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Resumo

O presente estudo objetivou avaliar a presenca de Listeria spp. em alimentos,
gerando informacdes que auxiliem no controle da bactéria e assegurem a
comercializacdo de alimentos com qualidade higiénico-sanitaria. O estudo foi
realizado no Centro de Pesquisa em Alimentos da Escola de Veterinaria da
Universidade Federal de Goids, no periodo de 18 de setembro de 2006 a 02 de
outubro de 2006. O conhecimento que hoje se tem das caracteristicas dos
microrganismos e dos métodos ou processos de controle microbiano permite-

se rigorosamente produzir alimentos com grande qualidade microbioldgica e,



portanto seguros do ponto de vista sanitario para os consumidores.
Recomenda-se como medidas de controle a coccdo adequada e boas praticas
de higiene durante o processamento do alimento e prevencao da contaminagao
cruzada.
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Biochemical tests for identification of Listeria innocua in foods:

bibliographical revision

Abstract

The present study objectified evaluated the presence of Listeria spp. in foods,
generating information that assist in the control of the bacterium and assure
the food commercialization with hygienical-sanitary quality. The study were
carried through in the Centro de Pesquisa em Alimentos of Escola de
Veterinaria of the Universidade Federal de Goids, in the period of 18 of
September of 2006 the 02 of October of 2006. The knowledge that today if has
of the characteristics of the microrganisms and the methods or processes of
microbial control is rigorously allowed to produce foods with great
microbiological quality, therefore safe of the sanitary point of view for the
consumers. One sends regards as measured of control the adequate firing and
good practical of hygiene during the processing of the food and prevention of
the crossed contamination.

Keywords: listeriosis; biochemical test; alimentary security.

1 INTRODUCAO

Durante o processo de producao, elaboragdao, transporte,
armazenamento e distribuicdo, qualquer alimento esta sujeito a contaminacao
por substancias toxicas ou por bactérias patogénicas, virus e parasitos. O leite,

devido a sua riqueza nutritiva, constitui um excelente meio de cultura para o



desenvolvimento de diversos microrganismos, sendo veiculo de transmissdo de
importantes zoonoses para o homem (FRAZIER, 1993).

Conforme FONTOURA (2006), varios surtos de larga escala causados por
Listeria foram constatados no periodo entre 1980 e 1990, todos em
conseqléncia da transmissao por alimentos. Os surtos diminuiram gracas as
precaucoes sanitarias e higiénicas instituidas nas industrias alimenticias com o
objetivo de prevenir a contaminagcdao nos processos de producao e
armazenamento.

Uma grande quantidade de Listeria em alimentos podera levar ao
aparecimento de uma doenca grave. As bactérias poderao contaminar os
alimentos através das mados ou dos utensilios de cozinha. Alguns tipos de
infeccdo poderdo passar para outras pessoas. Assim sendo, € importante que
uma pessoa com uma intoxicagao alimentar lave as suas maos com cuidado e
dedique especial atencao a higiene pessoal.

A bactéria atinge principalmente pessoas com o sistema imunoldgico
comprometido ou ainda em desenvolvimento, como recém-nascidos, idosos,
pessoas com cancer, diabetes ou doencas crénico-degenerativas, portadores
do virus da AIDS e principalmente gestantes (FONTOURA, 2006). Pode resistir
ao calor, aos sais e aos nitratos, muito mais do que outros microrganismos.
Porém, como as demais bactérias, a adequada coccdo e a pasteurizagdo a
destroem completamente.

A seguir alguns relatos de ocorréncia de Listeria spp. em alimentos:

A L. monocytogenes em salames pode ser decorréncia da presenga deste
patdgeno na matéria prima e sobrevivéncia ao processo tecnoldgico
(CAMPANINNI et al. 1993) ou devido a contaminagdo cruzada durante o
processo de fatiamento. UYTTENDAELE et al. 1999) observaram, na Bélgica,
gue a incidéncia de L. monocytogenes em produtos carneos aumentava de
1,56% no produto integro para 6,65% no produto fatiado.

A Listeria spp. foi detectada em 9% e 15% das amostras de queijos
coalho e manteiga, respectivamente, quando foi utilizado o teste ELISA, mas a

presenca de L. monocytogenes nao foi confirmada pelo método convencional.



