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Pesquisa de bactérias patogénicas em leite pasteurizado tipo C
comercializado na cidade do Recife, Pernambuco, Brasil

Investigation of pathogenic bacteria in pasteurized type C
milk sold in Recife City, Pernambuco, Brazil

Maria do Rosario de Fatima Padilha', Zelyta de Faro Fernandes', Tereza Cristina Arcanjo Leal?,
Nilma Cintra Leal? e Alzira Maria Paiva de Almeida?

Resumo Visando complementar as informagdes sobre a qualidade microbioldgica do leite comercializado na
cidade do Recife, foram analisadas 250 amostras de leite pasteurizado tipo C e 50 amostras de leite cru para
a pesquisa de Yersinia enterocolitica e Listeria monocytogenes, bactérias patogénicas capazes de se
desenvolverem em temperatura de refrigeracéo. Y. enterocolitica ndo foi encontrada em nenhuma das amostras
analisadas, entretanto foi detectada a presenca de Y.intermedia e Y. frederiksenii, espécies ambientais que se
comportam como patégenos oportunistas. L. monocytogenes também nao foi encontrada, mas, através da
metodologia empregada para seu isolamento foi obtido um isolamento de Salmonella Montevideo em uma
amostra de leite pasteurizado e outro em leite cru. Além dessas, varias outras bactérias foram encontradas,
supondo-se que a ampla microbiota crescida nos meios empregados pode ter interferido no isolamento da
Y. enterocolitica e L. monocytogenes.
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Abstract In order to improve information about the microbiological quality of the milk commercially available
in the city of Recife, 250 samples of pasteurized type-C milk and 50 samples of raw milk were analyzed for
Yersinia enterocolitica and Listeria monocytogenes and verify the possible occurrence of Yersinia enterocolitica
and Listeria monocytogenes. These bacteria can develop in refrigeration temperatures and are responsible for
food-born diseases. Neither Y. enterocolitica nor L. monocytogenes were found in the samples analyzed. However,
the presence of Y. intermedia and Y. frederiksenii was detected, these environmental species behave as
opportunist pathogens. Through the methodology used for Listeria isolation, one isolate of Salmonella Montevideo
was obtained from a sample of pasteurized milk and another isolated from one sample of raw milk. Besides
these, several other bacteria species were found. It is likely that the large microbiota present in the samples and
the procedures employed to destroy it could have hindered the isolation of Y. enterocolitica and L. monocytogenes.

Key-words: Milk. Yersinia. Listeria. Salmonella.

A higiene e o controle do leite e produtos lacteos
tém como objetivo basico assegurar a sua
inocuidade ao consumidor. A contaminagdo com
certos microrganismos e/ou suas toxinas, constituem
as causas mais freqiientes de problemas sanitarios,
além das perdas econb6micas.

Concernente a microbiota presente no leite,
Yersinia enterocolitica e Listeria monocytogenes tém
recebido especial atengdo nos ultimos anos, porque
causam doencas de origem alimentar®'® e tém a
capacidade de se desenvolver em temperatura de
refrigeracao, fator preocupante para a industria de alimentos.

Apesar dos registros sobre a ocorréncia de
Y. enterocolitica em leite e derivados no Sudeste do
Brasil”#2, na Regido Nordeste a literatura é bastante
escassa'® acerca de tao importante tema, apesar do
leite constituir um dos alimentos mais consumidos pelas
populagdes, em todas as faixas etéarias.

O presente estudo analisou a possivel ocorréncia de
Y. enterocolitica e L. monocytogenes, em amostras de
leite pasteurizado tipo C, comercializado no Estado de
Pernambuco, proveniente de usinas de beneficiamento
que, segundo Padilha & Fernandes'® apresentavam
condi¢des fora dos padrdes do Ministério da Saude.
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MATERIAL E METODOS

Amostragem. Foram coletadas 250 amostras
provenientes de cinco diferentes marcas de leite pasteurizado
tipo C e 50 de leite cru no periodo entre setembro de 1994 a
junho de 1995. As coletas foram realizadas semanalmente,
sendo o leite pasteurizado tipo C (1 litro) adquirido
aleatoriamente, em estabelecimentos varejistas da
cidade do Recife (supermercados, padarias e
mercearias) proveniente de usinas de tratamento
abastecidas pelo leite da bacia leiteira da Regiao
Agreste de Pernambuco. O leite cru usado como
controle, foi adquirido em trés vacarias da Regiao
Metropolitana do Recife, acondicionado em vidros
esterilizados de 1 litro. As amostras coletadas foram
imediatamente transportadas em caixas isotérmicas
com gelo para o Laboratério de Experimentacédo e
Andlise de Alimentos (LEAAL) do Departamento de
Nutricdo da Universidade Federal de Pernambuco.

