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RESUMO

LEAL, Débora Dutra Menezes. Caracterização e identificação de Listeria
monocytogenes e bactérias Gram negativas em mastite dfnica e
subclínica bovina. Lavras: UFLA, 1999, 47p. (Dissertação - Mestrado em
Ciênciados Alimentos)*

A mastite bovina é uma doença da glândula mamaria de difícil
erradicação devido aos vários microrganismos responsáveis por sua
manifestação. Asbactérias sãoencontradas em 90-95% dos casos, dentre elas as
patogênicas ao homem, como Listeria monocytogenes e Escherichia coli. Estas
poderão causar várias doenças, além de comprometer a qualidade do leite e
alterar suas características. O objetivo deste trabalho foi estudar a freqüência de
mastite clínica e subclínica nos quartos mamários e identificar os microrganismos
responsáveis pela doença. Foi pesquisado grupo colifòrme, com especial
referência à Escherichia coli e também foi feito o isolamento de L.
monocytogenes em meios específicos. Os microrganismos totais identificados
foram Escherichia coli (58,3%), Cedecea lapagei (12,5%), Klebsiella
pnewnoniae (8,3%), Pasteurella haemofyticus (8,3%), Aeromonas hydrofila
(4,2%), Acinetobacter spp. (4,2%) ePlesiomonas shigelloides (4,2%) através de
kits API20E, API20NE eBac Tray. Não foi detectado E. coli enterotoxigênicas.
L. monocytogenes ocorreu em apenas uma das amostras (0,98%), a qual foi
identificado através do kit API Listeria.

Comitê Orientador Dra. Eliana Pinheiro de Carvalho - UFLA (Orientadora) e
Dra. Elizabeth Oliveira daCosta - USP (Coorientadora)



ABSTRACT

LEAL, Débora Dutra Menezes. Characterization and Identification ofListeria
monocytogenesand Gram negative bactéria in clinic and subclinic bovine
mastitis. Lavras: UFLA, 1999, 47p. (Dissertation - Master in Food
Science)*

Bovine mastitis is a mamary gland disease ofdifficult eradication due to
the several microrganisms responsible for its manifestation. The bactéria are
found in 90-95% of the cases, among them the pathogenic ones to man such as
Listeria monocytogenes and Escherichia coli. These will be able to cause
several diseases besides decreasing milk quality and aherating its characteristics.
The objective of mis work was to study the frequency of clinic and subclinic
mastitis in the mamary quartéis and identify the microrganisms responsible for
the disease, the coliforme group with special reference to Escherichia coli was
researched and also the isolation of L. monocytogenes in specific media was
done. The total microrganisms idenrified were: Escherichia co//(58.3%),
Cedecea lapagei (12.5%), füebsiella pneumoniae (8.3%), Pasteurella
haemofyticus (8.3%), Aeromonas hydrofila (4.2%), Acinetobacter spp. (4.2%)
and Plesiomonas shigelloides (4.2%) through API 20E, API 20NE and Bac tray
kits. Enterotoxigenic E. coli was not detected. L. monocytogenes occurred in
only one of the samples (0.98%), which was identified through the API Listeria
kit

Guidance Commhtee: Dra. Eliana Pinheiro de C^nwlho-UFLA (Major Professor)
Dra. Elizabem Oliveira da Costa -USP(Co-adviser)



1 INTRODUÇÃO

A mastite bovina é responsável por grande perda na produção de leite,

acarretando prejuízos sócio-econômicos que afetam diretamente a atividade

leiteira. É encontrada em todos os continentes, atingindo, inclusive, os países
desenvolvidos. O prejuízo econômico nos EUA, devido a sua ocorrência, é de

cerca de 2 bilhões de dólares ao ano.

A erradicação da mastite é dificultada devido à presença de grande

número de microrganismos, tais como, bactérias, fungos, vírus, algas e

protozoários. Em geral, as bactérias ocorrem com maior freqüência,

apresentando mais de uma espécie envolvida na manifestação da doença.

Algumas bactérias e/ou toxinas por elas produzidas quando ingeridas podem

causar toxiníècção alimentar com desenvolvimento de quadros graves, levando

alguns pacientes à morte. Dentre os agentes etiológicos, a Listeria

monocytogenes e aEscherichia coli ocorrem em menor porcentagem, porém, são

organismos patogênicos que podem causar sérios problemas à saúde do

consumidor, sendo, por este motivo, alvo de interesse principalmente da indústria
de alimentos.

Os programas de controle desta enfermidade estão voltados

principalmente àadoção de práticas de higiene no momento da ordenha, tanto dos

animais como também dos ordenhadores, e equipamentos utilizados para
obtenção do leite, além da supervisão de profissional capacitado para detecção
dos animais doentes e adininistração correta de práticas terapêuticas, quando
necessário.



A L. monocytogenes é responsável por sérias doenças em idosos, recém-

nascidos, gestantes e pacientes imunocomprometidos, com mortalidade de 30%

aproximadamente em surtos de toxinfecção. Meningite, meningoencefàlite,

"doença giratória'' em carneiro, mastite, septicemia são algumas das

conseqüências de sua atuação. Geralmente os casos de listeriose não são

relatados devido à não investigação da causa da doença, e conseqüente erro de

diagnóstico.

A mastite decorrente da ação de cepas de E. coli é de difícil tratamento,

pois apresentam resistência aosantibióticos maiscomuns, alémde estarassociada

à mortalidade em animais acometidos.

Como citado anteriormente, inúmeros microrganismos estãoassociados à

ocorrência de mastite, sendo dada uma especial atenção àqueles patógenos,

principalmente pelogrande interesse da indústria de alimentos.

Facea isto, esta pesquisatem como objetivos:

• Verificação da freqüência de mastite subclínica nos quartos

mamários, detectados peloteste CMT;

• contagem e caracterização de coliformes totaise fecais presentes;

• identificação da patogenicidade decepas deE. coli presentes;

• identificação de Listeriamonocytogenes.



2 REFERENCIAL TEÓRICO

2.1 A mastite

A mastite é uma enfermidade que vem sendo discutida desde o século

passado e ainda hoje continua sendo motivo de preocupação pelos prejuízos que

acarreta (Jordão, 1967). Segundo a International Dairy Federation (1987), a

mastite é definida como "uma reação inflamatória da glândula mamaria'' que,

junto com mudanças fisico-quúnicas e microbiológicas, é caracterizada por um

aumento do número de células somáticas no leite e por mudanças no tecido

mamário. Esta inflamação da glândula mamaria, decorrente da ação de

microrganismos, pode ser causada por um conjunto de fatores, tais como

anatômicos, fisiológicos, ambientais e de manejo, promovendo grandes perdas

econômicas por ocasião da redução na produção de leite, gastos com tratamento,

substituição e/oudescarte de animais, entre outros.

Embora o International Dairy Federation (IDF) tenha reconhecido a

existência de mastite asséptica ou não específica (mudanças inflamatórias da

glândula mamaria não causada por microrganismos), a mastite usualmente é

causada por bactérias patogênicas colonizadores da glândula mamaria. Estas

bactérias entram na glândula mamaria via canal e se multiplicam dentro do úbere
ou no início do dueto.

