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ABSTRACT

Efficiency of the Enrichment Broths (LEB, and LEB,) and Selective Agars
(LPM and LSAB-CAN}) to [solate Bacteria of the Genus Listeria in
Meat and Residual Water of Washing Carcass

In this paper it was observed the efficiency of ennichment broths for Listeria (LEB,
and LEB,), associated to the passage of the culture through a 0,25% potassium hidroxide
sclutton, verifing that the secundary enrichment broth (LEB, and LEB,KOH) was better
than the primary enrichment broth (LEB,KOH} for this purpose. On the other hand, lithium
chloride-phenylethanol-moxalactam agar and the selective Listeria agar base, supplemen-
ted with cicloheximide, acriflavine and nalidixic acid (LSAB-CAN) showed equivalency,
at the statistic point of view (p=0,1442), in relation to the number of positive samples for
Listeria spp., although the LSAB-CAN agar had given the greatest number of bactena
isolated from this genus.
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RESUMO

No presente trabalho verificou-se a eficiéncia dos caldos de enriquecimento para
Listeria (LEB, ¢ LER ,) associados 4 passagem da cultura por uma soluggo de hidroxido
de potassio a 0,25%, constatando-se que o caldo de enriquecimento secundario (LEB, e
LEB KOH) foi supenor ao caldo de enriquecimente primério (LEB,KOH). Por outro lado,
o agar cloreto de litio-feniletanol-moxalactam (LPM) e o 4gar base seletivo para Listeria,
suplementade com cicloheximida, acriflavina e 4cido nalidixico (LSAB-CAN)
equivaleram-se estatisticamente (p=0,1442) em relagéo ac nimero de amostras posttivas
para Listeria, embora o dgar LSAB-CAN tenha proporcicnado um maior nimero de
isolamentos da bacténa.
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INTRODUCAO

As dificuldades e irregularidades no isolamento da Listeria foram observadas j4 no
trabalho inicial de Murray et al. (1926) sobre listeriose em coelho. Estudos subsequentes
que objetivaram recuperar a bactéria de amostras de solo, silagem, fezes e certos tecidos
animais contaminados com microrganismos competidores também enfatizaram problemas
no isolamento (Gray & Killinger 1966).

Os percentuais de positividade de Listeria observados em amostras de alimentos,
ambiente ou material clinico, assim como os recentes surtos devidamente comprovados de
listeriose humana de origem alimentar, tém mostrado a necessidade de se melhorarem as
técnicas de isolamento e identificagfio deste género bacteriano (Klinger 1988).

Tende em vista as dificuldades encontradas na detec¢#o do microrganismo por
plaqueamento direto, devido a intensa competig8o de outros géneros bacterianos, diversos
autores tém trabalhado no desenvolvimento de técnicas mais rdpidas e seguras, que
envolvem sermpre uma ou mais etapas de enriquecimento e meios seletivos de isolamento.
Nesse sentido, a literatura registra, dentre outros, os trabathos de McBride & Girard
(1960), Gray & Killinger (1966}, Mavrothalassitis (1977), Martin et al. (1984), Lee &
MeClain (1986), Doyle & Schoeni (1986), Loessner et af, (1988) e Curtis 7 al. (1989).

Por outro lado, foram realizados estudos especificos, motivados essencialmente
pelos diversos surtos de listeriose humana com vitimas fatais, visando ao isolamento e &
identificacdio de bactérias do género Listeria, especialmente a L. monocytogenes, a partir
de alimentos. Nesse sentido, podem ser citados os trabathos de Rodriguez et af. (1985),
Hayes et a/. (1586), Doyle & Schoeni (1986), Slade & Collins-Thompson (1987), Hao et
al. (1987), Lovett et al. (1987), Buchanann er a/. (1987), Bannerman & Bille (1988),
Golden ef al. (1988), Fraser & Sperber (1988), Van Netten et al. (1988), Pini & Gilbert
(1988), Truscot & McNab (1988), McClain & Lee (1988), Brackett & Beuchat (1989),
Buchanann et al. {1989) e McClain & Lee (1989).

