competitiva e/ou as colonias
deste microrganismo podem ser ocultadas pelo grande nimero de competidores em meio

seletivo TNSA.
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2.8. Nisina como agente antimicrobiano

2.8.1. Definiciio, composicao quimica e caracteristica.

A nisina € um polipeptideo antibacteriano produzido por certas linhagens de
Lactococcus lactis (DAVIES et al., 1998), cujo nome € derivado do termo "N-inhibitory
substances"(NIS) adicionado ao sufixo INA. De acordo com HARRIS et al. (1992), esta
bacteriocina foi descrita pela primeira vez por ROGERS (1928), como uma substincia
mibidora do crescimento do Lactobacillus bulgaricus. Posteriormente, chegou-se a
conclusio de que a mesma previne o crescimento de bactérias Gram-positivas e o
crescimento de esporos de Clostridium e de Bacillus (KLAENHAMMER, 1988; DELVES-
BROUGHTON, 1990a).

Na literatura o termo nisina € empregado para cinco polipeptideos, designados como
Nisinas: A, B, C, D e E; onde entre elas acredita-se que a Nisina A, por degradacdo, da
origem as demais (HURST, 1983; HARRIS et al., 1992). Desta forma, estudos sobre a
estrutura molecular da Nisina-A, realizados por GROSS e MORELL (1971) revelaram que a
mesma € um peptideo composto de 34 aminoacidos com 3354 Daltons, incluindo um
residuo de dehidroalanina, dois residuos de dehidrobutireno, uma lantionina e quatro metil-
lantioninas, como mostra a Figura 2 (EAPEN et al., 1983; DELVES-BROUGHTON, 1990a
; HARRIS et al., 1992). A Nisina-B apesar de ser tdo ativa quanto a anterior, diferencia-se
da mesma por apresentar como produto de degradagdo 32 aminoacidos (HARRIS et al.,
1992). Com respeito as outras nisinas, apesar das mesmas serem bioquimicamente
relacionadas e apresentarem similar atividade antimicrobiana, sua sequéncia de aminoacidos

ainda permanece desconhecida (HOLLEY, 1981; HARRIS et al., 1992)
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ABA = amino ieido butirico

DHA = dehidroalenin :

ALA - § -ALA = lanfiorina 3k
DHB = dehicrobutireno

ABA- § - ALA = p-metilantionina

Figura 2. Estrutura da nisina.
Fonte: DELVES-BROUGHTON (1990a)

Comercialmente, a nisina produzida pela "Applin e Barrett" recebe a denominagdo de
Nisaplin, cuja composicio foi definida por FOWLER (1979): Nisina (1,026 Ul/mg), cloreto
de sodio (74,7%), proteina (17,12%), umidade (1,7%), carboidratos (59,3%), gorduras
(tragos), chumbo (0,15 ppm), arsénio (< 0,5 ppm), zinco (9,2 ppm) e cobre (0,5 ppm). Este
concentrado é atualmente comercializado no Brasil pelo Grupo B.V., sendo considerado por

DELVES-BROUGHTON (1990a) como bactericida.

No que diz respeito as caracteristicas desta bacteriocina pode-se dizer que a mesma
possui grande estabilidade em condi¢des acidas (DELVES-BROUGHTON, 1990 a,b),
podendo resistir ao processo de autoclavagem, em pH igual a 2, sem que ocorra sua
inativagdo (HURST, 1981 apud LIU & HANSEN, 1990). DAVIES et al. (1998) em seu
estudo sobre o efeito do pH na estabilidade da nisina afirmaram que uma solug@o de 10000
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Ul/ml foi estavel a pH 3 durante a autoclavagem (121°C/15minutos), com perda de menos
de 5% de sua atividade. Por outro lado, a pH 2, foi observado perda de 28,5% de sua
atividade, quando o processo utilizado foi a 115°C/ 20 minutos e, perda de 47,5% quando o
tratamento aplicado foi a 121°C/15 minutos. De acordo com KLAENHAMMER (1988), a
nisina, em condigdes de meio acido, resiste ao aquecimento de 100°C por um periodo de 10
minutos, sendo também resistente ao tratamento da pronase e tripsina e inativada pela o
quimiotripsina. Um outro fator de destaque, citado por JAY (1992), é que a nisina ndo

contribui para os denominados "off-flavor"e "off-odors".

2.8.2. Acio da nisina

O conhecimento e 0 modo de ag&o da nisina tornam-se a cada dia, um dos aspectos
mais importantes e um pré-requisito indispensavel para sua efetiva aplicagdo na tecnologia
de alimentos (HENNING et al., 1986b). Neste sentido, inumeras pesquisas tém sido
realizadas tanto com esporos como com células vegetativas (MORRIS et al., 1984; RUHR
& SAHL, 1985; BENKERROUM & SANDINE, 1988; LIU & HANSEN, 1990; GAO et
al., 1991; HARRIS et al,, 1991; HARRIS et al., 1992; BRUNO et al., 1992; STEVEN et al.,
1992, WINKOWSKI et al,, 1994; ABEE et al., 1995, MURIANA, 1996; UKUKU &
SHELEEF, 1997; WAITE & HUTKINS, 1998; WAITE et al., 1998).

De acordo com HURST (1983), relatos sobre a ag¢do da nisina foram descritos por
HIRSCH (1954) que afirmou que essa bacteriocina forma um complexo com os
microrganismos. Anos mais tarde, RAMSEIER (1960) descreveu que a nisina atua como um
detergente catinico sobre a superficie celular, promovendo a ruptura das células sensiveis e,

como consequéncia, a liberagdo do material citoplasmatico.

Em estudos realizados por RUHR & SAHL (1985) sobre o modo de ac¢do da nisina na

membrana plasmatica de algumas bactérias Gram-positivas (Staphylococcus cohnii 22,
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Bacillus subtilis W23, Micrococcus luteus ATCC 4698 e Streptococcus zymogenes 24) e
em vesiculas fosfolipidicas artificiais foi observado que, em ambos os casos, ocorreu o
efluxo de componentes celulares de baixo peso molecular tais como aminoacidos e cations e,
consequentemente, ocorreu também um colapso do potencial de membrana, fazendo com
que os autores assumissem que o gradiente idnico tivesse sido afetado. Resultados similares
foram descritos por GAO et al. (1991) ao pesquisarem o efeito da nisina em lipossomos,
mostrando que esta bacteriocina, ao se incorporar na membrana plasmatica faz com que esta
se torne permeavel a ions e, consequentemente, altere tanto o potencial de membrana como
também o gradiente de pH. Dados confirmativos da pesquisa realizada por GAO et
al.(1991) foram obtidos por BRUNO et al. (1992), que verificaram a influéncia da nisina na
exaustdo da for¢a motiva do proton (PMF) em células de Listeria monocytogenes Scott A,
cujos valores de pH externos testados foram de 5,5 e 7,0. Nestas condi¢des, a adigdo da
nisina em concentragdes maiores ou iguais a 5 pg/ml, dissipou completamente o gradiente
de pH e o potencial de membrana. Foi verificado também que a concentragdes de 1,0 pg/mil,
o gradiente de pH foi completamente dissipado. A resposta obtida para o potencial de
membrana variou em relagio ao pH externo utilizado, ou seja, para o pH igual a 5,0,
ocorreu pequena diminuigdo do potencial de membrana, enquanto que para o pH igual a
7.0, o resultado desta redugdo foi mais pronunciado. Ao concluir este trabalho, os autores
afirmaram que a agio da nisina sobre "PMF" da bactéria estudada, mostrou-se dependente

tanto da concentragio como do tempo de aplicag@o desta bacteriocina.

WINKOWSKI et al. (1994), estudaram a morte das células de Listeria
monocytogenes Scott A expostas & a¢do da nisina e apresentaram evidéncias de que as
mesmas promovem o efluxo de ATP, reduzem a concentragio de ATP intracelular e
dispersam a forga motiva do proton (PMF). Os pesquisadores também sugeriram que 2
nisina rompe a barreira celular com a formagio de poros, permitindo o efluxo de prétons e
outras moléculas menores. Essa hipotese foi confirmada por WAITE et al. (1998) que
mostraram que a nisina e outras bacteriocinas induzem a hidrolise ou efluxo de ATP, fosfato

inorganico (Pi) e fosfoenolpiruvato (PEP), tendo como consequéncia a inibigdo do sistema
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de transporte de glucose em diversas linhagens de Listeria monocytogenes. Além disso, a
nisina também provoca o efluxo de AMP e ADP, como demonstrado nos experimentos

realizados por WAITE & HUTKINS (1998).

Em células Gram negativas intactas ndo se observa a agdo de nisina, porém, quando
as membranas externas das mesmas sdo rompidas através de choque osmotico ou formagéo
de vesiculas na membrana citoplasmatica ou ainda por procedimentos que afetam o
componente lipopolissacarideo, elas tornam-se sensiveis a nisina (GAO et al., 1991,
HARRIS et al., 1992, KALCHAYANAND et al., 1992; CARNEIRO-DE-MELOQ, 1996).

A agdo da nisina sobre esporos foi descrita por OBRIEN et al. (1956), que
pesquisaram o efeito das bacteriocinas para preservagdo dos alimentos. Para tanto, foi
empregado a subtilina e a nisina na determinagido da resisténcia térmica de microrganismos
termofilos. Dessa forma, os autores observaram que o numero de esporos de Bacillus
stearothermophilus, quando submetidos a concentragdo de 140 Ul de nisina /g de alimento

(puré de ervilha), sofreram redugédo de 30% no valor Dizic.

A eficiéncia da nisina sobre os esporos termofilos também foi confirmada em trabalhos
posteriores realizados por HEINEMANN et al.(1965) e EL-SADEK et al. (1976), apud
SCOTT & TAYLOR (1981a). De acordo com SCOTT & TAYLOR (1981a), o uso da
nisina em alimentos, termoprocessados permite uma diminui¢do do processo de aquecimento

e aumento da vida de prateleira do produto.

A sensibilidade dos esporos injuriados pelo calor a agdo da nisina foi também
abordado por DELVES-BROUGHTON (1990a), quando analisou o trabalho desenvolvido
por LIPINSKA (1977). Este tltimo pesquisador observou uma redugdo na porcentagem de
esporos de Bacillus stearothermophillus em crescimento pos germinativo, quando da adigdo

de maiores concentragdes de nisina no meio.
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Em esporos de Clostridium botulinum foi observado que tanto o aumento de
temperatura (20-30°C acima da considerada 6tima de choque térmico) como também longos
periodos de choque térmico, levaram a diminui¢do da concentragio de nisina necessaria para

impedir a germinac@o dos esporos, desse microrganismo (SCOTT & TAYLOR, 1981b).

De acordo com EAPEN et al. (1983) e HOLLEY (1981), a inibi¢@o pela nisina ocorre
no crescimento pos germinativo. Inclusive, HOLLEY (1981) cita que essa bacteriocina atua
causando a inibi¢do do entumescimento pré-emergente do esporo. Fato esse confirmado por
MOHALLEM (1994), que através do acompanhamento da absorgdo verificou que
concentragdes de nisina maiores ou iguais a SOUI/ml inibiram o crescimento pos-germinativo
de esporos de Bacillus stearothermophilus. HITCHINS et al. (1963) apud GUPTA et al.
(1971) e EAPEN et al. (1983) mencionaram que a nisina evita a lise da capa do esporo, mas

ndo a germinagdo dos esporos de Bacillus cereus e Bacillus subtilis.

Mais recentemente, DELVES-BROUGHTON (1990a) ao descrever o modo de agdo
da nisina, reafirmou o que foi descrito por HOLLEY (1981), conforme apresentado na
Figura 3.
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Figura 3. Inibi¢do do entumescimento pré-emergente de esporos pela nisina.

Fonte: DELVES-BROUGHTON (1990a).

Em uma outra pesquisa, LIU & HANSEN (1990) verificaram que os dois fragmentos
resultantes, da clivagem da nisina, contendo residuos de dehidroalanina (DHA) e
dehidrobutireno (DHB), foram capazes de inibir a germinag¢do de esporos. No entanto, os
resultados das atividades dos dois fragmentos foram pelo menos dez vezes menor do que

quando se utiliza a nisina integra.

2.8.3. Fatores que afetam a atividade da nisina

Existem alguns fatores importantes que podem afetar a atividade antimicrobiana da
nisina, como por exemplo, condigdes de armazenamento, agio enzimatica, pH e

temperatura.

Durante a estocagem, podem ocorrer perdas da atividade desta bacteriocina em

decorréncia da temperatura e tempo de armazenamento, sendo entdo necessario a aplicagio
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de diferentes concentragdes de Nisaplin (no alimento) para alcangar os diferentes objetivos
desejados (FOWLER, 1979 ¢ DELVES-BROUGHTON, 1990a). Em carnes curadas, foi
observado que ocorreu um aumento da germinagdo de esporos de Clostridium botulinum
apos prolongado tempo de armazenamento. Deste modo, a mais plausivel explicagdo deste
fato, € que observagGes realizadas em meio de cultura mostraram que a nisina,
vagarosamente se degradou em caldo TPYG armazenado a 35°C (SCOTTT & TAYLOR,
1981a).

No que diz respeito a a¢@o enzimatica, a nisinase produzida por algumas bacténas,
consegue inativar diferentes tipos de nisina (A, B, C e E) constituindo dessa forma, um sério
problema na fabricagdo de queijos, que contém microrganismos produtores desta

bacteriocina (HURST, 1983 e KIM,1993).

O pH exerce um efeito tanto sobre a solubilidade como também sobre a estabilidade
da nisina, fazendo com que as ambas diminuam com o aumento do pH (HURST,1983 e LIU
& HANSEN, 1990). Baseado nisso, HENNING et al. (1986a) sugeriram que esta
bacteriocina tenha aplicagio somente em alimentos com pH abaixo de 7,0 e, onde o
crescimento de organismos Gram-positivos ndo € desejado. De acordo com MOHAMED et
al. (1984) apud MAISNIER-PATIN et al. (1992), a quantidade de nisina necessaria para

inibir Listeria é 16 vezes menor quando o pH € 5,5 do que a pH 7.4.

A temperatura também ¢ importante na estabilidade da molécula de nisina, que se
torna mais vuneravel ao efeito do calor, quando ocorre um aumento no valor de pH.
Resultados obtidos por DELVES-BROUGHTON (1990a) revelaram que a porcentagem de
retengdo de atividade de Nisaplin, em tampéo aquecido a 121°C por 15 minutos, mostrou-se
dependente do pH, com porcentagens de retengdo de 100; 71; 35; 14,5 e 0,5 foram

encontradas a pH 3,0; 4,0; 5,0; 6,0 e 7,0, respectivamente.
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De acordo com GUPTA et al. (1971) e HENNING et al. (1986), o efeito
antimicrobiano pode ainda ser afetado tanto por componentes presentes nos alimentos,
como também por aqueles adicionados aos mesmos. No primeiro caso, os pesquisadores ao
estudarem os efeitos de ions monovalentes e divalentes na germinagdo dos esporos de
algumas espécies de Bacillus, na presenga ou auséncia de nisina, verificaram que o cobre, o
sobre a germinagdo dos esporos estudados enquanto, o célcio e o magnésio desempenham o
papel oposto. Dando sequéncia a essa idéia de diminuicdo do efeito antimicrobiano,
HENNING et al (1986a) enfatizaram que a aplicagdo de agentes emulsificantes em alimentos

contribui para a ndo eficicia da nisina na inibi¢do do Bacillus coagulans.

2.8.4. Nisina em alimentos

A idéia da utilizagdo da nisina em alimentos foi sugerida pela primeira vez por
HIRSCH (1951), depois de realizar um experimento com linhagens de Lactococcus lactis
subsp. lactis na fabricagdo do queijo suigo, obtendo como resultado a inibicdo do
estufamento tardio causado pelo Clostridium butyricum e Clostridium tyrobutyricum
(HURST,1983; DELVES-BROUGHTON, 1990b e ROBERTS et al, 1992).
Posteriormente, estes resultados foram confirmados por McCLINTOCK et al. (1952),
citado por ROBERTS et al. (1992) e ZOTTOLA et al. (1994), quando usaram culturas de
microrganismos produtores de nisina no processamento do queijo Gruyére, com intuito de

nibir os esporos anaerobios.