SOUSA (2002) também, observou Listeria spp. em 17,1% das amostras de
gueijo de coalho artesanal comercializados em Fortaleza-CE, com incidéncia de
1,4% de L. monocytogenes. Por outro lado, SILVA, HOFER & TIBANA (1998)
constataram alta incidéncia (41,17 %) de L. monocytogenes em queijo Minas
Frescal artesanal.

CATAO E CEBALLOS (2001) observaram grande diversidade de espécies
de Listeria em amostras de leite, com predominancia de L. monocytogenes,
seguida por L. innocua, e em menores porcentagens, L. ivanovii e L. grayi.
Estas amostras também apresentaram elevados niveis de contaminagao fecal.
A positividade para Listeria spp., nhas amostras de leite pasteurizado,
demonstraram que a pasteurizacdao nao foi suficiente para eliminacao da
Listeria ou que a contaminacgdo ocorreu pds-processamento.

Cinquenta por cento das amostras de blanquet de peru fatiadas e 60%
das amostras de presunto de peru ndo se enquadraram na legislagao vigente,
e foram classificadas como potencialmente capazes de causarem enfermidades
transmitidas por alimentos, além de consideradas improéprias para consumo
pela presenca da Listeria monocytogenes (ARAUJO et al., 2002).

A L. monocytogenes é patogénica para o homem e diversos animais, e
sua ampla distribuicdo ambiental, igual as outras espécies, é favorecida pela
sua capacidade de se desenvolver entre 0°C e 44°C e, embora sua faixa 6tima
seja entre 30°C e 37°C, pode sobreviver em alimentos congelados. Tolera pH
extremos de 5 e 9, baixa atividade da dgua e concentragdes de NaCl de 10% e
até superiores. Este conjunto de caracteristicas faz com que a Listeria spp. e L.
monocytogenes, em especial, sejam um patégeno emergente de grande
interesse na area de alimentos e explica o destaque que estes microrganismos
vém ocupando nos ultimos anos no controle de qualidade na indulstria de
alimentos, visto as dificuldades de sua eliminagao, assim como, a possibilidade
de causar uma doencga grave no consumidor (LANDGRAF 1997; NOJIMOTO et
al. 1994).

Listeria spp. € um cocobacilo Gram-positivo, nao-esporulado, nao-

produtor de Aacidos, aerdbio e anaerdbio facultativo, de ampla distribuicao



ambiental, tendo sido isolado de aguas superficiais, de esgotos domésticos,
aguas residudrias de industrias de laticinios e de abatedouros, de solos, de
insetos, de adubo organico e em fezes de animais e inclusive de humanos
(KONEMAN et al. 1997). Mediante o exposto torna-se importante avaliar a
presenca de Listeria spp. em alimentos, gerando informagdes que auxiliem no
controle da bactéria e assegurem a comercializacdo de alimentos com

qualidade higiénico-sanitaria.

2 MATERIAL E METODOS

O estudo foi conduzido no Centro de Pesquisa em Alimentos da Escola de
Veterinaria da Universidade Federal de Goias, no periodo de 18 de setembro de
2006 a 02 de outubro de 2006.

3.1 Material

O cultivo bacteriano foi recebido em frasco de vidro transparente
contendo a bactéria isolada em cultivo BHI. O cultivo inicialmente foi colhido e
semeado em caldo BHI. Em seguida, foram incubados por 24 horas a 35°C.
Apds esse periodo as culturas do caldo BHI foram semeadas em agar sangue,
para avaliacdo da hemdlise e provas bioguimicas.

Colbnias isoladas de cada placa de agar TSA-sangue foram escolhidas
para uso nos testes de identificacdao. Porgdes de tamanho semelhante foram
inoculadas em cada tubo da série bioquimica proposta, sempre com especial
atencdo na esterilizacdo da agulha bacterioldgica utilizada antes da inoculagao
do proximo tubo para ndo haver carreamento de substratos de um tubo para
outro. Os tubos foram entdo incubados por 24 horas a 35°C antes da leitura e
interpretacao dos resultados. Os testes foram produzidos em tubo estéril com
tampa de polipropileno. As provas envolvendo aminoacidos foram cobertas

com 500uL de éleo mineral estéril antes da incubacao.