Auldist e Hubble (1998) afirmam que tanto a mastite clínica como a

subclínica podem afetar as propriedades de produção e composição do leite e

produtos lácteos, além dos problemas concernentes à saúde pública causados pela
ingestão do leite contaminado. Os mesmos autores revisaram trabalhos



científicos e verificaram modificação em vários constituintes do leite, tais como

diminuição de lactose, caseína total, p-caseína, cts-caseína, a-lactoalbumina, B-

lactoglobulina e potássio, eaumento de ácidos graxos livres, y-casema, proteínas

do soro, soroalbumina, IgG, lactoferrina, transferrina, plasmina, Na e Cl,

dificultando, com isso, a fabricação de seus derivados (Auldist e Hubble, 1998;
Machado et ai., 1998).

A relação entre a contagem de células somáticas (CCS) no leite e a

prevalência de infecções intramamárias em um rebanho tem sido estudada em

vários trabalhos. Embora algumas pesquisas anteriores tenham demonstrado

relações modestas entre esta contagem e infecções, nos últimos 15-20 anos os

pesquisadores jádemonstram uma perfeita correlação entre a infecção do rebanho

e esta contagem de células somáticas no leite. Por exemplo, Holdaway et ai.

(1996) mostraram uma correlação de 0,84 (pO.001) entre log10 de contagem de

células somáticas doleite e a porcentagem dequartos infectados.

A maioria das indústrias lácteas do mundo incluemrotineiramente a CCS

comomedida daqualidade doleite (Hubble, 1997).

Dentre os exames utilizados, destaca-se o Califórnia Mastitis Test

(CMT), que é capazde detectar o processo infiamatório evidenciando o aumento

decélulas somáticas, principalmente osneutrófilos polimorfonucleares. Alémdos

neutrófflos polimorfonucleares, também podem estar presentes linfócitos,

plasmóchose macrófàgos.

A mastite clínica é geralmente diagnosticada e tratada pelos proprietários

dos rebanhos leiteiros sem o conhecimento da bactéria causadora da doença,

principalmente pelo alto custo da cultura e o tempo necessário (24-48h) para o

resultado.



A higiene no momento da ordenha é um ponto importante para o seu

controle, devendo-se também considerar a administração apropriada de

antibióticos nos casos de constatação da mastite, pois dependendo do agente, a

droga será ineficaz, além de um mau uso promover resistência ao microrganismo
(Ruiz, 1983; Rebhun et ai., 1995). A cura da mastite é influenciada pelas
espécies de bactéria envolvidas, a duração da infecção, o tipo e duração do
tratamento com antibiótico e a eficácia das estratégias de outros tratamentos

usados (Sandholm et ai., 1990). McDougall (1998) testou a resistência à

penicilina de bactérias isoladas de gado mamítico e encontrou resistência de 20%

de 44 S. aureus isolados, 0% de 10 Streptococcus uberis e 100% de 12 E. coli
isoladas.

Estudos realizados em Nova York e Pensilvânia, em rebanhos

acompanhados por um programa de monitoramento, registraram menor incidência

de mastite em relação àqueles sem controle adequado (Wilson et aL, 1997).

Nos casos de mastite clínica é possível a observação macroscópica do
úbere edo leite no momento da ordenha, os tetos acometidos tornam-se inchados,
entumecidos, quentes e duros à palpação, enquanto no leite pode-se observar a
presença de grumos, coágulos e sangue, com a utilização da caneca de fundo

preto ou telado, a partir dos primeiros jatos de leite. Já a mastite subclínica só

poderá ser detectada por testes indiretos, como por exemplo o CMT, ou exames
laboratorias do tipo CCS eexame bacteriológico. Oteste CMT ésimples eeficaz
para a detecção de mastite subclínica a campo (ao pé da vaca). Costa et ai.
(1993) verificaram a eficácia do teste CMT quando comparado ao exame
microbiológico, com 70,97% de concordância entre os exames. Outros

pesquisadores também comprovaram asensibilidade e especificidade do teste em
relação à CCS em casos de mastite subclmica. Uma aba CCS normalmente



indica a ocorrência de mastite subclínica, pois os leucócitos têm seu número

aumentado em virtude do mecanismo de defesa do organismo animal em resposta

a uma inflamação ou irritação da glândula mamaria. A CCS pode ser feita em

lâmina com observação ao microscópio ou com o emprego de aparelhos

eletrônicos específicos. Por serum método laboratorial, exige pessoal capacitado

para sua determinação, tomando-se inviável sua utilização a campo, como é o

caso doCMT (Veiga et aL, 1994; Brito et aL, 1995; Brito et aL, 1997).

22 Microrganismos envolvidos

Nocard e Mollereau, em 1884, citam que isolaram o primeiro agente

etiológico da mastite bovina, identificada mais tarde como pertencente ao gênero

Streptococcus. No Brasil este foi também o primeiro gênero isoladode amostras

de leite mamítico, em 1931,porReise Swenson (Costaet ai., 1994a).

No passado, os agentes da mastite de maior preocupação eram

Streptococcus agalactiae e Staphylococcus aureus (Ferguson, 1938; Plastridge,

1958;Tolle, 1975). Num trabalho de 1938, Peterson et aL sugerema existência

de outrosmicrorganismos responsáveis pela mastite bovina, a qual chamavam de

"mastite mespecífica", pois apesar de alguns animais apresentarem os sintomas

clínicos, não era possível o isolamento de St. agalactiae e S. aureus a partir do

leite do animal acometido, levando-os a acreditar na existência de outros

patógenos. Como advento de meios de culturamais seletivos, tornou-sepossível

a detecção dos outros vários agentes.

Os rebanhos leiteiros são freqüentemente acometidos pela mastite

infecciosa, sendopor esta razão objeto de grande interesse dos pesquisadores. As

dificuldades encontradas para seu controle estão relacionadas ao envolvimento de



vários microrganismos, como bactérias, algas, fungos filamentosos e leveduras,

vírus e protozoários. Watts (1988), pesquisando os agentes da mastite bovina,

apontou o envolvimento de 137microrganismos.

Estudos epidemiológjcos classificam a mastite infecciosa em dois grupos:

contagiosa, que coloniza a glândula mamaria contaminando os outros animais,

principalmente por meio dos equipamentos de ordenha e mãos de ordenhadores,

sendo Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae, Streptococcus

dysgalactiae e Mycoplasma sp. seus principais agentes, e ambiental,

normalmente associada à ocorrência de microrganismos que coexistem no habitat

do animal, representada por Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae,

Enterobacter aerogenes, Serratia sp., Proteus sp., Pseudomonas sp., e outras

bactérias Gram negativas, Staphylococcis coagulase negativo, Streptococci
ambiental, leveduras ou fungos filamentosos, Prototheca, Actmomyces pyogenes
eCorynebacterium bovis (Elvinger etaL, 1992; Rebhun etaL, 1995).

A primeira é a mais comum e é transmitida durante o processo de

ordenha com o úbere sendo a fonte primária de infecção. As duas promovem a

infecção daglândula mamaria, que ocorre principalmente através do canal do teto

(BramleyeDodd,1984).