Relativamente ao isolamento de L. monocytegenes a partir de amostras de cames
vermelhas e de aves e derivados, McClain & Lee (1988) desenvolveram um método
especifico ¢ mais rapido do que o tradicional enriquecimento a frio (4°C). O método
proposto pelos autores preconizs duas etapas de enriquecimento, nas quais so emprega-
dos, respectivamente, os caldos de enriquecimento primdrio ¢ secunddrio seletivos para
Listeria (LEB, e LEB,). O caldo de enriquecimento de Donnelly & Baigent (1986) foi
ligeiramente modificado para conter 20 ao invés de 40 mg/l de 4cido nalidixico, dando
origemn ao LEB,. Ja o LEB, resultou da adi¢#io de 25 ao invés de 12 mg/l de acriflavina ao
LEB,. Na fase de plaqueamento seletivo, os autores empregaram um meio de isolamento
de alta seletividade para Listeria, o dgar cloreto de litio-feniletanol-moxalactam (LPM},
proposto por Lee & McClain (1986).

A multiplicidade de meios disponiveis para o isolamento de Listeria indica que nio
foi desenvolvido, ainda, um meio satisfatorio para a detecgdio do microrganismo. Assim,
Curtis et al. (1989) compararam a eficiéncia dos meios seletivos de isolamento, agar
McBride (MLA) e 4gar base seletivo para Listeria, suplementado com cicloheximida,
sulfato de colistina, acriflavina, cefotetana e fosfomicina (4gar Oxford), com vistas ao
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isolamento de L. monocytogenes a partir de amostras clinicas contendo uma microbiota
composta por 78 cepas de Listeria sp. e 44 de outros géneros bacterianos. Os autores
observaram que a recuperagio de cepas de L. monocytogenes e L. innocua foi similar nos
dois me1os, mas cinco cepas de L. seeligeri foram inibidas no dgar Oxford e uma no MLA.
Em relaglo aos outros géneros, somente o Staphylococcus cresceu no agar Oxford,
enquanto quase todos os Gram-positivos e alguns Gram-negativos cresceram no MLA.

McClain & Lee (1989) propuseram uma modificagdo no suplemento do agar Oxford
de Curtis et al. (1989), substituindo a cicloheximida, a acriflavina, a cefotetana ¢ a
fosfomicina por dois mililitros de uma solugfo de moxalactam a 1% para cada 1.000 ml de
base. O meio assim constituido recebeu a denominagio de agar MOX e o seu emprego foi
sugerido para o isolamento de L. monocytogenes em amostras de carnes vermelhas, de aves
¢ dertvados.

O presente trabalho tem como objetivo comparar a eficiéneia de dois caldos de
enriquecimento para Listeria (LEB, ¢ LEB,) e dois meios seletivos de plaqueamento, o
dgar cloreto de litio-feniletanol-moxalactam (LPM) e o agar base seletivo para Listeria,
suplementado com cicloheximida, acriflavina € 4cido nalidixico (LSAB-CAN), no
isolamento de listérias em amostras de came bovina colhidas na indastria, no coméreio e
em agua residudria de lavagem de carcagas bovinas.

MATERIAL E METODOS

Foram analisadas 150 amostras, sendo 100 oriundas de um matadouro-frigorifico
de bovinos, sob inspe¢io federal, localizado no municipio de Goifnia - GO. Destas 100
amostras, 70 eram de carne crua proveniente de carcagas aptas para o consumo e 30 de
4gua residudria obtida apos a operagdo de lavagem das meias-carcagas. As outras 50 eram
constituidas por came bovina moida, adquiridas em casas de cames, agougues e
supermercados.

Durante os trabalhos normais de abate foram colhidas 70 amostras de carne bovina,
em trés pontos distintos do fluxograma de produg#io: antes, depois do resfriamento ¢
durante a desossa. Assim, ao Jongo do estudo foram obtidas: a) na ante-cdmara, ou seja,
antes do resfriamento, 20 amostras correspondentes a 20 meias-carcagas; b) no tendal,
depois do resfriamento, 20 amostras relativas s mesmas meias-carcagas; c) na sala de
desossa, 30 amostras de retalhos de came oriunda da operagic de desossa manual aérea
do traseiro especial, porém, sem possibilidades de identificagfo das carcagas originais.

Com auxilio de bisturi de limina fixa e pinga anatdémica esterilizados foram
colhidos, em condiges de assepsia, cerca de 50 gramas de carne de diversos pontos da
regifio cervical da meia-carcaga, proximo ao local da incis3o para sangria. Esta regido foi
escothida por se evitarem possiveis danos econdmicos gerados por depreciagio e por se
tratar de um local supostamente mais contaminado, em decorréncia da operagic de sangria,
na qual podem ocorrer contaminagdes tendo como origem a faca, a pele, os pélos, sangue
€ 0 proprio operirio.