Pesquisa de Yersinia enterocolitica. Aliquotas de
25ml de cada amostra eram homogeneizadas em
225ml de solugédo tampao fosfato (PBS) pH 7,6 e
incubadas a 4°C por 21 dias. Em seguida, apds
agitacao por 15min, uma al¢a do sobrenadante era
plaqueada no Agar Cefsulodin-lrgasan-Novobiocina
(CIN)'®, efetuando-se nova incubagéo a 25°C por 24
a 48h. Coldnias com morfologia caracteristica eram
repicadas em Agar Casoy e incubadas a 25°C por
48h, incluindo-se a seguinte triagem preliminar: teste
da motilidade e as reagbes nos meios Agar Triplice
Acucar Ferro (TSI), Agar Uréia e Agar Citrato de
Simmons. A identificagdo foi complementada pelo
sistema API 20E, usando como controle uma cepa
de referéncia Y. enterocolitica (AM 151).

Pesquisa de Listeria monocytogenes. Homogeneizou-
se 25ml de cada amostra em 225ml de caldo de
enriqguecimento seletivo para Listeria-Oxford (Difco) que
foi incubado a 30°C. Apds 24h, 48h e 7 dias, aliquotas
em duplicata de 0,1ml foram transferidas para placas de
agar seletivo para Listeria-Oxford (Difco) e incubadas
a 37°C por 24 e 48h. Col6nias com morfologia
caracteristica eram repicadas em agar TSYEA (caldo
casoy + 9% extrato de levedura), incubadas a 37°C por
24h e entdo submetidas aos testes bioquimicos para
identificagcdo. Como controle foram usadas as cepas
L. monocytogenes F45555-4b, L. ivanovii E4081,
L. innocua 12624, L. welshimeri 11633 e L. seeligeri
9529, obtidas por cortesia do Dr. Ernesto Hofer do
Departamento de Bacteriologia do IOC/FIOCRUZ.

Antibiograma. A susceptibilidade aos antimicrobianos
foi avaliada pelo método de difusdo de discos!

utilizando-se o Agar Mueller-Hilton e discos (Biolab,
CECON) impregnados com &cido nalidixico (30mcg),
ampicilina (10mcg), carbenicilina (100mcg),
cefalotina (30mcg), cefoxitina (30mcg), ceftazidime
(30mcg), clindamicina (2mcg), cloranfenicol
(30mcg), gentamicina (100mcg), kanamicina
(830mcg), imipenem (10mcg), lincomicina (2mcg),
rifampicina (5mcg), sulfazotrin (25mcg) e tetraciclina
(30mcg). Para controle foi utilizada a cepa de
referéncia Escherichia coli ATCC 25922.

Técnicas moleculares. Para verificar a presenca
de plasmideos em isolados de yersinia e
salmonela, o DNA plasmidial das amostras foi
extraido pela técnica de Birnboim & Doly* usando
como controle uma cepa de Y. enterocolitica O:3,
biotipo 4, fagotipo VIIl e a cepa Yersinia pestis EV76.
Como referéncia de peso molecular foram usados
os plasmidios da cepa Escherichia coli 39R861
(NCTCC-PHL). O DNA gendmico foi extraido segundo
Maniatis et al'®> e quantificado por comparagdo com
quantidade conhecida de DNA do fago | clivado pela
enzima Hind lll, em eletroforese em gel de agarose a 1%.