Apesar de ser menos comum, a mastite causada por patógenos ambientais

émuito importante porque otratamento édifícil ea morte do animal pode resultar
porsepticemia e/ou toxemia (Bartlett etai., 1992).

Costa et aL (1986), estudando a etiologia bacteriana da mastite bovina,
encontraram microrganismos ainda não relacionados com mastite no BrasU, como

Aeromonas sp., Kurthia sp., Neisseria sp., Alcaligenes sp., Listeria sp.,
Moraxella sp., Actinobacillus sp. e Chromobacterium sp.



Langoni e Fonseca (1997) isolaram Campylobacter sp. de 1,64% das

305 amostras de leite de vacas com mastite clínica. A incidência de mastite

clínica pode variar entre 5 a 110 casos/l00vacas/ano (Erskine et ai., 1991).

Costa et aL (1997), analisando 256 amostras de leite bovino procedentes

deanimais com mastite clínica, verificaram a ocorrência de Staphylococcus sp.,

Streptococcus sp., Corynebacterium sp., Klebsiella sp., Nocardia sp.,

Prototheca sp., leveduras, fungo micelíano, Chromobacterium sp., Bacillus sp. e

Pseudomonas sp. Num estudo posterior, Costa et ai. (1998) constataram maior

incidência de Prototheca zopfii (41,2%) dentre os microrganimos que

desencadeiam a mastite ambiental isolados das amostras de leite de animais com

mastitede diferentes propriedades dos estados de SãoPaulo e MinasGerais.

A Serratia spp. também poderá apresentar-se comoagente da mastite por

ocasião do uso de soluções pré ou pós "dipping" contaminadas (Rebhun et ai.,

1995).

A mastite por Pseudomonas spp. em geral está associada à utilização de

água contaminada no processode ordenha. Costa et ai. (1994b), analisando 135

amostras de leite e 84 amostras de secreção de vacas com mastite clínica e/ou

subclínica, isolaram 45,19% deStaphylococcus sp., 8,89% de Streptococcus sp.,

37,78% de Corynebacterium sp., 0,74% de Pseudomonas sp, e 34,52% de

Staphylococcus sp., 23,80% de Streptococcus sp., 22,62% de Corynebacterium

sp., 5,95% de Prototheca sp., 1,19% de Pseudomonas sp. e 1,19% de

Plesiomonas sp., respectivamente. A propriedade onde foi desenvolvido o estudo

apresentava problemas com a qualidade da água, justificando a presença de

Prototheca, Pseudomonas e Plesiomonas.

Sob o ponto de vista de saúde pública, existe um alto risco de transmissão

de agentes infecciosos ao homem através do leite contaminado. Existem mastites

8



de grande importância, como as causadas por estafilocócos, Brucella sp.,
Mycóbacterium sp. eListeria sp. (Langoni e Fonseca, 1997).

O primeiro caso de mastite bovina causado por L. monocytogenes,
ocorrido na Dinamarca, foi reportado em 1973 por Jensen eLarsen.

Prasad et ai., citado por Bougle e Stahl (1994), afirmam que a L.

monocytogenes é encontrada no leite de vacas devido tanto à contaminação

ambiental como proveniente de mastite bovina. Os mesmos autores afirmam

ainda que a pasteurização poderá ser eficiente para eliminar o aferido

microrganismo se for bem conduzida, no entanto, estes poderão sobreviver ao
tratamento se estiverem no interior dos leucócitos.

Ghter etai. (1980) isolaram Listeria monocytogenes de amostras de leite

provenientes de uma vaca com mastite supurativa. Num estudo que abrangeu o

período de 23 anos, foram isolados 448 cepas de L. monocytogenes procedentes
de 1.132.958 vacas de vários rebanhos na Dinamarca (Jensen et aL, 1996).
Langoni e Fonseca (1997) isolaram L. monocytogenes de 16 amostras de leite

(7,01%) de vacas com mastite clínica (4,38%) e subclínica (2,63%) de um total
de 228 amostras.

Sharp (1989) descreveu oisolamento de L. monocytogenes em apenas um
quarto de uma vaca de um determinado rebanho. Após vários tratamentos com

antibiótico, administrado pelo proprietário, omicrorganismo permaneceu viáveL

Vishinsky et aL(1997) diagnosticaram sete casos de mastite bovina por L.
monocytogenes no norte de IsraeL Das cepas isoladas dos órgãos dos animais,

foi constatada a presença de grupos ET 1 e ET 17, envolvidos em surtos de

toxinfecção alimentar no passado, levando-os aconcluir que oanimal poderá ser
o foco deste organismo para o homem, veiculando-o através do leite e carne.



Num estudo na índia visando verificar aincidência de Listeria sp. em leite e seus
derivados, constatou-se a presença de L. monocytogenes em 3 amostras de leite

crue em48 amostras de sorvete (Pednekar et ai., 1997).

A mastite aguda severa e a menos severa são combinações de doenças

inflamatórias sistêmicas e locais que resultam nainvasão das glândulas mamárias

por E. coli ou um organismo coliforme similar. O gado no início da lactação é

mais susceptível à doença (Abdul-Raouf et aL, 1996). Os mesmos autores,

analisando leite não pasteurizado, detectaram E. coli 0157:H7 em3 de50 (6%)

amostras analisadas.

A mastite por coliforme representa motivo de preocupação para a

pecuária leiteira devido à dificuldade no tratamento (resistência aos antibióticos

mais usados) e mortalidade associada a sua ocorrência. Em geral, este tipo de

mastite acomete o gado confinado em regime "free-stalT, onde o ambiente pode

apresentar umidade excessiva, lama e pouca ventilação. Também nas vacas de

rebanhos com baixa contagem de células somáticas há grande incidência de

mastite clínica por coliformes nos primeiros 30 dias de lactação (Rebhun et aL,

1995). Normalmente as novilhas primfparas são mais suceptíveis a sua ação,

podendo este fato ser atribuído a uma diminuição na função de neutrófilos,

demora na migração de neutrófilos dentro da glândula e rápida multiplicação

bacteriana durante a primeira lactação (Hill et aL 1979; Frost e Brooker, 1986;

Kehrli et aL, 1989; Shuster e Kehrli, 1992; Cai et aL, 1994; Costa et aL, 1996;

Barker et aL 1998). Muitas das infecções intramamárias causadas por patógenos

ambientais como Escherichia coli e Streptococcus uberis têm início antes da

primeira lactação, resultando em mastite clínica nos 30-60 dias após o parto

(Rebhun et ai., 1995). Shpigel et ai. (1998a), analisando quartos de vacas com

mastite clínica, verificarammaior ocorrência de coliformes (60,2%). Lam et aL
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(1997) verificaram maior ocorrência deE. coliem animais que eram submetidos

a uma desinfecção pós ordenha em comparação aos que tiveram esta desinfecção

interrompida.

Em um estudo visando verificar a composição microbiológica deleite cru,

Desmasures et aL (1997) constataram 8,1 x IO2 de Lactococci/ml, 1,8 x IO2 de

Lactobacüli/nu, 7,2 x IO1 de leveduras/ml, 7,4 x 10 Enterococci Imi, 5,7 x 10 de

coliformes/mL 4,5 x IO2 Staphylococcus aureuslrm, 8,5 x IO2 Microcaceae/nd,
2,0 xlO3 Pseudomononas spp7ml e 1,2 x IO3 esporos de bactérias fermentadoras
delactose.