As amostras de retathos de carne oriundas do traseiro especial foram colhidas
adotando-se 0 mesmo procedimento descrito para as amostras obtidas na regido cervical
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das meias-carcagas, tendo-se o cuidado de compor cada uma delas com porgdes de camne
recolhidas diretamente sobre as mesas de ago inoxidavel utilizadas na limpeza individual
dos cortes de carne. A mesma conduta fot observada com relaggio 4s porcGes obtidas nas
caixas plasticas onde foram reunidos todos os retalhos provenientes da operagfo de
desossa.

Uma vez colhudas, as amostras foram depositadas em frascos de Erlenmeyer de 250
ml, esterilizados e, a seguir, acondicionadas em caixas de material isotérmico contendo gelo
triturado, nas quais foram transportadas ao laboratorio.

Em casas de carnes, agougues e supermercados localizados em 12 bairros/setores
de Goiénia foram adquiridos, na condigdo de consurmdor, 150 gramas de carne de primeira
ou segunda qualidade. No momento da pesagem, a carne era empacotada em embalagem
pldstica e posteriormente protegida por papel bobina, habitualmente empregado por
aqueles estabelecimentos.

De cada amostra cothida foram pesados, assepticamente, 25 g de came e
homogeneizados por liquidificagiio durante um minuto com 225 ml de caldo de enriqueci-
mento primério "LEB;" (McClain & Lee 1988). Posteriormente, verteu-se o homogeneiza-
do em um Erlenmeyer de 250 ml esterilizado, que foi mantido em incubadora para B.O.D.
a 30°C por 48 horas.

Apds homogeneizagio manual, a amostra de 120 ml de agua foi filtrada em algodio
em funil de vidro, ambos esterilizados, visando & retirada de elementos grosseiros como
porgdes de camne, gordura, codgulos sangiineos e esquirulas 0sseas onundas da divisdo da
carcaga ern duas metas-carcacas € da operagfio de serragem do petto. A seguir, 100 mi do
filtrado foram concentrados em membrana de éster de celulose de 47 mm de didmetro e
poros de 0,45 micrdmetros ("Millipore"), através de filtragfio a vacuo. Concluida a
concentragio, a membrana foi retirada do suporte do filtro com auxilio de uma pinga
esterilizada e levada a um frasco de Erlenmeyer contendo 100 ml do caldo de enriqueci-
mento primdario "LEB,", onde foi cortada em pequenos pedagos com tesoura esterilizada.
Em seguida, o frasco foi mantido em incubadora para B.0O.D. a 30°C por 48 horas.

Apds a incubagio, de cada cultura de enriquecimento primério foi retirada uma
aliquota de 0,1 ml ¢ inoculada em 10 ml de caldo de enriquecimento secundario "LEB,"
{McClain & Lee 1988). O caldo inoculado permaneceu na incubadora para B.0.D. a 30°C
por 48 horas.

Com o auxilio de uma zaragatoa, a cultura de enriquectmento secundario foi
semeada diretamente em dgar cloreto de litio-feniletanol-moxalactam (LPM) (Lee &
McClain 1986) e em agar base seletivo para Listeria suplementado com cicloheximida,
acriflavina e dcido nalidixico (LSAB-CAN}), uma modificagio do meio de Curtis ef al.
(1989). Na area de meia placa de cada meio seletivo, a aliquota transportada pela zaragatoa
foi espalhada, tendo por finalidade proporcionar uma semeadura pesada. A outra metade
foi estriada com alga de niquel-cromo de trés milimetros de didmetro, através da técnica de
esgotamento, visando & obteng#io de coldnias isoladas. Apos a inoculag#o, as placas foram
mantidas em incubadora para B.O.D. a 30°C por 48 horas para o agar LPM ¢ por 24-36
horas para o agar LSAB-CAN.
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Com a finahidade de eliminar parte da microbiota contaminante, fo1 retirada uma
aliquota de 1,0 ml das culturas de enriquecimento primario e secundario, sendo esta
homogeneizada rapidamente em tubo contendo 4,5 ml de solugfo de idroxidoe de potassio
a0,25%. Apos a homogeneizagéo e dentro do limite de tempo de um minuto, foi realizada
a semeadura do homogeneizado nos agares LPM ¢ LSAB-CAN. A técnica de semeadura,
a temperatura, bem como os periodos de incubagdo foram idénticos aos adotados para o
plagueamento seletivo apds o enriquecimento secundério.

Apds a incubago, as placas de dgar LPM foram submetidas a leitura sob uma fonte
de luz obliqua, em dngulo de 45°. Transiluminadas, as colbnias de Listeria apresentaram
uma coloragio verde-azulada ou branca.