3.2 Métodos

A seguir sao descritas as técnicas empregadas para identificacdo do

cultivo.
3.2.1 Gram

Uma vez que a coloracao de Gram nao é uma técnica infalivel, pode-se
fazer o teste do hidroxido de potdssio. Em um lémina de microscopia
adicionou-se duas gotas de solucao de KOH (hidréxido de potdssio) a 3%. Com
o auxilio de uma algca de semeadura coletou-se uma colonia isolada da bactéria
a ser testada e procedeu-se a mistura com a solucdo de KOH na lamina por 30
segundos. Durante a mistura a alga de semeadura foi erguida cerca de 1 a 2
cm da superficie da lamina observando-se ocorreu a formacao de fios de
material viscoso pendentes (MORETTI, 2006).

3.2.2 Catalase

Foi depositada uma gota da solucdo de perdéxido de hidrogénio em
lamina microscépica em seguida com o uso da alca de platina coletou-se parte
do cultivo e inoculou-se na solugao para observar a formagao ou nao de bolhas
(HOLMBERG, 1973).

3.2.3 Agar sangue

As colonias foram semeadas com o auxilio de alca de platina, seguindo a
técnica padrao de semeadura e incubadas a 35°C (HARMON et al., 1990).



3.2.4 Contraste de fases

Foi colocada uma gota da suspensao de microrganismos em solucao
fisioldgica (NaCl 0,85% p/v) com uma pipeta de Pasteur, e logo apds cobriu-se
com uma laminula, em seguida utilizou-se o mesmo procedimento para
microscopia de campo claro, usando o diafragma anular com a objetiva
correspondente (BRYCE & POELMA, 1995).

3.2.5 Oxidase

O teste de oxidase foi realizado utilizando-se fitas de oxidase conforme o
meétodo descrito por CEFAR (2005).

3.2.6 Esculina

Foi preparado o meio (Peptona-10g; Esculina-1g; Citrato férrico-0,5g;
agar-12g; agua destilada-g.s.p. 1000mL), em seguida nos tubos inclinados foi
semeada a cultura bacteriana conforme técnica usual, a leitura foi realizada
com 3 - 4 dias (LELLIOTT & STEAD, 1987).
3.2.7 Glicose, Lactose, Sacarose, Maltose e Gelatina

As colbonias foram submetidas a fermentacdao da glicose, lactose,
sacarose, maltose e hidrélise da gelatina, por meio da inoculagao com alga de
platina (QUINN et al., 1994).

3.2.8 Raminose, Manitol, Xilose

As colOnias obtidas na placa foram incubadas a 35°C de acordo com BIER

(1980) observando-se raminose, manitol e xilose.



3.2.9 Uréia

A prova consistiu em transferir uma porcao do crescimento bacteriano
com auxilio de alca de platina para o meio contendo uréia, pH neutro e um
indicador de pH, o vermelho fenol (QUINN et al., 1994).

3.2.10 Provas do indol, vermelho de metila e Voges-Proskauer

As provas do indol, vermelho de metila (VM) e Voges-Proskauer (VP)
foram realizadas de acordo com a técnica descrita por VANDERZANT &
SPLITTSOESSER, (1992).

3.2.11 Nitrato

Os tubos foram entdo incubados por 24 horas a 35°C antes da leitura e
interpretacao dos resultados. Na reducao do nitrato a nitrito, os testes foram
produzidos em tubos de poliestireno estéril com tampa de polipropileno. A
leitura da prova de reducdo do nitrato foi realizada apdés a adicao dos
reagentes especificos (acido sulfanilico 0,8% em acido acético 5N e alfa-

naftilamina 0,6% em acido acético 5N).
3.2.12 Triplice-agucar-ferro

Fez-se a semeadura com agulha em &gar triplice-agucar-ferro (TSI) por
punctura na base e estrias na superficie, apds a inoculacdo procedeu-se a
classificagao em cinco grupos de acordo com a fermentacao de carboidratos
glicose, lactose e sacarose, producdo de gas e H,S (QUINN et al., 1992).

3.2.13 Motilidade

A prova foi efetuada inoculando-se em linha reta, através da técnica da



punctura (com agulha), 2/3 de um meio semi-solido do tipo agar motility
(POPOFF, 1984).