De acordo com HENNING et al. (1986), a nisina foi aceita como aditivo em alimentos
em 1969 pelo Comité conjunto da Organizagdo para Alimenta¢do e Agricultura (FAO) e
Organizagido Mundial da Saide (WHO). Em 1988, o 6rgdo "Food and Drug Administration”
(FDA) considerou essa bacteriocina como uma substincia status "GRAS" (Generally
recognized as safe) ou seja, segura para a saide do consumidor (BENKERROUM &
SANDINE, 1988; HARRIS et al., 1991).
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Segundo DELVES-BROUGHTON et al. (1996), o uso da nisina estd aprovado em 50
paises, sendo utilizado extensivamente no continente Europeu (RAYMAN et al, 1981;
HENNING et al., 1986a), onde ¢ aplicada em diferentes produtos como queijos, leites,

bebidas, alimentos enlatados, sobremesas, carnes curadas, etc.

Um dos grandes problemas encontrados em queijos, estd comumente associado a
presenga de esporos anaerdbios como os dos Clostridium butyricum, Clostridium
tyrobutyricum, Clostridium sporogenes e ainda em alguns casos Clostridium botulinum
(FOWLER, 1979). Estes esporos, quando presentes, sdo oriundos dos ingredientes
utilizados na fabricagdo de queijos e podem ser ativados pelo processo térmico, causando
problemas posteriores em condigdes anaerdbicas como estufamento tardio, produgdo de
odor putrefativo e producio de toxinas (FOWLER, 1979; EAPEN et al., 1983; ROBERTS
& ZOTTOLA, 1994).

A crescente demanda do mercado consumidor pelos produtos com menores teores de
gordura e de sodio pode, como consequéncia, ocasionar uma modificagdo na composi¢do de
queijos, que ao serem estocados & temperatura ambiente, comprometem sua seguranca
(ROBERTS & ZOTTOLA, 1993). Dados da literatura (FOWLER, 1979; SOMERS &
TAYLOR, 1987, BENKERROUM & SANDINE, 1988; ECKNER, 1992; ROBERTS &
ZOTTOLA, 1993) mostram que a nisina tem sido utilizada com sucesso na fabricagdo de
queijos, impedindo a germinagdo e/ou sobrevivéncia de microrganismos indesejaveis. Para
reforgar essa idéia, ECKNER (1992), afirmou que a nisina, permite elevar a margem
seguranga em queijos, podendo com sua presenca aumentar as opgdes de composi¢ao desse

produto alimenticio.

A concentra¢do da nisina requerida para o processamento de queijo, depende de

alguns fatores, como a biocarga de esporos presentes na matéria-prima, concentragdes de
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cloreto de sodio, fosfato de sodio, pH e atividade de agua presentes (FOWLER, 1979;
DELVES-BROUGHTON, 1990b).

De acordo com ECKNER (1992), niveis de 250 a 500 UI de nisina/g de queijo
controlam a deterioragdo ndo botulinica em queijos pasteurizados, enquanto concentragdes
de 500 a 10000 Ul/g de produto sdo necessarias para retardar ou prevenir a formagio da
toxina e o crescimento do Clostridium botulinum, vindo assim a confirmar o que foi descrito
por SOMERS & TAYLOR (1987) apud DELVES-BROUGHTON (1990b). Dados mais
precisos, sobre os niveis de nisina a serem utilizados no controle de microrganismos
anaerobios formadores de esporos em queijos, foram especificados pela Companhia Applin
& Barrett Ltd., que recomenda adi¢oes de 100, 150 e 250 Ul/g (suplementada por Nisaplin)
para os produtos que contenham 10, 100 e 1000 esporos/g, respectivamente (FOWLER,
1979, ROBERTS & ZOTTOLA, 1993).

Em uma pesquisa desenvolvida por ROBERTS & ZOTTOLA (1993), foi verificado o
efeito da nisina (301 e 387 Ul/g) na vida de prateleira de queijos pastosos, contendo
diferentes porcentagens de umidade e indculos de 1000 esporos de Clostridium sporogenes
PA 3679/g de queijo, sendo os mesmos fabricados a partir de queijo Cheddar, contendo
nisina como ingrediente. Deste experimento, foi observado que os queijos pastosos, com
53% de umidade e que continham nisina, tiveram uma maior vida de prateleira do que
aqueles desprovidos desta bacteriocina, nas temperaturas estudadas, 22 e 37°C. Foi notado,
também, que quando queijos com 60% de umidade, contendo nisina, foram comparados
com o controle (sem nisina), tiveram sua vida de prateleira mais longa do que este tltimo,
quando a temperatura de incubagdo foi 22°C. Entretanto, foi notado que a vida de prateleira
ndo diferiu, entre queijos com o teor de 60% de umidade, contendo ou n#o nisina, quando a

temperatura empregada foi de 37°C.

ZOTTOLA et al. (1994) com o objetivo de estudar a vida de prateleira de queijos

pastosos, fabricaram queijos com 53% de umidade contendo 387 UI de nisina/g e queijos
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com 60% de umidade adicionados de 301 UI de nisina/g. Durante a fabricagdo, todos os
queijos foram inoculados com 2x10° esporos de Clostridium sporogenes PA 3679, e depois
de processados foram armazenados a 22°C por um periodo de 6 meses e a 37°C por 90 dias.
Os resultados demonstraram que os queijos com 60% de umidade e desprovidos de nisina
deterioram em 14 dias, quando armazenados a 22°C, enquanto que, os produtos que
continham nisina tiveram uma vida de prateleira de 87 dias, nas mesmas condi¢des. Os
queijos com esse mesmo teor de umidade, armazenados a 37°C, sofreram deterioragdes apds
o periodo de 10 dias, com a presenga ou ndo de nisina. Em queijos com 53% de umidade foi
constatado um aumento da vida de prateleira, em ambas as temperaturas estudadas. Neste
caso, a deterioragdo dos queijos que ndo continham nisina, ocorreu em 67 dias e 24 dias
quando armazenados a 22°C e 37°C, respectivamente. Os produtos adicionados de nisina,
permaneceram em bom estado, apds 6 meses de vida de prateleira a 22°C e por 90 dias
quando a temperatura utilizada foi 37°C. Em um segundo experimento, ZOTTOLA et al.
(1994), fabricaram queijos pastosos, a partir de uma mistura de queijos com ou sem nisina.
Finalizado o processamento, os queijos pastosos possuiam 44 e 60% de umidade e 0, 100 e
300 UI de nisina por grama do produto. Durante a fabricagdo, os queijos foram inoculados
com diferentes microrganismos. Todos os queijos que continham Staphylococcus aureus
196E e aqueles com Clostridium sporogenes PA 3679 foram armazenados a 23°C, somente,
os inoculados com Listeria monocytogenes foram estocados a 4°C e 23°C, para verificar se a
nisina presente nos queijos, atuava como agente antimicrobiano sobre essas bactérias. Foi
observado que o mimero de colénias de Listeria monocytogenes, presentes nos queijos
pastosos com 44% de umidade, apresentou uma diminui¢do mais acentuada de Listeria
monocytogenes, na presenca de nisina, quando a temperatura empregada foi de 23°C. Para
os queijos com 60% de umidade, o declinio do nimero de col6nias foi maior do que aquele
encontrado nos queijos de baixo teor de umidade. Nestes queijos, Listeria monocytogenes
n3o foi detectada depois de 56 dias de armazenamento a 23°C. A nisina também foi bastante
eficiente na destruicio de células de Staphylococcus aureus, nao sendo detectado esse
microrganismo depois de 5 dias de armazenamento a 23°C. No que diz respeito ao

Clostridium sporogenes, foi notado que ocorreu germinagdo dos esporos e crescimento a
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23°C em ambos os teores de umidade estudados, com excecdo daqueles queijos que
continham 60% de umidade e 300 UI de nisina/g do produto. Os pesquisadores sugeriram
que a utilizagdo de queijos contendo nisina, como ingrediente em queijos pastosos, poderia

ser um meétodo efetivo no controle de microrganismos indesejaveis.

A utilizagdo da nisina no controle de Listeria monocytogenes ATCC 7644 também foi
estudada, em quejjo "Cottage" por BENKERROUM & SANDINE (1988) quando
conduziram dois experimentos. O primeiro deles, envolveu duas séries de 3 amostras cada,
contendo uma muistura estéril de 250g de queijo e 50 ml de creme pasteurizado (leite com
12% de gordura) cada uma. A primeira amostra de cada série foi destinada a adi¢do de
nisina e Listeria monocytogenes, perfazendo uma concentragdo final de 2,55 x 103 Ul/g e
3,5 x 10° células/g de queijo, respectivamente. A outra amostra designada de controle
positivo teve somente adigdo da bactéria estudada, enquanto que a terceira delas serviu
como controle negativo. Destas amostras, uma das séries foi incubada a 4°C e a outra a
37°C. O segundo experimento realizado foi diferente do anterior pela nio esterilizagdo da
mistura e pela temperatura de incubagio, que s6 ocorreu a 4°C. Os dados obtidos revelaram
que em ambos os casos, com ou sem esterilizagdo, a presenga de Listeria monocytogenes
ndo foi detectada depois de 24 horas nas condigbes estudadas, permitindo aos autores
concluirem que a adi¢do da nisina nio somente inibiu 0 crescimento mas também eliminou

€sse microrganismo.

O efeito da adigdo da nisina em queijo "Cottage" (pH 4,6-4,7) inoculado com Listeria
monocytogenes F6861 também foi estudado por FERREIRA & LUND (1996). Foi
verificado que na presenga de 2000 Ul/g de queijo, a morte das células de Listeria
monocytogenes foi rapida e o numero de Listeria viaveis reduziu mais de 1000 vezes dentro
de 7 dias, durante o armazenamento a 20°C. Depois deste periodo, o nimero de
microrganismos patogénicos tornou-se abaixo do limite de detecgdo. Por outro lado, em um
experimento paralelo, sem adi¢dao de nisina, o niimero de células viaveis da linhagem F6861

diminuiu aproximadamente 10 vezes a 20°C/7 dias. Deste modo, os autores concluiram o
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trabalho afirmando que o uso mais apropriado da nisina, como inibidor de Listeria

monocytogenes, € em alimentos com variac¢do de pH entre 4,5-6.0.

DAVIES et al. (1997), para avaliarem a eficacia da nisina no controle de Listeria
monocytogenes em queijos do tipo ricota, utilizaram dois meétodos para a fabricagdo dos
mesmos, que diferiram no pH, devido a adi¢do de acido acético a um deles. Em ambos
tratamentos, os queijos foram preparados com leite ndo pasteurizado e aos diferentes lotes
foram adicionadas concentragdes de Nisaplin (1,25 e 2,5 mg/l de leite). Em etapa posterior,
os queijos foram inoculados com um coquetel composto de 5 linhagens de Listeria
monocytogenes por grama de queijo, na concentragio de 10°-10° UFC. Depois da adigdo do
inoculo foi utilizado um "stomacher" para homogeneizagdo. Quantidades de 15 gramas
foram ent@o distribuidas em recipientes estéreis e incubadas a temperatura de 6-8°C por um
periodo de 70 dias. Durante esse periodo, as analises das amostras revelaram que a
concentracdo de 2,5 mg/l utilizada no leite foi bastante efetiva que inibiu o crescimento de
Listeria monocytogenes até 55 dias, quando o Método 1 foi utilizado (pH 6,1). Quando o
Método 2 foi aplicado (pH 5,9), esse patogeno, ndo foi detectado até o ultimo dia de vida-
de-prateleira. Os queijos fabricados sem adigo de nisina (controle) continham, depois de 15
dias, concentragdes de Listeria monocytogenes, consideradas perigosas para a salde.
Analises dos niveis residuais de nisina em queijos demonstraram que a retencdo dessa
bacteriocina é grande, com perda apenas de 10-32% durante a incubac@o de 10 semanas a

temperatura de 6-8°C.

MAISNIER-PATIN et al. (1992) realizaram um estudo onde foi empregada a cultura
de Lactococcus lactis subsp. lactis, produtora de nisina (Nis+) para avaliar o seu potencial
de inibigdo frente a linhagem V7 de Listeria monocytogenes, durante a fabricagdo e
maturagio de queijos Camembert. Dentre as diferentes concentragbes de Listeria
monocytogenes (10", 10° e 10° UFC/ml) adicionadas ao leite pasteurizado (72°C/15
segundos), os autores concluiram que a nisina produzida pela cultura latica foi mais efetiva

quando o leite continha concentragdes de 10! e 10° Listeria monocytogenes/ml. Isto porque,
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no final do periodo de maturagio (5 semanas), os queijos inoculados com 10° UFC/ml
apresentaram uma redugdo de apenas 2,5 unidades logaritmicas, quando comparado ao
controle enquanto que, nas outras concentragdes testadas, os resultados foram menores que
10 UFC/g. Segundo os autores (MAISNIER-PATIN et al., 1992) a cultura de Lactococcus
lactis (Nis+) € capaz de controlar Listeria monocytogenes durante a fabricagdo dos queijos e
que, a nisina produzida por ela, poderia ser util para prevenir uma possivel pos-

contamina¢do do leite.

RODRIGUEZ et al. (1998) também empregaram a cultura de Lactococcus lactis
sobrevivéncia de Listeria innocua durante a maturagdo do queijo Manchego. O leite de
ovelha cru, destinado ao processamento dos queijos Manchego, foi inoculado com
aproximadamente 10° Listeria innocua/ml e com 1% da cultura latica de Lactococcus lactis
subsp. lactis ESI 515. Apo6s 60 dias de maturagdo, as contagens de Listeria innocua em
quejjos foram reduzidas de 4,62 unidades logaritmicas. Como a nisina produzida pelo
Lactococcus lactis subsp. lactis ESI 515 permaneceu ativa durante todo o periodo de
maturagdo, os autores concluiram que o emprego dessa cultura poderia ser util, para a
fabricagdo de queijos utilizando leite cru ou no controle de Listeria spp., que poderia

ocorrer no leite como contaminagdo pos-processo.

O emprego da nisina também pode ser aplicado ao leite integral pasteurizado,
principalmente em paises onde o clima € quente e o transporte e refrigeragdo inadequados
(EAPEN et al., 1983 e DELVES-BROUGHTON, 1990b). De acordo com ANONYMOUS
(1989) apud DELVES-BROUGHTON (1990b), a nisina tem-se apresentado eficiente na
conservagdo deste produto, onde niveis de 30 a 50 UI/ml, tém praticamente dobrado sua
vida de prateleira, a diferentes temperaturas. Relatos descritos por FOWLER (1979),
indicaram que concentragdes de 10mg/l de Nisaplin neste mesmo alimento, proporcionaram

um aumento da vida de prateleira de 2 a 6 dias.
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A eficacia da nisina em leites fluidos também foi comprovada por JUNG et al. (1992),
que avaliaram a influencia da gordura e de emulsificante (Tween 80) na eficiéncia da nisina
em inibir Listeria monocytogenes Scott A e Listeria monocytogenes Jalisco. No
experimento foram prepararados leites com diferentes concentragdes de gordura (0 e
12,9%) e de nisina (0 e 50 UI/ml), com inoculos de aproximadamente log j 7 a 7,5 UFC/ml.
Desse modo, foi possivel verificar que a Listeria monocytogenes Scott A depois de duas
horas de incubagdio a 37°C em leite magro, contendo 10 e 50 UI de nisina/ml teve sua carga
microbiana reduzida a log, ; 2,90 UFC/ml e log, | 0,30 UFC/ml, respectivamente. No entanto,
para leites denominados "half-and-half" (12,9% de gordura), as respostas obtidas pelo uso
dessa bacteriocina, diferiram muito do caso anterior, quando 10 UI de nisina/ml foram
aplicadas, a populagdo alcangou log , 6,57/ml Quando foram empregadas 50 UI de
nisina/ml, a flora estudada atingiu log,, 5,87 UFC/ml. No que se refere ao experimento
conduzido com Listeria monocytogenes Jalisco, pode-se afirmar que os dados obtidos foram
praticamente similares aos encontrados para Listeria monocytogenes Scott A. Quanto ao
efeito dos emulsificantes, foi constado que o Tween 80, aumentou significativamente a
atividade da nisina sobre Listeria monocytogenes em leite independente da concentragdo de

gordura existente.

