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RESUMO

Listeria monocytogenes é uma bactéria Gram-positiva, anaerobia facultativa, que
se multiplica sob temperatura de refrigeracdo e pode causar listeriose em
humanos e outros animais. Amplamente distribuida no ambiente, tem sido isolada
de alimentos de origem animal e vegetal associados a surtos de elevada
letalidade em diversos paises, representando, portanto um patégeno importante
para a saude publica. Produtos prontos para consumo, como embutidos cozidos,
entre os quais as salsichas, estdo associadas a listeriose humana em alguns
paises. Considerando a relevancia do tema e a necessidade de dados, analisou-
se a ocorréncia de Listeria spp. e L. monocytogenes no ambiente industrial, nas
matérias-primas carneas, emulsdées e em salsichas produzidas nesses dois
estabelecimentos com SIF, sendo que em um deles as ferramentas de
autocontrole estavam implantadas. Os resultados das analises microbiologicas
submetidos a analise de perigos, utilizando o programa @Risk, apresenta valores
médios de que 7 a 9% das salsichas destinadas ao consumo possam conter L.
monocytogenes. Na sorotipificagédo, realizada no Instituto Oswaldo Cruz, obteve-
se 88 isolados de L. monocytogenes a partir de 106 amostras, sendo 76 colhidas
durante um turno de produgdo diurno nas industrias que participaram do
experimento e 30 no varejo, sendo 95% dos sorotipos patogénicos 4b, 1/2a e
1/2b. Nogdes acerca do comportamento da populagdo consumidora de salsichas
quanto aos procedimentos de estocagem e as formas de consumo praticadas
foram obtidas por meio da aplicagdo de 500 questionarios de forma aleatdria,
demonstrando que a presenca de sorotipos patogénicos de L. monocytogenes
nas matérias-primas carneas, bem como em salsichas comercializadas a granel,
adquiridas nessa apresentagao por cerca de 75% dos entrevistados, oferece
riscos a populagao susceptivel, especialmente relacionando-se aos fatos de que
cerca de 40% dos consumidores admitem consumir salsichas diretamente da
embalagem, sem antes submeté-las ao calor. Além das praticas de consumo,
como fatores do risco desconhecido da presengca de L. monocytogenes em
salsichas consumidas no pais, ressalta-se a escassez de dados epidemioldgicos,
a auséncia de padraos, bem como a falta de informacdo ao consumidor,
associada a relagao incipiente entre 6rgaos regulamentadores e cidadaos.

Palavras-chave: ambiente industrial, contaminacéo, embutido cozido, listeriose.
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ABSTRACT

Listeria monocytogenes is a gram-positive bacterium, anaerobic facultative, that
grows under refrigerator temperature and it can cause listeriosis in human and
animals. It is widely distributed in the environment and it has been isolated from
food of animal and vegetal origin that was associated to outbreaks of high lethality
in many coutries. Thus, this bacterium represents an important pathogen to the
public health. Ready-to-eat products, like cooked stuffed food, within them,
frankfurters are associated to human listeriosis in many countries. Taking into
consideration the importance of the subject and the need of data about it, the
occurrence of Listeria spp. and L. monocytogenes in industrial plants, in meat raw
materials, in slurry and frankfurters was investigated. Theses samples were
harvest in this two production plants with FIS; in one of them GMP, HACCP and
SOP were implemented. The results of the microbiological analysis were
submitted to the program @Risk to obtain the danger analysis; the mean values
results showed that 7 to 9% of the frankfurters in the market may have L.
monocytogenes. After serological typification, performed by Oswaldo Cruz
Institute, 88 strains of L. monocytogenes were obtained from 106 samples; among
them, 76 were harvest in the industrial plants that participate in the experiment,
during a day shift production and 30 were harvest in the market. In serological
typification, 95% of these strains were classified as serotypes 4b, 1/2a and 1/2b.
Impressions about the behavior of the population that consumes frankfurters in the
matters of storage proceedings and the pattern of consumption were obtained by
the application of 500 questionnaires at random. The results of these
questionnaires showed that the presence of the pathogenic serotypes of L.
monocytogenes in meat raw materials, as well in frankfurters commercialized by
heaps, and purchased like this by about 75% of the consumers interviewed, may
represent a danger to the susceptible population, especially when considering the
fact of 40% of the consumers said that they eat the frankfurters directly from the
package, without cooking them. Besides the consumption practices, as unknown
risk factors of the presence of L. monocytogenes found in frankfurters consumed
in the country, we also have lack of epidemiological data, absence of patterns as
well the deficient information given to the consumer associated to the incipient
relation between federal regulatory agencies and the people.

Key-words: contamination, cooked stuffed food, industrial plant, listeriosis.



1 INTRODUCAO

Produtos de salsicharia sdo conhecidos ha mais de 500 anos, havendo
divergéncias quanto a sua origem, se na Alemanha ou na Austria. Naquela época,
0s camponeses temperavam a carne e a embutiam em envoltério suino para
conserva-la. Com a popularizacdo do cachorro-quente ou hot-dog a partir dos
Estados Unidos e com tantas variedades de composigédo, chegou-se a criar no
imaginario popular certa desconfianga quanto a fabricacdo desse embutido
cozido.

De fato, diferentes matérias-primas carneas, condimentos e aditivos
intencionais, constituem os embutidos cozidos, agregando valor as porgdes de
carne que nao sao comercializadas in natura e aumentando as op¢des de escolha
dos consumidores. Conforme dados do Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento (MAPA) foi registrada em 2006 a producdo de 347 mil toneladas
de salsichas sob controle do Servigo de Inspec¢ao Federal (SIF), sendo 93,7% da
producao destinada ao mercado interno. O valor desse produto o torna acessivel
a todas as camadas sociais, sendo apreciado por criancas, adultos e idosos, nas
formas mais variadas, sendo aquecido ou ndo antes do consumo.

Quanto aos aspectos relacionados a seguranga, o processamento de
salsichas na industria, tal como de outros alimentos carneos, deve ser
rigorosamente controlado a partir da origem. A contaminagdo microbiolégica da
mateéria-prima carnea associada a problemas de manipulagéo higiénica e desvios
de processamento, em particular do cozimento, podem resultar na presenca de
niveis inaceitaveis de microrganismos deteriorantes ou patogénicos no produto
acabado. Associado a estes fatos, ressalta-se a possibilidade de manipulagdo em
mas condi¢des higiénico-sanitarias nos pontos de venda, onde as salsichas
podem ser comercializadas a granel, fato que intensifica a manipulagdo do
produto e os riscos relacionados ao seu consumo.

No preparo, a salsicha pode ser utilizada sem aquecimento prévio pelo
consumidor, que consiste em uma etapa final de destruicdo e ou redugao da
populagdo de microrganismos eventualmente presentes no produto. Assim, a

qualidade microbiolégica do produto deve ser aceitavel e rigorosamente garantida



como tal no estado em que se encontra na embalagem, sem que o processador
assuma que o produto sera aquecido antes do consumo, principalmente quando
nao dispde dessa informacéo por meio do rétulo do produto adquirido.

A microbiota contaminante da matéria-prima carnea é bastante variada
e esta relacionada com as condicdes de abate e o estresse do animal nesse
momento, além da temperatura de refrigeracdo que € submetida apds o abate.
Entre os microrganismos contaminantes destaca-se Listeria monocytogenes,
especialmente por suas caracteristicas ubiquitaria e psicrotréfica.

Quadros clinicos desencadeados pela listeriose, como meningite,
aborto e morte fetal estdo associados a taxas de letalidade que podem chegar a
mais de 30% (FISHER et al., 2000), sendo que recém-nascidos, idosos, mulheres
gravidas e individuos imunocomprometidos estdo propensos a serem acometidos
pela doenca.

No ambito mundial da industria de alimentos, o controle e a detecgao
de L. monocytogenes sado motivos de preocupacdo, mesmo sabendo ser
praticamente impossivel a auséncia absoluta deste organismo no ambiente
industrial em decorréncia de seu carater ubiquo, sua multiplicagdo sob
refrigeragdo e sua capacidade de formagdo de biofilmes, que aumenta sua
resisténcia aos sanitizantes utilizados.

A dificuldade em identificar a origem da contaminagcdo por L.
monocytogenes, bem como suas rotas de propagacéao, associadas a persisténcia
do patégeno no ambiente de processamento pode resultar em consequéncias
desastrosas para o estabelecimento.

Os impactos negativos provocados por possiveis recolhimentos (recall)
de produtos contaminados, as agdes legais decorrentes, a necessidade de
destruicdo ou reprocessamento de produtos e a provavel perda de mercados séo
exemplos das consequéncias do potencial danoso da listeriose em virtude da
elevada severidade da doenca.

O primeiro surto de listeriose humana por alimentos foi documentado
em 1980, no Canada cujo alimento incriminado foi salada de repolho. Em 1983,
nos Estados Unidos, registrou-se o segundo surto envolvendo leite pasteurizado e
em 1985 houve um grande surto envolvendo queijo branco. A partir de entdo, o

aumento da ocorréncia de surtos incriminando diversos tipos de produtos de



origem animal e vegetal evidenciaram sua grande importancia em saude publica
mundial. Desde a década de 1980, salsichas também foram incriminadas em
diversos surtos e casos esporadicos nos Estados Unidos e outros paises.

Nos Estados Unidos, os alimentos prontos para consumo sé&o
considerados adulterados quando contaminados por L. monocytogenes. A
“tolerancia zero” foi estabelecida pela severidade da doencga, multiplicacdo da
bactéria sob temperatura de refrigeracdo e desconhecimento da dose infectante.

Praticas duvidosas e acbes negligentes na industrializacdo de
alimentos devem ser combatidas, sendo imprescindivel que as industrias
alimenticias tenham como desafio a producédo de alimentos seguros a saude e
que satisfacam as demandas de praticidade, palatabilidade e apresentacdao dos
produtos comercializados. Assim, os estabelecimentos utilizam diversos métodos
de processamento e conservacao, que permitem a redugao ou a eliminacdo dos
microrganismos deteriorantes e patogénicos, mantendo suas propriedades
quimicas, fisicas e sensoriais. Desta forma, a busca pelo equilibrio entre
qualidade e seguranga do alimento tem sido objeto de estudo em diversos paises,
resultando em novas informagdes sobre o comportamento de microrganismos e
no desenvolvimento de novas tecnologias.

Os meétodos de conservagdo de alimentos mais empregados pelas
industrias envolvem fatores fisicos, quimicos e bioldégicos, sendo o tratamento a
temperaturas elevadas o método mais comum e seguro, apesar da possibilidade
de destruir nutrientes disponiveis nos alimentos. As tecnologias alternativas, como
a radiacdo e o processamento sob alta pressdo, assim como a combinacédo de
tratamentos, conhecida como teoria dos obstaculos, utilizando-se inclusive acidos,
Oleos e condimentos com agéo bactericida ou bacteriostatica, podem ajudar a
garantir o equilibrio entre seguranca e qualidade.

Associada as tecnologias de produgdo empregadas, a efetiva
implantacéo das ferramentas de autocontrole ao longo de toda cadeia produtiva,
como as Boas Praticas Agropecuarias (BPA), de Fabricagdo (BPF),
Procedimentos Padréo de Higiene Operacional (PPHO) e Analise de Perigos e
Pontos Criticos de Controle (APPCC), sdo condicdo imprescindivel para
maximizar a qualidade e seguranga dos alimentos resultantes, pois estes quesitos

desejaveis somente podem ser atingidos de forma preventiva, pré-ativa e



sistematica, caracteristicas dos autocontroles. Disso resulta que controles
analitico-laboratoriais de produtos finais, pratica ainda frequiente no Brasil, sdo
insuficientes quando utilizados de forma isolada.

Assim, compete aos 6rgaos de fiscalizagdo, impor aos componentes da
cadeia produtiva, incluindo distribuicdo e ou varejo, a ampla e consistente
utilizacdo dos autocontroles, aplicados a tecnologias comprovadamente
adequadas. Também compete a fiscalizacio definir mecanismos de verificagao do
cumprimento e observancia do uso de tecnologias e dos controles necessarios
para a seguranca do alimento, o que inclui procedimentos analitico-laboratoriais
oficiais, assim como avaliar a necessidade de se aprimorar a comunicagao com o
consumidor, especialmente por meio das informagdes existentes nos rétulos dos
produtos alimenticios, a exemplo da necessidade ou ndo de aquecimento antes
do consumo.

A efetiva implantacado das ferramentas de autocontrole, considerando o
aspecto produto-processo especifico sdo importantes para o controle de L.
monocytogenes na industria de alimentos, com monitoramento periddico pré-
estabelecido, cujos resultados possibilitem avaliagbes e readequagbes das
praticas adotadas pelos estabelecimentos, maximizando a seguranga do alimento.

Ademais, pesquisas recentes mostram que cepas de L.
monocytogenes variam consideravelmente em relagcdo a resisténcia aos
processamentos utilizados e novas cepas resistentes sdo ocasionalmente
descobertas. Este patdgeno pode ainda desencadear complexos mecanismos
nao-constitutivos de resposta as condi¢des de estresse acido, osmatico e térmico,
ratificando a necessidade do estabelecimento de monitoramento continuo do

ambiente industrial bem como dos alimentos processados.



2 HIPOTESES

Listeria spp e L. monocytogenes ocorrem no ambiente pds-cozimento de

salsicharias como na matéria-prima carnea antes do tratamento térmico.

Listeria spp. e sorotipos patogénicos de L. monocytogenes ocorrem no varejo,

tanto em salsichas comercializadas na embalagem original, como a granel.

As praticas de consumo adotadas pelos consumidores de salsichas possibilitam a
ingestdo de produto contaminado por sorotipos patogénicos de L.

monocytogenes.



3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Listeria monocytogenes e listeriose

O género Listeria € caracterizado como bastonetes pequenos com 0,5
pm de diametro e 0,5 a 2,0 ym de comprimento, Gram-positivos, ndo-formadores
de esporos (SEELIGER & JONES, 1986), com extremidades arredondadas e que
podem apresentar forma cocoide ou filamentosa em culturas com dois a trés dias
(FARBER & PETERKIN, 1991; PHAN-THANH et al., 2000), podendo ser
observadas isoladas ou em cadeias curtas (DONELLY, 2001; ROCOURT &
BUCHRIESER, 2007; RYSER & MARTH, 2007). Assemelham-se a cocos em
culturas velhas e perdem a habilidade em reter corantes de Gram (SEELIGER &
JONES, 1986), o que pode levar a erros de identificagao.

Desprovida de capsula (LOGUERCIO et al., 2001) as espécies do
género listeria multiplicam-se em aerobiose ou anaerobiose, sendo favorecidas
pela microaerofilia (ROCOURT & BUCHRIESER, 2007).

Listeria spp. possui pequenos flagelos peritriquios que Ihe possibilitam
sua motilidade caracteristica, quando incubada entre 20°C e 25°C (SEELIGER &
JONES, 1986; ROCOURT & BUCHRIESER, 2007), porém a 37°C o
desenvolvimento dos flagelos € mais pobre, resultando em motilidade diminuida
(SEELIGER & JONES, 1986).

Na atualidade, ha seis espécies de Listeria conhecidas: L.
monocytogenes, L. innocua, L. ivanovii, L. seeligeri, L. welshimeri e L. grayi,
dessas apenas Listeria monocytogenes é patogénica para o homem (FARBER &
PETERKIN, 1991; ROCOURT & BUCHRIESER, 2007). Com base nos antigenos
somaticos (O) e flagelar (H) L. monocytogenes esta dividida em 13 sorotipos:
1/2a, 1/2b, 1/2c, 3a, 3b, 3c, 4a, 4ab, 4b, 4c, 4d, 4e e 7
(FSIS/USDA/CFSAN/FDA/USDHHS, 2003).

A temperatura étima para multiplicagdo de L. monocytogenes € de
37°C, porém, multiplica-se também sob refrigeragdo, ndo devendo esse método
ser considerado eficaz para seu controle (HARMAYANI et al., 1993). Ha diversos
estudos documentando a tolerdncia desse patdégeno a temperaturas de
pasteurizagdo (APHA, 2001).



