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Ocorréncia de bactérias do género Listeria em leite cru
e pasteurizado em Goiania, Goias’

Occurrence of bacteria of the genus Listeria in raw milk and pasteurized
milk in Goiania, Goias

Antonio Nonato de Oliveira,” Albenones José de Mesquita,” lolanda Aparecida Nunes,”
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Resumo

Objetivando conhecer a ocorréncia de Listeria spp. em leites cru e pasteurizado tipo “C”, bem como avaliar a eficiéncia de
dois caldos de enriquecimento e de dois meios sdlidos seletivos utilizados no isolamento e identificagdo deste género
bacteriano, foram colhidas 100 amostras, sendo 50 de cada tipo de produto. A metodologia adotada foi semelhante a
proposta por McClain e Lee (1988). Observou-se positividade de 8% para listerias (4/50) nas amostras de leite cru,
enquanto que no leite pasteurizado o microrganismo nao foi detectado. A espécie L. monocytogenes nao foi isolada.
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Introducao

As bactérias do género Listeria, particularmente L.
monocytogenes, representam hoje um grande dilema para
as industrias de alimentos, principalmente para aquelas
que fabricam produtos lacteos, uma vez que 0s mesmos
tém sido comprovadamente relacionados a surtos de
listeriose de origem alimentar causados por esta bactéria.

Os alimentos, especialmente os de origem animal, den-
tre eles o leite e seus derivados, exercem importante
papel na transmissao indireta da listeriose humana, re-
presentando um grande perigo (Goret e Oudar, 1965).

Rodriguez et al. (1985) examinaram 95 amostras de leite cru
destinado ao consumo humano, provenientes de uma indus-
tria leiteira em Madri, Espanha, em um periodo de 16 meses;
encontraram um percentual de positividade de 89,5% para L.
grayi, 45,3% para L. monocytogenes, 15,8% paraLl. innocua,
3,1% para L. welshimerie 1,05% para L. ivanovii. L. murrayie
L. denitrificans nao foram detectadas.

Lovett et al. (1987) estudaram a ocorréncia de Listeria
spp. em 650 amostras de leite cru procedente de trés
estados dos EUA, no periodo de outubro de 1984 a agos-
to de 1985, obtendo 4,2% de contaminagéo por L.
monocytogenes e 7,7% por L. innocua, enquanto que L.
ivanovii, L. welshimerie L. seeligeriocorreram em menos
de 1% das amostras analisadas.

Stone (1987), objetivando o isolamento de Listeria spp.
em 71 amostras de leite cru proveniente de um laticinio

da Nova Zelandia, verificou indices de 14% e 1,4% para
L. innocua e L. welshimeri, respectivamente. L.
monocytogenes nao foi detectada nestas amostras.

Em Ontario, Canada, Farber et al. (1988) examinaram
445 amostras de leite cru, oriundo de tanques de
armazenamento, visando a isolar Listeria spp. A ocor-
réncia foi de 12,4%, sendo L. innocua a espécie mais
freqliente, revelando uma positividade de 9,7%, seguida
pela L. monocytogenes e L. welshimeri, com 1,3%. As
demais espécies do género nao foram isoladas.

Liewen e Plautz (1988), em Nebraska, EUA, analisaram
200 amostras de leite cru, detectando freqtiéncia de 9%
para o género Listeria, dos quais 5% pertenciam a L.
monocytogenes e 4% a L. innocua.

Durante um periodo de um ano, Slade et al. (1988) exa-
minaram 315 amostras de leite cru, em Ontario, Canad4,
com vistas ao isolamento de Listeria spp. Os autores
verificaram que 11,4% do produto analisado encontra-
vam-se contaminados por bactérias deste género, no
entanto, ndo observaram influéncias das esta¢des do ano
sobre a presenga do microrganismo no leite cru.

Na Escdcia, Fenlon e Wilson (1989) investigaram a ocor-
réncia de L. monocytogenes em 180 amostras de. leite
cru de latdes. A presenca da bactéria oscilou de 3,8%,
no verao, a 1%, no outono.

No Brasil, Destro (1990), analisando 20 amostras de lei-

te cru e 20 de leite pasteurizado, detectou positividade de
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10% para Listeria spp. no leite cru e a sua auséncia no
produto pasteurizado.