O efeito da adigio da nisina em leite também foi pesquisado por MAISNIER-PATIN
et al. (1995), que estudaram a cinética de destrui¢éo térmica de duas linhagens de Listeria
monocytogenes ( V7 e Scott A ) em leite desnatado adicionados de 25 e 50 Ul de nisina/ml
aquecido a 60°C. Os autores verificaram que a presenga de nisina reduziu sensivelmente ou
climinou a fase "lag", aumentando a velocidade de morte destes microrganismos.
Empregando as mesmas concentragdes de nisina em leite, com temperaturas variando entre
54 ¢ 65°C, os pesquisadores verificaram que ocorreu uma reducdo da resisténcia térmica de
Listeria monocytogenes V7. MAISNIER-PATIN et al. (1995) sugeriram que o efeito
combinado temperatura e nisina pode aumentar consideravelmente a margem de segurancga

em queijos, fabricados com leite cru, em relagio aos microrganismos patogénicos.
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WIRJANTORO & LEWIS (1996), com o intuito de verificar o efeito da nisina sobre a
qualidade e vida-de-prateleira de leite integral, realizaram um experimento, onde foram
adicionadas as amostras de leite, antes do processo de pasteuriza¢do, concentragdes de
nisina que variaram de zero a 50 Ul/ml. Depois do processamento térmico, as amostras
foram armazenadas a 10°C. Em diferentes intervalos, durante a vida-de-prateleira, foram
determinadas as contagens totais de microrganismos (PCA) e contagens de Lactobacillus,
pH e acidez titulavel. Os resultados revelaram que, todas a concentragdes de nisina
utilizadas, foram efetivas no controle do crescimento de microrganismos em leite. Leites
contendo concentragdes de 40 e 50 UI de nisina/ml nfio deterioraram durante 41 dias
enquanto que no controle, esse tempo foi apenas 14 dias. Desta forma, os pesquisadores
concluiram que adi¢do de nisina ao leite antes da pasteuriza¢do, aumenta sua vida-de-

prateleira, quando armazenados a 10°C.

Com objetivo de estudar o efeito combinado da nisina e do sistema lactoperoxidase
(SLP) sobre Listeria monocytogenes, ZAPICO et al. (1998), adicionaram ao leite desnatado
UHT, 10 ou 100 UI de nisina por ml. Foi constatado que essas concentragdes de nisina nao
tiveram praticamente nenhum efeito sobre a contagem inicial de Listeria monocytogenes
(10* UI/ml) depois de 24 horas, quando o leite desnatado foi armazenado a 30°C. No
entanto, quando o sistema lactoperoxidase foi adicionado a esse mesmo substrato, foi obtida
uma redugio decimal de 3 ciclos logaritmicos no nimero de Listeria monocytogenes. Os
dados obtidos, também revelaram que a nisina quando adicionada ao leite desnatado,
juntamente com o sistema lactoperoxidase, depois de 3 horas de crescimento do patogeno,
promove uma redugdo bem maior (5,7 ciclos logaritmicos) no nimero de Listeria
monocytogenes presente. A reduc¢io foi ainda mais acentuada (7,4 ciclos logaritmicos)
quando o SLP e a nisina foram adicionados ao substrato depois de 5 horas de crescimento
microbiano. Os resultados mostraram que o efeito combinado do SLP e da nisina pode ser

utilizado no controle de patogenos em produtos de laticinios.
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O efeito do sistema lactoperoxidase (SLP) e da nisina, sozinha ou em combinag¢Zo,
sobre Listeria monocytogenes CIP 82110 em leite desnatado, também foi determinado por
BOUSSOUEL et al. (1999) quando aplicaram a Metodologia de Superficie de Resposta
(MSR), para analise das interagdes entre misina (0-200ULml), pH (5,4-6,6), tempo de
incubagio (0-36h ou 0-144h) e o sistema lactoperoxidase, em leite desnatado, armazenado a
25°C. A agdo do SLP, como também da nisina, foi dependente do tempo de incubagdo. O
efeito da nisina também foi dependente do pH utilizado na amostra, sendo mais efetiva a
valores baixos de pH. A combinagdo entre SLP e a nisina foi efetiva no controle de Listeria
monocytogenes, depois de 144 horas, apenas 10 UFC/ml foram detectadas. Desta forma,
esses pesquisadores confirmaram o que foi descrito por ZAPICO et al. (1998), quando

relataram o aumento do efeito bactericida, pela utilizagdo conjunta do SLP e da nisina.

Em produtos enlatados, a adi¢@o da nisina tem apresentado uma série de vantagens em
experimentos realizados com sopas, vegetais, leites, pudins e carnes. De acordo com
EYLES & RICHARDSON (1988) apud DELVES-BROUGHTON (1990b), o uso do
tratamento térmico dispensado aos enlatados, muitas vezes n3o consegue eliminar os
esporos resistentes de microrganismos termofilos como Bacillus stearothermophilus e
Clostridium thermosacharolyticum, ocorrendo posteriormente a degradagdo dos produtos,
principalmente quando os mesmos sdo submetidos ao armazenamento sob condigdes
térmicas improprias. Portanto, a utilizagho da nisina fornece uma maior margem de

seguranga ao impedir a deterioracdo termofilica.

O uso da nisina também pode ser empregado para controlar as deterioragdes em
alimentos acidos causadas por Bacillus termoacidurans, Lactobacillus brevis, Leuconostoc
pleofructi, Leuconostoc mesenteroides, Clostridium pasteurianum ¢ outros (EAPEN et al.,

1983 e DELVES-BROUGHTON, 1990b).

Em outros produtos enlatados como pudins, a presenca de cereais tais como semolina,

tapioca e outros ingredientes que gelatinizam, durante o aquecimento, reduzem a eficiéncia
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de transferéncia de calor, fazendo com que o processo térmico aplicado a estes produtos
seja prolongado, resultando em perdas nas propriedades organolépticas. Nestes casos, a
utilizagdo da nisina resulta na reducgdo do tratamento térmico necessario para a esteriliza¢do
desses produtos (EAPEN et al.,1983). No que se refere as concentragbes de nisina, que
devem ser aplicadas aos produtos enlatados, niveis diferentes da mesma s@o indicados na
literatura para cada tipo de enlatado. Porém, segundo DELVES-BROUGHTON (1990b),
100 a 200 UI de nisina/g sgo geralmente usados.

Em carnes, o uso da nisina tem sido cada vez mais pesquisado, com o intuito de
eliminar ou reduzir o uso de nitritos nestes alimentos, fornecendo deste modo um produto
mais saudavel ao consumidor. De acordo com ABEE et al. (1995), a principal preocupagio
com o uso de nitrito em carnes curadas € a possibilidade de formagao de N-nitrosaminas s@o

substéncias pré-cancerigenas.

TAYLOR & SOMERS (1985) ao estudarem a eficacia do uso de nisina em bacon,
chegaram a conclusao que esta bacteriocina em combina¢do com nitrito, € bastante efetiva

contra Clostridium botulinum neste produto.

Estudos realizados em peixes armazenados com 100% de dioxido de carbono,
verificaram que a nisina retarda a produg@o de toxina de Clostridium botulinum nestes
alimentos. Sendo assim, quando temperaturas de 10°C foram empregadas, a produgdo da

toxina foi retardada em 5 dias, quando comparada ao controle (TAYLOR et al., 1990).

Em um trabalho mais recentemente publicado por MAHADEO & TATINI (1994) foi
observado que a nisina quando aplicada a 4gua de escaldo em perus resultou na redugio do

numero de Listeria monocytogenes presente.

Entretanto, apesar das inumeras pesquisas realizadas na literatura, estudos

complementares devem ser realizados em produtos carneos, em decorréncia de problemas
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relacionados com a ndo distribuicdo homogénea no alimento e a possivel intera¢do da nisina
com as particulas do produto (TAYLOR & SOMERS, 1985; DELVES-BROUGHTON,
1990b).

A nisina também tem sido empregada com sucesso em bebidas achocolatadas e em
bebidas alcoolicas. HEINEMANN et al. (1965) ao utilizarem 80mg de nisina/L no preparo
de bebidas achocolatadas estéreis, observaram que mesmo com armazenamento a
temperaturas de 35°C, o produto ndo sofreu deterioracdo. Posteriormente, SHEBATA et al.
(1976) apud HURST (1983) verificaram que a utilizagdo da nisina em leites achocolatados
permitiu a redugdo em 80% do processo de aquecimento, podendo o mesmo ser estocado
por 21 dias a 37°C sem indicios de deterioragdo. Em bebidas alcoolicas, a nisina € utilizada
na preservagdo ou controle da contaminag@o por bactérias Gram-positivas indesejaveis no
produto como por exemplo, os Lactobacillus (DELVES-BROUGHTON, 1990b). Em
experimentos conduzidos em planta piloto por RADLER (1990), foi observado que a nisina
eliminou as bactérias acido-lacticas presentes sem, que a fermentagdo do vinho, por

leveduras, fosse afetada.

No intuito de conhecer e levantar informagdes, sobre a resisténcia térmica de Listeria
monocytogenes Scott A e tratamentos combinados de calor-nisina, foi elaborada uma tabela

com os dados obtidos da literatura (ver Apéndice 1).
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Materiais

3.1.1. Reagentes e meio de cultura

Os reagentes utilizados no experimento foram de pureza analitica (P.A.) e os meios de
cultura utilizados foram aqueles propostos pelos métodos oficiais de analises

microbiologicas.

3.1.2. Amostras

Para avaliar a presenga de Listeria monocytogenes em queijos Minas frescal, 20
amostras, em suas proprias embalagens, foram adquiridas de diversos pontos comerciais na
cidade de Campinas (SP), sendo 10 delas provenientes de feira-livre e dez de supermercado.
Ap0s a coleta, estes alimentos foram transportados para o laboratério em recipientes com
gelo, onde foram mantidos sob refrigeragdo até o momento de serem analisados, em um

prazo ndo superior a uma hora.

3.1.3. Microrganismos
Para o processamento de queijos foi utilizada a cultura de Lactococcus lactis subsp.
lactis (NCDO 2001) que foi fornecida pelo Laboratorio de Microbiologia do Departamento

de Tecnologia de Alimentos da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP).

Na avaliagéo da metodologia para enumera¢o, determinagio da curva de crescimento

-----
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integral estéril e em queijos Minas frescal foi utilizada a cultura padrio de Listeria
monocytogenes Scott A, gentilmente doada pelo Laboratorio de Higiene do Departamento
de Tecnologia de Alimentos (UNICAMP).

3.1.4. Nisina

.....

pb, contendo 10° UY/g, pela Applin Barrett Ltda.

3.1.5. Utensilios.

Para a desinfecgdo de utensilios, empregados na fabricagao dos queijos Minas frescal,

foi utilizado o detergente alcalino clorado Quimistrol Su 359.
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3.2. Métodos

3.2.1. Avalia¢do da contaminacio dos queijos Minas frescal comercializados.

3.2.1.1. Amostragem.

Amostras de 25 gramas, retiradas de diferentes partes de cada queijo, foram
homogeneizados em liquidificador estéril com 225 ml de Caldo de Enriquecimento para

Listeria (LEB#1-Oxoid). Os passos subsequentes seguiram como referido no item 3.2.1.2.

3.2.1.2. Metodologia para deteccdo, isolamento e identificacio de Listeria spp. em

queijos.

Para detecc@o, isolamento e identificagdo da Listeria monocytogenes em queijos
Minas frescal foi utilizada a metodologia descrita por WARBURTON et al. (1992) (Figura
4), devido a sua efetividade na recuperagio de células injuriadas como também, daquelas

que se encontram em baixo niimero nos alimentos.

As amostras de queijos Minas frescal apos serem homogeneizadas, foram incubadas a
30°C por 24 e 48 horas. Depois de cada um desses tempos, foi realizado o esgotamento em
superficie de placas contendo trés meios diferentes: meio Oxford agar (OXA-Oxoid)
adicionado de seu suplemento (Listeria Selective Supplement-Oxoid), meio 4gar cloreto de
litio feniletanol moxalactam (LPM-Difco) suplementado com moxalactam (20mg/litro-
Difco), esculina (1g/litro-Merck) e citrato férrico amoniacal (0,5g/litro - BDH) e em meio
Oxford modificado (MOX-Oxoid) suplementado com moxalactam (20mg/litro-Difco ) e
colistina metasulfonato (10mg/litro-Sigma). Placas contendo LPM foram incubadas a 30°C
por 24 a 48 horas € as com meios OXA e MOX a 35°C por este mesmo periodo.
Simultaneamente, por¢des de 0,1 ml do LEB#1, anteriormente citado, (incubados por 24 e
48 horas) foram transferidas para tubos de ensaio contendo 10 ml de caldo Fraser

modificado (MFB-Oxoid), homogeneizados e incubados a 35°C por 24 e 48 horas para o
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enriquecimento secundario. Apés incubagdo, uma algada proveniente de cada um dos tubos

de cor escura, foi plaqueada nos trés meios utilizando-se 0 mesmo procedimento descrito.

Para identificagdo, trés colonias tipicas (cor negra com halo preto, apresentando na
regido central uma concavidade) foram retiradas de cada uma das placas, para serem
purificadas em agar soja tripticase (TSA - Oxoid) suplementado com 0,6% de extrato de
levedura (YE-Oxoid) e incubadas a 30°C por 24 a 48 horas. A seguir, as colonias foram
examinadas sob luz transmitida (iluminag¢do de Henry) a 45°. ColOnias tipicas de Listeria
monocytogenes, foram entdo submetidas a uma série de testes para confirmagdo. Desta
forma, foram realizados: Gram, motilidade em 4gar semi-solido (SIM), catalase, oxidase,
redugio do nitrato, vermelho de metila (VM), Voges-Proskauer (VP), motilidade ao
microscopio e as analises bioquimicas do sistema API-LISTERIA (10 testes-Biomériex)
(BILLE et al., 1992; DEVER et al, 1993). As colonias ndo caracterizadas como
pertencentes ao género Listeria foram identificadas através da metodologia descrita pelo

Manual de Bergey (SNEATH, 1986).

3.2.1.3. Metodologia para enumeracéo de Listeria spp. em queijos.

Para enumeragio dos microrganismos presentes nas amostras, 11g de queijo foram
diluidas (1:10) com 4gua peptonada 0,1% estéril, com ajuda de um liquidificador estérl em
condigbes assépticas por 2 minutos. A seguir, apos diluigdes seriadas, 0,1 ml destas foram
inoculadas em placas contendo o meio seletivo Oxford modificado (MOX) e incubadas a
35°C por 48 horas (ABDALLA et al., 1993). Decorrido este tempo, as colonias tipicas
foram contadas e até 5 coldnias por placa foram selecionadas para confirmagéo (3.2.1.2.). A
metodologia de enumeragdo foi realizada paralelamente ao prodimento para detecgdo,

isolamento e identificagdo (3.2.1.2.).
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LEB: caldo de
25g de queijo enriquecimento
+225ml de caldo enriquecimento OXA: Agar Oxford
MOX: Agar Oxford
(@LES#) modificado
1 LPM: Agar cloreto
Homogeneizacdo de litio feniletanol
moxalactam
l MEB: caldo Fraser
Incubagdo 30°C/24 e 48h TSA: Agar de soja
triptcase
0,1ml
0XA, MOX 35°C/24- i
48h 30°C/24-48h MEFB 35°C/24 e 48h
LPM OXA, MOX 35°C/24-
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Colénias tipicas )

'L de Listeria spp.

TSA-YE
30°C/24-48h
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[Testes de conﬁnnag:z’io}

Figura 4: Fluxograma da metodologia de detec¢do, isolamento e identificagdo de Listeria spp
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3.2.2. Avaliacio de meios de cultura para enumeragio de Listeria monocytogenes

Scott A ndo injuriada e termicamente injuriada.

Foram avaliados 3 meios de cultura TSA-YE, MOX e TSAP-YE, com o objetivo de
determinar o meio que melhor recuperasse as células de Listeria monocytogenes Scott A

termicamente injuriada e ndo injuriada.
3.2.2.1. Preparo dos inoculos.

Para a obtengdo da cultura de Listeria monocytogenes Scott A injuriada e ndo
injuriada este microrganismo foi inoculado em um tubo contendo 30 ml de caldo de soja
tripticase adicionado de 0,6% de extrato de levedura (TSB-YE) e cultivado a 35°C por 20
horas. Decorrido este tempo, a cultura foi centrifugada a 8000xg por 12 minutos a 4°C, para
a recupera¢do das células. Apds descarte do sobrenadante, as células do precipitado
sofreram duas lavagens consecutivas, com tampao fosfato salino pH 7,2 estéril. A massa
celular assim obtida foi ressuspensa na mesma soluggo salina tamponada para, logo apos, ser
ajustada ao padrao McFarland # 1 (3x10° células/ml). O passo subsequente foi a realizagdo
de dilui¢des seriadas nesse mesmo tampdo, até atingir as concentragdes desejadas (10% 10,

10* e 107 células/ml).