Os isolados de salmonelas foram analisados por
RAPD-PCR seguindo a metodologia descrita por Leal
et al'*. Foram realizados ensaios preliminares com
16 iniciadores (primers) construidos para diversos fins
e o DNA de um isolado de Salmonella Montevideo
para selecao dos primers capazes de gerar bandas
nitidas e reprodutiveis. As amplificacdes foram
realizadas em um termociclador (Perkin Elmer)
programado para 30 ciclos compostos de 1min a
94°C, 1min a 36°C e 2min a 72°C, terminando por
7min a 72°C. As reagdes foram preparadas em um
volume final de 25pl por tubo, contendo 20ng do DNA
purificado, 1U da enzima TaqgDNA polimerase
(CENBIOT/RS), 10mM de Tris-HCI, 3mM de MgCl,,
50mM de KCI, 200pM de cada desoxirribonucleotideo
(Pharmacia) e 20pmol de cada iniciador. Os produtos
das amplificagdes foram submetidos a eletroforese
em gel de agarose 1,5%, em tampao Tris-borato e
voltagem constante de 100V, seguido de coloragao
com brometo de etidio, visualizados em UV e
fotografados por Polaroide. A reprodutibilidade dos
resultados das amplificagdes foi avaliada pela
repeticdo das reagdes de PCR no minimo trés vezes.
Em cada partida de amplificagcao foi incluido
um controle negativo que consistia de um tubo
contendo todos os componentes da mistura de
reacdo, exceto o DNA.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Diversos fatores como a deficiéncia no controle
sanitario do rebanho leiteiro, a falta de higiene na
obtencgéao do produto, a auséncia de uma infra-estrutura
adequada de transporte até os locais de processamento
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e a precariedade dos sistemas de refrigeracao,
contribuem para a ma qualidade microbiolégica do leite.

A presencga de Yersinia enterocolitica nao foi
detectada em nenhuma das amostras de leite
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analisadas. Leal et al'® também n&o detectaram a
presenca dessa bactéria em alimentos e
reservatdorios animais na regido, embora a
identificacdo de Y. enterocolitica, nos laboratérios
de analises locais seja muito rara, com eventuais
registros® 2 mas sem a conotacéo de uma fonte de
infeccado e via de transmissao. A partir de duas
amostras de leite cru, foram obtidos um isolado de
Y. intermedia e um de Y. frederiksenii. Estas espécies
s&o encontradas no ambiente e se comportam como
patégenos oportunistas, eventualmente
produtoras de enterotoxina estavel ao calor'’.

Salienta-se que na pesquisa de Y. enterocolitica,
recorrendo-se ao meio seletivo-indicador — CIN'®,
predominou o isolamento de contaminantes
representados por Klebsiella sp, Enterobacter sp,
Citrobacter sp, Erwinia sp, Serratia sp, Pseudomonas
sp e Aeromonas hydrophila além das duas espécies
de Yersinia: Y. intermedia e Y. frederiksenii. Por
sinal, outros autores” '" observaram o mesmo fato,
isto é, a discreta seletividade do meio CIN, como
resultado provavel da competicdo microbiana
interferindo no isolamento de Y. enterocolitica®.

L. monocytogenes nao foi detectada em nenhuma das
amostras de leite cru ou pasteurizado com a metodologia
adotada. Entretanto, as analises microbiolégicas
evidenciaram a presenca de outros microrganismos gram-
positivos e gram-negativos dos géneros Enterobacter,
Citrobacter, Erwinia, Klebsiella, Serratia, Pseudomonas,
Aeromonas e Bacillus. Segundo Breer & Schopfer® e Farber®,
como normalmente L. monocytogenes, se encontra nos
alimentos em baixas concentragGes, seu crescimento pode
ser sobrepujado pelos contaminantes. Além da presenca da
ampla microbiota detectada nas amostras, os processos
fisicos e quimicos empregados para destrui-la'®, podem ter
comprometido o isolamento da L. monocytogenes.

Surpreendentemente, com a metodologia empregada
para a pesquisa de L. monocytogenes, foi encontrado
Salmonella Montevideo em uma amostra de leite cru
proveniente de vacaria e outra de leite pasteurizado. Segundo
Bailey et al®alguns meios de enriquecimento utilizados na
recuperacao de Listeria em alimentos ndao contém
suficiente tampao para prevenir uma rapida queda do
pH, favorecendo o isolamento de outros organismos e
dificultando a recuperagao da Listeria. Além disso Bailey
& Cox? nao observaram inibicdo de Salmonella pela
competicdo com Listeriaem um meio de enriquecimento
para Listeria e Salmonella, mas com redugao do
crescimento de Listeria em torno de 3 logaritmos em
presenca da Salmonella. Estas observagbes poderiam
explicar a presenca de Salmonellanum meio especifico
para recuperar Listeria, cuja formulagdo consta de
inibidores para microrganismos gram-negativos.