Barkema et al.(1998), pesquisando animais com mastite clínica,

observaram baixa contagem de células somáticas em tanques de leite (CCSTL)

quando os agentes envolvidos eram E. coli, Klebsiella spp. ou Pseudomonas,

enquanto a CCSTL era alta para S. aureus, Streptococcus dysgalactiae e

Streptococcus agalactiae. Observações semelhantes foram feitas por Smith et
al.,1985 e Hillerton et ai., 1995.

23 Surtos detoxinfecção alimentar mediados por leite

Vários casos de toxinfecção alimentar veiculados por leite têm sido

relatados em diferentes países. Os quadros de pessoas acometidas por vômito,
náusea e diarréia são freqüentes e caracterizam geralmente os sintomas de

contaniinação por algumas bactérias como Staphylococcus sp., Streptotococcus
sp., Corynebacterium sp., entre outras, as quais também ocorrem em animais que
apresentam quadros de mastite clínica e/ou subclínica, transmitindo-as,

consequentemente, para o leite, quando não tratados adequadamente. Além

desses sintomas, algumas bactérias ou suas toxinas podem atingir vários órgãos
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do homem ou animal, causando problemas mais graves, podendo ser fatal em

alguns casos, principalmente para osindivíduos com sistema imune enfraquecido.

Muitos protocolos microbiológjcos que são rotineiramente usados para

medir qualidade doleite cru não são próprios para detectar patógenos específicos.

Segundo Steele et ai. (1997), leitecru com baixa contagem de células somáticas

pode ou não conter bactérias patogênicas capazesde causardoenças. Do mesmo

modo, uma elevada contagem total poderá ou não estar relacionada com a

presença de patógenos humanos. L. monocytogenes, Salmonella sp., Escherichia

coli verotoxigênica (VTEC) e Campylobacter sp. são constantemente citadas

como agentesde doenças originadas por alimentoscontaminados (Zottola e Smrth

1991; Steele et ai. 1997; Luisjuan-Morales et aL 1995).

Jones (1990) informa que há mais de 60 anos a Listeria monocytogenes

tem sido associada a patógeno de humanos e animais; e foi sugerido mecanismo

de transmissão deste patógeno através de alimentos há mais de 50 anos, como

citado em um artigo de Ho et ai. (1986).

Segundo Donini (1997), muitos casos de üsteriose que levaram os

pacientes à óbito foram registrados como septicemia, doenças infecciosas

intestinais, afecções orgânicas no período perinataL, anomalias congênitas do

sistema nervoso central, doenças do sistema nervoso, meningites e sintomas mal

definidos, causas estas responsáveis por 86% de todos os óbitos, em todas as

idades. Isto ocorre porque o sistema de registro de morbidade e de mortalidade

utiliza o Código Internacional de Doenças (CID), com o diagnóstico padronizado

e agrupado por causas, levando a erros devido à patogenia diversificada da

listeriose. Grande parte dos óbitos poderiam ser evitados se houvesse um

diagnósticolaboratorial e epidemiológico dos casos por parte dos profissionaisda

área. Segundo Pednekar et ai. (1997), a taxa de mortalidade em listerioses
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humanas é alta (8-33%) em crianças, pessoas imunodeprimidas e gestantes (pode

levar ao aborto). Como resultado disto, inúmeras pesquisas têm sido

desenvolvidas em vários países para estudar a Listeria spp. e em particular a L.

monocytogenes, em diferentes tipos de alimentos.

Emumsurto delisteriose emMassachusetts, 1983, quarenta e nove casos

(sete recém-nascidos e quarenta e dois adultos), envolvendo quatorze mortes

foram registrados. A L. monocytogenes sorotipo 4b foi isolada acreditando-se

que o leite pasteurizado tenha sido o veículo da enfermidade (Cliver, 1990). No

ano de 1985, em Los Angeles, foram confirmados cento e quarenta e dois casos

com quarenta e seis mortes, 85% dos casos foram perinataL novamente isolou-se

L. monocytogenes sorotipo 4bveiculada por queijo tipo Mexicano (James et ai.,

1985). Entre 1983 e 1987, em Vaud, na Suíça, o consumo de queijo Vacherin

Mont d'Or promoveu 122 casos de toxinfecção e33 mortes por listeriose. A cepa

de L. monocytogenes foi responsável pelo surto e foi isolada da superfície do
queijo, de umpedaço de queijo obtido de um paciente com listeriose e de áreas do

local de produção do queijo, como prateleiras de madeira e escovas de salmoura

usados nos ambientes de maturação, os quais estavam muito contaminados

(Zottola e Smith, 1991; Bell e Kyriakides, 1998). No ano de 1995, quarenta e

cinco pessoas foram acometidas com sintomas de diarréia ealgumas também com

febre, não houve mortes e quatro pessoas foram hospitalizadas. O alimento

envolvido foi leite aromatizado pasteurizado (Bell eKyriakides, 1998).

A ocorrência de diferentes espécies de Listeria sp. no leite cru e produtos

lácteos foi pesquisada na Irlanda do Norte por Harvey e Gilmor (1992), em
amostras provenientes de diferentes laticínios. Do total de 176 análises de leite

cru, 25,0% foram positivas para Listeria spp., com isolamento de L.

monocytogenes, L. innocua e L. seeligeri em 15,3%, 10,2% e 2,8%
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respectivamente. Nas 95 amostras de leite pasteurizado e 33 de queijos frescos
examinados, foram isolados L. monocytogenes em 1,05% e de L. seeligeri em
3,0% das amostras, respectivamente.

Steele et ai. (1997), analisando amostras de leite cru em tanques de
fazendas observaram a presença de L. monocytogenes em 2,73% das 1720

amostras estudadas. Os autores comentam, em seu artigo, sobre a importância

destes patógenos para a família dos proprietários destas fazendas que sempre
consomem este leite cru. Listeria innocua e L. welshimeri foram isoladas por

Luisjuan-Morales et aL (1995) em 7 e 2 amostras, respectivamente, de 100

amostras de leite cru analisadas na cidade de Guadalajara no México. Estas

amostras foram coletadas de lojas e de vendedores ambulantes. Nenhuma L.

monocytogenes foi identificada nesta pesquisa.

0'Donnell (1995) analisou, na Inglaterra, 2009 amostras de leite cru e

encontrou 310 (15,43%) contaminadas por Listeria spp., sendo que, destas 102,

33% foram identificadas como L. monocytogenes.

Jensen et ai. (1996) fizeram uma comparação de 33 isolados de mastite

bovina e 27 isolados clínicos humanos através de análise de sorotipagem e

ribotipagem. A sorotipagem mostrou que todos os sorotipos bovinos e os 17

(63%) dos isolados humanos pertenciam ao sorogrupo 1, considerando que 10

(37%) dos isolados humanos pertenciam ao sorogrupo 4. A combinação dos

métodos detipagens mostrou que 26 (79%) dos isolados bovinos e 13 (48%) dos

isolados humanos compartilharam tiposcomuns.