Apesar do consideravel registro de sua presenca em leite

e derivados, a frequéncia das bactérias do género Listeria

ainda nao é de todo conhecida, sendo necessarios maio-
res estudos para complementagao destes dados. Consi-
derando-se a relevancia do assunto, o presente trabatho
tem como objetivos determinar a ocorréncia de bactérias
deste género em leites cru e pasteurizado tipo “C”, verifi-
car a necessidade do emprego de enriquecimento em
duplos estagios e avaliar a eficiéncia dos meios solidos
seletivos empregados na metodologia de isolamento.

Material e métodos

Foram colhidas na plataforma de recepgdo de uma indus-
tria de laticinios e no comércio varejista de Goiania, GO,
50 amostras de leite cru e 50 de leite pasteurizado tipo
“C”. ApoOs a colheita, as amostras foram acondicionadas
em caixas isotérmicas contendo gelo e transportadas ao
Laboratério de Controle de Qualidade de Alimentos da
Escola de Veterinaria da Universidade Federal de Goias,
sendo processadas logo apds a sua chegada.

Para o isolamento dos microrganismos, empregou-se
metodologia semelhante a proposta por McClain e Lee
(1989), ligeiramente modificada. '

Nos estagios de enriguecimento primario de secundario -

foram empregados os caldos “University of Vermount”
(UVM,) (Donnely e Baigent, 1986 ; Fraser e Sperber, 1988).

Para o plagueamento seletivo foram utilizados os agares
LPM (cloreto de litio-feniletanol-moxalactam) (Lee e
McClain, 1986) e MOX (adgar moxalactam) (McClain e Lee,
1989), sendo este Ultimo uma modificagédo do dgar Oxford,
de Curtis (1989).

As alteracdes foram conduzidas no periodo de incubagéo
das fases de enriquecimento primario e secundério e
plaqueamento seletivo, que passaram de 24 para 48 horas.

As colbnias isoladas e suspeitas de pertencerem ao gé-
nero Listeria foram purificadas em &agar soja-trypticase
suplementado com extrato de levedura (TSA/YE) e, em
seguida, submetidas a confirmagao bioquimica, confor-
me as recomendacdes de Lovett (1988). Aquelas que
apresentaram perfil bioquimico compativel com as espé-
cies do género foram encaminhadas ao Departamento
de Bacteriologia da Fiocruz, Rio de Janeiro, RJ, para
tipificacdo soroldgica.

Resultados e discussao

A ocorréncia de Listeria spp. e a distribuicdo das amos-
tras positivas de leites cru e pasteurizado tipo “C” en-
contram-se ilustradas na Tabela 1.

Observou-se que a positividade para Listeria spp., no con-
junto das amostras analisadas, foi de 4% (4/100). As amos-
tras de leite cru apresentaram niveis de contaminagao
por Listeria spp. de 8% (4/50), enquanto se constatou a
sua auséncia no produto pasteurizado. L. innocua sorovar
6a foi identificada em todas as amostras positivas obtidas
(100%), nao tendo sido verificada a presenca de L.
monocytogenes ou outras espécies.

Em relagédo ao leite cru, os resultados obtidos para o
género Listeriaassemelharam-se aos descritos por Lovett
et al. (1987), os quais encontraram 7,7% de amostras
positivas para L. innocua, Farber et al. (1988) observaram
uma positividade de 9,7% para a espécie, enquanto, Liewen
e Plautz (1988) verificaram 4% de amostras positivas tam-
bém para L. innocua.

No que se refere ao leite pasteurizado, nao se obteve
o isolamento de Listeria sp., €m conformidade com os
dados de Destro (1990). Tais resultados corroboram a
posicdo dos pesquisadores de listeriose de origem ali-
mentar da Organiza¢do Mundial de Saude (WHO, 1988),
que consideram a pasteurizagdo um tratamento eficien-
te para a reducdo do nivel de listerias no leite.

Tabela 1: Freqléncia de Listeria spp. em amostras de
leites cru e pasteurizado tipo “C” em Goiénia , GO.

Espécie/Sorovar.

Produto Total” L.innocua 6a (%)
Leite cru 4/50 8,00

Leite pasteurizado tipo "C" 0/50

Total 4/100 4,00

* NUmero de amostras positivas sobre o total de amostras analisadas.

A distribuicdo das amostras positivas para Listeria spp.
em leites cru e pasteurizado tipo “C”, segundo os caldos
de enriquecimento e os agares seletivos empregados
encontra-se na Tabela 2.