3.2.14 Oxidase e Fosfatase

As provas de oxidase e fosfatase foram realizadas de acordo com
BRANSON (1974).

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados das provas bioquimicas de identificacdo de Listeria innocua
estao descritos na Tabela 1.

Identificar um dado organismo como espécie baseia-se no
preenchimento das caracteristicas atribuidas aquela espécie. O reconhecimento
da fonte ou origem do espécime (ambiente, espécie animal, tipo de patologia e
localizacdo) do organismo é as vezes fundamental para identificacdo. A
execucdo inadequada de um teste preliminar pode confundir e prejudicar todo
processo de identificagao. Na rotina laboratorial sao utilizados certos testes
chaves para reduzir o trabalho, o custo e abreviar o tempo requerido para
diagndstico.

O processo de identificacdo dos microrganismos é efetuado através da
determinagdao de um nimero minimo de propriedades. Portanto, quanto menor
o numero de observacdes efetuadas, maior o risco de erros de identificagao.
Usualmente é necessario utilizar organismos como controles positivos e
negativos para a execugao de cada teste.

A seguir sao realizadas algumas consideragbes acerca das provas de

identificacao de Listeria spp.



TABELA 01 - Resultados das provas bioquimicas usadas na identificacao de

Listeria innocua.

Provas Resultados
Catalase +
Gram +
Esculina +
Gelatina +
Glicose +
Hemolise a hemolitica
Indol -
Lactose +
Maltose +
Manitol -
Motilidade +
Nitrato -
Oxidase/Fosfatase +
Oxidase -
Raminose +
Sacarose -
Uréia -
Vermelho de metila +
Voges-Proskauer +
Xilose -

Na identificagdo preliminar de bactérias, devemos primeiramente fazer a
coloracao de Gram, para verificar a morfologia e cor das bactérias - gram
positivas ou gram negativas. E uma coloracdo diferencial usada para

demonstrar as propriedades tintoriais de todos os tipos de bactérias.



A coloracao de Gram consiste basicamente em tratar as bactérias com: cristal
violeta, lugol, alcool-acetona e fucsina fenicada. O cristal violeta e o lugol
penetram tanto nas bactérias Gram-positivas quanto nas Gram-negativas,
formando um complexo de cor roxa. O tratamento com alcool-acetona é a
etapa diferencial. Nas bactérias Gram-positivas, o alcool-acetona nao retira o
complexo corado, pois sua acao desidratante faz com que a espessa camada
de peptideoglicano se torne menos permeavel, retendo o corante. Nas Gram-
negativas, entretanto, devido a pequena espessura da camada basal e as
descontinuidades existentes nesta camada, em pontos de aderéncia entre a
membrana externa e a membrana celular, o complexo corado é extraido pelo
alcool-acetona deixando as células descoradas. O tratamento com fucsina nao
altera a cor roxa adquirida pelas Gram-positivas por ser este ultimo, um
corante mais fraco, ao passo que as Gram-negativas, descoradas pelo alcool-
acetona, tornam-se avermelhadas.

Esta enzima atua sobre a dgua oxigenada (peroxido de hidrogénio 3 a
5%) desdobrando-a em oxigénio e agua. A prova é feita colocando uma gota
de solucao aquosa de perdxido de hidrogénio a 3 - 5% numa ldmina e, em
seguida, com uma alca de platina, colocar uma porcao do crescimento
bacteriano sobre a gota. Ou de outra forma, adicionando-se 0,5 mL da mesma
solucdo a uma cultura em meio liquido ou em Aagar inclinado. A prova é
considerada positiva quando ha borbulhamento ou efervescéncia devido a

liberacdo do oxigénio.