Dentre os bacilos Gram negativos, anaeróbios facultativos

(Enterobacteriacea, Vibrionacea e Pasteurellacea), a família Enterobacteriacea é

isolada com maior freqüência da mastite bovina, sendo a Escherichia coli a

espécie característica da família (Watts, 1988). Doenças entéricas causadas por
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espécies de E. coli enterotoxigênicas são de grande importância e freqüentemente
os alimentos sãoimplicados comovetores.

Ascepas patogênicas de E. coli quando ingeridas com oalimento poderão

produzir cinco tipos de diarréias em humanos: Enteropatogênica (EPEC),

Enterotoxigênica (ETEC), Enteroinvasiva (EffiC), Enterohemorrágica (EHEC,

VTEC) eEnteroaderente agregativa (EA-AggEC) (Varnam eEvans, 1991).

O sorotipo 0157317 (EHEC) tem sido assunto de muitas pesquisas por
estar associado àocorrência de surtos de toxinfecção alimentar, os quais, muitas

vezes, apresentam o leite como veículo, apesar de Duncan e Hackney (1994)

afirmarem não estar relacionada com a mastite. No princípio de 1994, três
crianças e seis outras sofreram diarréias severas em um surto de colite

hemorrágica. A infecção foi associada à ingestão de hamburgues e produtos
lácteos contaminados com E. coli 0157:H7 (Abdul-Raoufet aL, 1996)

Oleite cru pode ser uma fonte de alimento contaminado com patógenos.
Este tipo de leite é ainda muito consumido em todo o mundo, apesar de ser
proibida pelas legislações de vários países asua distribuição. Oconsumo de leite

cru provoca sempre surtos esporádicos de doenças como doenças entéricas,

listerioses, etc. O leite cru também tem sido citado como fonte de VTEC em

surtos de toxinfecções alimentares. Segundo Quinto eCepeda (1997), crianças de
uma escola em Ontario, no Canadá, foram contaminadas por leite cru e VTEC

0157ÍT7 foi detectada e em 3 (7%) dos casos foi desenvolvida síndrome urêmica

hemolítica (HUS). Também Steele et aL (1997) isolaram 15 VTEC em 0,87% de
amostras de leite cru distribuídas em Ontario. A Escherichia coli 0157:H7 tem

sido o sorotipo VTEC mais comumente associado com doença, porém, outros
sorotipos como 026:H11, 0113:H21 e o 0163:H19 já foram citados como
causadores de doenças em humanos (Karmali et ai. 1985, Scotland et ai. 1988).
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Em 1965, na Argentina, 15 crianças foram acometidas por sintomas de

gastroenterite provocados pelo sorotipo 0111354, quefoi encontrado em 70%das

amostras de leite cru fornecidos por uma pessoa, que posteriormente foi apontada

como portadora (Manzullo et aL, 1965). Nos EUA, no ano de 1971, um surto de

toxinfecção alimentar envolvendo um lote de queijo Camembert acometeu 387

pessoas, a E. coli0124:B17 foi isolada doqueijo e das fezes das pessoas (Marier

et aL, 1973). No estado de Oregon, 1993, foi registrado um surto detoxinfecção

alimentar mediado porE. coli 0157317. Seis pessoas estiveram envolvidas, das

quais duas foram hospitalizadas, constatou-se que todas haviambebido leitecru

de uma lanchonete num supermercado (Helberg e Pokarney, 1993). Em 1994, na

região de Montaria, um surto de gastroenterite foi atribuído à E coli 0:1043121,

o provável mediador foi uma determinada marca deleite (Moore e Clark, 1995).
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3 MATERIAL E MÉTODOS

3.1 Coleta da amostra

As amostras foram coletadas no Campus Universitário da Faculdade de

Medicina Veterinária e Zootecnia da USP - Pjrassununga - São Paulo. O

rebanho leiteiro no qual foram feitas as coletas de leite pertencia ao Núcleo de

Apoio à Pesquisa em Glândula Mamaria e Produção Leiteira (NAP GAMA).

Esses animais são doações dos produtores assistidos pelo NAP GAMA e que

sempre apresentavam mastite, mesmo após tratamentos.

Foram utilizados 45 animais em estágio de lactação e destes, coletadas

102 amostras de leite provenientes de quartos anterior direito (AD); anterior

esquerdo (AE); posterior direito (PD) e posterior esquerdo (PE), levando-se em

consideração testes da caneca telada (ou de fundo escuro) e CMT efetuados no

momento da coleta dasamostras para cadatetodoanimal.

Os tetos foram lavados com jatos d'água e feita posterior assepsia com

álcool iodado antes da retirada da amostra, com o objetivo de evitar a

contaminação ambiental e/ou de ordenhadores e utensílio. Somente amostras que

apresentavam mastite aparente e subclínica com escore 1+, 2+ e 3+ em CMT

foram coletadas em recipientes estéreis e mantidos sob refrigeração para exames
microbiológicos.

As análises microbiológicas de isolamento e identificação de patógenos
foram efetuadas no laboratório de Microbiologia de Alimentos da Universidade
Federal de Lavras - M.G.
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3 J2 Análises Realizadas

3.2.1 Testes para detecção de Mastite Subclínica

* Caneca Telada ou de Fundo Escuro - no momento da coleta das amostras, os

primeiros jatos de leite foram observados na caneca telada paravizualização

de grumosou qualquer anormalidade no leite.

• CMT (Califórnia Mastitis Tesfl - as amostras de cada teto foram testados

quanto à presença de mastite subclínica através de teste CMT. O princípio

da prova baseia-se na reação deum detergente aniônico (alquil-aril-sulfonato

de sódio) que atua liberando o material celular; a liberação deste material

produz uma viscosidade que caracteriza a reação cuja intensidade pode ser

medida por 5 escores: negativo; traço (suspeito); 1+ (positivo fraco); 2+

(positivo)e 3+ (positivo forte).

3.2.2 Análises microbiológicas

As análises para coliformes totais e fecais foram realizadas seguindo a

metodologia de Speck (1984). Para o isolamento de Listeria monocytogenes,

foram utilizados meios que apresentaram boa eficiência para produtos lácteos

testadospor vários pesquisadores (Lundet ai., 1991;Curtis e Lee, 1995; Gohil et

ai., 1995;Poda et ai., 1995; Furlanettoet ai., 1996;Beumeret ai., 1997).

3.2.2.1 Para isolamento e identificaçãode Listeria monocytogenes

O procedimento realizado para isolamento, caracterização e identificação

de Listeria monocytogenes está esquematizado na Figura 1.

As amostras de leite foram enriquecidas em caldo LEB (Listeria

Enrichment Broth Base - Oxoid) e incubadas emestufa bacteriológicaa 35°C por
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um período de 7 dias. A partir do quarto dia de incubação, procedia-se a estria

em placas de Petri contendo meio PALCAM (Oxoid). Todas as colônias que
apresentaram característica de L. monocytogenes foram repicadas em tubos

contendo BHI agar (Brain Heart Infusion Agar) inclinado para posterior
purificação e identificação.