Tubos de ensaios contendo 9 ml de leite desnatado estéril (autoclavado a 121°C por
10 minutos) reconstituido a 11%, foram inoculadas com 1 ml das concentragdes acima
descritas, de modo a obter duas séries de tubos, com concentragdes finais de 10, 10% 10° e
10° células/ml. A primeira série de tubos contendo diferentes concentragdes da bactéria
patogénica ndo sofreu nenhum tipo de tratamento enquanto, a segunda série, contendo as
mesmas concentra¢des de indculo, foi submetida ao tratamento térmico por 20 minutos a

56°C, em banho-maria (YU & FUNG, 1992) e imediatamente resfriadas.
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3.2.2.2. Enumeracio de Listeria monocytogenes Scott A.

Foram testados 3 meios de cultura, sendo um deles o meio Oxford modificado
(MOX), o meio agar de soja tripticase adicionado de 0,6% de extrato de levedura (TSA-
YE) e o meio TSA-YE suplementado com 1% de piruvato de sodio. Para tanto, foram
realizadas diluigGes seriadas das amostras de leite inoculadas, de acordo com o nivel do
inéculo, em tampdo fosfato salino estéril pH 7,2 estéril. Volumes de 0,1 ml foram
distribuidos em placas de Petri, em duplicata, contendo o meio MOX (ABDALLA et al.,
1993) como meio de cultura, incubadas a 35°C por 5 dias para a enumeragio das colénias
presentes. Paralelamente a este procedimento, as dilui¢gdes acima referidas foram também

plaqueadas em TSA-YE (MAISNIER-PATIN et al.,1995) e em meio TSAP-YE sendo que,

para comparag@o, os meios foram incubados a 30°C por 5 dias.

3.2.3. Determinacdo da curva de crescimento de Listeria monocytogenes Scott A em

meio nao seletivo.

Com o intuito de estabelecer o tempo necessario para que as células de Listeria
monocytogenes Scott A alcancassem o final da fase logaritmica (10° células/ml), foi
realizado um experimento para determinar a curva de crescimento desse microrganismo em

meio nao seletivo.

3.2.3.1. Preparo do inéculo.

Para o preparo do in6culo, a cultura pura de Listeria monocytogenes Scott A foi
inoculada em um tubo de ensaio contendo 30 ml de caldo de soja tripticase adicionado de
0,6% (p/v) de extrato de levedura (TSB-YE) e incubado a 35°C por um periodo de 24
horas. A seguir, a cultura foi centrifugada a 8000xg por 12 minutos & 4 °C, para recuperar a
massa celular. Apoés o descarte do sobrenadante, o precipitado foi submetido a duas

lavagens consecutivas com tampédo fosfato salino pH 7,2 estéril. A massa celular assim
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obtida foi ressuspensa nesta mesma solugdo tamponada, para logo a seguir, ser ajustada ao
padrdo McFarland # 1 obtendo desse modo, uma concentragio de 3x 10° células por ml. A
seguir, um volume de 1 ml desta solugdo foi diluido em 9 ml de solugdo tamponada, onde
logo ap6s homogeneizagdo, foi retirada uma aliquota de 1,5 ml para imediatamente ser

adicionada a um erlenmeyer de 250 ml contendo 148,5ml de TSB-YE.

3.2.3.2. Curva de crescimento.

O meio de cultura inoculado, referido no item 3.2.3.1. foi homogeineizado e dele
foram retiradas duas aliquotas de 1 ml, para determinar o numero inicial de
microrganismos/ml presente. Imediatamente apos a amostragem, o erlenmeyer foi submetido
a incubagdo a temperatura de 35°C, em banho-maria, por trinta minutos. Decorrido este
tempo, procedeu-se uma nova amostragem com a retirada de mais duas amostras de 1 ml.
Este procedimento foi repetido a cada meia hora, até completar 15 horas de experimento.
Na sequencia, as amostras foram diluidas em solug@o salina estéril e destas dilui¢des 0,1 ml
foram inoculadas em placas de Petri contendo como meio de cultura TSA-YE, definido
como o melhor meio (item 3.2.2.), para o crescimento do microrganismo em estudo. As
placas foram incubadas & 30°C por 48 horas e o nimero de colonias de microrganismos por

ml foi determinado.

Com dos dados obtidos foi tracada uma curva de crescimento, onde o eixo da
ordenada correspondeu aos logaritmos (log) dos mimeros de microrganismos presentes no
meio de cultivo e a abscissa ao tempo de retirada das amostras. O tempo de geragdo (g) foi
calculado com dados encontrados durante a fase exponencial, de acordo com que foi

descrito por MADIGAN et al. (1997).
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3.2.4. Determinaciao da resisténcia ao calor e ao tratamento conjugado calor-nisina em

leite integral estéril,

3.2.4.1.Técnica de preparo do inéculo.

Listeria monocytogenes Scott A foi inoculada em 30 ml de caldo de soja tripticase
(TSB-Oxoid) suplementado com 0,6% (p/v) de extrato de levedura (YE-Oxoid) e incubado
a 35°C por 24 horas. Decorrido este tempo, a cultura foi centrifugada a 8000 x g por 12
minutos a 4°C, para recuperagio das células. Apos o descarte do sobrenadante, as células do
precipitado sofreram duas lavagens consecutivas com tampao fosfato salino pH 7,2 estéril,
seguidos de recentrifugacio. Essa massa celular foi ressuspensa em 10 ml da mesma solu¢io
salina tamponada. Logo a seguir, a densidade da suspensdo bacteriana obtida foi ajustada ao
padrdo McFarland (#1), com intuito de atingir a concentrago final de 3,00 x 10° UFC/ml.
Um ml desta suspenséo foi diluido em 9 ml do tampao fosfato salino. Desta solugdo, 1,5 ml
foram transferidos para um erlenmeyer contendo 148,5 ml de TSB-YE e incubado em
banho-maria a 35°C por nove horas, tendo como objetivo, permitir que as células
alcangassem o final da fase logaritmica (10° células/ml). Decorrido este tempo, 100ml desta
cultura foram transferidos para um erlenmeyer, com capacidade de 125 ml, vazio estéril e
submetido a um choque térmico a 48°C em banho-maria, por um periodo de 10 minutos,
cujo proposito fol aumentar a resisténcia térmica das bactérias cultivadas (LINTON et al.,
1990). Decorrido esse tempo, a solugdo foi retirada do aquecimento e imediatamente

resfriada em banho de gelo por 5 minutos.
3.2.4.2. Resisténcia térmica.

Da suspensdo, resfriada, volumes de 1ml de indculo foram transferidos para tubos de

ensaio estéreis, contendo leite integral estéril (121°C/15 minutos), armazenados em banho de
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gelo dentro de geladeira a 4°C (MAISNIER-PATIN et al, 1995). Em uma etapa
subsequente, imediatamente antes do preenchimento dos tubos capilares (# W-100 pl-
Wiretrol), os tubos de ensaio foram adicionados de determinadas concentracdes de nisina
conforme o plano experimental utilizado (Tabela 1) de modo que, os capilares contivessem
em seu volume final, uma concentragdo que variasse de 0 a 50 Ul/ml, de acordo com cada
experimento (Tabela 1). Apds homogeneizag@o, os tubos capilares foram preenchidos, por
capilaridade, com 100 pl de leite contendo indculo e nisina. Ambas as extremidades dos
capilares foram seladas com Critoseal (Oxford) e descontaminados por imersao em solugido
de 500ppm de hipoclorito por 5 minutos (MAISNIER-PATIN et al., 1995). No tratamento
térmico foram utilizados diferentes temperaturas (Tabela 2). Para cada temperatura
estudada, foram utilizados 12 tubos capilares. Esses tubos em duplicata foram colocados em
um cesto metalico e submersos em banho-maria, onde permaneceram no aquecimento por 6
diferentes tempos programados. Decorrido estes tempos, os tubos foram removidos da agua
aquecida e rapidamente resfriados, em banho de gelo. Logo a seguir, apés a
descontamina¢io dos mesmos em hipoclorito, como citado acima, aliquotas de 0,1ml foram
inoculadas em placas contendo o meio de cultura TSA-YE (pré-estabelecido no item 3.2.2.)

e o numero de unidades formadoras de coldnias foi determinado.

3.2.4.3. Analise estatistica.

Foi aplicado um plano experimental de Superficie de Resposta do tipo central
composto ortogonal, que considerou as variaveis, concentragio de nisina (Ulml) e
temperatura (T°C), conforme demonstrado na Tabela 1. Para cada ponto experimental foi
levantada uma curva de sobreviventes em fun¢do do tempo de tratamento a temperatura
programada. Este plano foi aplicado visando otimizar o tratamento termoquimico de forma a
obter a combinagdio calor/nisina, que reduzisse mais efetivamente o numero de Listeria

presente (CARVALHO, 1998).
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As temperaturas selecionadas (52°C - 68°C) para este experimento foram aquelas que
se encontram dentro da faixa aplicada para o processo de pasteurizagdo do leite e, também,
inferiores a essas para verificar o efeito da nisina sobre Listeria monocytogenes nas

determinadas temperaturas.

As concentragdes de nisina empregadas, para tratamentos coadjuvantes com

temperatura, foram de zero a 50 Ul/ml.
Apb6s selecdo da faixa de temperatura a ser testada (52°C - 68°C), em tempos pré-

determinados, e escolha da concentragdo maxima de nisina (50 Ul/ml), foi delineado o plano

experimental composto de 16 tratamentos (Tabela 1)
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Tabela 1. Plano experimental fracional tipo central composto ortogonal

Tratamentos Concentragao de nisina(UL/ml) Temperatura(°C)
01 25 68,00
02 7,3 66,00
03 42,7 66,00
04 25 52,00
05 25 60,00
06 50 60,00
07 25 60,00
08 25 60,00
09 42,7 55.00
10 25 60,00
11 0 60,00
12 25 60,00
13 25 60,00
14 25 60,00
15 25 60,00
16 7,3 55,00

Referéncia: CARVALHO (1998).
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3.2.5. Validacao do tratamento termoquimico em leite, para fabricacdo de queijos

Minas frescal.

Para validar o modelo matematico foi selecionado um tratamento (64,4°C/2,3
segundos), entre as respostas estimadas de valores D reduzidos (Tabela 11) para Listeria

monocytogenes Scott A.

3.2.5.1. Caracterizacio fisico-quimica do leite cru e de queijos

As analises abaixo relacionadas foram realizadas em duplicata, nos trés lotes de leite
cru, destinados aos quatro diferentes processos de fabricagdo dos queijos Minas frescal e

realizados neste trabalho.

3.2.5.1.1. Determinacio da acidez titulavel.

A determinacdo de acidez em leite foi realizada através da titulagdo de 10 ml de leite
com hidroxido de sodio N/9 (soda Dornic), até o ponto de viragem com o indicador de
fenoftaleina. Os resultados foram expressos em graus Dornic (°D), de acordo com a
metodologia descrita pelo Ministério da Agricultura (BRASIL,1981). Para determinagéo de
acidez em queijos foram pesados 10 gramas de amostra e a gordura foi determinada de

acordo com a técnica preconizada pela AOAC (1995).

3.2.5.1.2. Determinacao do pH.

Os valores de pH foram determinados através de utilizagdo de um potencidmetro

(Tecnal-modelo Digimed) devidamente calibrado antes de sua utilizag@o.
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3.2.5.1.3. Determinacao da densidade.

Para esta determinagdo um lactodensimetro foi introduzido em uma proveta contendo
1000ml de leite. Para calcular a densidade foram considerados o valor lido no

lactodensimetro e a temperatura da amostra analisada (BRASIL, 1981).

3.2.5.1.4. Determinacio do teor de gordura.

O teor de gordura do leite e dos queijos foram determinados através do método de
Gerber, como indicado pelo Ministério da Agricultura (BRASIL,1981).

3.2.5.2. Caracterizacio microbiologica do leite cru e dos queijos

3.2.5.2.1. Detecgiio e enumeracio de Listeria spp.

Para detecgdo de Listeria spp. foi utilizada a metodologia descrita por WARBURTON
et al. (1992) e para enumeragao a proposta por ABDALLA et al. (1993).

3.2.5.2.2. Detec¢io de Salmonella e enumeracao de Staphylococcus aureus.

Para estas analises foram utilizadas metodologias recomendadas pela American Public

Heath Association (VANDERZANT & SPLITTSTOESSER,1992).
3.2.5.2.3. Detecgiio e quantificacdo de coliformes totais e Escherichia coli.

Para determinar a presenca desses microrganismos foram utilizados os kits SimPlate
(Idexx-Laboratories, Inc.). As contagens positivas foram relacionadas com os valores
apresentados em tabela dos numeros mais provaveis (NMP) - Idexx-Laboratories, Inc.
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3.2.5.3. Preparo do inéculo de Listeria monocytogenes Scott A.

O in6culo de Listeria monocytogenes foi preparado para cada um dos processamentos
de queijos Minas frescal, cujo objetivo foi obter uma concentragio de células no leite de 10°
UFC/ml.

Para o preparo do indculo foi utilizada a metodologia descrita no item 3.2.3.1., tendo
apenas como modificagdo, a substituigio do TSB-YE do erlenmeyer por leite integral estéril
(121°C/15 minutos). A cultura foi incubada a 35°C e mantida em banho-maria por 11 horas
até alcangar aproximadamente 3 x 10 ® microrganismos/ml. Decorrido este tempo, 100 ml
desta cultura foram transferidos para um erlenmeyer de 125 ml estéril e submetido a um
choque térmico a temperatura de 48°C, em banho-maria, por 10 minutos (LINTON et al.,
1990). A seguir, 15 ml desta cultura foram retirados, em condi¢des assépticas, e transferidos
para um frasco de capacidade de 2 litros contendo 1485 ml de leite integral estéril. O volume
do frasco foi homogeneizado para logo apos, ser adicionado ao volume total de leite

destinado ao processamento.

3.2.5.4. Preparo dos queijos.

Nesta etapa experimental, foram fabricados 4 queijos do tipo Minas frescal em cada

um dos 4 processamentos realizados, totalizando 16 queijos fabricados.

No primeiro processamento, o leite foi inoculado com 10° UFC/ml de Listeria
monocytogenes Scott A . No segundo, os queijos foram processados com o leite contendo a
mesma concentra¢do de Listeria monocytogenes anteriormente mencionada e 26,4 Ul/ml de
nisina (concentragio pré-estabelecida no item 3.2.4.3.). No terceiro, ao leite utilizado para a

fabricagdo dos queijos foi adicionado a mesma concentragio de nisina previamente citada,
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sem adi¢do da bactéria patogénica. Por ultimo, como controle foram preparados quatro

queijos sem adi¢do de Listeria monocytogenes Scott A e de nisina (Tabela 2).

Tabela 2. Diferentes tratamentos aplicados ao leite cru destinado a fabricagio dos queijos

Minas frescal

Processamentos Listeria monocytogenes Nisina Tratamento térmico
Scott A (10° UFC/ml) (26,4 Ul/ml) (T°C/segundos)
Primeiro Inoculado Sem adicdo 64,4 /2,3
Segundo Inoculado Adi¢do 64,4 /2,3
Terceiro Nio inoculado Adigdo 64,4 /2,3
Quarto Nao inoculado Sem adi¢ao 64,4 /12,3

Para cada um dos quatro processamentos realizados, foi utilizado um volume de
aproximadamente 15 litros de leite integral, que apds a adigdo ou ndo de cultura pura de
Listeria monocytogenes Scott A (10° UFC/ml) e/ou de nisina (26,4 Ul/ml), conforme
descrito na Tabela 2, foi submetido a um tratamento térmico a 64,4°C por 2,3 segundos
conforme condigdo previamente estabelecida (3.2.4.3). Esse tratamento térmico foi realizado
em recipiente de aluminio, contendo termopar para controle da temperatura do leite. Em
seguida, o leite foi resfriado 4 35°C e mantido nesta temperatura durante o processo, através
de banho-maria. Ao leite foi adicionado 1% (v/v) da cultura latica mesofila de Laciococcus
lactis subsp. lactis NCDO 2001 e agitado para homogeneizag¢io. A seguir, foi adicionado a
solugdo de cloreto de calcio e por ultimo, o coalho em pé comercial pré-reidratado, na
quantidade necessaria para promover a coagulagdo em 40 minutos. Em etapa posterior, a
massa foi subdividida em cubos com arestas de aproximadamente 1,0 a 1,5 cm (com ajuda
de liras estéreis), agitados (cuidadosamente) por um periodo de 25 minutos consecutivos,
sendo os 10 primeiros agitados mais lentamente. Findo este tempo, o soro resultante foi

drenado e 0 queijo passou para o processo de enformagem, em recipientes plasticos estereis
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com capacidade de meio quilo cada um. Decorridos 15 minutos, os queijos foram virados
dentro das formas, nas quais permaneceram em repouso por 30 minutos, para logo a seguir,
serem virados novamente, permanecendo em repouso por mais duas horas. Findo esse
tempo, procedeu-se a salga e armazenamento em BOD a 7°C durante 24 horas. O passo
subsequente, foi novamente a viragem do queijo e a salga seca das outras superficies. Todos
os quetjos Minas frescal fabricados foram armazenados sob refrigeragdo em camara BOD a
T°C.