Segundo JAY (2005), Listeria monocytogenes € um patdégeno
infeccioso intracelular, ubiquo e que tem sido associada com doengas de origem
alimentar — listeriose — e, de acordo com TERATANAVAT & HOOKER (2004), é
responsavel por diversas operagdes de recolhimento (recall) de alimentos. A
listeriose é enfermidade bastante severa, podendo ocorrer na forma de surtos ou
casos esporadicos (FARBER & PETERKIN, 1991). A grande maioria (95%) das
infecgdes humanas por L. monocytogenes sao causados pelos sorotipos 1/2a,
1/2b e 4b (GRAVES et al., 2007).

Quando ingerida por via alimentar, o periodo de incubagdo do
patogeno varia de duas a trés semanas, podendo chegar a trés meses, sendo que
a bactéria penetra no tecido intestinal e € exposta as células fagociticas do
sistema imune (GELLIN & BROOME, 1989), cuja funcdo € destruir invasores
microbianos. Entretanto, L. monocytogenes pode evitar esses mecanismos de
destruicdo, evadindo-se, sobrevivendo e possivelmente se multiplicando no
interior dos fagocitos hospedeiros (macrofagos). Pode ainda se mover através das
vias sanguinea ou linfatica do hospedeiro para varios tecidos. Uma vez nos
tecidos pode invadir células, se multiplicar dentro delas, e entao utilizar sua cauda
de actina para alcancgar as células adjacentes, sem exposicdo aos componentes
humorais do sistema imune. A probabilidade de invasdo do tecido depende do
numero de microrganismos ingeridos, suscetibilidade do hospedeiro e viruléncia
da cepa (GELLIN & BROOME, 1989). Listeriolisina O, secretada por L.
monocytogenes, consiste em uma proteina extracelular com atividade -
hemolitica sobre as células vermelhas e € considerada um de seus fatores de
viruléncia (SAMPATHKUMAR et al., 1999). Formadora de poros esta envolvida
com a invasao do epitélio intestinal e contribui para a difusdo do microrganismo
célula a célula (JAY, 2005). Uma vez dentro da célula do hospedeiro a bactéria
pode ter acesso ao citoplasma, devido a acdo do poro formado por esta citolisina
(SAMPATHKUMAR et al., 1999). O esquema do processo de invasao celular por
L. monocytogenes esta ilustrado na Figura 1.

As elevadas taxas de mortalidade resultantes de listeriose variam de
20% (GELLIN & BROOME, 1989) a 30% (ROCOURT, 1996; FISHER et al., 2000),
sendo que a forma primaria de transmissdo do microrganismo ocorre por meio de
alimentos (WHO, 1988; KATHARIOU, 2002).
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FIGURA 1 - Invasao por Listeria monocytogenes

Fonte: Kenneth Todar University of Wisconsin-Madison Department of Bacteriology

A listeriose € potencialmente fatal para recém-nascidos, idosos e
pessoas com o sistema imune debilitado devido a doengas crénicas, podendo
causar a morte por septicemia, encefalite e meningite. Também constitui grande
preocupacgao para mulheres gravidas, na medida em que mesmo que os sintomas
sejam relativamente amenos nas gestantes, a bactéria pode ser transmitida ao
feto via placenta e leva-lo a morte (SCHUCHAT et al., 1991; FSIS/USDA, 2003).
Em pessoas saudaveis a infeccdo pode causar febre, voémito e diarréia
(MIETTINEN et al., 1999; RYSER & MARTH, 2007).

Como focos de concentragao ambiental de L. monocytogenes, o Centro
de Controle e Prevencdo de Doengas dos Estados Unidos (CDC) destaca
ambientes uUmidos e/ou frios incluindo sistemas de refrigeracdo e de ar
condicionado; produtos lacteos incluindo queijos moles, produtos de rotisseria,
salsichas e sitios especificos nas plantas de processamento de alimentos
(CDC/DHHS, 2007a). Alguns estudos indicaram que certas partes de
equipamentos, que sao dificeis de sanitizar, como esteiras, picadoras, fatiadoras

e embaladoras, estavam entre os principais sitios de L. monocytogenes, mesmo



apos operacdoes de limpeza (AUTIO et al., 2000; MIETTINEN et al., 1999;
TOMPKIN, 2002).

Segundo NUFER et al. (2007), a contaminagao por L. monocytogenes
€ uma das principais causas de recolhimento e retorno de alimentos
industrialmente processados. Em 1999, o Servico de Inspecdo e Seguranga de
Alimentos do Departamento de Agricultura dos Estados Unidos (FSIS/USDA),
reconheceu L. monocytogenes como responsavel por 50% dos recolhimentos de
produtos carneos cozidos e identificou, entre estes, os produtos prontos para o
consumo a base de carne como veiculos primarios na transmissao da listeriose
humana (USDA/FSIS, 2007).

A ingestdo de carnes cruas, produtos clandestinos e possivelmente o
consumo de alimentos artesanais, como também produtos livres de aditivos
podem contribuir para o aumento do risco de listeriose humana, considerando
que, embora presente no ambiente e na matéria-prima, uma das maiores fontes
de contaminagao de alimentos é o préprio processo de produgéo, agravado pela
inexisténcia ou aplicagao incorreta dos autocontroles a exemplo de Boas Praticas
de Fabricagdo (BPF), Procedimentos Padrao de Higiene Operacional (PPHO) e
Analises de Perigos e Pontos Criticos de Controle (APPCC).

3.2 Ocorréncia de Listeria monocytogenes em salsichas e persisténcia de cepas

no ambiente industrial

A prevaléncia e a incidéncia de L. monocytogenes em produtos
comercializados prontos para o consumo tem sido objeto de estudo em diversos
paises (WILSON, 1995; UYTTENDAELE et al., 1999; AGUADO et al., 2001;
GOMBAS et al., 2003; VAN COILLIE et al., 2004; VITAS & GARCIA-JALON,
2004; ANGELIDIS & KOUTSOUMANIS, 2006). Somente de 1986 a 1987, foram
registrados 1600 casos de listeriose nos Estados Unidos da América (EUA)
ocasionando 400 mortes e tendo como alimento envolvido salsichas que néao
foram aquecidas antes do consumo (SCHWARTZ et al., 1988; GELLIN et al.,
1991). A destruicdo da bactéria pelo calor depende do bindmio tempo e

temperatura. Segundo PORTO et al. (2004), reaquecendo as salsichas antes do
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consumo por 70°C/2min ou 80 a 90°C/0,6min, ha redugao significativa de L.
monocytogenes previamente inoculada. Em 1989, o FSIS/USDA intensificou o
programa de vigilancia e recolhimento de produtos processados a base de carne
vermelha e de aves, em decorréncia da confirmacao de um caso fatal de listeriose
envolvendo salsicha de peru (BARNES et al., 1989).

No periodo de 1996 a 1997, foram detectados, nos EUA, 2.500 casos
de listeriose alimentar, com cerca de 500 obitos em cada um desses anos. Em
1998 e 1999, durante reformas em uma industria, houve falhas na protecédo e
controle da linha de producido de salsichas, o que permitiu a contaminagcdo do
produto, gerando surtos de listeriose pelo consumo dessas salsichas processadas
inadequadamente (FSIS/USDA/CFSAN/FDA/ USDHHS, 2003).

No ambiente industrial, os microrganismos podem estar em
suspensao, condigdo essa denominada plancténica ou de livre flutuagao (JAY,
2005), ou podem se organizar em comunidades na forma de biofiimes, que se
fixam a superficie e permanecem inclusos em wuma matriz composta
predominantemente de material polissacarideo (GANDHI & CHIKINDAS, 2007).

Algumas cepas de L. monocytogenes podem persistir no ambiente de
processamento por longos periodos, havendo relatos de persisténcia até por mais
de 10 anos (KATHARIOU, 2002; TOMPKIN, 2002); porém, os fatores
relacionados a persisténcia ou ndo de L. monocytogenes no ambiente de
processamento de alimentos ainda ndo sdo bem entendidos. Ha sugestbes de
que esta persisténcia esteja relacionada com a habilidade de algumas cepas
formarem biofilmes e assim resistirem aos sanitizantes (HOLAH et al., 2002).

Para MORETRO & LANGSRUD (2004), L. monocytogenes pode se
estabelecer no ambiente industrial por anos, e a persisténcia esta freqientemente
associada com equipamentos ou ambientes de dificil higienizacao.

A adesao de Listeria monocytogenes pode ocorrer sobre varios tipos
de superficies (DONLAN, 2002). Na industria de alimentos, as superficies de
equipamentos e de substancias selantes impermeaveis, cintas transportadoras e
ralos sao potenciais reservatoérios de Listeria spp. (LADO & YOUSEF, 2007).

As etapas de formagdo de biofilmes de L. monocytogenes sobre
superficies sélidas ocorrem a partir da deposicdo das células sobre a superficie,

seguida pela adesao, colonizagao, formagao propriamente dita e desenvolvimento
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do biofiime (CHAVANT et al.,, 2002). Segundo os mesmos autores, sao
claramente observados, por meio de microscopia eletronica, canais de agua no
interior dos biofilmes, por onde circulam nutrientes e gases dissolvidos e sdo
eliminados produtos do metabolismo das bactérias.

Cada uma das etapas de formacdo dos biofilmes é dependente de
diversos fatores, como as caracteristicas genéticas e superficie celular da
bactéria, propriedades da superficie de fixagdo e parametros ambientais, como
temperatura e pH (DONLAN, 2002).

Segundo BASSLER (2002), estudos tém mostrado que a sinalizagao
(quorum sensing) entre as células pode regular a viruléncia, bioluminescéncia,
esporulacédo e a formagao de biofilmes entre as bactérias. XAVIER & BASSLER
(2003), definiram essa sinalizacdo entre as células como um processo de
comunicacao que envolve a producao e a detecgao de sinalizadores moleculares
extracelulares chamados auto-indutores.

Os biofilmes bacterianos apresentam maior resisténcia aos sanitizantes
e outros agentes microbianos (ROBINNS et al.,, 2005) como também podem
apresentar células em estado viavel, mas nao-cultivavel (JAY, 2005).

Estresses causados por refrigeracdo, desidratagdo, congelamento,
aquecimento, presenca de acidos e sais, bem como a exposicdo a desinfetantes
ou outras substancias antimicrobianas s&o de grande importancia para modular o
estado fisiolégico de L. monocytogenes, em particular para sua viruléncia
(KATHARIOU, 2002; RYSER & MARTH, 2007).

Em estudo realizado no Brasil, DELGADO DA SILVA et al. (2001),
concluiram que a origem da contaminagao de queijos, provenientes de industrias,
por L. monocytogenes provavelmente ocorreu apds o processamento, uma vez
que a legislagao brasileira determina que todos os queijos industrializados sejam
preparados com leite previamente pasteurizado; processo que destroi o patdbgeno
(MONTVILLE & MATTHEWS, 2005; SWAMINATHAN et al., 2007).

Os estudos de LIANOU et al. (2007) indicaram que a estocagem
domiciliar de peito de peru contaminado por L. monocytogenes ainda na industria
pode expor o consumidor a contagens iguais ou maiores do patégeno, quando

comparado com o produto que foi contaminado no ponto de venda ou de
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consumo, dependendo do uso e eficacia de substancias inibidoras utilizadas e do
tempo de estocagem sob refrigeracao.

De modo geral, L. monocytogenes € um patdégeno ubiquo, recalcitrante
e de dificil controle. Para minimizar a contaminag&o por L. monocytogenes em
salsichas é importante identificar as fontes, as rotas e os isolados do patégeno
nos estabelecimentos. As ferramentas de autocontrole BPF, PPHO e APPCC,
quando efetivamente implantadas pela industria, constituem controles
preventivos, pro-ativos, dinamicos e sistematicos da cadeia produtiva, que
minimizam os riscos associados ao consumo dos alimentos e, em particular, os
relativos a eventual presenga de L. monocytogenes nos alimentos (SHANK et al.,
1996; REIJ & DEN AANTREKKER, 2004).

3.3 Producéo e consumo de salsichas no Brasil

Desde a década de 1970, a dieta tradicional do brasileiro vem sendo
modificada e, entre estas mudancas, o consumo de embutidos, como as
salsichas, frios e linguigas, aumentou em 300% (BRASIL, 2006b).

Em 2006, o volume de producdo de salsichas nos 81 estabelecimentos
produtores desse tipo de produto sob controle do SIF, foi da ordem de 347 mil
toneladas (Tabela 1), sendo que deste montante, 325 mil toneladas (93,7%) foram
destinados ao mercado interno e 21 mil toneladas (6,3% da produgdo) foram
exportados para 52 paises (Tabela 2). Os estados brasileiros que mais
exportaram foram os da regido sul, destacando-os também como os maiores
produtores. Estes dados permitem concluir que aproximadamente sete bilhdes de
unidades de salsichas sdo consumidas anualmente no mercado nacional, com

risco associado a listeriose praticamente desconhecido.
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TABELA 1 - Produgéao de salsichas (t) por Estado e percentual por Regiao em

estabelecimentos sob SIF no ano de 2006

Regiao Estado Numero de Quantidade
estabelecimentos produzida (t)
produtores

Sul Santa Catarina 11 105.518
Rio Grande do Sul 15 50.107
Parana 9 5.518
35 161.143
(43,21%) (46,32%)
Sudeste Sao Paulo 29 52.818
Rio de Janeiro 2 44 536
Minas Gerais 7 33.545
Espirito Santo 1 642
39 131.541
(48,15%) (37,81%)
Centro Oeste Mato Grosso do Sul 1 21.889
Goias 2 13.410
Distrito Federal 1 3.962
4 39.261
(4,94%) (11,28%)
Nordeste Pernambuco 1 9.910
Bahia 1 5.884
Ceara 1 148
3 15.942
(3,70%) (4,58%)
Total 81 347.889

Fonte: SIGSIF/DIPOA/MAPA (2007).
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TABELA 2 — Exportagcao de salsichas (t) e percentual exportado por Regido em

2006
Regiéo % Estado Quantidade Destino*
exportada (t)
Sul 97,38% Rio Grande do Sul 14.749 1,2, 3;6;7;9; 10; 11; 12;
13; 14; 16; 17; 18; 19; 20;
21; 22; 25; 26; 27; 28; 30;
31; 32; 33; 34; 35; 36; 37;
39; 41; 43; 44; 45; 46; 47;
48; 50
Santa Catarina 5.998 12 3;4;5 6 8 10; 13;
14; 15; 16; 23; 24; 29; 30;
31; 37; 42; 44; 47; 49; 51;
52
Parana 570 2;6;10;13; 16; 19; 26; 29;
30; 31; 37; 38; 45; 52
21.317
Sudeste 1,03% Sao Paulo 3; 16; 40; 42
225
Rio de Janeiro 0,3 1
225,3
Centro 1,56% Mato Grosso do 341 1:.10;37
Oeste Sul
Nordeste 0,04% Pernambuco 8 -
Total 6,3% 21.891,3

*Destino: 1- Angola; 2- Arabia Saudita; 3- Arménia; 4- Aruba; 5- Azerbaijdo; 6- Bahrein; 7- Benin; 8-
Bermudas; 9- Cabo Verde; 10- Catar; 11- Congo; 12- Costa do Marfim; 13- Kuwait; 14- Cuba; 15- El Salvador;
16- Emirados Arabes Unidos; 17- Estados Unidos; 18- Franca; 19- Gabao; 20- Gambia; 21- Gana; 22-
Guiana; 23- Guiné Bissau; 24- Guiné Equatorial; 25- Haiti; 26 lemem; 27- Ira; 28- Iraque; 29- Japao; 30-
Jordania; 31- Libano; 32- Libéria; 33- Libia; 34- Marrocos; 35- Mauricio; 36- Mauritania; 37- Oma; 38-
Paraguai; 39- Quénia; 40- Rep Casaquistdo; 41- Rep. Centro Africana; 42- Rep. Da Geodrgia; 43- Rep.
Tadjiquistdo; 44- Rep. Uzbequistdo; 45- Russia; 46- Sdo Tomé e Principe; 47- Suriname; 48- Togo; 49-
Trinidad e Tobago; 50- Turcomenistao; 51- Turquia; 52-Venezuela.