As cepas que apresentaram as seguintes características: Gram positivas,

catalase positiva, oxidase negativa, MR+/VP+, TSI A/A sem produção de H2S,

não reduziram nitrato a nitrito, (3-hemolrticas em agar sangue de cavalo e com

movimentos de tombamento à temperatura ambiente foram submetidas a umteste

de identificação API - Listeria (Oxoid).

LEITE CRU

ENRIQUECIMENTO EM LEB
(225ml)

Incubação 3S°C/7 dias

CARACTERÍSTICAS DASCOLÔNIAS
PALCAM agar

Incab.3rC/48h

roENTIFICAÇÃO
Testes Bioquímicos

API-Listeria

FIGURA 1Esquema de isolamento de Listeria spp. de leite cru provenientes de
vacas com mastite clínica e subclínica
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3.2.2.2 Para isolamento e identificação de coliformes totaise fecais

Contagem, isolamento e caracterização de coliformes totais e fecais

(Figura 2).

As amostras de leite foram diluídas para inoculação e cálculo do número

mais provável de coliformes (NMP). As diluições previamente preparadas foram

inoculadas em Caldo Lauril Sulfato Triptose contendo tubo deDurhan, incubadas

a 35-37°C por 24-48 horas. Após a incubação os tubos positivos, eram repicados
para Caldo EC e incubados a 44,5°C por 24-48 horas. Todos os tubos que

apresentavam turvação e gás no tubo deDurhan foram considerados positivos e

utilizados para o cálculo de NMP de coliformes.

Apartir dos tubos positivos para coliformes, foram feitas estrias em agar

Eosina Azul de metileno (EMBA), incubado à 35-37°C por 24 horas. Todas as

colônias que se desenvolveram com características diferentes foram retiradas e

repicadas para Plate Count Agar em tubo inclinado para posterior purificação e

identificação.

Após a seleção de todas as colônias das amostras, as mesmas foram

purificadas, inoculadas em um meio de triagem para Enterobacteriaceaes (TSI

agar) e incubadas a 37°C/24 horas. As colônias com características noTSI agar

de coliformes e que se apresentavam como oxidase negativa foram identificadas

através do sistema API 20E da Biolab-Merieux. As outras colônias foram

identificadas pelosistema API 20NE(nãoenterobacteriacea), Bac Tray (DIFCO)

e, quando necessário, feitasprovasbioquímicas rotineiras complementares.
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LEITE CRU

DILUIÇÕES
Água Peptonada 0,1%

COLIFORMES TOTAIS

Caldo Lauril Sulfato Triptose (LST)
Incubaçâo 35-37°C/24-48 h

Tubos positivos

COLD70RMES FECAIS

Cado EC

Incub. 44,5"C/24-48 h

Tubos po sitivos

CARACTERÍSTICAS DAS COLÔNIAS
EMB Agar

incub. 37°C/24 h

TRIAGEM

TSI Agar
Incub. 37°C/24 h

IDENTIFICAÇÃO
API20E

API20NE

BAC TRAY

FIGURA 2 Esquema de isolamento e caracterização de coliformes totais e fecais

de leite cru proveniente devacas com mastite clínica e subclínica
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33 Confirmação das Cepas de E. coli

Todas as cepas foram identificadas por meio de kits comerciais API 20E

(BioMeriuex) e enviadas ao Departamento de Bacteriologia, Instituto Oswaldo

Cruz, FIOCRUZ, Rio de Janeiro, RJ, para estudo da patogenicidade (EIEC,

ETEC, EPEC e EHEC).
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO

Os resultados do teste de CMT e freqüência nos tetos das vacas com

mastiteclínica e subclínica estãoapresentados na Tabela 1.

Os resultados do NMP de coliformes totais, fecais e teste de CMT nas

amostras relacionadas a este grupo de microrganismos são mostrados na Tabela

2, provenientes de 45 vacas com mastite clínica e subclmica e de 102 tetos

analisados.

TABELA 1 Número de tetos positivos para diferentes escores de CMT e

Tetos

%

CMT

Animais

Mastite

Clínica

Total

negativo 1+ 2+ 3+ msc me

AD 22 6 3 14 0 23 0

AE 18 8 4 15 0 27 0

PD 19 5 7 14 0 26 0

PE 19 5 2 16 3 23 3

Total 78 24 16 59 3 99 3

AD=Anterior Direito; AE=Anterior Esquerdo; PD=Posterior Direito;
PE=Posterior Esquerdo; msc=mastite subclínica; mc=mastite clínica.
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TABELA 2 NMP de coliformes em tetos de animais com mastite clínica e

subclínica relacionados aos testes de mastite

Identificação Tetos CMT

dos Animais AD AE PD FE AD AE PD FE

2 - - 45 4 - - 3+ 3+

3 4 7(7)0)
- 4 3+ 1+ - 3+

6 15(15) 4 - - 3+ 3+ - -

9 - - - 4 - - - 3+

17 9(9) - - 9(4) 3+ - - 3+

19 45(45) 25(25) - - 2+ 1+ - -

25* - - - 4(4) - - - -

26 - 4 - - - 3+ - -

33 - - - 25 - - - 3+

39 - - - 4 - - - 3+

40 4 - - - 3+ - - -

41 9 - - - 1+ - - -

45 - - 45(45) - - - 2+ -

♦Mastite clínica

(l)Números entre parêntese representam número de coliformes fecais isolados a
44,5°C
AD=Anterior Direito; AE=Anterior Esquerdo; PD=Posterior Direito;
PE=Posterior Esquerdo; CMTKàlifornia Mastitis Test
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4.1 CMT

De 180 amostras de leite de tetos de vacas com mastite subclmica e

clínica, 99 (55%) foram consideradas positivas para mastite subclínica, 3

(1,67%) para mastite clínica e 78 (43,33%) negativos para CMT. Considerando

oteste CMT para a mastite subclínica, 24 (13,34%) apresentaram escore 1+; 16

(8,88%), escore 2+ e 59 (32,78%), escore 3+ (Tabela 1). Destes 45 animais

estudados, 20 (44,45%) apresentaram positividade em 1teto, 8(17,78%) em 2, 5

(11,11%) em 3 e 12 (26,66%) nos 4 tetos analisados (Tabela 3). O escore 3+

(32,78%), encontrado nesta pesquisa em maior porcentagem do numero de tetos

analisados, pode ser comparado ao resultado encontrado por Devi et ai. (1997)
quando trabalharam com mastite subclínica em 961 tetos de 243 vacas de

diferentes raças e encontraram 138 tetos (14,36%) com escore 3+, o que
representou, nesta pesquisa, o maior escore encontrado. Costa et ai. (1994c)

encontraram, como resultados de 2372 amostras de leite positivas para exame

CMT, 26,52% com escore 1+, 26,31% com escore 2+ e 47,18% com escore 3+.

No entanto, Brito et aL (1997) verificaram com maior freqüência o escore 1+

(10,33%), dentre os escores 1+, 2+ e 3+, das 3012 amostras dos quartos com
mastite subclmica analisados.