3.2.5.5. Avaliacdo do tratamento empregado no processamento dos queijos Minas

frescal.

A eficiéncia do tratamento térmico selecionado (64,4°C/2,3 segundos), empregado ao
leite destinado a fabricagdo de queijos Minas frescal, foi avaliada através de analise dos
queijos no primeiro, no sétimo, no décimo quarto e no vigésimo-primeiro dias de vida de
prateleira. Para essa avaliagdo foi utilizada a metodologia de enumeracéo de Listeria descrita
no item 3.2.1.3. e testes de confirmagdo como mencionado no item 3.2.1.2. Paralelamente a
estes procedimentos, amostras destes mesmos queijos, foram retiradas para verificagdo da
presenca de Salmonella e Staphylococcus aureus, fazendo uso da metodologia preconizada
pela American Public Health Association (VANDERZANT & SPLITTSTOESSER, 1992).
Nestas amostras, foi também determinada a presenga de coliformes totais e Escherichia coli
(NMP), empregando-se o kit SimPlate. Na retirada das amostras, durante a vida de
prateleira, as varidveis acidez titulavel (% de é4cido latico) (3.2.5.1.1.), pH (3.2.5.1.2) e

porcentagem de gordura (3.2.5.1.4.) foram determinadas.

3.2.5.6. Sanificacio dos utensilios

Os utensilios empregados neste experimento, resistentes ao calor, foram submetidos a
esterilizagdo em autoclave a uma temperatura de 121°C por 30 minutos, para logo apos

sofrerem o processo de desinfecgdo, através de um detergente alcalino clorado (Quimistrol
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Su 359-Lever Industrial), onde permaneceram por aproximadamente uma hora, sendo

subsequentemente lavados com 4gua destilada.
Os utensilios sensiveis ao calor foram também submetidos a agdo do Quimistrol Su

359 pelo mesmo periodo anteriormente citado. Logo a seguir, os mesmos foram lavados e

novamente submetidos e este tratamento por mais duas vezes consecutivas.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAOQ

4.1. Avaliacio da contaminac¢do dos queijos Minas frescal comercializados.

Através da metodologia aplicada para detec¢do e isolamento de Listeria spp., foi
possivel obter 199 isolados de 20 queijos adquiridos no comércio de Campinas (SP) (Tabela
3). Destes isolados, 68 (34,17%) foram confirmados como Listeria monocytogenes, 92
(46,23%) Listeria innocua, 17 (8,54%) Listeria welshimeri, 1 (0,5%) Listeria seeligeri e 21
(10,56%) ndo foram identificados como pertencentes ao género Listeria (Tabela 4 € 5). Das
20 amostras de queijos Minas frescal analisadas, 5 (25%) estavam contaminadas com
Listeria monocytogenes (A, D, F, N e O), 8 (40%) com Listeria innocua (A, B, F, N, O, P,
Q e Z), 4 (20%) com Listeria weishimeri (A, B, O e P) e 1 (5%) com Listeria seeligeri (Q).

Em uma mesma amostra foram detectadas diferentes espécies do mesmo género (Tabela 4).

Dentre os 68 isolados confirmados como Listeria monocytogenes, ¢ importante
ressaltar que 67 deles eram oriundos de queijos comercializados nos supermercados da
regido, enquanto os queijos provenientes de feiras livres apresentaram 63 de seus isolados

caracterizados como sendo Listeria innocua.

Os resultados oriundos da contagem, mostraram alta concentracio (média=1,76x10"
UFC/g) de Listeria monocytogenes em somente 3 amostras: D, F e N (Tabela 6) nas
amostras A e O a contagem foi <10 UFC/grama, no entanto, nelas foi detectada Listeria
monocytogenes. Nas 15 amostras restantes, esta espécie ndo foi quantificada através da
metodologia de enumeragdo no meio MOX e nem através do enriquecimento da amostra.
Destro (1990) indica que em amostras causadoras de listeriose humana, tem sido relatados

niveis de 10°-10° UFC/g
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Vinte e um isolados inicialmente reconhecidos, através da luz transmitida, como
Listeria spp. em meio de cultura TSA-YE foram identificados como pertencentes aos
géneros Lactococcus, Staphylococcus e Brochothrix (Tabela 5). Estes microrganismos
foram isolados de meios seletivos para Listeria como MOX, OXA e LPM e identificados

através da metodologia descrita pelo Manual de Bergey (SNEATH et al., 1986 ).

O presente estudo revelou uma alta incidéncia de Lisferia monocytogenes nas
amostras obtidas na regido de Campinas (SP) e procedentes de diferentes regiGes dos
Estados de Sdo Paulo e de Minas Gerais (Tabela 3). Em diversas pesquisas, a contaminagao
das amostras de queijos alcangou valores percentuais menores do que o encontrado neste
trabalho, que corresponderam a: 10,14% (BECKERS et al., 1987); 10,36% (PINI &
GILBERT, 1988); 4,25% (MASSA et al, 1990); 10% (DESTRO et al,1991); 2%
(GENIGEORGIS et al, 1991); 11% (RORVIC & YNDESTAD,1991); 18% (El
MARRAKCHI et al, 1993) e 6,6% (FURLANETTO et al.,1996). Dois destes estudos
(DESTRO et al., 1991 e FURLANETTO et al., 1996), tiveram como objetivo avaliar o grau
de contaminagdo de bactéria do género Listeria em queijos Minas frescal, o que vem de
encontro ao intuito deste trabalho. No entanto, é importante ressaltar, que em todas as
publicagdes acima relacionadas, foram aplicadas diferentes metodologias de isolamento para
Listeria spp. Com excecdo do tltimo trabalho citado, todos os outros ndo aplicaram o duplo

enriquecimento para recuperagao deste microrganismo.

Neste trabalho quando foi utilizada a metodologia de isolamento, que inclue o duplo
enriquecimento, foi possivel encontrar Listeria monocytogenes em 25% das amostras de
queijo Minas frescal analisadas. Quando o mesmo procedimento de isolamento foi aplicado
em queijos Minas frescal, fabricados na cidade do Rio de Janeiro (RJ), este mesmo

microrganismo foi encontrado em 41,17% das amostras estudadas (SILVA et al, 1998).
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Tabela 3. Procedéncia dos isolados obtidos de amostras de queijos Minas frescal com as

caracteristicas morfolégicas e de colonia de Listeria spp.

Amostra  Procedéncia N° deisolados Dias apés data Tempo de Aquisicio
de fabricacio validade
A Minas Gerais 14 6 30 dias Feira livre
B Minas Gerais 18 2 30 dias Feira livre
C Minas Gerais =3 7 20 dias Supermercado
D Sé@o Paulo 33 8 20 dias Supermercado
E Minas Gerais 2 15 20 dias Supermercado
= Sao Paulo 32 15 20 dias Supermercado
G Minas Gerais Zero 9 20 dias Supermercado
H Minas Gerais Zero 6 20 dias Feira livre
I Sé@o Paulo zero 15 20 dias Supermercado
J Minas Gerais zer.oz 3 30 dias Feira livre
K Minas Gerais 1 3 30 dias Feira livre
L Minas Gerais 1 2 30 dias Feira livre
M Minas Gerais ZEero 2 30 dias Supermercado
N Minas Gerais 16 2 30 dias Supermercado
0 Séo Paulo 9- 16 30 dias Supermercado
P S&o Paulo 22 16 30 dias Supermercado
- QE Minas Gerais 1= 6 30 dias Feira livre
R Minas Gerais 2 2 30 dias Feira livre
S Minas Gerais 2 2 30 dias Feira livre
Z Minas Gerais 33 13 30 dias Feira livre
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Tabela 4. Identificaciio bioquimica de Listeria spp. isoladas de amostras de 20 queijos

Minas frescal comercializados na regiao de Campinas (SP).

Cadigos _ Identificacio dos isolados*

Al; A10; A22-A25; A29; A30; A34; A36; B19-B28;
B34-B36; F34; N28-N34; 028; 036; P10; P13; P19-

P21; P23-P36; Q1; Q4; Q19-Q24; Q26; Q27, Z1-Z7; Listeria innocua
Z11-Z33

A27; D1-D2; D4-D16; D18-D26; D28-D36; F1; F2;

F4; ¥6-F12;:F14; Fl‘Q-FS‘_S; F27; F29;, F31-F33; F36; Listeria monocytogenes

N19-N23; N25; N26; N35; N36; 032

A26; A28; A35; B29-B33;029-031; 033-035; P11;
P12, P22 : : Listeria welshimeri

Q25 : : Listeria seeligeri

*Identifica¢do através de Analises Bioquimicas e API Listeria

Tabela 5. Microrganismos isolados de amostras de 20 queijos Minas frescal comercializados

na regiao de Campinas (SP).

Linhagens = Nimero de isolados Porcentagem de
identificados isolados

Listeria monocytogenes z 68 34,'1':7 L
Listeria innocua ' . 92 -
Listeria welshimeri 17 8,54
Listeria seeligeri . 1 ' 0,5
Lactococcus lactis | 7 : - 352
Staphylococcus aureus 10 ' 5,03
Brochothrix thermophacta 4 =001

o UNICAMP
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Tabela 6. Enumeracio de Listeria monocytogenes (UFC/grama) em amostras de queijos

Minas frescal em meio MOX

Amostra A Amostra D Amostra F Amostra N Amostra O

<10 1,8x 10 1,6 x 10* 1,8 x 10° <10

Este fato vem reforgar a importancia do duplo enriquecimento no isolamento de Listeria

spp. FURLANETO et al. (1996), apesar de terem aplicado Caldo Frasier (enriquecimento

secundario), como utilizado neste trabalho, relataram uma baixa recuperagdo (6,6%) de

Listeria monocytogenes. Porém, o tempo de incubagdo foi reduzido (somente 24 horas)

durante o enriquecimento primario, o que pode ter ocasionado baixa recuperagdo das células

injuriadas.

A alta incidéncia de Listeria monocytogenes encontrada nos queijos Minas frescal

analisados neste trabalho, pode ser explicada por 3 razdes basicas: pela possivel utilizagdo

do leite cru ndo pasteurizado no processamento, e/ou auséncia de higiene e prevengdo

contra contaminag¢Ges do produto final e/ou pela contaminagdo cruzada que, muitas vezes

ocorre entre o produto final e os equipamentos de manuseio na area de processamento. O

queijo Minas frescal pode ser facilmente contaminado pela Listeria spp., considerando que

suas fontes de contaminagdo incluem vegetais deteriorados, solo, agua e efluentes que

podem contaminar as ra¢des, ocasionando infecgdes em animais domésticos ou de campo. A

Listeria monocytogenes pode entrar no processamento de alimentos, através de produtos

crus como aves, carnes, leites e outros. A presenga deste patogeno nas industrias
processadoras de alimentos (CANILLAC & MOUREY, 1993 e MENEDEZ et al., 1997),

particularmente em biofilmes nas superficies de preparo, pisos e linha de processamento,

pode ser explicada pela capacidade deste microrganismo crescer em baixa atividade de agua

a 5°C (MILLER et al., 1997).
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Apesar de Listeria monocytogenes ter sido isolada em 5 (A, D, F, N e O) dos 20
queijos analizados, outros 4 queijos (B, P, Q e Z) continham outras espécies deste mesmo
género. Isto indica que este alimento, quando contaminado, € um excelente substrato
possibilitando a sobrevivéncia e multiplicagdo de Listeria, o que constitui um risco de saude
publica, quando ingeridos nestas condi¢des. Este fato foi observado nos queijos D, F e N
que, mesmo sem terem sido submetidos ao enriquecimento, apresentaram um nivel de
contaminagio (média = 1,76 x10* UFC/grama), que poderia comprometer a saide dos
consumidores. SCHOTHORST (1996), no seu plano de amostragem, quando ndo existem
dados de HACCP disponiveis, cita que em situagdes onde o produto tem sido
epidemiologicamente ligado com listeriosis e tem potencial de multiplica¢do na estocagem,
distribui¢do e uso, devem ser analisadas 20 amostras e o lote deve ser rejeitado, se quaisquer

das amostras contiver um nimero maior ou igual a 100 UFC/grama, no ponto de consumo.

De acordo com os padrdes brasileiros (planos de amostragem para alimentos), anexo
II da portaria 451/97, a tolerancia de Listeria monocytogenes para queijos Minas frescal €
zero (BRASIL, 1997). Este dado vem corroborar com as Normas do Ministério da
Agricultura (BRASIL, 1996). Portanto, medidas de controle de Listeria spp. tém que ser
efetivamente implementadas no preparo e processamento deste tipo de queijo, para

aplicacio desse padrio.

Foi observado, também, o crescimento em placas de outras bactérias pertencentes aos
géneros Staphylococcus, Brochothrix e Lactococcus. Este fato, demonstra que os meios
MOX, OXA e LPM, apesar de serem seletivos para Listeria spp., possibilitam ainda o

crescimento de outros microrganismos.
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4.2. Avaliacdo de meios de cultura para enumeracio de Listeria monocytogenes Scott

A nio injuriada e termicamente injuriada.

Os resultados obtidos da avaliagdo dos 3 meios de cultura TSA, MOX e TSAP-YE

podem ser observados nas Tabelas 7 e 8.

O numero de células ndo injuriadas recuperadas nos meios de cultura estudados
(TSA-YE, TSA-YE e MOX) foi praticamente igual ao inéculo inicial, adicionados em cada
um dos tubos que continham leite desnatado estéril (Tabela 7). Dessa forma, os trés meios
estudados podem ser considerados equivalentes na recupera¢do de células ndo injuriadas.
Esses resultados vem confirmar o que foi descrito por BUCHANAN et al. (1988), que ao
testarem diferentes tipos de meio de cultura (meios seletivos € ndo seletivos), para a
contagem de Listeria monocytogenes, demonstraram que em todos os meios estudados os

resultados foram similares.

Na enumeragdo de células de Listeria monocytogenes Scott A termicamente injuriada
a 56°C por 20 minutos (Tabela 8), os meios de plaqueamento TSA-YE e TSAP-YE,
apresentaram o numero de células reduzido em um ciclo logaritmico, em rela¢do ao indculo
inicial no leite. Para o outro meio de cultura testado (MOX), ocorreu uma queda de dois
ciclos decimais no nimero de células recuperadas, quando comparado a concentragio inicial

de microrganismos no experimento.
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Tabela 7. Enumeracio de células nio injuriadas de Listeria monocytogenes Scott A

(UFC/ml), intencionalmente inoculadas em leite desnatado estéril, em diferentes meios de

cultivo.
Concentracio no leite TSA-YE MOX TSAP-YE
(UFC/ml) (UFC/ml) (UFC/ml) (UFC/ml)
10! 4,5x% 10 4,0 x10' 4,2 x 10
102 3.4x 102 3,7x 10 ©3,0x 10
10° 3,3 x 10° 3,3 x 10° 3,6 x 10°
10° 3,5 % 10° 3,4 x 10° 3,6 x 10°

Tabela 8. Enumeracio de células termicamente injuriadas (56°C/20 minutos) de Listeria
monocytogenes Scott A (UFC/ml), intencionalmente inoculadas em leite desnatado estéril,

em diferentes meios de cultura.