Trés colonias suspeitas de pertencerem ao género Listeria foram retiradas de cada
placa dos mei1os seletivos LPM e LSAB-CAN e purificadas em placas de dgar trypticase-
soja com extrato de levedura (TSA-YE). Apos a estriagdo, as placas foram mantidas em
incubadora para B.0.1D. a 30°C por 24-36 horas. Para certificago da pureza das culturas,
as placas foram submetidas & transiluminagfo. A partir destas culturas, procedeu-se a
verificagio da morfologia bacteriana em esfregacgos corados pelo método de Gram e ds
provas de hemolise (Lovett 1987, McClain & Lee 1988) ¢ identificagio bioquimica (Lovett
1988).

Na analise estatistica dos resultados empregou-sc teste para comparagdo entre duas
proporgdes segundo Snedcor & Cochram 1980.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A detecgio de Listeria, segundo o método de isolamento, pode ser vista na Tabela
1. Verifica-se que, partindo-se do caldo de enriquecimento primério associado a passagem
pela solugdio de hidroxido de potassio a 0,25% (LEB KOH) € empregando-se o agar cloreto
de litio-fentletanol-moxalactam (LPM) como meio seletivo, ndo for possivel isolar nenhuma
cepa de bactéria do género Listeria. No entanto, com o emprego do caldo de enriquecimen-
to secundério (LER,) e do agar LPM foi possivel obter, a partir de seis amostras, 14
isolamentos, que passaram a 17 em nove amostras, quando o caldo foi associado 4
passagem pela solugdo de hidréxido de potassio (LEB,KOH).

Por outro lado, fazendo-se uso do LEB,KOH e tendo-se o agar base seletivo para
Listeria suplementado com cicloheximida, acriflavina e é4cido nalidixico (LSAB-CAN)
como mejo seletivo, for possivel obter 14 isolamentos de Listeria spp., que passaram a 22
com o uso do LEB, ou LEB,KOH.

Depreende-se ainda da andlise da Tabela 1 que o desempenho do caldo de
enriquecimento secundério (LEB,) e deste associado a passagem pela solugfio de hidroxido
de potéssio {LEB,KOH) foi superior ac do caldo de enriquecimento primério combinado
com a passagem pela solug#o alcalina (LEB,KOH), permitindo, portanto, um maior
mimero de isolamentos de Listeria spp. Esse melhor desempenho do LEB,/LEB,KOH em
relagio ao LEB,KOH pode ser explicado pela maior seletividade do primeiro e pela seleglio
prévia da microbiota, ocorrida durante o enriquecimento primario.



32 MESQUITA, A.J. et al. Eficiéncia dos caldos de enriquecimento...

Tabela 1: Detecglio de Listeria, segundo o método de isolamento, empregando-se
dois meios seletivos de enriquecimento (LEB, e LEB,) associados a dois agares seletivos
de isolamento (LPM e LSAB-CAN) e resultados do teste de Z.

Procedimento N° amostras (+)/ Total * %

N° isolamentos

LEB,KOHLPM 0/0 0/0

LEB,LPM 6/14(6+8)

LEB,KOHLPM 9/17(9+8) 23725 92,00

LEB,LPM/LEB,KOHLPM 8

LEB,KOHLSAB-CAN 13¥14(13+D)

LEB,LSAB-CAN 13%/22(13+7+2)

LEB,KOHLSAB-CAN 1332213414741 24/25 96,00

LEB,KOHLSAB-CAN/ 1

LEB,KOHLSAB-CAN

LEB,LSAB-CAN/ 7

LEB,KOHLSAB-CAN

LEB,LSAB-CAN 2

LEB,KOHLSAB-CAN 1

1 - Numero de amostras positivas/Total de amostras positivas do experimento.

2 - Refere-se 4s mesmas amostras.

Valor de Z calculado: -1,458 (ndo significativo pelo teste de diferenga entre duas proporgdes). Valor de 7
tabelado: -1,96.