Os resultados encontrados nesta pesquisa também coincidem com os

encontrados por estes autores em relação ao número de quartos afetados por
animal, sendo a maior incidência em um único quarto (44,45%) e menor em 3
quartos (11,11%) por animal (Tabela 3). Shpigel etaL (1998a), analisando 1089

vacas em Israel, encontraram também coliformes em 92,6% de animais com um

quarto afetado, 2 quartos em 6,4%, 3 quartos (0,2%) e 4 quartos em 0,8%.
Costa et ai. (1996), estudando tetos de novilhas primíparas, constataram a
presença de infecção intramamária em 28,3% das novilhas com 4tetos positivos,
20,8% com3 tetos, 14,2% com2 e 16,7% com 1tetosomente.
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TABELA 3 Freqüência de infecção de quartos afetados por mastite clínica e

subclmica em vacas

Número de Quartos Animais

Infectados D3 %

1 20 44,45

2 8 17,78

3 5 11,11

4 12 26,66

TOTAL 45 100,00

4.2 NMP de Coliformes Totais e Fecais

Conforme mostra a Tabela 2, todas as amostras com escores em CMT de

3+ apresentaram positividade para coliformes totais e, em alguns casos, para

fecais. É interessante notar que somente 13 (28,88%) dos 45 animais positivos

para mastite clínica ou subclmica mostraram presença do grupo coliforme,

discordando de Shpigel et ai. (1998a), que encontraram positividade para

coliformes em 60,2%, dos casos, ou seja, na maioria dos casos por eles

estudados. Costa et ai. (1998) também encontraram o grupo das

Enterobactenaceas em 78,3% das amostras analisadas. O númeromais provável

de coliformes totais e fecais variou de 4,0 a 45,0 por ml de leite analisados nos

tetos onde foi detectado este grupo de microrganismos. Os quartos posterior

esquerdo, seguido pelo anterior direito, foram os mais afetados. O grupo

coliforme também foi detectadopor McDougall (1998) em 4,7% de 578 quartos

de mastite clínica analisados.
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43 Microrganismos Envolvidos

A Tabela 4 mostra a porcentagem do número de bactérias identificadas

oriundas dos tetos que apresentaram presença do grupo coliforme. Foram

diagnosticados dezenove tetos (Tabela 2) com presença de coliformes dos 13

animais que foram positivos para este grupo. Das dezenove amostras analisadas,

foi feita contagem do número total de coliformes e os microrganismos que se
desenvolveram nos meios líquidos específicos para análise do grupo, plaqueadas
em meio de culturas. Conforme mostra a Tabela 4, foram isolados 7 espécies
bacterianas com predominância de Escherichia coli em 58,3% dos isolados.

TABELA 4 Porcentagem do número de microrganismos isolados em leite de
vacas com mastite clínica e subclínica

Microrganismos Porcentagem
(%)

Escherichia coli 58,3

Cedecea lapagei 12,5

HebsieUapneumoniae 83

Pasteurella haemofyticus 83

Aeromonas hydrofila 42

Acinetobacter spp. 42

Plesiomonas shigelloides 42
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Shpigel et aL (1998a), estudando sete rebanhos de leite em Israel,

encontraram maior freqüência de coliformes (60,2%), dos quais 51,2% foram

identificados como Escherichia coli. Barker et aL (1998) também verificaram

maior ocorrência de E. coli, 38% das 102amostras de leite de vacas com mastite

clínica. Shpigel et aL (1998b) estudaram animais com mastite por coliforme e

encontraram E. coli em 95,17% das amostras, 3,07% de Klebsiella spp.,1,32%

de Enterobacterspp. e 0,44% de Proteus.

Sargeant et aL (1998), analisando a freqüência de ocorrência de mastite

clínica em rebanhos de Ontario durante 2 anos, detectaram, além de outros

microrganismos, o grupo coliforme em 17,2% das amostras, valor este só

superado porStaphylococcus sp., que foi de 28,7%.

Costa et ai. (1994a, 1996) constataram baixa incidência dos gêneros

pertencentes à família Enterobacteriacea, como Serratia sp., Klebsiella sp.,

Salmonella sp, Enterobacter sp., Citrobacter sp., Proteus sp. e a espécieE. coli.

Nos dois estudos verificou-se maior incidência de Staphylococcus sp. Numa

pesquisa posterior,Costa et aL (1998) detectaram736 casos de mastite ambiental

(clínica e subclínica) de 5216 animais e verificaram baixa mcidência de E. coli.

Neste estudo o organismo mais freqüente foi Prototheca zopfii, em 304 dos

casos. Moretti et aL (1998) isolaram, dentre os agentes ambientais, E. coli com

maior freqüência das amostrasde leite de animaiscom mastite subclmica.

A Klebsiella é freqüentemente isolada de infecções intramamárias,

chegando a uma freqüência de 11-42,8% de todos os isolados Gram negativos

segundo vários autores (MacDonald et aL, 1970; Smith et aL, 1985; Shpigel et

aL, 1998a).

O agente Plesiomonas sp. é um organismo ambiental influenciado pela

época do ano, estágio de lactação, parto, instalações, manejo e má qualidade da
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água. Costa et ai. (1994b) verificaram sua ocorrência em apenas 1,9% das
amostrasde secreçãode animaiscom mastite.

Segundo Olls e Schoonderwoerd (1989), a água de lavagem dos tetos

deveria ser também analisada para determinar se esta não seria uma possível

fonte de infecção dos tetos com microrganismos como Plesiomonas spp.,
Pseudomonas sp. e Serratia sp. A água tem sido constantemente implicada na
transmissão destes agentes.

Os gêneros Aeromonas e Plesiomonas têm sido constantemente

associados à mastite bovina. Bergmann et ai. (1981) isolaram Aeromonas

hydrophila de um surto de mastite bovina com 1232 vacas contaminadas. De

acordo com Franco e Landgraf (1996), ainda não existem relatos de surtos de

toxinfecção alimentar causados por Aeromonas hydrofila, no entanto, existem

suspeitas de que seja um agente infeccioso de origem alimentar.

Cosia et aL (1998) eShpigel et aL (1998a) também isolaram, em quartos
examinados, Klebsiella sp., Plesiomonas sp., Acinetobacter sp., Pasteurella spp.
e E. coli, como detectados nesta pesquisa. Ogênero Acinetobacter normalmente

está presente em solo, água eesgoto. APasteurella haemolytica tem sido isolada
de infecções intramamárias bovina (Watts, 1988).

Conforme mostrado na Tabela 5, os microrganismos encontrados nesta

pesquisa tiveram maior incidência nos quartos posteriores, estando de acordo com

os resultados de Lam et ai. (1997), Shpigel et aL (1998a) e Macdougall (1998),
que verificaram maior ocorrência de mastite clínica nos quartos posteriores,
70,22%, 64,70% e66,46%, respectivamente. Também em um estudo na índia foi

detectada maior incidência de mastite subclínica no quarto posterior direito (Devi
et ai., 1997). Em contrapartida, Costa et ai. (1994d) não encontraram diferença
significativa da incidência de mastite em quartos anteriores e posteriores.
Cardoso et aL (1996), pesquisando animais com mastite subclmica, concluíram
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que a incidência demastite foi uniforme paraos diferentes quartos de uma mesma

fêmea.