Concentraciio no leite TSA-YE MOX TSAP-YE
(UFC/ml) (UFC/ml) (UFC/ml) (UFC/ml)
10t 210! - 10' <10
10? 3,0 x 10! < 102 3,0 x 10
10° 2,8 x 10° 1,0 x 10" 2,6 x10°
10° 1,6 x 10° 1 2x 10¢ 1,5x 10°
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Os resultados de contagem obtidos nos meios de cultura TSA-YE e TSAP-YE
apresentaram-se similares, tanto na recuperagdo de células ndo injuriadas como também na
recupera¢do dos microrganismos termicamente injuriados. A adi¢do do piruvato de sodio em
TSAP-YE, teve como objetivo verificar a recuperagdo das células frente a este suplemento,
ja que o papel do piruvato consiste da remogdo de peroxido de hidrogénio (H,0,)
acumulado pelas células, que estdo sob injurias ou ja injuriadas (SMITH, 1990). Alguns
trabalhos tem demonstrado que a adi¢do do piruvato ao meio de cultura aumentou a
recuperacdo de alguns microrganismos termicamente injuriados, tais como Staphylococcus
aureus (BAIRD-PARKER & DAVENPORT, 1965; HURST et al., 1976 ¢ BREWER et
al.,1977), Salmonella typhimurium (D’ AOUST, 1978) e Listeria monocytogenes (SMITH
& ARCHER, 1988). No entanto, DALLMIER & MARTIN (1988) discordaram da eficacia,
quando demonstraram que nem a adi¢do do piruvato ou catalase, ou mesmo a incubag¢do de
c€lulas em anaerobiose, aumentou o nimero de microrganismos em meio de cultura agar de
soja tripticase (TSA) ou TSA suplementado com cloreto de sodio. Esses resultados foram
reforcados por BUCHANAN et al. (1988) que, ao testarem diferentes meios de cultura,
concluiram que o agar Columbia CNA (meio n3o seletivo) e o agar triptose fosfato com 1%

de piruvato (TPAP) foram equivalentes na recuperag@o de células termicamente injuriadas.

Neste trabalho, a redugdo na recuperagdo de células foi mais acentuada no meio
MOX, comprovando o que foi descrito por BUCHANAN et al. (1988). Estes autores
afirmaram que, a maioria dos meios seletivos, ndo € ideal na recuperagdo de células expostas
a certos tipos de estresses subletais, como aquecimento, congelamento, acidificagdo ou
desidratagdo. Nestes casos, a espécie alvo tornou-se sensivel aos agentes seletivos como
resultado do choque subletal. A enumeragdo direta de células expostas a estas condigdes

pode levar a detecg@o de uma pequena por¢ao do niimero total de células.

As células de Listeria monocytogenes submetidas a injuria térmica ndo crescem, ou

ndo formam coldnias, na presenga de certos agentes seletivos utilizados no meio de cultura,
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tais como feniletanol, acriflavina, telurito de potassio, sulfato de polimixina B, tiossulfato de
sodio, cloreto de sodio ou a combinagGes destes compostos (BUCHANAN et al., 1988;
SMITH & ARCHER, 1988 e SMITH, 1990). De acordo com RYSER & MARTH (1991a),
quando a seletividade do meio de cultura é aumentada, ocorre uma diminui¢do na
recuperagdo de células estressadas. O meio MOX possui em sua formulagdo dois
antibioticos colistina e moxalactam. A colistina atua sobre as bactérias Gram-negativas,
incluindo Proteus e Pseudomonas e algumas Gram-positivas como Staphylococcus (LEE &
McClain, 1986 e RYSER & MARTH, 1991a). Além destes, o cloreto de litio presente neste
meio de cultura tem agdo contra bactérias Gram-negativas (com excegdo de Pseudomonas).
Desse modo, esses agentes seletivos podem ter afetado de alguma forma a recuperagdo de
células termicamente injuriadas, uma vez que a formag@o de colonias neste meio foi menor
do que as enumeradas em TSA-YE e TSAP-YE. Portanto, o meio selecionado para as

etapas posteriores da pesquisa foi TSA-YE (4.3. e 4.4.).

4.3. Determinaciio da curva de crescimento de Listeria monocytogenes Scott A em meio

nao seletivo.

A curva de crescimento de Listeria monocytogenes Scott A a 35°C, em meio ndo
seletivo, pode ser observada na Figura 5. Nessa temperatura, o tempo da fase lag foi de
aproximadamente 90 minutos. A populagdo de Listeria monocytogenes alcangou seu nivel
méximo (2,80x10° UFC/ml) aos 690 minutos (11 horas e 30 minutos) de incubagdo e o
tempo de geragdo (g) encontrado para esse microrganismo a 35°C foi 43 minutos. Este
tempo encontrado, foi calculado através dos dados obtidos durante a fase exponencial

(MADIGAN et al., 1997).

ROSENOW & MARTH (1987), demonstraram que o tempo de geragdo encontrado
para Listeria monocytogenes V7 (linhagem isolada do leite) foi de 41 minutos nas amostras
de leite desnatado, integral, achocolatado e creme de leite, incubadas a 35°C. No presente

estudo, o tempo de geragdo encontrado para Listeria monocytogenes Scott A foi de 43
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minutos, tempo este bastante proximo ao valor obtido por ROSENOW & MARTH (1987).
No entanto, estes pesquisadores, relataram que a populagio méxima obtida de 10’
células/ml, s6 foi detectada em leite achocolatado, enquanto nas outras amostras esse valor
foi menor. Considerando que a temperatura de incubagdo (35°C) foi a mesma nos dois
experimentos, a diferenga nos tempos de geragdo pode ter sido causada tanto pela
composi¢do dos diferentes substratos utilizados para o crescimento de Listeria

monocytogenes, como pelas diferentes linhagens estudadas.

O valor da inclinagdo da curva de crescimento na fase exponencial considerando a
faixa entre os pontos 90 e 510 minutos foi 0,007. Com um R* de 0,99, obtido mediante a
regressdo linear. O mesmo resultado foi obtido quando foram avaliados os pontos 90 e 600

minutos.

Com os resultados obtidos da curva de crescimento de Listeria monocytogenes Scott
A (tempo x log do nimero de células) foi selecionado o tempo de nove horas de incubagio
(540 minutos), que correspondeu ao final da fase logaritmica com 1,37x10° UFC/ml. O
objetivo dessa escolha foi padronizar o inoculo, para o estudo da resisténcia térmica

(3.2.4.1).
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Figura 5. Curva de crescimento de Listeria monocytogenes Scott A em meio ndo

seletivo (TSB-YE) 4 35°C.

4.4. Determinacio da resisténcia ao calor e ao tratamento conjugado calor-nisina em

leite integral estéril.

Na Tabela 9, pode ser observado que o valor D de Listeria monocytogenes, em leite
cru, variou entre 0,155 e 2113,237 segundos, dependendo do tratamento aplicado. Os
calculos realizados para os valores D, mediante regressdes lineares para todos os
tratamentos, encontram-se no Apéndice 4, conjuntamente, com as curvas de sobrevivéncia
utilizando o Excel (versio 1997). Como ja previsto, quando as temperaturas utilizadas

foram 52 e 55°C, os valores D obtidos foram maiores do que em outras temperaturas
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estudadas. Pode ser notado, também, que a 55°C os valores de D foram altos, indicando

uma alta resisténcia ao calor, mesmo em diversas concentragdes de nisina (42,7 e 7,3UL/ml).

A 60°C e 25 Ul de nisina/ml, foram realizados oito experimentos, determinados de
ponto central do desenho experimental original (Tabela 9). Neste caso, a média obtida, a
partir dos valores D encontrados, foi de 42,83 segundos e a faixa de variagdo ficou entre
34,498 e 50,113 segundos. Este dado ¢ semelhante ao obtido por MAISNIER-PATIN et al.
(1995) que observaram um valor D de 40,2 segundos, quando os mesmos parimetros
(temperatura e concentragdo de nisina) foram aplicados em leite desnatado. Nesta mesma
temperatura, quando a concentrag@o de nisina foi duplicada (50 Ul/ml), o valor D diminuiu
praticamente 50% (22,389 segundos), quando comparado a média obtida para 25UL/ml

descrita acima.

E importante observar nos tratamentos 5, 6, 11, o efeito da redugfo da resisténcia
térmica de Listeria monocytogenes em leite integral estéril. Assim, no tratamento 11 o valor
de Dego-c foi 99 segundos sem adi¢@o de nisina. No tratamento 5 0 Dgosc com 25 UI de nisina
foi de 34 segundos, representando uma redu¢do de 66% na resisténcia. Quando 50 UI de
nisina foram adicionadas e o leite aquecido a 60°C, observou-se uma redugdo de 78% da
resisténcia térmica da Listeria monocytogenes Scott A., quando comparada ao tratamento
sem nisina. Estas porcentagens demonstraram claramente a vantagem da utilizagio de nisina

na pasteurizagao do leite.

A 66°C, o efeito da concentragdo de nisina persistiu (tratamentos 2 e 3). No entanto,

este efeito foi menos acentuado do que aquele verificado em temperaturas mais baixas.
Quando 68°C foi utilizado, o valor D foi muito baixo (0,1555 segundos). Neste caso,

o efeito da temperatura foi predominante, estando de acordo com o que foi descrito por

WHITING et al. (1994).
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Tabela 9. Desenho experimental para combinacio de diferentes condigdes:
concentra¢io de nisina, temperatura e resposta experimental (Valor D) para Listeria

monocytogenes Scott A

=

Tratamento Nisina ( Ul/ml) Temp (°C) R Valor D (seg.)
01 25 68 0,9947 0,153
02 7,3 66 0,9933 6,725
03 427 66 0,9972 4,817
04 25 52 0,9921 699,982
05 25 60 .9853 34,498
06 30 60 0,9872 22,389
07 25 60 0,9377 37,130
08 25 60 0,9889 46,646
09 42,7 55 0,9956 404,342
10 25 60 0,9200 41,346
11 0 60 0,9993 99,435
12 25 60 0,9680 48,386
13 25 60 0,9620 50,113
14 25 60 0,9947 41,120
15 25 60 0,9887 43,426
16 7,3 55 0,9886 2113237

Em uma primeira analise realizada através do Programa Estatistico-S.A.S.(1998), fot
observado que trés tratamentos experimentais (4, 9 e 16) apresentaram pontos que
prejudicam o ajuste da curva aos dados. Estes tratamentos correspondem a situgdes onde a
temperatura ¢ baixa, observando-se valores D altos. A influéncia da baixa temperatura €
forte nesses pontos aumentando o numero de sobreviventes. Para avaliar as respostas

encontradas, os dados foram transformados em logaritmos. Diante das respostas obtidas, e
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considerando que o objetivo deste trabalho era encontrar um tratamento de pasteurizacdo e
uma concentragdo de nisina que minimizasse a resisténcia térmica da Listeria
monocytogenes Scott A, em termos de valor D, foi realizado uma segunda analise estatistica,
sem considerar os tratamentos experimentais numeros 4, 9 e 16. Nesta ultima analise, ndo
foi necessario a transformagdo das respostas como anteriormente e dessa forma, foi possivel

obter um modelo matematico que permite interpolagdo na regido testada (Equagio 1).

VALOR D =5590,743011 - 17,857553 CONC - 162.102213 TEMP + 0,028926 CONC"2
+0,247839 TEMP*CONC + 1,176340 TEMP/2 ( Equacgdo 1).
Onde:

CONC = Concentragdo de nisina TEMP = Temperatura de pasteurizagao.

Equag¢do 1. Modelo matematico para a determinagdo da resisiéncia térmica minima de
Listeria monocytogenes Scott A em leite cru, em funcdo da temperatura e concentragdo de

nisina adicionada.

O modelo quadratico de superficie de resposta apresentou um ajuste muito bom com
R’ = 0,9739 porém, trata-se de uma aproximagdo de segunda ordem, para o relacionamento
verdadeiro entre D, temperatura e concentracdo de nisina. Como o valor D minimo nao foi
encontrado no espago experimental, foram calculados os minimos em cada distancia fixada
do centro do experimento isto &, foi tragcado o caminho dos minimos valores de D, para
auxiliar na tomada de decisGes (analise de "ridge"). Na Tabela 9, estdo calculados os valores
de D obtidos experimentalmente. Esses valores de D foram comparados com os valores D
preditos pelo modelo matematico (Tabela 10). Os diversos tratamentos do plano
experimental apresentaram uma diminui¢do da frac@io de Listeria monocytogenes Scott A
sobreviventes em relagdo ao tempo, como pode ser verificado na Figura 6. O caminho dos

minimos pode ser observado na Figura 7, que considerou as variaveis concentragdo de nisina
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(UI/ml) e temperatura (°C). Cada temperatura corresponde a uma concentrag¢do de nisina,
que produz uma mesma resisténcia térmica em termos de valor D e na Equagdo 1 tem-se o
modelo quadratico encontrado. No Apéndice 3 esta incluido a analise estatistica do ajuste da
superficie quadratica e sua analise candnica e de acordo com o resultado do teste de T,
foram significativos (<0,05%) termos concentragdo de nisina e temperatura, suas respectivas
combinagdes e também, os termos quadraticos, temperatura ao quadrado e concentragdo de

nisina ao quadrado.

Os valores minimos de D foram estimados pela Equagdo 1 e constam na Tabela 11,
com seu erro padrdo e as concentragdes de nisina e temperatura correspondentes;, mostrando
o mais rapido decréscimo da resposta em sentido radial, desde temperatura igual a 64°C e
nisina igual a 25UI/ml. Considerando que o D minimo esta fora do espago experimental, foi

escolhido um valor menor (64,4°C e 26,4UI de nisina), que poderia ser testado.

Através da Equagdo 1 é possivel predizer a resistencia térmica da Listeria
monocytogenes Scott A, se a temperatura de pasteuriza¢do e a concentragao de nisina a ser
adicionada for conhecida. Esta relagdo no entanto, é valida dentro do espago experimental
testado de 60 a 68°C e de 0 a 50 UI de nisina/ml. WHITING (1993), apresentou um modelo
secundario para estimar o tempo para atingir 4 redugdes decimais de Listeria
monocytogenes. Estas redugdes, segundo o autor, seriam suficientes para eliminar o
patogeno presente em produtos processados, se boas praticas de produgéo ("GMP") forem
cumpridas. Este modelo apresenta também, termos quadraticos de temperatura,
concentragdes de sal e nitrito, pH e combinagdes destes fatores, com um coeficiente de
correlagdo de 0,86. Dados os valores D calculados por este modelo foram comparados com
dados da literatura, para demonstrar que o modelo de inativagdo era razoavel e precisava de
ajustes com o modelo de crescimento. Outros modelos preditivos tém sido desenvolvidos,
principalmente, para o crescimento de Listeria monocytogenes, em fungdo de varios fatores

como temperatura, pH, acidos latico e acético (GEORGE et al.,1996) e temperatura de es-
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Tabela 10. Comparacio dos valores D preditos para Listeria monocytogenes Scott A

pelo modelo e os valores observados experimentalmente.

Tratamento Nisina Temperatura Valor D Valor D
(UL/ml) O Predito* observado
05 25 60 42,833 34,498
07 25 60 42,833 37.130
08 25 60 42,833 46,646
10 25 60 42,833 41346
12 25 60 42,833 48386
13 25 60 42,833 50,113
14 25 60 42,833 41,120
15 25 60 42,833 43,426
Média 42,833 42,833
01 25 68 0,156 0,155
02 73 66 6,725 6,725
03 42,7 66 4,824 4817
04 25 52 236,082 699,982
06 50 60 22,389 22,389
09 42,7 55 103,096 404342
I 0 60 99,434 99.435
16 7.3 55 204,238 2113237

* estimado pela equagdo 1
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Figura 6. Fragfo de sobreviventes (Listeria monocytogenes Scott A) versus tempo

(segundos) para os diversos tratamentos do plano experimental.
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S e T S

Figura 7. Superficie de Resposta utilizando os valores D (segundos) obtidos para
Listeria monocytogenes Scott A, em leite integral estéril, com as varidveis

concentracdo de nisina (Ul/ml) e temperatura (°C)
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Tabela 11. Caminho dos minimos estimados para a varidvel resposta valor D

(segundos) de Listeria monocytogenes Scott A.