Fonte: SIGSIF/DIPOA/MAPA (2007).

O Regulamento Técnico de ldentidade e Qualidade (RTIQ) de salsicha
(BRASIL, 2000) define o produto da seguinte forma:

Salsicha é o produto carneo industrializado, obtido da emulséo de carne de uma
ou mais espécies de animais de acougue, adicionados de ingredientes,
embutido em envoltério natural ou artificial ou por processo de extruséo, e
submetido a um processo térmico adequado.
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O Quadro 1 apresenta a nomenclatura oficial e a composigéo, quanto a
porcao animal, de diferentes tipos do produto denominado — “Salsicha” -, que sao
produzidos no Brasil em estabelecimentos sob SIF conforme o RTIQ (BRASIL,
2000).

QUADRO 1 - Classificagao do produto — “Salsicha” - quanto a nomenclatura e

composicao (porgéo animal).

Denominagao do produto | Composigao (por¢ao animal)

Salsicha Carnes de diferentes espécies de animais de
agougue, carnes mecanicamente separadas até o
limite maximo de 60%, miudos comestiveis de
diferentes espécies de animais de agougue
(estbmago, coracgdo, lingua, rim, miolo, figado),
tendao, pele e gordura.

Salsicha Tipo Viena Carne bovina e/ou suina e carnes mecanicamente
separadas até o limite maximo de 40%, miudos
comestiveis de bovino e/ou suino (estdbmago,
coragao, lingua, rim, miolo, figado), tendao, pele e
gordura.

Salsicha Tipo Frankfurt Carne bovina e/ou suina e carnes mecanicamente
separadas até o limite de 40%, miudos comestiveis
de bovino e/ou suino (estdmago, coragao, lingua,
rim, miolo, figado) tend&o, pele e gordura.

Salsicha Frankfurt Porcdes musculares de carne bovina e/ou suina e
gordura.

Salsicha Viena Por¢gdes musculares de carne bovina e/ou suina e
gordura.

Salsicha de Carne de | Carne de ave e carne mecanicamente separada de

Ave ave no maximo de 40%, miudos comestiveis de ave
e gordura.

Fonte: BRASIL (2000).

Ainda quanto a composicdo, o Paragrafo 1° do artigo 376 do
Regulamento da Inspecgao Industrial e Sanitaria de Produtos de Origem Animal -
RIISPOA (BRASIL, 1997) estabelece que, no caso de embutidos cozidos
(salsichas tipo Viena, tipo Frankfurt e outras), a percentagem de agua nao deve
ultrapassar 10%, e o artigo 414, em seu Paragrafo unico, determina que as

salsichas s6 podem conter amido ou fécula na proporcdo maxima de 2%.
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3.4 Efeitos da temperatura sobre Listeria monocytogenes

Quanto ao tratamento térmico, o Regulamento Técnico de Identidade e
Qualidade (RTIQ) (BRASIL, 2000) ressalta que as salsichas devem ser tratadas
termicamente em conformidade com as segbes 7.5 e 7.6.1 a 7.6.7 do "Cadigo
Internacional Recomendado de Praticas de Higiene para Alimentos pouco Acidos
e Alimentos pouco Acidos Acidificados Envasados".

Porém, mesmo com o tratamento térmico das salsichas, L.
monocytogenes pode ser encontrada no produto final devido a falhas no processo
de cozimento ou por contaminagdo pos-processo (McKELLAR et al.,, 1994;
WENGER et al., 1990; ANONYMOUS, 1988).

Para o Governo dos EUA (FSIS/USDA/CFSAN/FDA/USDHHS, 2003),
as salsichas ndo submetidas ao calor sdo consideradas como um dos principais
alimentos prontos para consumo associados a risco relativamente alto de causar
listeriose. PORTO et al. (2004) observaram que, reaquecendo as salsichas por
dois minutos a 70°C ou por 0,6 min entre 80 — 90°C, houve reducédo de 5 log na
populacdo do patégeno em salsichas formuladas com ou sem lactato de potassio
como inibidor do crescimento bacteriano, e que foram armazenadas a 4 ou -18°C.
No entanto, SCHULTZE et al. (2007) concluiram que temperatura acima de 60°C
por mais de 15 minutos, tornaria o tratamento térmico mais efetivo para destruicao
de L. monocytogenes, porém, tais medidas poderiam prejudicar algumas
qualidades sensoriais do produto.

No Brasil, dados sobre a ocorréncia de L. monocytogenes em salsichas
S840 escassos e as normas brasileiras vigentes ndo determinam que o fabricante
faca constar no rétulo a necessidade de aquecimento ou fervura das mesmas
antes do consumo. Portanto, as salsichas podem ou n&o ser reaquecidas antes
do consumo, 0 que aumenta a complexidade do problema de controle do
patdgeno no pais.

SAMELIS & METAXOPOULOS (1999) constataram a sobrevivéncia de
L. monocytogenes em um tipo de salsicha cuja temperatura final atingia 65 - 68°C,
mas nao constataram sua sobrevivéncia em salsichas que foram cozidas em
fornos por 90 min e que atingiam 74°C no interior do produto, concluindo que o

cozimento insuficiente pode ser responsavel tanto pela presenca do
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microrganismo em produtos cozidos, como também pelo aumento de resisténcia
bacteriana induzida pelo estresse sub-letal. Segundo GANDHI & CHIKINDAS
(2007), alimentos armazenados sob refrigeracdo, como as salsichas, causam
preocupacdo quanto a presenga de L. monocytogenes, a menos que sejam
reaquecidos de forma adequada antes do consumo.

Os habitos alimentares contemporaneos provavelmente contribuem
para aumentar os casos de listeriose, ja que a natureza psicrotréfica dessa
bactéria permite sua multiplicacdo durante o armazenamento e distribuicdo sob
refrigeragao (LOGUERCIO et al., 2001), processo frequentemente utilizado para
conservagao de alimentos convenientes, prontos para o0 consumo.

As condigdes ideais de temperatura para a multiplicagdo de L.
monocytogenes estdo entre 30 e 37°C (DONNELLY, 2001). Portanto, pode-se
concluir que quando a temperatura esta proxima a 30°C o tempo de geragao de L.
monocytogenes diminui significativamente e que alimentos estocados sob
temperatura de refrigeracdo podem apenas retardar, mas n&o previnem a
multiplicagdo de L. monocytogenes.

As fungdes fisioldgicas da bactéria em ambiente frio ocorrem devido a
persisténcia liquida e cristalina da membrana fosfolipidica mantendo sua fluidez e
consequentemente a multiplicacdo da bactéria em baixas temperaturas, sendo
que a composi¢cdo dos acidos graxos determina se as membranas estdo em
estado liquido-cristalino (LADO & YOUSEF, 2007). As membranas de L.
monocytogenes contém mais de 95% de acidos graxos. Quando a bactéria se
multiplica a 37°C, 41 a 52% desses acidos s&o anteiso-Cqs0; 24 a 51% sao
anteiso-C17.0 € 2 a 18% séo iso-C1s0 € quando se multiplica a 5°C, anteiso-C1s.g
passa a ser o grupo predominante, com 65 a 85% do total dos acidos graxos
(ANNOUS et al., 1997). Essa redugao na proporcao de cadeias alifaticas longas
(C17.0) e 0 aumento de ramos assimétricos reduz as interagdes de Van der Waals
entre os constituintes da membrana (LADO & YOUSEF, 2007). Esse tipo de
lipidio na membrana a mantém mais fluida e facilita o transporte transmembranar
sob baixas temperaturas (JAY, 2005).

Embora L. monocytogenes ndo se multiplique em temperaturas
menores que -1,5°C, pode sobreviver em temperaturas muito baixas (EL-KEST &

MARTH, 1991). O congelamento e a estocagem a -18°C inativa 1 a 2 log1oUFC
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da populagdo e causa injurias em mais de 50% das células (LADO & YOUSEF,
2007). No entanto, repeticdbes de congelamento e descongelamento causam o
rompimento da membrana celular da bactéria permitindo o vazamento do
conteudo citoplasmatico (EL-KEST & MARTH, 1991; JAY, 2005).

A exposicao de L. monocytogenes a temperaturas subletais entre 43 e
52°C resultam em mudancas fisiolégicas, aumentando sua resisténcia aos
ambientes indspitos (FARBER & BROWN, 1990). Geralmente, as células de L.
monocytogenes pré-adaptadas a temperaturas elevadas sdo mais resistentes ao
estresse do que aquelas que se multiplicam em temperaturas 6timas (LADO &
YOUSEF, 2007). Portanto, a manutencgao de alimentos a temperaturas sub-letais
deve ser analisada com cautela, tendo em vista as respostas de resisténcia
adquirida do patégeno e as necessidades maiores de seu adequado controle.

A adaptagcdo de L. monocytogenes em niveis subletais de estresse
ambiental, seja por acidos, sais, altas ou baixas temperaturas ou por privagédo de
nutrientes, eleva a capacidade de sobrevivéncia do patégeno durante os
processos de congelamento, estocagem e aos ciclos de congelamento-
descongelamento (LOU & YOUSEF, 1997).

Segundo SAMPATHKUMAR et al. (1999), quando células de L.
monocytogenes foram submetidas ao bindmio subletal de 48°C por 1h, quase
toda listeriolisina O era inativada ou nao disponibilizada no meio extracelular,
porém essas mesmas células injuriadas, quando retornadas a 37°C por 2 a 4
horas, reiniciavam a producao de listeriolisina O, potencializando dessa forma sua
viruléncia. Os resultados obtidos evidenciaram a necessidade de controle rigoroso
dos tratamentos térmicos praticados, com énfase para os alimentos prontos para
consumo, entre os quais, os embutidos cozidos.

Segundo LADO & YOUSEF (2007), temperaturas elevadas causam
prejuizos celulares multiplos e irreversiveis a L. monocytogenes, que resultam em
morte celular. No entanto, a bactéria é relativamente resistente aos tratamentos
utilizados quando comparada a outros microrganismos nao-esporulados. Como
consequéncia, novas estratégias de intervencdo e avaliagdo da eficacia dos
processos convencionais vém sendo estudadas, particularmente aquelas que

envolvem o tratamento por temperaturas elevadas. A destruicdo térmica de L.
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monocytogenes esta relacionada ao pH da suspensdo, onde a resisténcia
aumenta em valores proximos a pH 7 e diminui em pH acido (JAY, 2005).

A composicédo do alimento € um dos fatores intrinsecos relacionados
com a resisténcia de L. monocytogenes ao tratamento térmico (LADO & YOUSEF,
2007), ja que alguns componentes do alimento podem proteger 0 microrganismo.
A variagao na resisténcia térmica de L. monocytogenes em fungado da composigao
do alimento pode estar associada com a disponibilidade de nutrientes que
permitem sua multiplicacédo. A privacado a nutrientes pode desencadear respostas
adaptativas do patégeno ao estresse elevando sua resisténcia térmica (LOU &
YOUSEF, 1996).

A estirpe e o estado fisiolégico da bactéria, entre outros fatores, sao
determinantes sobre sua resisténcia térmica. Portanto, os processos de validacéo
de tratamentos térmicos devem avaliar a destruicio de cepas de L.
monocytogenes que tenham resisténcia a temperaturas elevadas, sendo que
alguns estudos utilizam misturas de varias cepas com o intuito de minimizar o
risco de se subestimar a resisténcia térmica do patégeno (LADO & YOUSEF,
2007).

3.5 Ingredientes com ag&o antimicrobiana

3.5.1Cloreto de sbédio

Listeria monocytogenes multiplica-se em meios contendo até 10% de
NaCl (SEELIGER & JONES, 1986). Porém, segundo ISOM et al. (1995) em meios
com mais de 6% de NaCl, ocorre formacgao de colénias com superficie enrugada e
bordas irregulares, com alteracdo da morfologia celular normal para haste
filamentosa e deformada, com superficie fortemente hidrofilica (BEREKSI et al.,
2002), que segundo ZAIKA & FANELLI (2003), contribui para a adaptagcédo a
condigdes adversas. No entanto, segundo LADO & YOUSEF (2007), n&o se sabe
se essas mudangas facilitam a persisténcia do patdégeno no ambiente de
processamento, no alimento ou na superficie de equipamentos.

Analogamente ao caso do estresse acido, L. monocytogenes altera sua

regulagédo génica para aumentar ou diminuir a sintese de varias proteinas visando
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tolerar o estresse provocado pelo ambiente salgado (GHANDI & CHIKINDAS,
2007).

A viabilidade celular em ambientes com alta concentragdo de sal
depende da manutencgao do potencial eletroquimico através da membrana celular,
bem como de uma baixa concentracdo de Na* no citoplasma, independente da
concentracao extracelular de NaCl (GARDAN et al., 2003).

Sob alta salinidade, a membrana celular do patégeno sofre alteragdes,
aumentando os acidos graxos anteiso-C1s.9 € diminuindo os anteiso-C47,0 , 0 que
também ocorre sob temperaturas de refrigeragdo (CHIHIB et al., 2003). Segundo
LADO & YOUSEF (2007), as razdes para estas mudancas nao estao esclarecidas
e podem estar relacionadas com o aumento da concentragdo de osmoprotetores
no citoplasma.

A termotolerancia de Listeria aumenta ligeiramente com a elevacéo da
concentracdo de NaCl, pois a alta concentragcdo de sal tende a aumentar a
temperatura de desnaturagédo dos ribossomos da bactéria (STEPHENS & JONES,
1993).

De acordo com o RTIQ para salsichas (BRASIL, 2000), o sal é
considerado ingrediente obrigatério, ndo havendo limites especificados quanto a

sua utilizagao.

3.5.2Nitrito de sddio

Esse agente de cura inibe levemente a multiplicacdo de Listeria
monocytogenes (USDA/FSIS, 2003). A fase lag e o tempo de geragao aumentam
quando a concentragdo de nitrito foi elevada de 0 para 150 ppm em caldo
nutriente, e a inibicdo aumentou quando a acao do nitrito foi combinada com baixa
temperatura e pH, redugdo do nivel de oxigénio ou com o aumento da
concentracao de NaCl (BUCHANAN et al., 1989). No entanto, segundo LADO &
YOUSEF (2007), o mecanismo de agao do nitrito contra L. monocytogenes em
alimentos processados € desconhecido.

Segundo a legislacao brasileira, as concentragdes residuais maximas
de nitrito e nitrato em carnes e derivados sdao de 150 a 300 mg/kg,
respectivamente, e expressas como nitrito de sodio (BRASIL, 1999; BRASIL,
2007b).
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3.6 Deteccaol/identificacao e isolamento de Listeria monocytogenes

Em decorréncia dos surtos e casos isolados de listeriose
diagnosticados em varios paises, a partir da década de 1980 surgiram diversos
métodos e técnicas para a detecgao do agente etioldgico.

Varios autores afirmam que os métodos convencionais para pesquisa
de L. monocytogenes sdao demorados, pouco especificos e nao permitem a
deteccdo do patdégeno quando a contagem na amostra € muito baixa, e nesse
aspecto, face ao grau de especificidade, rapidez e reprodutibilidade, as técnicas
moleculares vém substituindo os métodos convencionais (AGUADO et al., 2004;
GASANOV et al., 2005).

No Brasil, a Instru¢do Normativa N° 62/2003 do MAPA estabelece os
“‘Métodos Analiticos Oficiais para Analises Microbiologicas para Controle de
Produtos de Origem Animal e Agua”. Consta em seu Capitulo XIV — Pesquisa de
Listeria monocytogenes, aplicada aos alimentos carneos e lacteos (BRASIL,
2003).

3.7 Listeria monocytogenes: aspectos legais

No cenario mundial, agbes mitigatérias e de vigilancia, assim como
padroes de aceitacdo para L. monocytogenes em alimentos ndo sao
estabelecidos de forma comum, haja vista as dificuldades na obteng¢do de dados
epidemioldgicos acerca do assunto, bem como a incipiéncia das politicas publicas
em muitos paises no que diz respeito a seguranca dos alimentos.