Catalase
2H,0, C——"> 2H,0 + %0,
Perdxido Agua Oxigénio
de Hidrogénio Livre

O meio agar sangue permite a distingdo entre bactérias hemoliticas e
nao-hemoliticas. O padrao de hemdlise (dos globulos vermelhos de sangue) no
meio agar de sangue permite destinguir bactérias, tais como Streptococcus

pyogenes (causadora da faringite) que causa a lise completa dos glébulos



vermelhos do sangue produzindo halos transparentes a volta das coldnias,
Streptococcus mutans (causa carie dentaria), que ndo é hemolitica, e
Streptococcus pneumoniae (causadora de pneumonia bacteriana) que lisa
parcialmente os glébulos vermelhos do sangue. A base deste meio é altamente
nutritiva e promove um o6timo crescimento de todos os microrganismos
relevantes. O pH do meio deve ser de 7,3 + 0,2 apds acrescer o suplemento
de sangue desfibrinado. O sangue utilizado pode ser de carneiro ou de cavalo,
favorecendo a hemdlise.

O modo mais simples e, para muitos fins, 0 melhor, de se observar os
microrganismos, microscopicamente, é examina-los vivos, suspensos em agua
ou em algum outro meio aquoso adequado. Tais preparacdes Umidas devem
ser preferidas para observagoes de forma, tamanho e disposicao celular e sao,
naturalmente, essenciais para a observagao microscopica de fungdes celulares
(movimento, correntes citoplasmaticas, fagocitose e assim por diante). O
exame do material em campo escuro ou por contraste de fase &,
invariavelmente, realizado com preparacdes Umidas (STANIER, et al., 1969).

Os instrumentos e técnicas para microscopia comum de luz, microscopia
de  ultravioleta e iluminacao de campo escuro, foram inteiramente
desenvolvidos antes do fim do século dezenove. Nos Ultimos vinte anos, foi
descoberta mais uma extensao dos principios da microscopia de luz, de grande
valor na pesquisa bioldgica: a microscopia de contraste de fase (STANIER, et
al., 1969).

Por modificacao intencional de uma parte da luz que atravessa o
microscopio, é possivel aumentar a visibilidade de objetos ndo corados que
tenham indice de refracdo apenas levemente diferente daquele do fundo em
que se acham, nao podendo, por isso, ser percebidos pelo olho humano sem
uma tal intensificacdo de contraste. A melhoria do contraste constitui a base
do microscépio de contraste de fase. Deve-se compreender que esse
microscépio nao pode criar diferencas no indice de refracdo, mas apenas
acentuar diferencas ja existentes. Além disso, o sistema de fases introduz

defeitos na precisao da imagem, que sao proporcionais ao contraste. Nao



obstante, pelo seu uso, pode-se frequentemente observar, em células vivas,
estruturas que ndo seriam claramente visiveis pela microscopia comum de luz
(STANIER, et al., 1969).

Alem da utilizagdo da microscopia de contraste de fase, a técnica da
iluminacdo de Kohler e a varidvel mais importante para conseguir imagens de
alta qualidade no microscépio. A técnica da iluminacdo de Kohler foi
introduzida primeiramente em 1893 por August Kohler da corporagao de Carl
Zeiss como um método de fornecer a melhor iluminacao do espécime. Esta
técnica é recomendada por todos os fabricantes de microscépios modernos
(MICROSCOPY, 2004).

Este sistema enzimatico esta relacionado com os citocromos da cadeia
respiratéria de alguns microrganismos. A prova consiste em colocar uma gota
do reagente incolor tetrametil p-fenileno de amina, recém preparado e
protegido da luz, em um papel de filtro. Em seguida, varias colonias do
microrganismo em estudo sdo espalhadas sobre a area do papel de filtro
contendo o reagente, utilizando uma alca de platina ou um bastao de vidro. A
prova é considerada positiva quando na mistura do reagente com a massa
bacteriana desenvolve-se a cor pUrpura em até 1 minuto. Na reacao negativa
ndo ha desenvolvimento de cor purpura. A prova pode ser feita também em
culturas em meios sodlidos, adicionando-se o reagente oxalato de p-
aminodimetilanilina. A reacdo inicia-se com o desenvolvimento de cor résea,
marrom e finalmente uma coloracdo negra na superficie das col6nias é
indicativa da producgao de citocromo-oxidase, representando um teste positivo.
O teste é negativo se nao ocorrer alteracdo da cor ou houver o
desenvolvimento de uma cor résea palida.