A presenca de Salmonella no leite pasteurizado é
preocupante, uma vez que este microrganismo figura
como uma importante causa de toxinfecgao alimentar.
Vale salientar que a mesma amostra foi também
avaliada para pesquisa de Salmonella, segundo a
técnica preconizada pelo Ministério da Agricultura'®,
tendo apresentado resultado negativo'®.

A analise do conteldo plasmidial das amostras
de Y. intermedia e Y. frederiksenii e dos dois
isolados de S. Montevideo nao evidenciou a
presenca de plasmidios.

Quanto a susceptibilidade, aos antimicrobianos, a amostra
de Y intermedia isolada apresentou resisténcia a cefalotina,
clindamicina, lincomicina, ampicilina, carbenicilina e
kanamicina, enquanto a Y. frederikseniifoi resistente apenas
a cefalotina, clindamicina e lincomicina. Quanto aos
isolados de S. Montevideo, foi grande a sensibilidade
apresentada, uma foi resistente apenas a kanamicina e a
outra ao sulfazotrim (Tabela 1).

Tabela 1 — Susceptibilidade dos isolados de Yersinia intermedia, Yersinia frederiksenii e Salmonella Montevideo originados das amostras

de leite cru ou pasteurizado aos agentes antimicrobianos.

Antimicrobianos Yersinia Salmonella Montevideo
intermedia frederiksenii isolado 1 isolado 2

Acido nalidixico S S S S
Ampicilina R S S S
Carbenicilina R S S S
Cefalotina R R Na Na
Cefoxitina Na Na S S
Clindamicina R R Na Na
Ceftazidime Na Na S S
Cloranfenicol S S S S
Gentamicina | S Na Na
Imipenem Na Na S S
Kanamicina R S R S
Lincomicina R R Na Na
Rifampicina Na Na R R
Sulfazotrim Na Na S R
Tetraciclina S S R R

S = sensivel R = resistente | = intermediario

Na = néo avaliado
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Os diferentes perfis de susceptibilidade aos
antimicrobianos dos dois isolados de S. Montevideo sugerem
que as duas amostras diferem entre si. Entretanto, através
da analise por RAPD-PCR com os dois primers selecionados
(785:5-CCGCAGCCAA-3 e 797: - 5’AGCGTCACTG-3") as
duas amostras apresentaram o mesmo padrao caracterizado
pela amplificacdo de igual nimero de bandas, especifico
com cada um dos primers. A amplificagdo com o primer 785
gerou 7 bandas bem definidas e reprodutiveis de 600 a 2400
pares de base (pb) e com o primer 797 foram amplificadas 3
bandas de 600 a 1600pb (Figura 1).

Embora nao tenham sido detectadas Y. enterocolitica
nem L. monocytogenes com a metodologia dirigida ao

isolamento dessas espécies, outras bactérias foram
encontradas, inclusive Salmonella. Esses achados se
revestem de grande importancia considerando que
estas bactérias nao foram inibidas mesmo com a
utilizacéo de processos de superaquecimento (61,2% das
amostras) e adicao de perdxido de hidrogénio (7,2% das
amotras), usados com fins bactericidas e evidenciados por
Padilha & Fernandes’@.

Destaca-se que esses procedimentos sao
proibidos no Brasil, considerados como adulteracao
do produto e mesmo assim nao foram suficientemente
eficazes para destruir a flora microbiana das
amostras.

Figura 1 - Amplificagdes ieradas por RAPD-PCR em DNA de
o

Salmonella ntevideo.

(primer 79

inhas 1: isolado 1 g)rimer 785); 2:
isolado 2 g)rimer 785); 3: isolado 1 (primer 7!
), 5: controle negativo; 6: 100pb DNA ladder.

7); 4: isolado 2
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