As agéncias regulatorias dos EUA consideram as evidéncias cientificas
ainda limitadas para definir o numero minimo de células de L. monocytogenes que
pode ser ingerido para causar listeriose. Esta informagdo € especialmente
importante para as populagcbes suscetiveis e, embasadas nisto, as Agéncias
Americanas estabeleceram a “tolerancia zero” para L. monocytogenes em
produtos cozidos e prontos para consumo (FSIS/USDA/CFSAN/FDA/USDHHS,
2003). Na definicdo desse limite, consideraram também o fato da bactéria se
multiplicar em temperaturas de refrigeracdo podendo alcangar numero suficiente

para causar a infecgdo (SHANK et al., 1996), caso a matriz alimentar permita.
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Ressaltam ainda que a continua pressao regulatoria pela “tolerancia zero” tem
resultado em melhoria nas condigdes sanitarias das industrias (SHANK et al.,
1996; FSIS/USDA/CFSAN/FDA/USDHHS, 2003).

Por outro lado, o limite de 100 UFC/g para L. monocytogenes em
alimentos que apresentam baixa ou muito baixa probabilidade do microrganismo
se multiplicar, a exemplo de queijos duros, sorvetes, entre outros produtos, a
exemplo daqueles que possuem prazo de validade muito curto, encontra-se em
avaliacdo nos EUA (DHHS/FDA, 2004), refletindo os debates correntes no ambito
da Comissdao do Codex Alimentarius de Higiene dos Alimentos (CCFH)
(DHHS/FDA, 2008).

Como politica de controle de doencgas veiculadas por alimentos, desde
1973 o Centro de Controle e Prevencédo de Doengas (CDC) mantém um programa
de vigilancia de doencas de origem alimentar (OLSEN et al.,, 2000), e
desenvolveu em 1996 uma Rede Nacional de Sub-tipificagdo Molecular para
vigilancia dessas doencas, denominada PulseNet. Esta ferramenta tem por base
a utilizacado da Eletroforese em Campo Pulsado (PFGE) para a sub-tipificagdo de
muitas bactérias patogénicas (PULSENET AMERICA LATINA, 2007). Entre os
anos de 1998 a 2004 foi observado um declinio na incidéncia de infecg¢des
causadas por patdogenos alimentares, entre 0s quais consta Listeria
monocytogenes (ANONYMOUS, 2005) sendo que no periodo de 1999 a 2005,
foram confirmados 15 surtos causados por L. monocytogenes (CDC/DHHS,
2007b).

Atualmente, pesquisadores norte-americanos estdo sequenciando os
genomas de quatro cepas (trés sorotipos) de Listeria monocytogenes para
determinar se estas sequéncias influenciam a viruléncia e a persisténcia do
patogeno (USDA/ARS, 2006).

Na regulamentagcdo Européia, a presenga de L. monocytogenes em
produtos prontos para consumo n&o deve ultrapassar o limite de 100 UFC/g até o
fim do prazo de validade para os produtos onde L. monocytogenes nao se
multiplica. No entanto, para os produtos que permitem o crescimento da bactéria
o limite é de auséncia do patogeno em 25 g (EUROPEAN COMMISSION, 2005).

Segundo TODD (2007), na avaliagdo do Codex quanto a estimativa de

risco de L. monocytogenes em alimentos que permitem ou nao sua multiplicagao,
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bem como condi¢gdes e tempo de estocagem desses alimentos, verificou-se que
para peixes defumados, reduzindo o prazo de validade em 50% (1-28 dias para
1—14 dias), se reduzia o risco de multiplicagao do patégeno em 80%.

Na América Latina, as doencas veiculadas por alimentos representam
cerca de 70% dos casos de enfermidades diarréicas agudas, segundo estimativas
da Organizacédo Mundial da Saude (PULSENET AMERICA LATINA, 2007), porém
somente tém sido registrados casos isolados, talvez por falta de estrutura
laboratorial e médica adequada. México e Peru tém casos confirmados de
listeriose neonatal.

No Brasil, a listeriose ndo é uma doenca cuja notificacdo seja
obrigatoria (BRASIL, 2006a), portanto, ndo ha notificagdo de casos individuais,
mas somente em situagdes de surtos. No periodo de 1999 a 2006, nado se
constata registros de surtos de listeriose notificados ao sistema de Vigilancia
Epidemiolégica dos surtos de Doencas Transmitidas por Alimentos (DTA) do
Ministério da Saude (BRASIL, 2007a). Na legislagado brasileira, os padrdes
microbiolégicos para Listeria monocytogenes Sao expressos em presenga ou
auséncia em 25g e contempla queijos (BRASIL, 2001), carne cozida congelada e
beef jerky (BRASIL, 2004), estes ultimos para exportacdo para os EUA. Para os
embutidos ndo ha exigéncia legal a pesquisa do referido patdégeno.

Mesmo com poucas informacdes disponiveis, ha trabalhos que
evidenciam a presenca da bactéria associada a quadros clinicos. HOFER et al.,
(1998), isolaram L. monocytogenes de pacientes com meningite no Distrito
Federal e afirmaram que, em nosso meio, as referéncias sobre isolamento e
identificacdo de L. monocytogenes a partir de processos ou de espécimes clinicos
ainda eram muito exiguas. Salientaram ainda que na maioria das regides nao
havia registro de detecg¢ao da bactéria.

SCHWAB & EDELWEISS (2003), encontraram L. monocytogenes em
50 placentas provenientes de abortos e partos prematuros ocorridos em hospital
de Porto Alegre-RS, e relataram que a incidéncia de listeriose ndo era bem
conhecida, e que as causas das placentites quase nao eram investigadas para

este agente etiologico.
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BRANCO et al., (2003) analisaram 84 amostras de queijo de coalho
industrializado de diferentes marcas, constatando que 19% estavam
contaminadas com Listeria monocytogenes.

Em 1999, por meio de uma parceria entre a Agéncia Nacional de
Vigildancia Sanitaria (ANVISA), Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento (MAPA), e Instituto Pan-Americano de Alimentos da Organizagao
Pan-Americana da Saude (OPAS), foi implantado o Sistema Nacional de
Vigilancia Epidemioldgica das Doengas Transmitidas por Alimentos (VE-DTA),
que tem como objetivo geral reduzir a incidéncia das Doengas Transmitidas por
Alimentos (DTAs) no Brasil (BRASIL, 2005). Em consulta aos dados disponiveis
no sistema implantado ha dez anos, constata-se a auséncia de registros de surtos
de listeriose no Brasil.

Na atualidade, devido ao incremento na busca por alimentos prontos
para o consumo, os problemas com listeriose tendem a se agravar (FARBER et
al., 1996), ja que esses produtos e seus ingredientes geralmente sao estocados a
temperatura de refrigeragao por certo periodo, o que permite a multiplicagao de L.
monocytogenes (PINNER et al., 1992).

Com base nas informacbdes disponiveis em ambito mundial, em
especial aquelas provenientes dos paises onde a atuagdo da vigilancia
epidemioldgica apresenta resultados que comprovam a existéncia do perigo e a
necessidade de seu monitoramento e controle, constata-se que além da
participacdo do Brasil nas reunides do Codex Alimentarius, a determinagao de
limites, assim como a implantacdo de programas de verificagdo e controle de
Listeria monocytogenes para produtos destinados ao mercado interno, a exemplo
dos embutidos cozidos, devem ser considerados pelos 6gaos reguladores e

fiscalizadores responsaveis.
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4  OBJETIVOS

4.1  Obijetivo geral

Verificar a ocorréncia de Listeria spp. € L. monocytogenes durante um
turno de produgcao de salsichas em duas industrias sob Servico de Inspecgao
Federal (SIF), bem como em pontos do varejo, e avalia-los por meio de analise de

risco, considerando as praticas de consumo adotadas pelos consumidores.

4.2  Objetivos especificos

Obter dados acerca do processo de produgao de salsichas e das ferramentas de

autocontrole adotadas pelos estabelecimentos envolvidos no estudo;

Detectar se Listeria spp. € L. monocytogenes estdo presentes na area pos-
cozimento do ambiente industrial, na matéria-prima carnea, emulsdo e nas

salsichas tipo hot dog produzidas em duas salsicharias sob SIF;

Detectar se Listeria spp. e L. monocytogenes estdao presentes em salsichas
procedentes dos dois estabelecimentos envolvidos no estudo, porém adquiridas

no varejo, tanto a granel como embaladas;

Obter informagdes sobre as praticas de compra, estocagem e habitos de

consumo da populagdo consumidora de salsichas.



26

5 MATERIAL E METODOS

5.1 Aplicagao de questionarios

Com o intuito de obter informagdes acerca da producédo de salsichas e
das ferramentas de autocontrole utilizadas pelas industrias, assim como dos
habitos adotados pela populagdao consumidora de salsichas, foram aplicados dois

questionarios conforme descrito.

51.1 Nas industrias

Aplicou-se o questionario (ANEXO 1) ao Servico de Inspecgéo Federal e
a equipe do controle de qualidade de cada estabelecimento durante visita ao
acaso, sem comunicagao prévia, nos meses de setembro e outubro de 2007, nas
industrias 01 e 02, respectivamente. Foram enfatizados os topicos contemplados
pelas ferramentas de autocontrole (BPF, PPHO e APPCC) envolvendo fluxo e
tecnologia de producéao, formulagdo do produto e aspectos higiénico-sanitarios no

ambito da salsicharia.

51.2 A populagéo consumidora de salsichas

Aplicou-se questionario a populacdo consumidora de salsichas
(ANEXO 2) de forma aleatéria, a 500 entrevistados no momento da compra de
salsichas, sendo 300 nas cidades de Cuiaba e Varzea Grande, no Estado de
Mato Grosso, distribuidos por 11 supermercados, e para 200 cidaddos em oito
supermercados da cidade de Goiania-GO. As entrevistas foram realizadas no

periodo de julho a dezembro de 2007 com permissao dos estabelecimentos.
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5.2 Amostragem

Os dois estabelecimentos industriais que fizeram parte do experimento
foram codificados como 01 e 02, e caracterizados de acordo com (i) identificagao
do estabelecimento, (ii) volume de producao, (iii) data da colheita, (iv) tipo de
salsicha em producdo e (v) implantagdo das ferramentas de autocontrole (BPF,
PPHO e APPCC).

Em visita realizada ao acaso foram colhidas 36 amostras na industria
01 no més de setembro de 2007 e 40 amostras na industria 02 em outubro de
2007, constituidas por pool de swabs ambientais de superficies da area pés-
cozimento e amostras de por¢gdes da matéria-prima carnea, emulsédo e do produto
acabado, em periodos alternados ao longo da linha de produgé&o de salsichas,
conforme o fluxo de producao de cada estabelecimento.

As amostras do varejo foram adquiridas em marco de 2008, nos oito
supermercados onde foram permitidas as entrevistas aos consumidores. Foram
amostradas salsichas embaladas e a granel, todas produzidas nos dois

estabelecimentos participantes do experimento.

521 Amostras de alimentos nas industrias

Colheram-se, aleatoriamente e em periodos distintos, ao longo da linha
de produgado de cada estabelecimento, em assepsia, 10 amostras de 500 g das
carnes utilizadas como matéria-prima para a producao de salsichas, 10 amostras
de 500 g de emulsao e 10 amostras do produto acabado, pronto para o consumo,
todas resfriadas. Uma vez colhidas, foram identificadas, acondicionadas em sacos
de polipropileno esterilizados e encaminhadas sob refrigeracdo (4°C), ao
Laboratério de Microbiologia do Centro de Pesquisa em Alimentos da Escola de
Veterinaria da Universidade Federal de Goias (CPA/EV/UFG) para analise.
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5.2.2 Swabs do ambiente pds-cozimento

A colheita de swabs no ambiente de salsicharia ocorreu durante o
desenvolvimento das atividades de produgdo, nas areas pds-cozimento de cada
industria, sendo a quantidade estabelecida de acordo com a tecnologia e fluxo de
producdo empregada em cada industria, gerando, portanto, diferenga no numero
de amostras. Foram avaliadas superficies de contato direto com o produto tais
como equipamentos e luvas dos manipuladores e, superficies sem contato com o
produto, a exemplo de ralos, paredes e aventais dos manipuladores.

A area para colheita nessas superficies pré-estabelecidas foi de 100
cm? e executada com auxilio de gabaritos previamente esterilizados. Os swabs
foram umedecidos com &agua peptonada 0,1% (Difco) e transportados ao
laboratério em tubos contendo 10 mL de agua peptonada 0,1% e mantidos a 4°C
até o momento da andlise. Cada amostra constituiu-se de um pool, sendo
dispostos trés swabs de um mesmo tipo de superficie em cada tubo.

As superficies amostradas estio relacionadas na Tabela 3.

TABELA 3 - Superficies amostradas durante as visitas realizadas nas industrias

01 e 02 utilizando-se a técnica de swabs

Tipo de superficie N° swabs

Industria 01 Industria 02

1. Contato direto

Luvas 3 6

Equipamentos/utensilios 6 15

2. Sem contato direto

Ralos 3 3
Paredes 3 3
Aventais 3 3
Total swabs* 18 30

*Cada 3 swabs constitui uma amostra
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5.2.3 Amostras de salsichas no varejo

Colheram-se nos mesmos supermercados da cidade de Goiania-GO,
onde foram realizadas as entrevistas com os consumidores, 30 amostras de
salsichas procedentes das duas industrias que participaram do experimento. No
total, 11 amostras estavam embaladas e 19 foram compradas a granel (pesadas
em unidades amostrais de 500 g). Todas as salsichas amostradas apresentavam
temperatura abaixo de 7°C.

As amostras foram mantidas sob refrigeracdo, até 4°C, durante o
transporte utilizando-se caixa isotérmica e gelo reciclavel, bem com em geladeira

até o inicio das analises.

5.3 Pesquisa de Listeria monocytogenes

As analises microbioldgicas foram realizadas no Laboratério de
Microbiologia do Centro de Pesquisa em Alimentos da Escola de Veterinaria da
Universidade Federal de Goias (CPA/EV/UFG).

Utilizou-se como controle positivo de L. monocytogenes a cepa
American Type Culture Collection, Instituto Adolfo Lutz (ATCC 7644-IAL) mantida
em caldo LB adicionado de 50% de glicerol e renovadas mensalmente.

Utilizou-se o sistema VIDAS® como método rapido qualitativo
(screening), apds as etapas de enriquecimento primario e enriquecimento
secundario, sendo que as amostras com resultados positivos foram submetidas a
analise tradicional, preconizada pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e

Abastecimento, que inclui o isolamento em agar soélido e provas confirmatorias.

5.3.1 Enriquecimento primario e secundario

Porcao de 25 g, obtida em pequenas fragdes de diversos pontos de
cada unidade amostral, foi transferida assepticamente para 225 mL do caldo de
enriquecimento primario UVM (Difco) adicionado de seu suplemento,

homogeneizada por dois minutos em Stomacher (400 Blender,SE 1 1 PPUK,



30

England), sendo a suspenséo resultante incubada a 30°C £ 1°C por 24h (BRASIL,
2003).

Apos 24h, transferiu-se 1 mL da suspenséo em caldo UVM para 10 mL
do caldo Fraser (Difco), para enriquecimento secundario, suplementado com
Fraser Broth Supplement (Difco), seguido de incubacédo a 30°C + 1°C por 24h
(BioMERIEUX, 2006b).

5.3.2 Analise imuno-enzimatica

Apds o enriquecimento secundario, independentemente do
escurecimento do caldo, todas as amostras foram submetidas a analise imuno-
enzimatica no sistema automatizado VIDAS® (bioMérieux, Paris).