A prova da bile-esculina é baseada na capacidade de certas bactérias,
particularmente os estreptococos do grupo D, de hidrolisar esculina em
presenca de sais biliares entre 1 a 4%. A esculina é quimicamente um derivado
da cumarina (6-B-glicosideo-7-hidroxicumarina), que pertence a classe dos
glicosideos. O produto Bile-Esculina Agar contém o0s seguintes componentes

para 1L de meio: Extrato de Carne - 3g, Peptona de Carne - 5g, Oxgall (Bile) -



40g, Citrato Férrico - 0,5g, Esculina - 10g, Agar - 15g em pH 7,10 = 0,2. A
esculina, sendo hidrossoluvel, difunde-se para o meio do agar. A reacdo é
positiva quando é observado um enegrecimento difuso na superficie do agar
ou, em certos casos, um halo marrom ou negro ao redor das col6nias.

A prova da glicose pode ser realizada de varias maneiras. A mais usual
envolve a utilizacdo de um meio com glicose ou outro aculcar e/ou alcool com
pH neutro e um indicador de pH (Indicador de Andrade, purpura de
bromocresol). Além disso utiliza-se um tubo de Durham, invertido, imerso no
meio. O meio é inoculado com a cultura teste e incubado. A prova positiva é
indicada pela viragem da cor do meio de incolor com Indicador de Andrade ou
purpura com purpura de bromocresol, para vermelho ou amarelo,
respectivamente, devido a producdo de acidos, com abaixamento do pH do
meio. Além disso, se a bactéria possuir o sistema enzimatico hidrogénio-

féormico-liase, o acido formico é transformado em CO2 e Hidrogénio, os quais

sao coletados pelo tubo de Durham, expulsando o meio e ficando a
extremidade superior desse tubo transparente, cheia dos gases citados. A
prova negativa é revelada pela auséncia de mudanca de cor ou até mesmo
pela acentuagao da cor purpura quando o reativo é o purpura de bromocresol,
indicando utilizagdo dos aminoacidos, com alcalinizacdo do meio.

A utilizacao de carboidratos pelas bactérias difere nos tipos e
guantidades de acidos mistos produzidos. Estas diferencas de atividade
enzimatica servem como uma das caracteristicas mais importantes pelas quais
se reconhecem as diferentes espécies. A fermentacdo é um processo
metabdlico de éxido-reducao produzido em ambiente anaerdbio, no qual um
substrato organico serve como receptor de hidrogénio em lugar do oxigénio.
Nos testes bacterioldgicos esta reacao é detectada pela mudanca da cor dos
indicadores de pH quando produtos acidos sao formados. Esta acidificacao
ocorre pela degradacao de carboidratos por vias diferentes das estritamente
fermentativas. Como a maior parte das bactérias que utilizam os carboidratos

sdo anaerdbias facultativas, esta utilizacdo nem sempre se da sob condicbes



estritamente anaerdbias. A mudanca da cor do meio que contem o indicador
azul de bromotimol, para amarelo, indica uma reagao positiva para os
“acucares” em geral.

Na hidrélise da gelatina se a bactéria possuir a enzima gelatinase possui
a capacidade de hidrolisar a gelatina e se liquefazer.

O manitol € um meio salino (7,5% de Cloreto de Sédio) com indicador de
pH que provoca mudanca da sua cor quando o manitol é fermentado e
produzindo &cido, a Unica espécie capaz de realizar esta tranformacao da
coloracao do meio é Staphylococcus aureus

A urease é uma enzima que degrada a uréia em duas moléculas de
amonia e uma de anidrido carbbnico. A prova consiste em transferir uma
porcao do crescimento bacteriano com uma alga para o meio contendo uréia,
pH neutro e um indicador de pH, o vermelho fenol. Apds o crescimento a prova
€ revelada positiva quando a urease ataca a uréia alcalinizando o meio que
toma a coloracdo rosa choque. Na prova negativa ndo ha alteracdo da cor do
meio. Os organismos do género Proteus sao urease positivos diferentemente
da maioria das enterobactérias.