Nota-se que, através do enriquecimento primario (caldo
UVM,), foi possivel obter duas das quatro amostras po-
sitivas detectadas no presente trabalho, tendo sido veri-
ficado resultado idéntico quando do uso do enriqueci-
mento primario e secundario.

Embora as amostras identificadas por cada caldo njo te-
nham sido as mesmas, pode-se constatar que os dois.pro-
cedimentos de enriquecimento forneceram resultados
numericamente correspondentes, apesar de o pequeno
numero de amostras positivas obtidas no presente traba-
Iho ter impossibilitado a realizag&o de tratamento estatis-
tico destes dados e, conseqlentemente, inviabilizado a
comparacao da eficiéncia dos meios de enriquecimento.
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Tabela 2: Distribuicio das amostras positivas para Listeria
spp. em leites cru e pasteurizado tipo “C”, segundo os cal-
dos de enriquecimento e os &gares utilizados.

Produto Caldo UVM: Caldo Fraser ~ AgarLPM  AgarMOX
Leite cru 2/4* 2/4 2/4 2/4
Leite pasteurizado 0/0 (000] 0/0 0/0

* Numero de amostras positivas no meio sobre o n® total de amostras
positivas.

Resultados similares foram relatados por Garcia (1992)
e Serafini (1992), em agua e produtos carneos, respecti-
vamente. Por outro lado, Mesquita (1991) obteve desem-
penho superior, estatisticamente significativo, do enrique-
cimento secundario para o isolamento de Listeria a partir
de carne bovina moida, ressaltando-se, porém, que o
autor adotou caldos de formulagbes diferentes da em-
pregada no presente trabalho.

A Tabela 2 evidencia, ainda, os dados relativos as amos-
tras positivas para Listeria spp. segundo os agares sele-
, tivos utilizados (agares LPM e MOX), podendo se cons-
tatar que o niumero de amostras positivas obtidas com o
seu uso foi exatamente o0 mesmo.

De forma semelhante ao destacado anteriormente para
os resultados referentes aos caldos, foram identificadas
amostras diferentes a partir de cada agar, o que enfatiza
a necessidade da utilizagdo dos dois agares em associ-
acdo para que se identificasse o total das amostras po-
sitivas obtidas neste trabalho. Por outro lado, o
plagueamento, apds o enriqguecimento primario, mostrou-
se relevante para a detecgdo de Listeria de todas as
amostras positivas, conforme pode ser observado na
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Tabela 2. Novamente, a eficiéncia dos agares nao péde
ser estabelecida em virtude do pequeno nimero de amos-
tras positivas.

A literatura nao registra-trabalhos em que os mesmos
agares tenham sido utilizados para o isolamento de
Listeria a partir de leite. Por outro lado, os resultados
aqui relatados encontram respaldo nos trabalhos de
Mesquita (1991) e Garcia (1992), embora estes autores
tenham utilizado os agares LPM, LSAB-CAN e Oxford.
Cabe ressaltar que, de forma semelhante ao dgar LSAB-
CAN, o agar MOX se constitui numa modificagéo no su-
plemento do agar Oxford.

Conclusoes

De acordo com as condigdes de realizagao deste traba-
Iho e tendo em vista os resultados obtidos, parece opor-
tuno concluir que:

a) as amostras de leite cru analisadas apresentaram baixa
freqliéncia de bactérias do género Listeria, tendo sido
isolada apenas L. innocua sorovar 6a, enquanto que o
leite pasteurizado tipo “C” mostrou-se isento de conta-
minagéo pelo referido género;

b) a utilizagcdo do enriquecimento em duplo estagio, com
plagueamento nos dois agares, apos a incubagao de
cada um dos caldos, mostrou-se necessaria para a ob-
tencdo de todas as amostras positivas detectadas no
trabalho; ’

c) a eficiéncia dos enriquecimentos primario e secunda-
rio, bem como dos agares seletivos empregados néo
pbéde ser avaliada, em virtude do reduzido nuamero de
amostras positivas.

In attempt to verify the occurence of Listeria spp. in raw and type “C” pasteurized milk and evaluate the efficacy of two
selective enrichment broths and agars used to isolate and identify bacteria from this genus, 100 samples were analyzed, 50
of each type of product. The methodology used followed that proposed by McClain & Lee (1988), with some moifications. It
had been detected a positivity rate of 8% for listerias (4/50) from raw milk samples, but from pasteurized milk no Listeria

was detected. :

Keywords: Listeria; milk; raw; pasteurized.
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