Utilizou-se o protocolo validado da Associacdo Francesa de
Normalizacdo (AFNOR) para deteccao de Listeria spp. nas 106 amostras
analisadas. Assim, apdés 24h a 30°C = 1°C no caldo de enriquecimento
secundario, transferiram-se 2 mL do material resultante para tubo esterilizado,
que foi submetido a banho de agua (100°C/15min). Transferiu-se entdo uma
aliquota de 0,5 mL do material ja arrefecido para poco do barrete especifico para
Listeria spp. € submeteu-se a amostra a analise no sistema automatizado VIDAS®
(bioMérieux, Paris). Os resultados foram apresentados impressos, como positivo
ou negativo, em 45min. (BioMERIEUX, 2006a).

Para deteccao de Listeria monocytogenes, foi utilizado o protocolo da
Association of Official Analytical Chemists (AOAC) em todas as amostras
analisadas anteriormente que apresentaram resultado positivo para Listeria spp.
As etapas foram as mesmas utilizadas para Listeria spp. exceto que para essa
analise as amostras nao foram submetidas ao banho de agua e os resultados
qualitativos para L. monocytogenes emitidos em 70 minutos (Figura 2),
(BioMERIEUX, 2006b).
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FIGURA 2 - Detecgéo de L. monocytogenes pelo

sistema VIDAS®
FONTE: adaptado bioMérieux (2002)

5.3.3 Isolamento em meio solido de agar

As amostras positivas ao teste rapido, tanto para Listeria spp. como
para L. monocytogenes, foram submetidas também a protocolo convencional,
estabelecido pela IN N° 62/2003 do MAPA (BRASIL,2003), para isolamento e
identificacdo da bactéria. Para tanto, semearam-se por esgotamento em estrias,

aliquotas de 1 pL a partir do caldo Fraser inoculado, em Agar Oxford Modificado -
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MOX (Difco) adicionado do suplemento antimicrobiano para o agar MOX (BD -
Becton,Dickinson) visando a obtencao de colbnias presuntivas de Listeria spp. As
placas foram incubadas invertidas a 35 £ 1°C por 24 - 48 horas.

Nas divergéncias entre os resultados do teste rapido e do método
convencional, repetiu-se 0 método convencional por quatro vezes, transferindo-se
de 5 a 10 col6nias suspeitas a partir do agar MOX. Amostras com resultados
negativos no método convencional foram plaqueadas em duplicata no agar
cromogénico Rapid’ L mono (BioRad) a partir do caldo Fraser e de colbnias
suspeitas do agar MOX diluidas em solugéo salina 0,85%, sempre com a
realizacao do controle positivo. Ressalte-se que os meios cromogénicos ainda
n&o sao utilizados no meétodo oficial.

A purificagao foi realizada em placas de agar triptico soja - TSA (Difco)
suplementado com 0,6% de extrato de levedura - YE (Oxoid), TSA-YE, por meio
da inoculagdo de cinco a dez unidades formadoras de colénias enegrecidas
tipicas de Listeria spp. de cada placa de agar MOX, apds a observagao
suplementar, em microscopia de contraste de fase (Carl Zeiss, Alemanha) para
visualizacdo dos movimentos de tombamento, caracteristicos de Listeria spp.
Apos incubacao das placas por 30°C/24h, col6nias resultantes foram examinadas
sob iluminagao transversal (transiluminagédo a 45°) para visualizagao de colbnias

azuladas de L. monocytogenes.

5.3.4 Reacgao no agar triplice agucar-ferro — TSI

Colbnias suspeitas foram semeadas por picada em profundidade e por
estrias na superficie inclinada de tubos com agar TSI. A presenca e multiplicagéo
de Listeria spp. nesse meio é indicada pela alteracdo de cor do vermelho para o
amarelo, apos 18-24h/35°C, tanto na base como na superficie, sem a produgao

de gas.
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5.3.5 Testes bioquimicos (BRASIL, 2003)

Para confirmacao de Listeria spp., cinco a dez unidades formadoras de
colénias suspeitas em TSA-YE foram transferidas para tubos de agar agucar triplo
e ferro - TSI (Difco) inclinado, cujas culturas, apos 24h de incubagao a 35°C foram
utilizadas para a realizacdo das provas bioquimicas de producdo de catalase,
observacao das caracteristicas morfotintoriais (método de Gram), verificagao de
motilidade em meio semi-solido (BBL/BD) e observagdo microscopica em
contraste de fase.

Além das provas realizadas para identificacdo de Listeria spp., a
confirmacao de L. monocytogenes foi feita por verificagdo da produgao de beta-
hemolise em agar sangue de carneiro a 5%, capacidade de fermentagdo dos
carboidratos ramnose (Sigma), xilose (Merck), maltose (Difco) e manitol (Synth),
provas de VM e VP (Merck) e redugao do nitrato (Vetec). Os métodos descritos

também foram adotados para as analises dos swabs ambientais.

5.3.5.1 Teste de hemolise (BRASIL, 2003)

Colbnias suspeitas de L. monocytogenes foram semeadas em estrias e
por picada com agulha, logo abaixo da superficie do agar sangue de carneiro a
5%. Apds incubacdo a 35°C/24-48h, placas positivas apresentavam halo de

hemolise total (B-hemoliticas) ao redor da colénia.

5.3.5.2 Prova do Gram (MAC FADDIN, 1980)

Adicionava-se sobre lamina de vidro 0,1 mL de hidréxido de potassio
3,5% e, em seguida, uma pequena por¢ao de raspado da superficie do tubo com
a cultura em teste. Apds alguns segundos sob homogeneizagdo em movimentos
circulares continuos com alga descartavel, ndo ocorria a formacao de filamentos

ViSCOSOs a prova era considerada positiva para Listeria.
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5.3.5.3 Prova da Catalase (BRASIL, 2003)

A partir de resultados positivos para Listeria spp. em TSI com 24h, uma
porcdo do cultivo bacteriano foi depositada sobre lamina de vidro utilizando-se
alca plastica esterilizada e adicionou-se uma gota de solugdo aquosa de peréxido
de hidrogénio a 3%. O teste foi considerado positivo quando houve a formacgao de
borbulhamento, associado ao desprendimento de O, em fungdo da presencga da

enzima catalase, sintetizada pelo microrganismo em estudo.

5354 Reducgao do nitrato a nitrito (BRASIL, 2003)

Tubos de ensaio com 5 mL de caldo nitrato (Vetec) foram inoculados
com pequena por¢ao da cultura suspeita, utilizando-se alga plastica descartavel
esterilizada de 0,1mL e incubados a 35°C por 24h. Ao final do periodo de
incubagdo adicionou-se 1 mL da solugdo A (alfa-naftilamina 0,5%) e 1 mL do
reagente B (acido sulfanilico 0,8%) em 1 mL do caldo cultivado. A formagéo de

coloracgéo rosea ou avermelhada indica teste positivo.

5.3.5.5 Teste de Vermelho de Metila (VM) e Voges-Proskauer (VP)
(BRASIL, 2003)

No teste de VM adicionaram-se trés gotas do reagente vermelho de
metila 0,06% (Merck) a cultura incubada no caldo MR-VP (Merck) a 35°C/96h. O
aparecimento imediato de coloragao vermelha indica resultado positivo.

Na reacdo de VP, apo6s incubacido do in6culo em 1 mL do meio de
Clark e Lubs (Merck) a 30°C/48h, adicionou-se 0,6 mL de alfa-naftol 5% e 0,2 mL
de solugao de hidréxido de potassio 40%. Aparecimento da cor vermelha em até

30min de agitacédo dos tubos abertos indica rsultado positivo.
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5.3.5.6 Teste de utilizagao de agucares (BRASIL, 2003)

Porcdo de colbnia suspeita, utilizando-se alga plastica descartavel
esterilizada de 0,1mL, foi semeada em tubos contendo caldo vermelho de fenol
(Merck) adicionado dos agucares ramnose, manitol, maltose e xilose previamente
esterilizados a 121°C/15min, exceto a xilose que foi esterilizada por filtracdo
(Milipore 0,10u). Tubos incubados a por 24-36h a 30°C foram considerados
positivos quando houve a acidificagdo do meio devido a fermentacdo dos
acgucares, com alteracao da cor vermelha do indicador vermelho de fenol para o

amarelo.

5.3.6 Teste de motilidade (BRASIL, 2003)

Utilizando-se agulha plastica descartavel esterilizada de 0,1mL, porgéo
da cultura suspeita foi inoculada em linha reta por picada até dois tercos do meio
semi-solido para teste de motilidade (BD). Apds incubagao a 25°C/2 a 5 dias,
consideraram-se positivas as amostras que apresentaram crescimento na forma
de “guarda-chuva” ou “chapéu-chinés” caracteristico de bactérias do género

Listeria, por evidenciar a preferéncia desse microrganismo pela microaerofilia.

5.4 Sorotipagem

Os isolados obtidos foram enviados ao Laboratorio de Referéncia da
Fundacgéao Instituto Oswaldo Cruz (FIOCRUZ) para sorotipagem.

A sorotipagem ¢é considerada uma valiosa ferramenta para a
diferenciagdo dos isolados antes que sejam submetidos a técnicas moleculares
mais discriminatorias (FARBER, 1996).

Com base em 15 antigenos somaticos (O) e cinco flagelares (H), L.
monocytogenes € classificada em 13 sorotipos, nomeados 1/2a, 1/2b, 1/2c, 3a,

3b, 3c, 4a, 4b, 4ab 4c, 4d, 4e e 7 (SEELIGER & JONES, 1986).
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55 Analise Estatistica

Além da analise descritiva, na avaliagdo das variaveis categoricas
utilizou-se o teste exato de Fisher e o teste de Qui-quadrado, aplicados de acordo
com PIMENTEL GOMES (1987). Na analise de perigos utilizou-se o software
@Risk 4.5, PALISADE, versao 2005, empregando a distribuicdo de probabilidade
continua do tipo beta, para valores 0<x<1, com 99% de confianga apresentada no
eixo X dos graficos obtidos, sendo que o eixo Y corresponde a amostragem
(Anexo 3). Os resultados de presenga ou auséncia para Listeria spp. como para L.
monocytogenes, nas matrizes alimentares analisadas, foram processadas pelo
@Risk, com o intuito de se obter a variacdo de probabilidade de ocorréncia da

bactéria na produgdo amostrada.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

As industrias envolvidas no experimento representam 50% dos
estabelecimentos com SIF produtores de salsichas na regido centro-oeste, sendo
responsaveis por aproximadamente 40% da producao regional e 4% da produgao
nacional.

Respostas apresentadas ao questionario (Anexo 1) aplicado as
industrias 01 e 02 acerca da produgao de salsichas, bem como do controle por
meio da utilizacdo das ferramentas estabelecidas pelo DIPOA/MAPA, informam
sobre as praticas adotadas na salsicharia de cada estabelecimento.

De acordo com as respostas obtidas e a rotulagem utilizada, ambos
produzem salsichas do tipo hot dog, compostas por diferentes matérias-primas
carneas adicionadas de ingredientes misturados no cutter, até a formacgao da
emulsgo.

Na industria 01, as informagdes evidenciam que segundo critérios
estabelecidos pelo DIPOA/MAPA, as ferramentas de autocontrole (BPF, PPHO e
APPCC) estdo implantadas na linha de producédo de salsichas, com registros
disponiveis para verificagcdo. Entre os Pontos Criticos de Controle (PCC)
determinados pelo estabelecimento esta a etapa de cocgéo (Figura 3), realizada
em tunel de cozimento com inje¢cdo de vapor e com monitoramento continuo da
temperatura.

Conforme fluxograma de produgédo (Figura 3) apds as etapas de
cozimento, quando atingem a temperatura de 73°C, e resfriamento a 15°C, ambas
em tunel, ocorre a remogao do envoltorio, acidificagdo e embalagem primaria a
vacuo. Em seguida as salsichas sdo pasteurizadas em tanque com agua a
temperatura de 85-90°C/40min, s&o entao resfriadas e armazenadas (4°C). Essas
etapas, pasteurizacdo e resfriamento, ndo sao consideradas PCCs para a
industria. O prazo de validade estabelecido pelo fabricante € de 60 dias.

Ressalte-se que as salsichas produzidas em embalagens acima de 500
g, geralmente fracionadas e comercializadas a granel quando no varejo, ndo s&o
pasteurizadas e nem envasadas com o mesmo nivel de vacuo daquelas de 500 g.

A separacao fisica entre as areas destinadas aos produtos crus e

cozidos ocorre em funcdo da prépria disposicdo do tunel de cozimento,
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considerando o fluxo de entrada e saida das salsichas, evitando a contaminacgéao
cruzada.

Nas etapas de higienizagdo utilizam &agua quente (40-50°C) e
detergente alcalino, empregando como sanitizantes acido peracético diariamente
e amoOnia quaternaria nos finais de semana. O uso de dois sanitizantes diferentes,
empregados de forma alternada, segundo MEREGHETTI et al. (2000), pode ser
benéfico no controle de Listeria spp.
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Conforme resposta obtida no questionario (Anexo 1), a industria 02 nao
possui as ferramentas de autocontrole ainda implantadas, ndo havendo
disponibilidade de registros para verificagdo. O tratamento térmico é realizado em
estufa (40min) até atingir 74°C e em seguida as salsichas sao resfriadas por meio
de aspersdo de agua clorada (0,5 a 1 ppm) em temperatura ambiente. Os
envoltérios sdo removidos de forma mecanizada e a acidificagcao é feita com acido
fosforico 2% (pH 2 a 3), sdo entdo embaladas manualmente, lacradas, pesadas e
congeladas a -12°C (Figura 4). O tanque de acidificagcao/tingimento apresenta
acabamento sanitario falho, com a constatacao de soldas aparentes, de dificil
higienizagao.

O prazo de validade estabelecido pelo fabricante é de 90 dias, sendo
maior que a industria que possui as ferramentas de autocontrole implementadas.

No que diz respeito a separacao fisica entre as areas destinadas a
produtos crus e cozidos, constata-se a existéncia de contra-fluxo, pelo fato da
estufa possuir apenas uma porta utilizada como entrada e saida, como também
pela localizagdo do tanque de tingimento na sala de pesagem e preparo da
emulsdao de embutidos, o que pode favorecer a contaminacdo pds-cozimento.
Nesse aspecto, de acordo com o CODEX ALIMENTARIUS (2007), a introdugao
de L. monocytogenes no ambiente de preparo dos alimentos prontos para o
consumo decorre da insuficiente separacdo entre areas de produtos crus e
produtos acabados, assim como do controle deficiente na circulacdo de
empregados.

O processo de higienizacdo da salsicharia é realizado com agua
quente (50°C), detergente alcalino e emprego diario de acido peracético como

sanitizante.
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Quanto ao sistema APPCC, em ambito nacional, ressalta-se que de
acordo com a Portaria N°46 (BRASIL, 1998), deve ser implantado gradativamente
nas linhas de produg¢do das industrias com SIF, no entanto, decorridos dez anos
de sua vigéncia, ainda constata-se a incipiéncia na implantagdo dessa ferramenta
em alguns tipos de produtos destinados ao mercado interno, como observado na
industria 02.

Conforme os dados apresentados na Tabela 4, entre as 30 amostras
de alimentos colhidas na industria 01, 19 amostras (63,3%) apresentaram
resultado positivo para Listeria spp. no método VIDAS® , todas confirmadas pelo
método convencional e 11 (36,7%) foram positivas para L. monocytogenes, com
confirmacg&o de 6 (20%) pelo método convencional. A relagdo de amostras de
alimentos positivas para Listeria spp. € L. monocytogenes entre os dois métodos
utilizados € de 100% e 54,5%, respectivamente.

A matéria-prima carnea e a emulsao apresentaram Listeria spp. em 9
(90%) e 10 (100%) das amostras, respectivamente. L. monocytogenes foi
confirmada em 4 (40%) das amostras de carne e 2 (20%) das amostras de
emulséo.

Na analise das salsichas todas as amostras foram negativas para
Listeria spp.

Sorotipagem dos 23 isolados de L. monocytogenes obtidos a partir das
6 amostras positivas pelo método convencional, resultaram em 14 isolados com
sorotipo 4b, 8 isolados com sorotipo 1/2a e um isolado com sorotipo 3a (Tabela
4).