Em que pese a obtengfio de um maior mimero de isolamentos com o emprego do
dgar LSAB-CAN como meio seletivo, o mimero de amostras isoladas a partir dos dois
meios, dgar LPM ou LSAB-CAN, foi muito semelhante, 23/25 ¢ 24/25, respectivamente,
proporcionando percentuais de 92 e 96%, respectivamente. Esses percentuais, quando
comparados estatisticamente pelo teste de diferenga entre duas proporgbes, ndo
apresentaram diferenga significativa (p=0,1442). Durante o levantamento bibliogréfico ndo
foram constatados estudos comparando os dois meios de iselamento seletivo com vistas 4
detecglio de Listeria spp. a partir de carnes naturalmenie contaminadas,

Com referéneta a contaminagiio da carne bovina, os resultados encontrados na
literatura mostram grandes discrepéincias devido, provavelmente, ndo sd aos aspectos
regionais, mas também A inexisténcia de uma metodologia padrio empregada para o
1solamento de Listeria em carnes ¢ denvados. Entretanto, o dgar LPM tem sido utilizado
com sucesso como meio seletivo para a detecgdo de L. monocytogenes em cames (McClain
& Lee 1988). Mostrou-se, também, eficiente e seletivo no 1solamento ¢ enumeragio desta
bactéria, injuriada e n#o injuriada, em presunto (Cassiday et al. 1989). Quando comparados
ao agar modificado de Vogel-Johnson (MV]) para a detec¢8o de Listeria spp. em cames
trescas de bovinos, aves e alimentos marinhos, os dois metos mostraram-se aproximada-
mente equivalentes (Buchanan et al. 1989),
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Destro (1990) examinou 140 amostras de carne, leite e derivados adquiridas no
comercio varejista de Campinas, SP, empregando os dgares LPM e MV], em paralelo,
como meios de isolamento seletivos para Listeria spp. ¢ L. monocytogenes. De umn total
de 67 amostras positivas para Listeria spp., 59 (88%) foram detectadas simultaneamente
nos dois meios; 3 (4,5%) propiciaram isolamentos somente a partir do d4gar PM e 5 (7,5%),
do dgar MVJ. Das 45 amostras positivas para L. ntonocytogenes, 9 (20%) foram obtidas
simultaneamente dos dois meios; 4 (9%) fomeceram resultado positivo somente a partir do
dgar LPM e 32 (71%), do MV]. _

O 4gar LPM apresenta o inconveniente da necessidade de transiluminagio para o
reconhecimento das colGnias €, neste aspecto, torna-se suplantado pelo dgar LSAB-CAN,
que dispensa tal procedimento, uma vez que ¢m sua formulagio inclui-se um sistema
indicador/revelador que facilita a visualizagiio das col6nias suspeitas de pertencerem ao
género Listeria. Além disso, neste dltimo meio as col6nias consideradas suspeitas podem
ser examinadas, a olho nu, em 12-24 horas, sendo este mais um fator limitante no uso do
dgar LPM.

No que se refere ao meio seletivo de isolamento proposto por Curtis et af. (1989),
denominado agar Oxford (4gar base seletivo para Listeria + suplemento), deve-se salientar
que os autores empregaram-no, originalmente, em paralelo com o 4gar McBride para o
isolamento de L. monocytogenes a partir de amostras de material clinico, contendo uma
microbiota muito diversificada. A recuperagio de L. monocytogenes e L. innocua foi
similar nos dois meios.

Por outro lado, McClain & Lee (1989} modificaram ligeiramente o suplemento
original de Curtis et al. (1989), denorminaram o meio resultante de dgar Oxford modificado
(MOX) e sugeriram seu emprego no isolamento de L. monocylogenes a partir de amostras
de carnes vermelhas e de aves ¢ derivados.

Em decorréncia das dificuldades e irregularidades observadas na detecgfio das
bactérias do género Listeria a partir de amostras de alimentos, muitos pesquisadores tém
empregado, em paralelo, na fase de plaqueamento, dois meios seletivos de isolamento.
Conseqilentemente, tornam-se necessdrios estudos envolvendo os diversos meios de
plaqueamento disponiveis, objetivando a escolha da melhor combinagdo para o 1solamento
de Listeria em amostras de carnes vermelhas e de aves e derivados.

CONCLUSOES

Considerando os resultados obtidos, pode-se conclwir que:

« independentemente do Agar seletivo empregado, o desempenho do caldo de enriqueci-
mento secundario (LEB, e LEB,XOH ) foi supericr ao do caldo de enriquecimento
primario (LEB,KOH).

* o agar cloreto de litio-feniletanol-moxalactam (LPM) e o 4gar base seletivo para
Listeria, suplementado com cicloheximida, acriflavina e acido nalidixico (LSAB-CAN}),
foram estatisticamente equivalentes (p=0,1442) em relag@o ao ntimero detectado de
amnostras positivas para Listeria spp., embora o dgar LSAB-CAN tenha proporcionado
um maior numero de isolamentos para este género.
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