O indol é resultante da degradacao do aminoacido triptofano pela enzima
triptofanase. A prova é realizada inoculando-se o meio contendo excesso de
triptofano. Apds a incubagao colocar 0,5 ml do reagente de Kovac ou o reativo
de Ehrlich (solucdo aquosa ou alcodlica de p-dimetil aminobenzaldeido,
respectivamente) através da parede interna do tubo. A prova é positiva
quando na porgao superior, na interface da cultura e o reagente, desenvolve-
se um anel de cor résea dentro de no maximo 5 minutos. Este resultado é
devido a complexacao do indol com o aldeido, em meio &cido, formando o
composto colorido. A prova é negativa com qualquer outra tonalidade de cor
(original do meio ou marrom). Nesta prova observa-se o microrganismo é
capaz de produzir acidos em quantidade suficiente para abaixar o pH em
valores inferiores a 4,4. Isto indica que o microrganismo em questao realiza
uma fermentacao acida mista (acido formico, acético, latico e succinico). Caso

ndo ocorra a virada do meio para o vermelho, o teste é negativo e a cor do



meio se mantém. A prova do vermelho de metila é efetuada para determinar a
capacidade do microrganismo de oxidar a glicose com producgao e estabilizagao
de altas concentracdes de produtos finais acidos. Serve para diferenciar
organismos entéricos.

No teste de Voges-Proskauer pesquisa-se bactérias fermentadoras de
glicose através da fermentacdo butanodidlica. VP+ o meio tem coloracao
vermelha, VP- meio amarelo claro.

Triptofanase

Triptofano » Indol + piruvato e amoénia

O aparecimento da cor vermelha indicara reducao de nitrato a nitrito.
Para confirmacdo do resultado negativo, acrescentar algumas miligramas de pé
de zinco. O aparecimento de cor rosa indicard a ndao reducdo do nitrato. O C.
perfringens reduz o nitrato a nitrito.

O meio de TSI fornece uma série de reacgdes bioquimicas que ddo uma
visdo geral do metabolismo bacteriano. O TSI é um meio sélido, que apresenta
uma base e uma inclinagao. E constituido de glicose (0,1%), lactose (1,0%) e
sacarose (1,0%), peptonas, aminodacidos, incluindo sulfurados, tiossulfato de
sodio e citrato férrico amoniacal (indicador da produgao de H,S), com pH
neutro e um indicador de pH, o vermelho de fenol. O meio é semeado com
agulha por punctura na base e estrias na superficie. Apds o crescimento da
bactéria pode-se observar os seguintes resultados: A bactéria ndo fermenta
qualguer dos agucares, ficando inalterado o meio, ou até mesmo utiliza os
aminoacidos respirando-os com producdo de aminas que alcalinizam o meio;
fermenta somente a glicose sendo que os acidos formados mudam o pH do
meio apenas na base, que se torna amarela e a inclinagao vermelha por
utilizacdo dos aminoacidos (por respiracao), alcalinizando a mesma e
neutralizando a pequena quantidade de acidos, pois a concentragao de glicose
€ baixa - assim o resultado é expresso como K/A (inclinacao alcalina e base
acida); fermenta a lactose ou a sacarose com viragem do indicador de todo o

meio para amarelo, tanto a base como a inclinagdo permanecem acidas, pois



os alcalis produzidos na inclinacao sao facilmente neutralizados pela grande
guantidade de acidos produzidos na base, tendo em vista que a concentracao
desses aclcares é dez vezes maior que a da glicose - o resultado é expresso
como A/A (inclinacdo e base 4acidas). Nos dois Ultimos casos, existe a
possibilidade de detectar gases resultantes da degradacdo do acido férmico em
hidrogénio e anidrido carbbnico, se a bactéria possuir o sistema hidrogénio
férmico liase - os gases sdo indicados ou visualizados indiretamente por
levantar ou fragmentar o meio - o resultado é representado como A/A com
gads. Ha também a possibilidade da bactéria produzir H,S por respirar
anaerobiamente o tiossulfato, captando elétrons através da tiossulfato
redutase, resultando em gas sufidrico e sulfito. O sulfeto de hidrogénio na
presenca de sais de ferro forma sulfeto ferroso, originando um precipitado
negro insoluvel - dessa forma o resultado é dado como A/A com gas e H,S.