Quanto aos seis pool de swabs colhidos nas segdes pds-cozimento, na
industria 01, quatro amostras (66,7%) foram positivas para Listeria spp. € uma
(16,7%) foi positiva para L. monocytogenes (Tabela 4). Os dois isolados da
amostra positiva foram classificados como sorotipo 4b, assim como na matéria-
prima carnea, porém diferente dos sorotipos identificados na emulsdo como 1/2a
e 3a.

No cOmputo geral da industria 01, obteve-se 25 isolados de L.
monocytogenes, distribuidos os sorotipos 4b (71%), 1/2a (28%) e 3a (14%), como
mostra a Tabela 3. Nos resultados encontrados, houve a predominancia do

sorotipo 4b na base carnea. A diferenga entre os sorotipos identificados nas
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matrizes alimentares e no ambiente coincide com a informagdo de KATHARIOU
(2002), de que a fonte primaria de contaminagdo do alimento por L.
monocytogenes esta relacionada ao ambiente de processamento, o que pode
justificar a ndo semelhancga entre os sorotipos identificados.

O sorotipo 4b da amostra ambiental (ralos) coincide com o da matéria-
prima-carnea (Tabela 4) que é proveniente de animais abatidos na propria
industria, como também recebido de terceiros. Os sorotipos 1/2a e 3a
identificados na emulsao, podem estar relacionados a adicdo de aditivos e outros
ingredientes nao-esterilizados, como corantes, estabilizantes, aromatizantes,
proteina texturizada, amido, além da agua, que nao foram analisados de forma
individualizada neste estudo. Apesar de ndo ser comum, ha registros de surto de
listeriose causado pelo sorotipo 3a, evidenciando sua importdncia em saude
publica (McLAUCHLIN et al.,, 2004). Em 1999, na Finlandia, foi registrado o
provavel primeiro surto de listeriose em decorréncia da ingestdo de manteiga
pasteurizada, contaminada por esse sorotipo (LYYTIKAINEN, 2000). Ndo é
comum a presenca do sorotipo 3a nos estudos realizados no Brasil, havendo a

necessidade de mais estudos e investigagoes.

TABELA 4 - Amostras positivas para Listeria spp. e L. monocytogenes segundo o
sistema VIDAS® e segundo o método convencional com identificacdo

dos sorotipos na industria 01

Amostra VIDAS” Método conv. VIDAS® Método conv. Sorotipo
(n) Listeria spp. Listeria spp. L. monocytogenes L. monocytogenes
+ (%) + (%) + (%) + (%)
Pool de 4 (67%) 4 (67%) 1(17%) 1(17%) 4b
Swabs (6)
Matéria- 9 (90%) 9 (90%) 7 (70%) 4 (40%) 4b
prima

carnea (10)

Emulséo 10 (100%) 10 (100%) 4 (40%) 2 (20%) 1/2a; 3a
(10)

Produto 0 0 0 0 -
acabado

(10)

Total (36) 23 (64%) 23 (64%) 12(33%) 7(19%)
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Entre as 30 amostras de alimentos colhidas na industria 02, pelo
método VIDAS® 19 amostras (63,3%) apresentaram resultado positivo para
Listeria spp. confirmadas pelo método convencional e 10 (33,3%) foram
confirmadas positivas para L. monocytogenes pelo método convencional. Destas,
a matéria-prima carnea e a emulsao apresentaram Listeria spp. em 10 (100%) e 9
(90%) das amostras, respectivamente. L. monocytogenes foi confirmada em 8
(80%) das amostras carneas e 2 (20%) das amostras de emulséo (Tabela 5).

Entretanto, ndo houve deteccdo de Listeria spp. nas amostras do
produto acabado.

Conforme resultados das analises dos pools de swabs ambientais
(Tabela 5), duas amostras (20%) foram positivas para Listeria spp. e L.
monocytogenes nos dois métodos utilizados. Os 10 isolados obtidos dessas duas
amostras positivas foram classificados como sorotipos 1/2a e 1/2b, os mesmos
identificados na matéria-prima carnea e emulsao.

Na industria 02, obtiveram-se 62 isolados de L. monocytogenes, das 12
amostras positivas pelo método convencional, que foram distribuidos em 33
sorotipos 1/2b (75%), 28 sorotipos 1/2a (33%) e um sorotipo 1/2c (8%). Os
sorotipos predominantes foram 1/2b e 1/2a, tanto no ambiente como na carne e
na emulsdo. Assim como na industria 01, a matéria-prima carnea é produzida no
préprio estabelecimento e também recebida de terceiros. A presenca do sorotipo
1/2c na emulsdo pode estar relacionada com a adicdo de ingredientes nao-
esterilizados.

A incidéncia de L. monocytogenes em produtos carneos, registrados
pelo programa de monitoramento norte americano e apresentados por FARBER
et al. (2007), sao de 18% para carne moida crua e 0 a 8% para produtos carneos
prontos para o consumo, sendo de 0,4 — 2,1% para salsichas de pequeno
diametro e de 1,8 — 5,3% para as maiores.

Os resultados das analises das amostras de produtos acabados
colhidos nas industrias 01 e 02, se assemelham aos dados obtidos por WALLACE
et al. (2003), que em dois estabelecimentos produtores de salsichas, entre 27.300

amostras analisadas, 104 (0,38%) continham L. monocytogenes.
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TABELA 5 - Amostras positivas para Listeria spp. € L. monocytogenes no sistema

VIDAS® e no método convencional com identificacdo dos sorotipos

na industria 02.

Amostra VIDAS® Método conv. VIDAS® Método conv. Sorotipo
(n) Listeria spp. Listeria spp. L. monocytogenes L. monocytogenes
+ (%) + (%) + (%) + (%)

Pool de 2 (20%) 2 (20%) 2 (20%) 2 (20%) 1/2a;1/2b
Swabs (10)
Matéria- 10 (100%) 10 (100%) 8 (80%) 8 (80%) 1/2a; 1/2b
prima
céarnea (10)
Emulsédo 9 (90%) 9 (90%) 2 (20%) 2 (20%) 1/2a;1/2b;
(10) 1/2¢c
Produto 0 0 0 0 -
acabado
(10)
Total (40) 21 (52%) 21 (52%) 12 (30%) 12 (30%)

monocytogenes no ambiente industrial

A Tabela 6 apresenta os resultados para a ocorréncia de L.

carneas e salsichas produzidas nos dois estabelecimentos amostrados.

pos-cozimento, nas matérias-primas
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TABELA 6 - Pesquisa de L. monocytogenes no ambiente pds-cozimento,
matérias-primas e salsichas tipo hot dog das industrias 01 e 02

operantes sob Servico de Inspecdo Federal no Estado de Goias

em 2007.

Foco amostral Industria 1 (com APPCC) Industria 2 (sem APPCC)
Resultados Isolados*™ Resultados Isolados™*
positivos/n® positivos/n®
de amostras de amostras

Ambiente de processamento

com ou sem contato direto

com alimentos (pool)*

Paredes, drenos (ralos) 11 2 1/2 5

Equipamentos: esteiras, 0/4 0 1/5

tanques, mesas

Luvas, aventais 0N 0 0/3 0

Alimentos

Matéria-prima carnea 4/10 14 8/10 34

Emulsao 2/10 9 2/10 18

Salsicha tipo hot dog 0/10 0 0/10 0

* cada 3 swabs compunham 1 amostra
** segundo sorotipagem

As superficies amostradas no ambiente pds-cozimento, que
apresentam resultados positivos para Listeria spp. € L. monocytogenes constam
da Tabela 7. Os pools de swabs de ralos das areas pos-cozimento amostrados
nas duas industrias apresentaram L. monocytogenes.

Quando da divergéncia de resultados entre a presenga de L.
monocytogenes no sistema VIDAS e a auséncia no método convencional, utilizou-
se 0 meio cromogénico para visualizagdo de colénias azuladas tipicas da
bactéria, constatando-se em determinadas situagcdes a presenca de raras col6nias
azuis. O fato observado coincide com a sensibilidade descrita pelo método VIDAS
e com a dificuldade em se capturar colénias caracteristicas de L. monocytogenes
no meétodo convencional quando ha um numero muito pequeno de col6nias nas

placas.
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TABELA 7 - Superficies amostradas nas industrias 01 e 02 no estado de Goias

em 2007, com resultados positivos para Listeria spp. e L.

monocytogenes
VIDAS® Método conv. VIDAS® Método conv. Sorotipo
Pools de Swabs Listeria Listeriaspp. L.monocytogenes L. monocytogenes
IndUstria 01 spp.
Esteira apos + + - -
forno de
cozimento
Esteira pos- + + - -
tingimento
Luvas + + - -
manipuladores
Ralos + + + + 4b
VIDAS® Método conv. VIDAS® Método conv. Sorotipo
Pools de Swabs Listeria Listeriaspp. L.monocytogenes L. monocytogenes
Industria 02 spp.
Tanque corante + + + + 1/2a
Ralos + + + + 1/2a; 1/2b

Na industria 01, as esteiras transportadoras nas saidas do forno de

cozimento e do tanque de corante apresentaram Listeria spp. Na industria 02, as
soldas com acabamento ndo sanitario e as paredes do tanque de tingimento (pH
2 a 3) apresentaram resultado positivo para L. monocytogenes. Os resultados
coincidem com os de MIETTINEN et al. (1999) e de TOMPKIN (2002), de que
certos equipamentos dificeis de higienizar, entre os quais as esteiras, apresentam
maior possibilidade de encontrar L. monocytogenes. Constata-se, a partir dos
resultados obtidos, que nas areas onde sdo manipuladas as salsichas apds o
cozimento, nas duas salsicharias, ha indicios de falhas no processo de
higienizacao, seja pelas mas condi¢cbes das superficies dos equipamentos, pela
realizagao inadequada do processo de limpeza ou ainda pela possivel existéncia
de biofilmes, indicando a necessidade de se fazer o acompanhamento das
operagdes de higienizagado. A presenca do patdégeno no ambiente pds-cozimento

gera a possibilidade de contaminagao do produto final pronto para o consumo.
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Neste aspecto, de acordo com o CODEX ALIMENTARIUS (2007), uma
das estratégias para controlar a listeriose transmitida por alimentos consiste em
introduzir um tratamento de mitigagdo adicional apds o envase final, o que é
observado na industria 01, que pasteuriza o produto apds a embalagem primaria.

A presenca de L. monocytogenes nas instalagdes industriais sustenta a
necessidade da existéncia e manutencao de programas de acompanhamento da
presenca desse patdgeno por meio do monitoramento ambiental com frequéncia
pré-estabelecida, especialmente nas superficies de contato direto com o produto
apos o cozimento, evitando a recontaminacao apos o tratamento térmico.

De acordo com PETTINATI et al. (2006), os sorotipos 1/2a, 1/2c e 4b ja
foram relacionados com surtos ou casos esporadicos de listeriose humana, nao
apenas no Brasil, mas em outros paises. GARCIA-ALVAREZ et al. (2006) e
GRAVES et al. (2007) relataram que 95% das infec¢des humanas s&o causadas
pelos sorotipos 1/2a, 1/2b e 4b, detectados neste estudo aos niveis de 97,7%,
portanto, todos os sorotipos identificados sdo de importancia em saude publica.

Considerando-se os resultados das analises por categorias, observa-se
que apesar do isolamento de Listeria spp. e L.monocytogenes nas amostras
carneas e nas instalacdes industriais, esse microrganismo nao foi isolado no
produto acabado. Embora a avaliagdo do tratamento térmico nao tenha feito parte
deste estudo, possivelmente tenha reduzido ou destruido a bactéria detectada na
matéria-prima carnea, comprovando a importancia de monitorar o tempo e a
temperatura de cozimento. Estes resultados s&do semelhantes aos obtidos por
SAMELIS & METAXOPOULOS (1999), que também n&o encontraram Listeria
spp. em amostras de salsichas contaminadas por L. monocytogenes que foram
submetidas a temperatura de 74°C/4-5h. Da mesma forma, estudos de
McKELLAR et al. (1994), WENGER et al. (1990), e ANONYMOUS (1988),
enfatizam que o cozimento adequado durante a producdo de salsichas elimina
Listeria spp. que possa estar presente nas carnes utilizadas no preparo da
emulsao, porém, a bactéria pode ser encontrada no produto final devido a falhas
no processo de cocgao ou a contaminagao pos-processamento. Assim, o fato de
haver cozimento ndo mitiga a preocupagdo com o patdégeno no ambiente de

fabrica e em matérias-primas e ingredientes.
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Além das salsichas possuirem as caracteristicas descritas pelo CODEX
ALIMENTARIUS (2007), de que existem fatores que contribuem para o risco de
listeriose relacionada com alimentos prontos para o consumo, entre os quais, a
capacidade do alimento de favorecer a multiplicagdo de L. monocytogenes e a
temperatura e o tempo de estocagem sob refrigeracdo, na formulagdo das
salsichas os estabelecimentos utilizam como conservantes nitrito e ou nitrato de
sédio e sal, em concentragdes que de acordo com GLASS & DOYLE (1989) e
COELHO et al. (1998b) n&o possuem acgao inibitdria sobre L. monocytogenes.

Nesse aspecto, experimentos de COELHO et al. (1998a), utilizando
caldo TSB-YE (tripticase e soja acrescido de 0,6% de extrato de levedura)
demonstraram que concentracdes de cloreto de sédio de até 10,5% n&o foram
suficientes para impedir a multiplicagdo de L. monocytogenes, ressalte-se que na
grande maioria dos produtos carneos, os teores de sal nao ultrapassam 3,5%.

Quanto a acdo de diferentes concentragbes de nitrito sobre L.
monocytogenes utilizando caldo TSB-YE, COELHO et al. (1998b) verificaram que
houve multiplicagdo do patégeno mesmo com niveis residuais de 200 ppm.
Portanto, o limite maximo estabelecido pelos érgaos regulamentadores (BRASIL,
1999; BRASIL 2007b), de 150 mg/kg para o emprego de nitrito de sédio em
carnes e produtos carneos nao seria suficiente para impedir a multiplicacdo da
bactéria no alimento, segundo GLASS & DOYLE, 1989, mesmo quando
associados. Portanto, nem o cloreto de sddio, nem os sais de cura impedem a
multiplicagdo da bactéria, havendo realmente a necessidade do controle do
cozimento, utilizando-se as ferramentas de autocontrole.

Portanto, o patéogeno quando presente, mesmo em pequena
quantidade, nesse alimento conservado sob temperaturas de refrigeracdo, pode
multiplicar durante o periodo de validade e oferecer risco aos consumidores,
principalmente aqueles que fazem parte do grupo de risco e que nao dispde de
informacdes acerca da possibilidade da presenca da bactéria nesse tipo de
produto.

A analise categorizada dos resultados das analises microbioldgicas
realizadas indica que a contaminacdo da base carnea e emulsdo por L.
monocytogenes, na industria onde estavam implantadas as ferramentas de

autocontrole, foi menor (p<0,05) do que na industria onde os referidos controles
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nao eram realizados. Porém, ndo houve diferenca (p>0,05) quanto a presenca de
L. monocytogenes no ambiente industrial pds-cozimento, com indicios de que as
falhas estariam no PPHO.

Devido a patogenicidade de L. monocytogenes, bem como sua
capacidade de formar biofilmes, a ocorréncia desse microrganismo na matéria-
prima e nas instalagdes demonstra a necessidade de reavaliagao e intensificagao
das ferramentas de autocontrole implantadas na industria 01, em especial ao
PPHO relacionado a higienizagdo, bem como sua implantagdo na industria 02,
buscando garantir a seguranga dos produtos carneos desses estabelecimentos.
Situacdo semelhante de reavaliacdo de planos, foi descrita por FARBER et al.
(2007), quando em 2002, apos investigagdo de surto de listeriose nos Estados
Unidos, o FSIS concluiu que alguns estabelecimentos ndo contemplavam de
forma correta em seus planos HACCP e Procedimentos Padrdo de Higiene
Operacional (SOP) a probabilidade de contaminagcdo de seus produtos por L.
monocytogenes.