TABELA 5 - Freqüência da presença de microrganismos nos quartos anterior e

posterior de vacas mastíticas

Microrganismo Quarto
Anterior

Quarto
Posterior

Escherichia coli X X

Klebsiellapneumoniae X

Pasteurella haemofyticus X

Aeromonashydrofila X

Acinetobacter spp. X

Plesiomonas shigelloides X

Cedecea lapagei X X

Total (%) 143 85,7

4.4 Patogenicidade das Cepas de & coli

Nas cepas de E. coli, isoladas a partir do leitemastítico, enviadas para a

Fundação Oswaldo Cruz - FIOCRUZ, não foram detectadas presença das

linhagensEPEC, EIEC, ETEC e EHEC. Sharma et aL, 1995, isolou E. coli em

8,33% das amostras de leite cru analisadas, detectando os seguintes sorotipos:

0:5, 0:7, 0:61 e 0:106. Singh et ai 1996, estudando enteropatógenos em leite,

carne e seus derivados, encontraram seis sorotipos de E. coli, 0:3, 0:81, 0:82,

0:84; 0:147 e 0:157; no entanto, somente a 0:147 foi evidenciada no leite

bovino. Outros autores como Quinto e Cepeda (1997) encontraram E. coli

enterotoxigênica de origem bovina e demonstraram que as mesmas podem
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permanecer no queijo elaborado com este leite, o que representa um perigo à
saúde de seres humanos.

4.5Isolamento deX. monocytogenes

Das 102 amostras de leite provenientes de 45 vacas mastíticas, somente

em uma (0,98%) foi isolada Listeria monocytogenes.

A Listeria sp. tem despertado grande interesse no mundo científico e

inúmeras pesquisas têm sido desenvolvidas para se verificar a presença deste
patógeno em alimentos eprincipalmente de uma das fontes de contaminação, que
podeser o leite, proveniente devacasmastíticas.

O baixo índice, de0,98% depositividade, nas amostras analisadas nesta

pesquisa coincide com aqueles encontrados por Langoni e Fonseca (1997) que
isolaram L. monocytogenes em 7,01% de 228 amostras de leite provenientes de
mastite clmica e subclínica, sendo que destas somente 2,63% eram de leite de

mastite subclínica. Também Jensen etai. (1996) obtiveram um baixo índice deste

microrganismo, que variou de 0,01 a 0,1% (média de 0,04%) em análises
realizadas emvacas commastitena Dinamarca.

Apesar da baixa incidência deste patógeno em rebanhos leiteiros, a
simples presença deste microrganismo leva os pesquisadores epessoas ligadas à
saúde pública ase preocuparem ainda mais com esta espécie de microrganismo.

Oleite cru, ainda muito consumido no mundo eprincipalmente no Brasil,
pode ser um veículo de transmissão da listeriose para ohomem. Asua presença
no meio ambiente, participação como patógeno na mastite bovina subclínica e

cümca, o consumo do leite cru, a sua possível resistência aos processos de
pasteurização e o aspecto zoonótico deste microrganismo, segundo Langoni e
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Fonseca (1997), reforçam a importância das mastites bovina, bem como da

obtenção higiênica do leite.

A reação deCMT na pesquisa de Jensen et ai. (1996) foi aha em todosos

casos de mastite onde foram detectadas listerias e, segundo os autores, quartos

infectados podem excretar até 10.000 CFU/ml no leite. Eles demonstraram

também que leite de tanques, em adição à contaminação ambiental, pode ser

contaminado diretamente pelos quartos de úberes infectados.

Comoem todas as pesquisas geralmente seavalia a presença ou nãodeste

patógeno e não o número presente nas mesmas, quando este alimento contiver L.

monocytogeneso número poderá ser muito alto visto que um único quarto poderá

conter 10.000 CFU/ml. Além disto, vários autores (Harvey e Glimor, 1992)

afirmam que Listeria sp. pode se multiplicar em leite resfriado e também

permanecer no leite pasteurizado. A suasobrevivência ou o seu desenvolvimento no

leite refrigerado e, consequentemente, nos seus subprodutos, são favorecidos pela sua

naturezapsicrofrófkae possíveltenmtole^ 1997).

Um estudo na índia visando avaliar a presença de L. monocytogenes no

leite (cru e pasteurizado) constatou a ocorrência do organismo em 5,78% das 121

amostras analisadas (Bhilegaonkar et aL, 1997), sendo este resultado semelhante

ao encontrado por Rea et ai. (1992), que analisando 589 amostras de leite cru,

isolaram 4,9% de L. monocytogenes. Silva et aL (1998) encontraram L.

monocytogenes em 41,17% de 17 amostras de queijo Minas Frescal de

fabricação caseira, contrastando com os queijos Minas Frescal manufaturado e

Ricotta (3,03%) e queijos curados(Gorgonzola, Brie e Roquefort) (5,67%). Esta

alta freqüência em Minas Frescal caseiro deve-seà fabricação a partirde leite cru

obtido sob condições precárias de higiene, e também manipulação do leite até a

obtençãodo queijo além de não haverInspeção Sanitária FederaL
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5 CONCLUSÕES

• O escore 3+ (positivo forte) para o teste CMT e a incidência de mastite

subclínica emumúnico quarto ocorreram com maior freqüência;

• Emsomente 28,88% das amostras positivas para mastites clmica e subclínica

foi constatada a presença do grupo coliformes, sendo a espécie Escherichia
coli mais freqüente dentre as cepas isoladas (58,3%);

• Omeio de plaqueamento EMB agar permitiu o isolamento de outras espécies

além de E. coli e Klebsiella pneumoniae, como Pasteurella haemolitycus
(8,3%), Aeromonas hydrofila (4,2%), Plesiomonas shigelloides (4,2%) e

Cedecea lapagei (12,5%), organismos estes muito comuns no ambiente e

água;

• Nas cepas de E. coli isoladas, não foram detectadas presença de ETEC,
EPEC, EIEC e EHEC;

• Das 102 amostras analisadas, em apenas uma foi verificada a presença de L.
monocytogenes (0,98%).
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6 CONSIDERAÇÕES GERAIS

A Listeria monocytogenes se constitui num patógeno de alta

periculosidade à saúde pública. Ataxa de mortalidade estimada para oscasos de

listeriose é de aproximadamente 30%, justificando o interesse por pesquisadores

ligadosà área da saúde.

Sua relação com alimentos é recente, pois somente na década de 80, com

os relatos de vários casos de toxinfecção alimentar, foi associada à ingestão de

alimentos. Ainda não se sabe qual sua dose infectiva, mas devido a sua alta

patogenicidade, o ideal é queo alimento esteja isento desta bactéria.

A presença deEscherichia colino leite estáassociada à contaminação de

origem fecal, mostrando condições higiênicas insatisfatórias noprocesso decoleta

e/ou pós coleta do leite. Uma contaminação alimentar por Escherichia coli

poderá evoluir para casos graves como a ocorrência de Síndrome Urêmica

Hemolítica, podendoculminar com a mortedo indivíduo.

Face a isso, é importante que o produtor tenha um programa de

monitoramento do rebanho, afim de identificar o patógeno quando presente e

eliminá-lo, poisumanimal contaminado poderá disseminar o microrganismo para

os outros causando prejuízos de ordemeconômica e social.
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