Desse modo, pode-se observar num Unico meio 0S processos
fermentativos, respiracdao aerdbia e anaerdbia. A utilizacdo dos aclUcares e
aminodcidos na inclinacdo se da apenas por respiracao aerdbia, enquanto que
na base os processos sao realizados por fermentacdo (incluindo também
putrefacdo, quando da utilizacdo dos aminoacidos basicos, sulfurados,
triptofano, com producdo de gdas sulfidrico, mercaptanas, aminas, dentre
outras). Ja a utilizacdo do tiossulfato ocorre por respiracao anaerdbia, gerando
também gas sulfidrico.

A prova da motilidade indica indiretamente a producado de flagelos. Nao é
uma prova bioquimica e sim fisioldgica, mas auxilia a identificar bactérias. A
prova indica motilidade quando os microrganismos crescem deslocando-se da
linha de inoculacdo, turvando o meio. A prova é negativa quando os
microrganismos ficam restritos ao local da inoculagao sem, contudo, turvar o
meio. As bactérias do grupo Listeria spp. giram ao redor do proprio eixo, €
guando inoculadas em agar motility desenvolvem uma estrutura com o

formato de guarda chuvas.



Desta forma seguindo as consideracdoes descritas acima é possivel a
identificagao de Listeria innocua em alimentos, tendo em vista a crescente
preocupacao por parte dos pesquisadores, como pode ser observado a seguir.

Na pesquisa de Listeria monocytogenes e microrganismos indicadores
higiénico-sanitarios em queijo de coalho produzido e comercializado no Estado
de Pernambuco das 127 amostras de queijo de coalho analisadas, 12 foram
positivas para Listeria innocua (9,5%) sorovar 6b, e 7 amostras dessas 12
também apresentaram positividade para Listeria monocytogenes (5,5%),
sorovar 1/2a. A prevaléncia de colb6nias de Listeria innocua sobre as de L.
monocytogenes, também foi verificado na Italia por MASSA et al. (1990) em
queijos moles, nos Estados Unidos por RYSER & MARTH (2001) no queijo
Jalisco e no Rio Grande do Sul por SCHWAB et al. (1996) em queijo colonial
artesanal. Estes resultados sao justificados segundo VARNAM & EVANS (1991)
pelo fato de que ambas possuem o mesmo habitat. A deteccao em 9,5% das
amostras, de Listeria innocua pode ser indicativo do risco da Listeria
monocytogenes, estar presente contaminando o alimento onde somente foi
isolada a Listeria innocua.

SOUZA (2002) e RAMOS & COSTA (2003) analisando amostras de queijo
de coalho artesanal comercializado em Fortaleza, CE, e Manaus, AM, isolaram
Listeria spp. em 17,1% (12/70) e 3,4% (2/58), respectivamente, e L.
monocytogenes em 1,4% (1/70) e 1,7% (1/58) das amostras. FEITOSA et al.
(2003) no Rio Grande do Norte, detectaram Listeria spp. em 9% (1/11) dos
queijos analisados. A presenca de Listeria spp. Em amostras de leite e
derivados, em locais de processamento vem sendo confirmada através de
estudos como os de SILVA et al. (2003) que analisaram 218 amostras ao longo
da linha de producao e encontraram 13 amostras positivas para Listeria sp.
Segundo RYSER & DONNELLY (2001) a nao deteccdao da L. monocytogenes,
podem estar muitas vezes relacionadas a fatores de estresse celular, nUmero
inicial relativo de células de L. monocytogenes e Listeria innocua, ou durante a

selecdo das colbnias para confirmacao bioquimica, passo analitico em que



todas as espécies se apresentam com caracteristicas semelhantes, foram

selecionadas somente coldnias de Listeria innocua

5 CONSIDERAGOES FINAIS

O conhecimento que hoje se tem das caracteristicas dos microrganismos
e dos métodos ou processos de controle microbiano permite-se rigorosamente
produzir alimentos com grande qualidade microbioldgica e, portanto seguros
do ponto de vista sanitario para os consumidores.

Os incidentes que, eventualmente, ocorram serao resultado de uma
deficiente aplicagcdo das normas de higiene e sanitizacdao dos alimentos, ou da
deficiente aplicacdo dos métodos de controle microbiano, ou, porventura, de
deficientes condigdes de armazenamento ou conservagao dos alimentos.

Recomenda-se como medidas de controle a coccdo adequada e boas
praticas de higiene durante o processamento do alimento e prevencdo da

contaminacgdo cruzada.
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