De acordo com o CODEX ALIMENTARIUS (2007), um elemento eficaz
da gestao deste risco é a aplicacdo de um programa de vigilancia para avaliar o
controle do ambiente a que se expdem os alimentos prontos para 0 consumo
antes do envase final.

A natureza ubiquitaria desse patdgeno é evidenciada pela elevada taxa
de contaminacio observada nos produtos crus e no ambiente industrial, portanto
a elevada frequéncia de Listeria spp. encontrada implica em risco para a
producdo, uma vez que segundo SILVA et al. (2004) a elevada ocorréncia de
Listeria spp. pode indicar uma maior probabilidade de ocorréncia de L.
monocytogenes, constituindo-se assim, num fator indicativo de risco a segurancga
do alimento. As Tabelas 8 e 9 apresentam a relagao entre os achados de Listeria

spp. € L. monocytogenes nas industrias 01 e 02.
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TABELA 8 - Numero e porcentagem de amostras positivas para Listeria spp. e L.
monocytogenes em amostras de swabs, matéria-prima carnea,
emulsdo e salsichas adquiridas na industria 01 e a relagdo de L.

monocytogenes e Listeria spp.

Amostra (n) Listeria spp. L. monocytogenes Listeria spp./
+ (%) + (%) L. monocytogenes %
Pool de swabs (6) 4(67%) 1(17%) 4/1(25%)
Matéria-prima carnea (10) 9 (90%) 4 (40%) 9/4 (44%)
Emulséo (10) 10 (100%) 2 (20%) 10/2 (20%)
Salsichas na industria (10) 0 (zero) 0 (zero) 0/0 (zero)
Salsichas no varejo (19) 11 (58%) 1(5%) 11/1 (9%)
Total (55) 34 (62%) 8 (15%) 34/8 (23%)

TABELA 9 - Numero e porcentagem de amostras positivas para Listeria spp. e L.
monocytogenes em amostras de swabs, matéria-prima carnea,
emulsdo e salsichas adquiridas na industria 02 e a relagdo de L.

monocytogenes e Listeria spp.

Amostra (n) Listeria spp. L. monocytogenes Listeria spp./
+ (%) + (%) L. monocytogenes %
Pool de swabs (10) 2 (20%) 2 (20%) 2/2(100%)
Matéria-prima carnea (10) 10 (100%) 8 (80%) 10/8 (80%)
Emulséo (10) 9 (90%) 2 (20%) 9/2 (22%)
Salsichas na industria (10) 0 (zero) 0 (zero) 0/0 (zero)
Salsichas no varejo (11) 6 (55%) 0(zero) 6/0 (zero)
Total (51) 27 (53%) 12(23%) 27112 (44%)

As amostras de salsichas colhidas nas industrias foram submetidas a
analise tao logo foram produzidas. Como sdo armazenadas sob refrigeracao e,
sendo L. monocytogenes psicrotrofica, € possivel que as células que ficaram
apenas injuriadas apdés o tratamento térmico empregado se multipliquem, o que

poderia aumentar a taxa de deteccao durante o periodo de validade. Além disso,
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nesse periodo, o frio poderia causar uma espécie de pressao seletiva,
favorecendo sua multiplicagao e tornando-o um produto de risco ao consumidor. A
avaliagao exposta coincide com os apontamentos de LADO & YOUSEF (2007).

Quanto a injuria celular que pode ser causada pelo tratamento térmico
FARBER et al. (2007) ressaltaram que atengdo deve ser dada aos produtos
carneos cozidos lentamente, pois tal processo pode induzir ao choque térmico ou
ao estresse protéico, conferindo-lhe maior resisténcia.

Ainda quanto a inativagcao da bactéria pelo calor, estudos de BOYLE et
al. (1989) demonstraram que células de L. monocytogenes néo eram destruidas
quando a temperatura interna da carne moida atingia 50°C/6,2 min, mas era
inativada quando submetida a 60°C/8,4min e 65°C/10,6min, com reducédo de 4.4 e
6.1logs, respectivamente.

A Tabela 10 mostra a ocorréncia de Listeria spp e L. monocytogenes
nas amostras de salsichas adquiridas no varejo. Observa-se que das 30 amostras
analisadas, 17 (56%) apresentaram resultado positivo confirmado para Listeria
spp. sendo 3 (27%) em 11 amostras na embalagem de origem e 14 (73%) em 19
amostras de salsichas comercializadas a granel. L. monocytogenes foi encontrada
em trés amostras comercializadas a granel (16%) quando analisada pelo método
VIDAS®, sendo confirmada em uma amostra (3%) e identificada como sorotipo 4b,
mas nao foi detectada em amostras embaladas.

Os dados obtidos coincidem os achados de ANONYMOUS (1993),
quanto a Listeria spp., que nos Estados Unidos, entre 30 amostras de salsichas
adquiridas no varejo, 20% das amostras continham Listeria spp. e 17% L.
monocytogenes.

Os resultados revelam elevada ocorréncia de Listeria spp. nas
salsichas comercializadas a granel, apés manipulagdo para fracionamento no
estabelecimento comercial, além de L. monocytogenes, evidenciando falhas
higiénico-sanitarias no ambiente fracionador.

Por outro lado, a presenga de Listeria spp. em amostras embaladas,
integras, que nao foram manipuladas no varejo, e que foram pasteurizadas apods
a embalagem na industria, indica a possibilidade de células bacterianas de
Listeria spp. terem resistido ao tratamento térmico ou estarem associadas a

contaminacgao pods-cozimento.
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Estes resultados ndo se assemelham aos achados de PETTINATI et al.
(2006), que detectaram L. monocytogenes em 55,4% das amostras de salsichas
tipo hot dog comercializadas embaladas, ndo fracionadas, e adquiridas em
supermercados da cidade de Sao Paulo, porém sem especificacdo se as mesmas
possuiam registro no SIF. Por outro lado se assemelham, estatisticamente, aos
dados apresentados por VORSTER et al. (1993) que encontraram 8% de Listeria

spp. em salsichas Viena e ndo encontraram L. monocytogenes.

TABELA 10 - Ocorréncia de Listeria spp. € L. monocytogenes pelo método

VIDAS® e método convencional em salsichas adquiridas no

varejo
Amostras VIDAS? Método conv. VIDAS® Método conv. Sorotipo
salsichas (n) Listeria spp. Listeria spp. L. monocytogenes L. monocytogenes
+ (%) + (%) + (%) + (%)
Embaladas (11) 3(27%) 3(27%) 0 (zero) -
Granel (19) 14 (73%) 14 (73%) 3 (16%) 1(5%) 4b
Total (30) 17 (56%) 17 (56%) 3 (10%) 1(3%)

A analise estatistica, por meio de software, dos resultados
microbiolégicos apresenta a distribuigdo da probabilidade da prevaléncia
encontrada de Listeria spp. e L. monocytogenes nos lotes amostrados, tanto da
matéria-prima carnea, emulsdo, como das salsichas adquiridas tanto na industria
como no varejo (ANEXO 3).

Os resultados da analise evidenciam as elevadas probabilidades de
contaminagao, possibilitando a adogdo de medidas imediatas, como a revisdo dos
procedimentos operacionais nos estabelecimentos durante a producgao, inclusive
no que diz respeito a avaliagado e utilizagdo da matéria-prima carnea (Tabelas 11
a 13).
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TABELA 11 - Probabilidade de ocorréncia de Listeria spp. € L. monocytogenes no
lote/produgdo amostrada nas industrias 01 e 02 (@Risk 99% de

confianga)
Matriz Industria 01 Industria 02
analisada | Listeria spp. L. monocytogenes Listeria spp. L. monocytogenes
Base 53% 13% 66% 43%
carnea
Emulséo 66% 4% 53% 4%
Salsicha 8%* 8%* 8%* 8%*

* valor médio

TABELA 12 - Probabilidade de ocorréncia de Listeria spp. e L. monocytogenes em
salsichas procedentes das industrias 01 e 02 colhidas no varejo
(@Risk 99% de confianca)

Salsicha Industria 01 Industria 02

(varejo) Listeria spp. L. monocytogenes Listeria spp. L. monocytogenes
Embalada | 5% 9%* 2% 10%*

Granel 46% 1% 17% 7%*

* valor médio

TABELA 13 - Probabilidade de ocorréncia de Listeria spp. e L. monocytogenes em
salsichas procedentes das industrias 01 e 02 colhidas no varejo
(@Risk 99% de confianca)

Salsicha Industria 01 e 02

(varejo) Listeria spp. L. monocytogenes
Embalada | 8% 7%*

Granel 47% 1%

* valor médio

Os dados suscitam a discussao acerca das condi¢gdes microbiolégicas
da matéria-prima carnea destinada a composi¢cao de produtos cozidos, tendo a
etapa do tratamento térmico como ponto critico de controle que torna
aparentemente dispensavel o controle da matéria-prima, especialmente face a
caracteristica ubiquitaria da bactéria. Porém, ressalte-se que as mesmas provém
de estabelecimentos onde os autocontroles também devam estar implantados na
linha de produgdo do abate e que o cozimento de produtos com elevada
contaminagdo por L. monocytogenes pode ndo ser letal para todas as células

presentes.
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Praticas de compra, estocagem e preparo de salsichas

O questionario aplicado de forma aleatéria junto aos cidadaos
consumidores de salsichas (ANEXO 1), teve como referéncia o estudo realizado
por PORTO et al. (2004) e forneceu nogbes acerca das preferéncias dos
consumidores no que diz respeito principalmente aos critérios de escolha de
salsichas no momento da compra e das formas e tempos de estocagem e de

reaquecimento em ambito doméstico (Tabela 14).
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TABELA 14 - Entrevista com cidadidos consumidores de salsichas sobre as
preferéncias de compra, estocagem e formas de preparo em
ambito doméstico.

Pergunta N° de Respostas
entrevistados

1. Com que freqiiéncia come 500 Semanalmente: 188 (37,4%);

salsicha? quinzenalmente: 102 (20,4%);
mensalmente: 110 (22%); raramente: 78
(15,6%); diariamente: 22 (4,4%).

2. Que tipo de salsicha prefere 500 Bovino: 44 (8,8%); qualquer uma: 97

comer? (19,4%); bovino e suino: 95 (19%); frango:
51 (10,2%); suino: 37 (7,4%); peru: 12
(2,4%); ndo sabia que havia diferenca entre
as salsichas: 105 (21%); os demais, em
menores porcentagens comem varios tipos
de salsichas.

3. Considera salsicha pronta 500 Requer cozimento: 308 (61,6%); pronta

para comer ou precisa de para comer: 192 (38,4%).

cozimento? diferenca significativa

4. Se precisa de cozimento, por 308 Seguranga: 152 (49,35%); melhora textura

qué? e sabor: 88 (28,57%); costume: 62
(20,13%); por estar cru: 38 (12,34%);
As vezes mais de uma resposta por
entrevistado

5. Como prepara salsicha? 500 Molho: 392 (78%); assada/grelhada: 28
(5%); fervida: 85 (17%); frita/refogada: 40
(8%); microondas: 12 (2%); escaldada: 6
(1%).

6. Descongela a salsicha antes 500 Nao: 246 (49,2%); sim: 199 (39,8%); nao

de aquecé-la? congela: 53 (10,6%); as vezes: 2 (0,4%)

7. Se descongela, de que 201 Temperatura ambiente: 99 (49,25%);

maneira o faz? imerso em agua: 46 (22,88%); geladeira: 27
(13,43%); microondas: 33 (16,42%); sob a
torneira: 10 (4,97%)

8. Lé o rétulo do pacote de 500 Sim: 218 (43,6%); nao: 250 (50%); as

salsichas? vezes: 32 (6,4%)

9. Se sim, o que & no rétulo? 250 Validade: 147 (58,8%); ingredientes: 14
(5,6%); validade e ingredientes: 27 (10,8%);
marca 12 (4,8%); validade e marca: 16
(6,4%)
os demais, em menores porcentagens
apontaram diversos itens

10. Compra salsichas a granel? 500 Sim: 373 (74,6%) ndo: 127 (25,4%)
Diferencga significativa

11. Onde guarda as salsichas 500 Geladeira: 152 (30,4%); freezer: 303

em casa? (60,6%); ndo guarda, compra apenas para
o0 consumo do dia: 13 (2,6%); geladeira e
freezer: 32 (6,4%)

12. Por quanto tempo as 500 Geladeira: 2 a 7 dias: 142 (93,42%); 10 a

salsichas ficam guardadas antes 15 dias: 6 (3,95%)

do consumo? Freezer: 2 a 7 dias: 169 (55,77%); 10 a 15
dias: 59 (19,47%); 20 a 30 dias: 51
(16,83%); 7,93% armazenam por 40 a 180
dias.

13. Que critérios de selegao 500 Marca: 266 (53,2%); preco: 175 (35%);

utiliza para comprar salsichas?

aparéncia: 142 (28,4%).
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Torna-se importante enfatizar que a partir da analise de perigos
realizada pelo USDHHS/FDA/CFSAN em colaboracdo com USDA/FSIS e o CDC
em 2004, salsichas foram consideradas alimento de risco para L. monocytogenes.
Segundo PORTO et al. (2004) poucos estudos acerca dos efeitos da formulagao
do produto, tempo de estocagem e tempo e temperatura de reaquecimento antes
do consumo, visando a sobrevivéncia de L. monocytogenes em salsichas tem
sido realizados. Ressalta-se que essas informagdes podem ser uteis no
estabelecimento de orientacdes para os cidadaos, principalmente daqueles que
fazem parte de gupos de risco.

Para os propositos do estudo, destaca-se que (i) 192 (38,4%)
entrevistados consideraram as salsichas um produto pronto para o consumo, que
nao necessita de aquecimento prévio, admitindo consumi-las diretamente da
embalagem (Figura 5), (ii) 152 (30,4%) as conservam sob temperatura de
refrigeracao de 2 a 60 dias e 303 (60,6)% no freezer por 2 a 90 dias.

Quanto ao tempo e temperatura de estocagem, em experimento de
PORTO et al. (2004) a bactéria permaneceu viavel nesse tipo de produto por 3 a
15 dias a 4°C, ou até 30 dias a -18°C, havendo ou nao a presencga de lactato de
potassio a 2%. Portanto, o habito de manter o produto sob refrigeracdo ou

congelamento, n&o interfere na sobrevivéncia do microrganismo.

70% - @ Precisa de cozimento
60% -
50% -
40% -
30% A
20% -
10% -

0% -

m Pronta para comer

FIGURA 5 - Avaliagdo dos 500 consumidores entrevistados, quanto a

necessidade de cozimento das salsichas
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Outras respostas obtidas revelaram que 61,6% dos entrevistados
reaquecem de alguma forma esse tipo de produto antes do consumo, sendo que
destes, 49,35% adotam esse procedimento devido a preocupag¢do com aspectos
relacionados as condigdes higiénicas. Quanto a importancia do reaquecimento
das salsichas antes do consumo, os experimentos realizados por PORTO et al.
(2004) demonstraram que o bindmio tempo-temperatura na superficie da salsicha
de 70°C/2 min ou 80-90°C/0,6 min reduzia a populacdo de L. monocytogenes em
5-log 10 UFC.

Entre os critérios de escolha de salsichas no momento da compra,
predominou a marca do produto (53,5%), seguida pelo precgo (35,5%) e aparéncia
(34%), sendo o habito de comprar salsichas a granel admitido por 74,6% dos

entrevistados (Figura 6).

25,4%

@ Compram a granel

m N&o compram a granel

FIGURA 6 - Habito de comprar salsichas a granel entre os 500 consumidores

entrevistados

A deteccdo de L. monocytogenes em salsichas comercializadas a
granel associada ao habito de compra da grande maioria dos entrevistados,
reforca a idéia de que os consumidores deveriam ter conhecimento sobre L.
monocytogenes, permitindo a escolha do alimento de acordo com o estado de
saude de cada individuo, além de compreender a importancia do prazo de
validade e das orientagdes existentes nos rotulos, reduzindo assim a possibilidade
de ingerir alimento contaminado. No entanto, no Brasil, ndo € mandatério que

informacdes sobre o reaquecimento das salsichas antes do consumo constem do
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rétulo. Ademais, os dados obtidos a partir das entrevistas, revelaram que apesar
do frequente consumo de salsichas (Figura 7), quanto a leitura dos rétulos, 43,6%
os |éem com frequéncia, dando énfase apenas ao prazo de validade (59%), o que
€ agravado quando ha o fracionamento do produto, onde na maioria das vezes o

consumidor sequer tem acesso ao rotulo.