Resposta minima Erro padrao Concentragiio Temperatura
estimada (seg.) de nisina UI/ml °O)
Valor D (seg.)
2,672816 6,528900 25,000000 64,000000
2,422010 6,516911 25,134530 64,033715
2,177168 6,503826 25,267377 64,067601
1,938281 6,489636 25,398440 64,101666
1,705333 6,474330 25,527608 64,135918
1,478313 6,457895 25,654765 64,170367
1,257203 6,440318 25,779784 64,205021
1,041988 6,421587 25,902528 64,239890
0,832650 6,401685 26,022851 64,274985
0,629171 6,380598 26,140597 64,310315
0,431529 6,358308 26,140597 64,310315
0,239701 6,3344799 26,367667 64,381726
0,053664 6,310051 26,476615 64,417830
-0,126609 6,284043 26,582231 64,454215
-0,301146 6,256756 26,684292 64,490894
-0,469979 6,228166 26,7825558 64,527878
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tocagem, pH, concentra¢des de nitrito de sédio e NaCl (McCLURE et al.,1997). Mais
recentemente, PYASENA et al. (1998) desenvolveram um modelo linear de inativagdo de
Listeria spp. a alta temperatura e curto tempo, em um pasteurizador em escala piloto.

Nenhum destes modelos leva em conta a concentragio de nisina como coadjuvante térmico.

Para validar o modelo matematico, um dos tratamentos dentre os valores minimos
estimados para D foi escolhido, neste caso, o tratamento selecionado foi 64,38°C e 26,36UI
de nisina/ml, com uma resposta de 0,23 segundos de valor D (Tabela 11),. Aqueles
tratamentos cujas respostas estimadas foram negativas ndo foram considerados, levando em
conta, que os valores D sdo tempos e ndo podem ser negativos. Quando foi realizado um
teste experimental utilizando 64,4°C e concentragdo de nisina de 26,4 Ul/ml, o valor D
obtido foi 0,26 segundos dentro de uma faixa experimental, que variou entre 0,20 a 0,37
segundos com R? =0,9743.. Um tratamento térmico de 2,3 segundos, que corresponde a
reducdo logaritmica de 9D (D=0,26 segundos) para Listeria monocytogenes, ¢ designado
para eliminar 10° UFC/ml em leite integral, para produgdo do queijo Minas frescal a
temperatura de 64,4°C e 26,4 Ul/ml de nisina. A vantagem deste tempo reduzido de
pasteurizacdo € a destruigdo deste patogeno, sem comprometer ou afetar as propriedades
fisico-quimicas do leite utilizado no processamento do queijo. Por outro lado, a baixa
concentrag@o de nisina utilizada torna o tratamento também de baixo custo, sendo acessivel
para industrias de pequeno e médio porte. Além disso, o processo pode causar destrui¢do do
microrganismo sem grandes gastos de energia, devido a baixa temperatura e tempo de

processamento aplicados
Como a combinagdo entre nisina e temperatura tem demonstrado ter grande efeito

sobre a resisténcia térmica de Listeria monocytogenes Scott A, € muito importante

demonstrar isso e tornar este procedimento como rotina no controle do patogeno estudado.

108



4.5. Aplica¢iio do tratamento termoquimico em queijos Minas frescal

4.5.1. Analise do leite cru

A Tabela 12 apresenta as caracteristicas fisico-quimicas dos 3 lotes de leite cru, que
foram utilizados nos 4 processamentos dos queijos Minas frescal. O leite utilizado
apresentou em média 3,25% de gordura, 1,0322g/ml (a 15°C) de densidade, 17,51 de acidez
titulavel (°D) e pH igual a 6,63.

Tabela 12. Caracterizacio fisico-quimica do leite cru utilizado nos processamentos dos queijos

Minas frescal

Processamento Lotes Gordura(%) Densidadea  Acidez (°D) pH
15°C(g/ml)

Primeiro 1 33 1,0322 17,23 6,58

Segundo 1 3.3 1,0322 17,23 6,58

Terceiro 2 3,25 1,0315 17,65 6,65

Quarto 3 32 1,0329 17,65 6,66

Na Tabela 13 podem ser observados os resultados referentes as analises

microbiologicas realizadas no leite cru, destinados a fabricagdo dos queijos Minas frescal.
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Tabela 13. Analises microbioldgicas do leite cru utilizado nos diferentes processamentos dos

queijos Minas frescal

Processamento Lotes Listeria spp. Staphylococcus Coliformes Coliformes Salmonella

(UFC/ml) aureus totais fecais spp. (em

(UFC/ml) (NMP/ml) (NMP/ml) 25ml)

Primeiro® 1 ausente 3,2x10° >7380 680 ausente
Segundo 1 ausente 225%10° >7380 630 ausente
Terceiro - 2 ausente 2,5x10° >7380 1200 ausente
Quarto 3 ausente 6,5x10° >7380 480 ausente

Todas as determinagdes fisico-quimicas realizadas no leite cru foram bastante similares
(Tabela 12). Este fato pode ser atribuido a origem do leite, o qual foi ordenhado de um
mesmo animal em uma mesma €poca do ano. Este animal foi selecionado e mantido sob
condi¢es diferenciadas de manejo, principalmente no que se refere a ndo utilizagdo de

antibidticos.

As determinagdes microbiologicas também se apresentaram similares (Tabela 13), com
exce¢do do nimero mais provavel (NMP) de coliformes fecais de uma amostra do terceiro
processamento, que apresentou um numero mais elevado desse microrganismo. O NMP de
coliformes fecais pode ter sido maior do que aquele encontrado nas outras amostras, em
decorréncia de diversos fatores como por exemplo, falta de higiene na hora da ordenha (nas

maos do ordenhador, no ubere, baldes, etc.)
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4.5.2. Analise dos queijos processados

Os resultados de pH, acidez titulavel (% de acido latico) e gordura encontrados
durante a vida de prateleira dos queijos Minas frescal, processados com diferentes

tratamentos, podem ser observados nas Tabelas 12 a 13.

As analises quimicas (Tabelas 14 e 15) e as microbiologicas (Tabelas 18 e 19)
referentes ao primeiro e segundo processamentos dos queijos Minas frescal, utilizaram o
primeiro lote de leite. Os resultados descritos nas Tabelas 16 € 20 sdo provenientes dos
queijos que foram fabricados com o segundo lote de leite enquanto, os encontrados na

Tabelas 17 e 21 utilizaram como matéria-prima o leite do terceiro lote.

111



Tabela 14. Valores de pH, acidez titulidvel (% de dcido latico) e de gordura durante a vida de
prateleira das amostras de queijos Minas frescal fabricados com adicfio de 10° UFC de Listeria

monocytogenes Scott A por ml de leite utilizado (Lote 1)

Dias pH Gordura Acidez titulivel
(%) (% scido latico)
1 5,50 23 0.1838
7 5,30 = 02433
! ' 5,15 = 0,5719
21 5,10 22 0,6406

Tabela 15. Valores de pH, acidez titulivel (% de acido litico) e de gordura durante a vida de
prateleira das amostras de queijos Minas frescal contendo 10° UFC de Listeria monocytogenes

Scott A e 26,4 Ul de nisina por ml de leite utilizado (Lote 1)

Dias pH ~ Gordura Acidez tituldvel
(%) (% de Acido ldtico)
1 5,60 ' 24 0,1850
= 5,50 B 0,1863
e 5,42 = 0,1934
e 5.40 23 0.1948
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Tabela 16. Valores de pH , acidez titulavel (% de 4cido litico) e de gordura(%) durante a vida
de prateleira das amostras de queijos Minas frescal, contendo 26,4 UI de nisina por ml de leite

utilizado (Lote 2)

Dias pH Gordura Acidez titulavel
(%) (% de acido latico)
1 5,60 = =945 0,1846
7 5,52 24,25 0,1855
14 5,44 24,0 : 0,1928
21 5,40 24,0 0,1949

Tabela 17. Valores de pH , acidez titulavel (% de acido litico) e de gordura (%) durante a
vida de prateleira das amostras de queijos Minas frescal, sem adi¢ao no leite de nisina e de

Listeria monocytogenes Scott A (Lote 3)

Dias pH Gordura Acidez titulivel
| (%) (% de 4cido ltico)
1 5,67 2495 0,1855
7 5,60 5405 0,2349
14 5,45 23,9 0,5370
21 5,38 - 238 = 0,6041

Os resultados referentes as analises microbiologicas, tais como Listeria
monocytogenes Scott A (UFC/g), Staphylococcus spp. (UFC/g), coliformes totais (NMP/g)
coliformes fecais (NMP/g) e Salmonella spp. (detecgdo em 25 g de amostra) nos queijos

Minas frescal, durante sua vida de prateleira, estdo apresentados nas Tabelas 18 a 21.
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Tabela 18. Anilise microbiologica dos queijos Minas frescal, durante sua vida de prateleira,

fabricados com adicio de 10° UFC de Listeria monocytogenes Scott A por ml de leite utilizado

(Lote 1)
Dias Listeria Staphylococcus  Coliformes Coliformes Salmonella
monocytogenes aureus totais fecais spp.
(UFC/g) (UFC/g) (NMP/g) (NMP/g) (em 25g)
1 2,75x10° 3,5x10% 1700 ausentes ausente
7 2,8x10° 3,0x10° 1300 ausentes ausente
14 2,0x10° 3,5x10° 1100 ausentes ausente
21 9,0x10° 3,5x10° 900 ausentes ausente

Tabela 19. Analise microbiolégica dos queijos Minas frescal, durante sua vida de prateleira,
adicionados de 10° UFC de Listeria monocytogenes Scott A e 26,4 Ul de nisina por ml de leite
utilizado (Lote 1)

Dias Listeria Staphylococcus  Coliformes Coliformes Salmonella
monocytogenes aureus totais fecais SPP-
(UFC/g)  (UFClg) (NMP/g) (NMP/g) (em 25g)
E ausente - ausente ausentes ausentes ausente
7 ausente ausente ausentes ausentes ausente
14 = ausente . ausente ausentes ausentes ausente
21 ausente ausente ausentes ausentes ausente

114



Tabela 20. Analise microbioldgica das amostras dos queijos Minas frescal, durante sua vida de

prateleira, contendo 26,4 Ul de nisina por ml de leite utilizado (Lote 2)

Dias Listeria Staphylococcus  Coliformes Coliformes Salmonella
monocytogenes aureus totais fecais spp.
(UFCl/g) (UFC/g) (NMP/g) (NMP/g) (em 25g)
1 ausente ausente ausentes ausentes ausente
7 ausente ausente ausentes ausentes ausente
14 ausente ausente ausentes ausentes ausente
21 ausente ausente ausentes ausentes ausente

Tabela 21. Anilise microbiolégica das amostras dos queijos Minas frescal, durante sua vida

de prateleira, sem adi¢fio de nisina e de Listeria monocytogenes Scott A (Lote 3)

Dias Listeria Staphylococcus  Coliformes Coliformes Salmonella
monocytogenes iaureu.§ totais fecais spp-
(UFC/g) (UFClg) (NMP/g) - (NMP/g) (em 25g)
1 ausente 6,0x10° 1600 ~ausentes ausente
7 ausente 5;5x102 1400 ~ ausentes ausente
14 ausente 6,5x10° 1200 ausentes ausente
21 ausente 6,07‘:102 1000 ~ ausentes ausente

Os valores de pH obtidos, nos 4 diferentes processamentos, diminuiram ao longo da
vida de prateleira dos queijos Minas frescal (Tabelas 14 a 17). A queda mais acentuada, no
valor de pH, ocorreu nos queijos produzidos com leite adicionado de Listeria
monocytogenes Scott A (Tabela 14), alcangando um pH de 5,10, no vigésimo primeiro dia
de vida de prateleira. Enquanto que, nos queijos mencionados nas Tabelas 15 e 16 os
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valores de pH determinados foram iguais a 5,40, no altimo dia de estocagem, enquanto que

para o queijo controle foi encontrado um valor minimo de 5,38 (Tabela 17).

A queda dos valores de pH nos diferentes experimentos realizados certamente ocorreu
devido a fermentagdo da lactose, pelos microrganismos contaminantes presentes nos queijos
ou sobreviventes ap6s o tratamento térmico do leite. Concomitantemente, a diminui¢ao dos
valores de pH houve um aumento dos valores de acidez titulavel durante a vida de prateleira
dos queijos Minas frescal, devido a produgdo de acido latico. O maior valor obtido foi
0,6406 (% de acido latico) no ultimo dia de vida de prateleira dos queijos processados com

adi¢@o de Listeria monocytogenes Scott A (Tabela 14).

As porcentagens de acido latico descritas nas Tabelas 16 e 17 mantiveram-se
praticamente estaveis depois do primeiro dia de armazenamento a 7°C. Este fato indica que
a cultura latica deve ter sido inibida e/ou eliminada pela competicio com Listeria
monocytogenes Scott A e/ou nisina adicionada ao leite. De acordo com HURST (1972),
HARRIS et al. (1989) e HARRIS et al. (1992) a nisina tem seu efeito bactericida sobre os
microrganismos Gram-positivos incluindo Lacfococcus lactis subsp. lactis e subsp.
cremoris, Lactobacillus bulgaricus, Staphylococcus aureus, entre outros. FURTADO
(1999) também mencionou que o uso da nisina € limitado para alguns queijos, por causa de
sua agdo contra os microrganismos das culturas laticas. Segundo ROGERS (1928) a
presenca de nisina em queijos pode ser responsavel pelo desenvolvimento de baixa acidez.
Dessa forma, os queijos fabricados (Tabela 16 e 17) apresentaram um comportamento
similar aos queijos fabricados sem fermento, como pode ser observado no trabalho descrito
por CAMPOS (2000) que utilizou baixas concentragdes (zero; 0,1% e 0,5%) de fermento
latico. Os valores de pH sofreram uma queda inicial logo apds a fabricagdo dos queijos no
entanto, pode-se constatar que esses valores tiveram uma queda minima, depois do primeiro
dia de estocagem. Isso provavelmente, deve ter ocorrido devido a inativagdo do fermento
latico. Sendo assim, a agdo competitiva desse fermento, com os microrganismos presentes

ou outros contaminantes pos-pasteuriza¢do ficou eliminada.
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Apesar do pH ter seu papel de destaque, no controle de Listeria monocytogenes nos
queijos processados, outros fatores como temperatura, nisina e concentragdo de sal (NaCl),
influenciaram nio somente na sobrevivéncia desse patégeno, como também no crescimento

de outros microrganismos presentes nesse alimento em questéo.

Na Tabela 18, foi verificado que o numero de Listeria monocytogenes encontrado no
primeiro dia de vida de prateleira dos queijos Minas frescal foi 2,75x10° /g do produto. Este
numero permaneceu, praticamente, constante até o sétimo dia de armazenamento. No
décimo quarto dia, foi detectado uma pequena queda no nimero de sobreviventes e no
vigésimo primeiro dia, a quantidade de Listeria monocytogenes encontrada foi 9,0x10? /g de
alimento. Dessa forma, é possivel afirmar que o tratamento térmico aplicado ao leite, para
fabricacdo dos queijos (64,4°C/ 2,3 segundos), ndo foi suficiente para eliminar o nimero de
Listeria monocytogenes Scott A (10° UFC/ml), intencionalmente adicionada ao mesmo.
Ocorreu apenas uma redugdo da carga microbiana deste patogeno nos queijos, quando

armazenados a 7°C.

Neste mesmo processamento, o bindmio tempo/temperatura aplicado de 64,4°C e 2,3
segundos, também ndo foi suficiente para eliminar Staphylococcus aureus e coliformes
totais, inicialmente presentes nos lotes de leite cru (Tabela 13). Todavia, esse tratamento foi
efetivo sobre coliformes fecais; pois, os mesmos, ndo foram detectados nos queijos. O
numero de Staphylococcus aureus permaneceu, praticamente, constante (3,5x 10> UFC/g)
durante os vinte e um dias de armazenamento, diferindo dos coliformes totais, que tiveram
um constante decréscimo durante o periodo estudado, apresentando o numero mais provavel

(NMP) igual a 900 microrganismos por grama de queijo, no ultimo dia de armazenamento a

i &

Quando a nisina foi adicionada ao leite, em dois diferentes processamentos (Tabela 19

e 20), foi possivel constatar a auséncia de Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus,
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coliformes totais, coliformes fecais e Salmornella nos queijos fabricados e armazenados a
7°C, durante os vinte e um dias de vida de prateleira. Na Tabela 19, foi demonstrado que
mesmo com adigdo da concentragdo de 10° UFC de Listeria monocytogenes Scott A por
mililitro de leite, esse patogeno ndo sobreviveu ao tratamento aplicado ao leite na fabricagao
dos queijos. Desta forma, os dados obtidos, permitem afirmar que o tratamento térmico
aplicado ao leite, associado a adigdo de nisina, foi efetivo na elimina¢do dos microrganismos,

inicialmente presentes no leite.

O pH também teve seu papel de destaque sobre a sensibilidade desses microrganismos
frente a agdo bactericida da nisina. De acordo com UKUKU e SHELEF (1997) a
sensibilidade da Listeria monocytogenes a nisina é dependente de cada linhagem e é
aumentada com a diminui¢do do pH. O trabalho de HARRIS et al. (1991) veio comprovar
esta afirmac@o, quando estudaram o efeito da nisina e de diferentes valores de pH, sobre a
sensibilidade de Listeria monocytogenes Scott A. Neste caso, o agar BHI adicionado de
zero a 50 UI de nisina/ml foi ajustado a diferentes valores de pH (6,5 €5,5) e inoculado com
10° UFC/ml. Os resultados demonstraram que em pH 6,5, quando 10 UI de nisina/ml foram
utilizadas, o numero col6nias de Listeria monocytogenes Scott A foi reduzido de 5 ciclos
logaritmicos, enquanto que, para 25 UI de nisina /ml a redugdo foi ao redor de 6 ciclos
logaritmicos. Em pH 5,5, a queda de sobreviventes foi ainda maior, isto ¢, 10° e 10° ciclos
logaritmicos, para concentragdes de 10 e 25 Ul de nisina, respectivamente. Como no
presente trabalho, a concentrag@o de nisina adicionada ao leite foi 26,4 Ul/ml e o pH dos
queijos ficou dentro de uma faixa que variou de 5,60 a 5,10, é possivel, que esses valores de

pH tenham potencializado a agdo da nisina sobre Listeria monocytogenes.

Como a nisina possue agdo bactericida sobre as bactérias Gram positivas e a
concentracdo de 26,4 Ul/ml de leite, mais o tratamento térmico (64,4°C/2,3 segundos)
conseguiram eliminar 10°UFC de Listeria monocytogenes Scott A (propositalmente
adicionada) por ml de leite; certamente, esse tratamento aplicado conseguiu também,

eliminar outra bactéria Gram positiva, como foi o caso do Staphylococcus aureus, cuja
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concentragdo inicial nos lotes de leite era de 10° UFC/ml (Tabela 13). Segundo ZOTTOLLA
et al. (1994), a nisina quando utilizada no processamento de queijos, possui efeito imediato
sobre as células de Staphylococcus aureus, cessando ou diminuindo seu crescimento.
Portanto, é possivel que o tratamento térmico utilizado, tenha potencializado o efeito desta
bacteriocina. No entanto, foi interessante verificar que esse tratamento, conjugando tempo,
temperatura e concentragido de nisina também foi eficaz sobre bactérias Gram negativas,
presentes inicialmente no leite, como por exemplo, coliformes totais (Tabela 13). Desse
modo, este trabalho veio confirmar o que foi descrito por GAO et al. (1991), HARRIS et al.
(1992), KALCHAYANAND et al. (1992) e CARNEIRO-DE-MELO et al. (1996), quando
afirmaram que, as células Gram negativas quando injuriadas (choque osmotico ou qualquer
tipo de procedimento que afete seu componente lipopolissacaride-LPS) tornam-se sensiveis
a nisina. De acordo com ABEE et al. (1995) os trabalhos realizados por STEVENS et al.
(1991) e RAY (1993), demonstraram que espécies de Salmonella e outras bactérias Gram
negativas tornaram-se sensiveis 4 nisina, depois de expostas a tratamentos que modificaram
a permeabilidade da membrana externa. Esta afirmagio também foi comprovada por
KALCHAYANAND et al. (1992) que demonstraram que bactérias Gram negativas e
algumas Gram positivas resistentes a bacteriocinas, quando submetidas a estresses subletais
e tratadas com nisina ou pediocina AcH tornam-se sensiveis as mesmas. Neste sentido, €
possivel admitir que a temperatura, certamente, deve ter afetado de alguma forma, a

permeabilidade da parede celular de Staphylococcus aureus e coliformes presentes no leite.

Foi observado também que os coliformes fecais, apesar de terem sido detectados no
leite cru, ndo foram encontrados em nenhum dos queijos durante o armazenamento a
temperatura de 7°C (Tabelas 18 a 21). Isso demonstrou, que esses microrganismos, foram
mais sensiveis ao tratamento térmico e/ou competigdo microbiana do que as outras bactérias

presentes no leite.

Um outro dado relevante e que deve ser considerado ¢ o teor de sal. No presente

trabalho, a concentragdo de NaCl utilizada, na salga seca, foi de 0,6% para cada um dos
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quetjos. Quando MARTINIS et al. (1997) realizaram um experimento "in vitro" utilizando
concentra¢des de 0,5% de NaCl e um pH de 5,5, afirmaram que foi impossivel obter
colonias de Listeria monocytogenes a 10°C, na presenga de 100 UI de nisina / ml de agar
tripticase de soja suplementado com 0,6% de extrato de levedura e 0,5% de glucose
(TSBYEG). Os dados obtidos por esses autores vem reforgar a idéia de que a nisina, cloreto
de sédio, pH e temperatura, atuaram em conjunto para inibir a sobrevivéncia de Listeria
monocytogenes € de outros microrganismos presentes como Staphylococcus aureus e
coliformes totais (Tabela 19 e 20) apesar, da concentragdo de nisina utilizada (26,4 Ul/ml de
leite) ter sido bem menor do que a aplicada por MARTINIS et al. (1997). Em experimentos
utilizando placas em gradiente, THOMAS & WIMPENNY (1996), quando estudaram os
efeitos da variagdo de temperatura, concentragdo de cloreto de sddio (NaCl) e nisina na
inibi¢do de Staphylococcus aureus e Listeria monocytogenes, afirmaram que a queda do pH
de 7,92 para 5,0, aumentou a efetividade da nisina contra esses dois microrganismos

patogénicos.

De acordo com ABDALLA et al. (1993), altas concentragdes de sal (NaCl) durante a
produgdo e estocagem de queijos macios, podem inibir outros microrganismos presentes,
particularmente, bactérias acido-laticas, com consequente diminui¢do da producio de acido.
No modelo descrito por COLE et al. (1990), para verificar o crescimento de Listeria
monocytogenes em diferentes combinagdes de concentragdes de sal e pH, foi concluido que
as melhores concentragdes de NaCl para o desenvolvimento desse microrganismo a 10°C,
foram ao redor de 2,0 a 2,5%. Estas concentragdes fornecem um efeito de protegdo contra
inativagd@o de Listeria monocytogenes. Esses resultados vem de encontro aos de MARTINIS
et al. (1997), onde concentragdes de 2,0 a 3,5% de sal pareciam desempenhar um papel
protetor, permitindo o crescimento e sobrevivencia de coldnias de Listeria monocytogenes
na presenca de nisina, a baixas temperaturas (10°C). Portanto, diante desses resultados, foi
possivel concluir que a concentragdo de 0,6% de NaCl utilizado em queijos ndo teve um

efeito protetor sobre Listeria monocytogenes Scott A.
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Um outro tema que deve ser ressaltado € que a aplicagdo da nisina, como Unico modo
de controle de microrganismos em alimentos, pode resultar no aparecimento de mutantes de
Listeria monocytogenes resistentes a essa bacteriocina. Diversos autores (HARRIS et al,,
1991; MING & DAESCHEL, 1993; MARTINIS et al., 1997, MAZZOTTA et al., 1997;
SCHILLINGER et al.,1998, CRANDALL & MONTVILLE, 1998) tém demonstrado com
frequéncia a ocorrencia de mutantes desse patdogeno, resistentes a nisina, mesmo quando
foram utilizadas concentragdes de nisina tdo altas quanto 10* UI/ml (MARTINIS et al,
1997). De acordo com SCHILLINGER et al. (1998) e MAZZOTTA et al. (1997) mesmo
uma unica exposi¢do a nisina pode resultar em uma populagdo emergente, resistente a essa
bacteriocina. Portanto, € extremamente importante para o controle desse patogeno, a
utilizacdo de obstaculos adicionais, como foi demonstrado no presente trabalho. Dentre os
obstaculos utilizados encontram-se o bindmio temperatura/tempo aplicado no tratamento do
leite (64,4°C/ 2,3 segundos), nisina (26,4 Ul/ml de leite), refrigeracdo durante o
armazenamento (7°C) e concentragio de NaCl (0,6%) nos queijos processados. O pH final
obtido nos queijos, certamente funcionou como um outro obstaculo adicional. De acordo
com LOU & YOUSELF (1996) a teoria dos obstaculos estabelece que, a presenga de dois
ou mais fatores subletais (ou estresses) de preservagdo, aumentam a inibigio de
microrganismos aditivamente ou sinergéticamente. Essa estratégia de preservagdo, através
de varios obstaculos no controle de Listeria monocytogenes em alimentos, também foi
enfatizada nos trabalhos de LEISTNER (1994), CHAWLA et al. (1996), MURIANA
(1996), LOU & YOUSELF (1996), VILLANI et al. (1996), MARTINIS et al. (1997),
MAZZOTTA et al. (1997) e SCHILLINGER et al. (1998). Segundo MURIANA (1996), as
barreiras bioestaticas, simplesmente, inibem o crescimento dos microrganismos presentes
enquanto que, as bacteriocinas podem servir como barreiras bactericidas e ajudam a reduzir

os microrganismos susceptiveis em molhos para saladas refrigeradas.
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5. CONCLUSOES E SUGESTOES

A alta incidéncia (25%) de Listeria monocytogenes encontrada nas amostras de queijos
Minas frescal indicaram que, se esse alimento fosse ingerido, poderia ter sido um veiculo
de risco a saude publica. A fiscalizagdo sobre tais alimentos deve ser mais rigida, tanto
no produto final como, também, sobre as medidas de controle de Listeria
monocytogenes, para assegurar que o anexo II da portaria 451/97 publicada pelo Diario

Oficial da Unido seja cumprido.

A grande frequéncia de Listeria innocua (40%) nos queijos Minas frescal estudados,
poderia ser considerada como indicio de contaminag¢@o por outras espécies desse mesmo
género. A Listeria innocua quando detectada, deveria ser utilizada como microrganismo
indicador de contaminagdo pré e pos-processo do alimento considerando que, com
exce¢do de uma amostra de queijo, ela foi detectada nas demais amostras de queijos

contaminados por outras espécies de Listeria.

O agar LPM e o agar OXA, foram comparaveis quanto a sua eficiéncia no isolamento de
Listeria spp.; enquanto que o agar MOX, foi considerado mais eficiente, do que os
outros meios seletivos, utilizados no isolamento desse microrganismo. Os meios agar
LPM, OXA e MOX, apesar de serem seletivos para Listeria spp., possibilitaram o
crescimento de outros microrganismos, havendo necessidade da confirmagdo das

coldnias crescidas nesses meios de cultura.

A metodologia de isolamento de espécies de Listeria proposta por WARBURTON et al.
(1992), que inclue o duplo enriquecimento, deve ser adotada para alimentos que contém
baixo numero desse microrganismo e/ou que foram submetidos a algum tipo de

tratamento no seu processamento.
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Os meios de cultura TSA-YE e TSAP-YE foram equivalentes na recuperagao de células
de Listeria monocytogenes Scott A ndo injuriadas e injuriadas pelo calor (56°C/20
minutos). O meio MOX, apesar de ser comparavel aos demais na recuperagdo de células

ndo injuriadas, € mais seletivo para as células injuriadas.

O efeito da variavel temperatura, na determina¢do da resisténcia térmica de Listeria
monocytogenes Scott A, foi constatado em todos os tratamentos aplicados mas,
principalmente, & temperaturas mais baixas (52 e 55°C), que apresentaram valores D
muito altos, quando comparados aos valores encontrados em outras temperaturas

estudadas.

O bindmio tempo/temperatura selecionado (64,4°C/2,3 segundos) para o processamento
de leite, destinado a fabricagdo de queijos Minas frescal, foi eficiente para eliminar os
coliformes fecais inicialmente presentes no leite. Porém, esse tratamento ndo foi efetivo
para eliminar Staphylococcus aureus e coliformes totais. Também, ndo conseguiu
eliminar Listeria monocytogenes (10°UFC/ml), propositalmente adicionada ao leite, para
a fabricagdo dos queijos, causando apenas aproximadamente 2 redu¢des decimais. Em

21 dias de vida de prateleira a redugdo decimal foi ao redor de 3 ciclos logritmicos.

O tratamento termoquimico (64,4°C/2,3 segundos e 26,4UI de nisina/ml ) aplicado ao
leite utilizado para o processamento de queijos Minas frescal, foi efetivo durante os vinte
e um dias de vida de prateleira (7°C) desse produto, no controle de microrganismos
inicialmente presentes no leite, tais como Staphylococcus aureus, coliformes totais e
coliformes fecais. Esse tratamento, também foi eficiente para eliminar Listeria

monocytogenes Scott A ( 10° UFC/ml), intencionalmente inoculada no leite.

No processamento dos queijos Minas frescal, o controle de Listeria monocytogenes
Scott A e de outros microrganismos patogénicos presentes no leite foi conseguido

devido & agdo conjunta da nisina, em baixas concentragoes € de obstaculos adicionais,
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como temperatura aplicada e tempo curto de pasteurizagdo (64,4°C/2,3 segundos),
temperatura de refrigeracdo (7°C) durante o armazenamento e concentracdo de NaCl

(0,6%).

A relagdo entre o valor D, temperatura de pasteurizagio do leite e concentracio de
nisina adicionada ¢ um polinomio de segunda ordem, que pode predizer com exatiddo, o
decréscimo da resisténcia de Listeria monocytogenes Scott A, dentro do espago
experimetal testado. A diminuigdo na resisténcia desse patdgeno, foi obtida pelo efeito

aditivo de nisina e calor utilizados no leite, para o preparo do queijo Minas frescal.
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APENDICE 1

Dados de termorresisténcia de Listeria monocytogenes Scott A sob a¢io do calor e

tratamentos combinados calor-nisina.

Substrates Inéculo Pré- Nisina Valor D Valor Z Referéncias
UFC/ml  tratamento Ul/ml (seg.)
Meio 10° nenhum zero  Dsyc= 594.6 227
= TSH Dsgec= 1327
Dsge = 276 CASADEI] et
Depe= 91 al.(1998)
Dgsc= 4,0
2x10° nenhum 25 D= 402 MAISNIER-
Leite PATIN et al.(1995)
desnatado 2x10° nenhum 50 Dee= 333
Leite cru 1x10° nenhum 7610 P == 6,2
Ds73c= 330
Desc— 31 BRADSHAW et al.
D 4 (1991)
_ Dc= 2
Leite estéril 1x10° nenhum  zero Dsypc= 17048 7,0
Ds7gc= 290,2
Deiec— - 506 BRADSHAW et al.
D= 73 (1991)
i DT!,?"C =
Meio TSB- 48°C/10min. zero Dsgec= 5814
YE D;5,C= 1200 LINTON et al.
Deoc=  199,2 (1990)
Dgsgec= 32,4
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Continuacio:

Substratos Inéculo Pré- Nisina Valer D Valor Referéncias
UFC/ml  tratamento UL/ml (seg.) Z _
Meio TSB-  3x10°  48°C/lhora zero Dgyc= 984 FEDIO&
YE 3x10° nenhum = 2zer0 Dgee= 180 JACKSON(1989)*
Leite UHT 3x10°  48°C/lhora zero Dgec= 984 FEDIO &
3x10° nenhum  zero D= 264 JACKSON(1989)
Leite 10° nenhum zero D5§,2a0= 17115 6,5
desnatado Ds7gc = 2458
estéril Dise— 259 BRADSHAW et al.
Dasic= 12,0 (1987)
Deso:c = 4.4
Baipc= 1=
Leite integral 10° nenhum zero  Dsyzc= 14450 6,5 BRADSHAW et al.
estéril Ds7gc= 255,6 (1987)
Dgizc= 349
Dgs,1oc= 99
Dsg 1oc= 32
Dn,?'c= 2,0
Leite cru 10° nenhum zero  Dsypec= 1683,7 6,3
Dszerc= 289,6
e 190 BRADSHAW et al.
D= 73 (1985)
Dgg ooc= 3,0
Darc= 09
D7s4ec = 0,7
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