O uma vez por més

B uma vez a cada 15 dias
O duas vezes por semana
O trés vezes por semana
B uma vez por semana

O todos os dias

B raramente/quase nunca

5% 7%

FIGURA 7 - Frequéncia no consumo de salsichas entre os 500 consumidores

entrevistados

No cenario atual, constata-se ainda, o relacionamento incipiente entre
0s orgaos regulamentadores e os cidadaos, para avaliacdo e esclarecimento das
informagdes disponiveis além da inexisténcia de campanhas de orientagdo e
incentivo a leitura dessas informacdes. Portanto, os dados obtidos neste estudo,
indicam a necessidade de orientacdo ao consumidor quanto ao reaquecimento

das salsichas antes do consumo.
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7 CONCLUSAO

Listeria spp. e sorotipos patogénicos de L. monocytogenes foram
detectados durante a producdo de salsichas em duas industrias com SIF,
evidenciando a necessidade de revisdo dos Planos existentes na industria 01 e
implantacado/implementacgao na industria 02.

Mesmo com a necessidade de reavaliacdo, no estabelecimento onde
as ferramentas de autocontrole (BPF, PPHO e APPCC) estavam implantadas,
identificou-se menor freqiéncia de L. monocytogenes na matéria-prima carnea
utilizada no preparo de salsichas, ressaltando a importancia do controle continuo,
com cumprimento de frequéncias de monitoramentos e verificacbes pré-
estabelecidas.

O estabelecimento de padrées microbiolégicos e a implantagao
imediata de programa de monitoramento especifico por parte dos &rgaos
regulamentadores e fiscalizadores para controle de Listeria spp. nessa categoria
de produtos possibilitaria maior seguranga em sua industrializagao.

Listeria monocytogenes, sorotipo 4b, estava presente em amostra de
salsicha com registro no SIF, comercializada a granel, em supermercado da
cidade de Goiania, o que possibilita concluir que a manipulagao para granelizagao
deveria ser permitida apenas em condicbes especiais, onde houver praticas
sanitarias que garantam a seguranga do alimento.

Salsichas com SIF comercializadas tanto a granel como em
embalagens fechadas desde a industria, continham Listeria spp. evidenciando
falhas no processo de producao.

Parcela significativa dos entrevistados considera as salsichas um
produto pronto para o consumo, que nao necessita de aquecimento, consumindo-
as assim que retiradas da embalagem. Portanto, os habitos de consumo
associados aos resultados das analises microbiolégicas indicam a possibilidade
da ocorréncia de infeccdo pela ingestdo de salsichas contaminadas por L.
monocytogenes.

Informagdes no rétulo do produto sobre a necessidade de aquecimento
antes do consumo e maior interagdo entre orgaos regulamentadores e

consumidores, podem contribuir para evitar ou reduzir casos de listeriose.
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ANEXO 01
UNIVERSIDADE FEDERAL DE GOIAS
ESCOLA DE VETERINARIA
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM CIENCIA ANIMAL
HIGIENE E TECNOLOGIA DE ALIMENTOS

INDUSTRIAS PRODUTORAS DE SALSICHAS

A —Informacdes sobre o SIF local

SIF

Responsavel

Telefone

e-mail

B — Informacdes sobre o Estabelecimento

Estabelecimento

Categoria/Classificacéo

Telefone

Fax

e-mail

Endereco

Municipio

C — Informac8es sobre a producéo de SALSICHAS

PRODUCAO

Tipos de salsichas produzidas

Capacidade de produgao/tipo/dia

Produgcao mensal/tipo

Volume de salsichaltipo produzido em 2006

Exportac&o do produto SIM | NAO | Mercados

Volume exportado em 2006

Turnos de produgéao

Horario do inicio e do final da produgao

Observagdes:

TECNOLOGIA DE PRODUCAO

Fluxograma de produgéao

Memorial descritivo do produto (formulagao)

Peso e tamanho do produto

Umidade produto

Origem da matéria-prima carnea/gordura animal

Aditivo(s) utilizado como inibidores bacterianos
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Concentracao (aditivo)

Envoltério utilizado

Forma de cozimento

Tempo e temperatura de cozimento (inicial e final)

Forma de resfriamento

Tempo e temperatura de resfriamento (inicial e final)

Forma de remocéao da pele

Atmosfera modificada

Embalagem utilizada

Caracteristicas do filme utilizado

Equipamento utilizado para embalagem primaria

Temperaturas Estocagem na industria (ambiente e produto na entrada e na saida)

Tempo de estocagem na industria

Prazo de validade

Reprocessamento

Utilizacdo de gelo

Origem do gelo

Gelo clorado

Observagdes:

CONTROLE DE TEMPERATURA

Cozimento

Resfriamento

Estocagem

Os registros de controle de temperatura estdo a disposi¢éo do SIF durante a | SIM | NAO
producao?

Quando ha desvios os registros de controle de temperatura descrevem as | SIM | NAO
medias corretivas aplicadas? _
Os registros do monitoramento de temperaturas sado compativeis com os | SIM | NAO
resultados obtidos da Inspecao Federal?

Antes do armazenamento é medida a temperatura dos produtos e os registros | SIM | NAO
identificam os lotes e locais de estocagem nas camaras?

Observagdes:

INSTALACOES SIM | NAO
Separagéo fisica entre a area crua e a area cozida?

Local(is) para higienizagao das maos nas areas de producao de salsichas?
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Fabrica de gelo propria ‘ ‘

Observacdes:

PROGRAMAS DE AUTOCONTROLE

O estabelecimento possui BPF implantado?

O estabelecimento possui PPHO implantado?

A(s) linha(s) de producgéo de salsicha possui(em) APPCC implantado?

Se possui APPCC implantado, qual(is) o(s) PCCs?

Quais os limites criticos para cada PCC?

Quais as agdes corretivas para cada desvio dos parametros estabelecidos?

Quais as medidas preventivas para cada PCC?

Observagdes:

LIMPEZA E SANITIZACAO DAS INSTALACOES E EQUIPAMENTOS

Quais as etapas de higienizagéo das areas de produgéo de salsichas?

Com que frequéncia os procedimentos de higienizagao sdo executados?

Ha equipe exclusiva para a realizagao da higienizagao?

Em quanto tempo é realizada a higienizagédo da area?

Como ¢é avaliada a eficiéncia da higienizagao?

Qual o principio ativo do sanitizante utilizado na area de producao de salsicha?

Em que concentragao o sanitizante é utilizado?

Dispbem de agua quente para higienizagao?

Utilizam agua quente para higienizagdo? Qual a temperatura?

Dispbem de vapor para sanitizagao?

Utilizam vapor para sanitizacdo?

Ha evidéncia que a empresa monitora rotineiramente a higienizagao?

Ha evidéncias de que sdo adotadas medidas corretivas, se necessarias?

A empresa registra diariamente os resultados do monitoramento?

Durante a inspecao do estabelecimento foram observados riscos de contaminagao cruzada
entre produtos acabados e matérias-primas, ou produtos submetidos a tratamentos diferentes,
através dos equipamentos de processo, manipuladores ou no armazenamento?
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Ha evidéncia de que a empresa executa diariamente a limpeza e sanificacdo das instalagdes
€ equipamentos?

Ha residuos de alimentos nos equipamentos higienizados?

Observacdes:

ROTULAGEM

Os produtos estdo com rétulos aprovados no SIF/DIPOA?

A rotulagem corresponde ao modelo apresentado para aprovagao?

Ha indicagao se o produto deve ser aquecido antes do consumo?

Se ha indicagao, qual o tempo e a temperatura sugeridos?

Periodo de validade do produto que consta no rétulo

Conforme o roétulo, em que temperatura o produto deve ser armazenado?

Conforme o rétulo, apés aberto em quanto tempo deve ser consumido?

Observagdes:

ANALISES LABORATORIAIS

Quais andlises fisico-quimicas e com que frequéncia sao realizadas pelo SIF?

Quais analises microbioldgicas e com que freqiéncia s&o realizadas pelo SIF? Qual a
freqiéncia?

Os resultados das analises realizadas demonstram que os limites previstos na legislagdo séao
alcangados?

Quais analises fisico-quimicas e com que frequéncia sao realizadas pela Qualidade?

Quais analises microbioldgicas e com que freqiéncia s&o realizadas pela Qualidade?

Os resultados dessas analises estdo de acordo com os limites previstos na legislacao?

Observagdes:

CONTROLE DE PRAGAS SIM | NAO

Presenca de moscas na area de produg¢ao?

Presenca de formigas na area de produgao?

Presenca ou indicios da presenca de baratas na area de producéao?

Barreiras fisicas instaladas de forma que impegam a entrada de insetos na area
de produgao

Os ralos s3o sifonados?

Os residuos (lixo) sao retirados da sala de produgéo continuamente?
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Pisos, paredes ou outros pontos danificados que possam servir de abrigo a
pragas?

Observacdes:

AGUA DE ABASTECIMENTO SIM | NAO
Os reservatorios estdo bem fechados?

Os reservatodrios apresentam fendas ou rachaduras?

Os reservatorios apresentam sinais de vazamento?

O alarme de cloro esta funcionando?

Os pontos de coleta de agua estdo identificados na area de produgdo de
salsichas?

A rede de agua apresenta sinais de vazamento?

Os resultados das analises microbioldgicas da agua estdo de acordo com
padrao?

Os resultados das analises fisico-quimicas da agua estdo de acordo com o
padrao?

O cloro da agua de abastecimento € monitorado diariamente?

Os resultados do monitoramento do cloro sdo compativeis com os achados da
IF?

Observacdes:

MANUTENCAO DAS INSTALACOES E EQUIPAMENTOS SIM | NAO
A secao de salsicharia se encontra em reforma?

As condicdes de conservacao das instalagdes sao satisfatérias?

As condicbes de conservagao dos equipamentos sao satisfatérias?

As soldas nos equipamentos sao de facil higienizagao?

Os equipamentos foram projetados para reduzir eventuais riscos a segurancga
dos produtos?

Os trabalhos sao realizados em ambiente limpo e ordenado?

As instalagbes sdo mantidas em condigdes higiénicas?

Ha condensacgao?

Observagdes:

VESTIARIOS, SANITARIOS, GABINETES SANITARIOS, LAVANDERIA, SIM | NAO

RESTAURANTE E ALMOXARIFADO

Os vestiarios e sanitarios estao limpos e organizados?

Os lavatorios estdo bem localizados e dispéem de sabdo liquido e papel
toalha?

Os uniformes sao lavados diariamente?

Os uniformes sao lavados em lavanderia localizada na prépria industria?

Os uniformes sao lavados em lavanderia terceirizada?

O refeitério apresenta condigbes higiénicas?

O almoxarifado esta organizado, limpo e com separacéo e identificacdo dos
materiais?
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Observacgdes:

HIGIENE E HABITOS HIGIENICOS DOS FUNCIONARIOS

SIM

O controle de saude dos funcionarios esta atualizado?

Os funcionarios apresentam habitos higiénicos?

Os funcionarios tomam banho e trocam de uniforme antes do acesso a area de
manipulagao do produto depois de cozido?

Os funcionarios trocam de uniforme antes do acesso a area de manipulagéo do
produto depois de cozido?

Ha barreiras sanitarias na area de acesso a area do produto pronto (depois de
cozido)?

A circulagdo de funcionarios de outras areas € permitida na area pos-
cozimento?

Observagdes:

COMENTARIOS:




ANEXO 02

UNIVERSIDADE FEDERAL DE GOIAS
ESCOLA DE VETERINARIA

PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM CIENCIA ANIMAL

HIGIENE E TECNOLOGIA DE ALIMENTOS

_ QUESTIONARIO
POPULACAO CONSUMIDORA DE SALSICHAS

Com que freqiiéncia vocé come salsicha?
) uma vez por més ( ) todos os dias

~~

) uma vez por semana

Que tipo de salsicha vocé come?

2.

()frango () peru

() bovino () qualquer uma
() suino (

) precisa de cozimento
) pronto para comer

P

Serespondeu que precisa de cozimento, por qué?

) uma vez a cada 15 dias () raramente/quase nunca

Vocé considera salsicha um produto pronto para comer ou precisa ser cozido?
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Entrevistado n°:

Fem. o
Local:
Data:

) ndo sabia que tinha diferenca

Masc. o

5. Como vocé prepara salsicha?

6. Quando congelada, vocé descongela a salsicha antes de aquecé-la?
()sim
( )néo

7. Sedescongela, de que forma o faz?
() geladeira

() microondas

() imerso em agua

() embaixo da torneira

() temperatura ambiente

8. Vocé |Ié o r6tulo do pacote de salsichas?
()sim

( )néo

() asvezes

Se sim, o que vocé |é no rotulo?
) data de validade
) composigao/ingredientes
) marca
Outras informacoes:

—~~—~©

10. Vocé compra salsicha a granel (embaladas no supermercado)?
()sim
( )nao

11. Como vocé guarda as salsichas em casa?
() geladeira

() freezer

() ambiente

12. Por quanto tempo as salsichas ficam guardadas antes do consumo?

13. O que vocé mais leva em conta na hora de comprar salsicha?




ANEXO 03 — ANALISE DE PERIGOS
(Eixo X= probabilidade de ocorréncia; Y= amostragem)
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0,3 0,475 o,‘es 0,525 1

Grafico 01 - Distribuicdo da frequéncia de Listeria spp. na base
carnea destinada a fabricacdo de salsichas, na produ¢do amostrada
na industria 01, com 99% de confianga de que no minimo 53% esteja

contaminada.
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Grafico 02 - Distribuicdo da frequéncia de Listeria spp. na base
carnea destinada a fabricacdo de salsichas, na produ¢do amostrada
industria 02, com 99% de confianga de que no minimo 66% esteja

contaminada.
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Grafico 03 - Distribuicao da freqiéncia de L. monocytogenes na base
carnea destinada a fabricagao de salsichas, na produgdo amostrada
na industria 01, com 99% de confianga que no minimo 13% esteja

contaminada.
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Grafico 04 - Distribuicao da freqiiéncia de L. monocytogenes na base
carnea destinada a fabricacdo de salsichas, na produ¢édo amostrada
industria 02, com 99% de confianga de que no minimo 43% esteja

contaminada.

82



X <=0,66 X <=1
1 1% 100%
087 Média 0,9166634
0,6+
0,4+
0.2+
0 } —F } )
0,3 0,475 0,65 0,825 1

Grafico 05 — Distribuicado da frequéncia de Listeria spp. na emulsao
destinada a fabricacdo de salsichas, na producdo amostrada na
industria 01, com 99% de confianga de que no minimo 66% esteja

contaminada.
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Grafico 06 - Distribuicdo da frequéncia de Listeria spp. na emulsao
destinada a fabricacdo de salsichas, na producdo amostrada na
industria 02, com 99% de confianga de que no minimo 53% esteja

contaminada.
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X <=0,04 X <=0,79
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Grafico 07 - Distribuicdo da freqiéncia de L. monocytogenes na
emulsao destinada a fabricacdo de salsichas, na producdo amostrada
industria 01, com 99% de confianga de que no minimo 4% esteja

contaminada.
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Grafico 08 - Distribuicdo da freqiéncia de L. monocytogenes na
emulsdo destinada a fabricagdo de salsichas, na produgdo amostrada
na industria 02, com 99% de confianga de que no minimo 4% esteja

contaminada.

84
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Grafico 09 - Distribuigdo da frequéncia de Listeria spp. em salsichas, na
producdo amostrada na industria 01, com 99% de confianga de que em

média 8% da producao esteja contaminada.
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Grafico 10 - Distribuigdo da frequéncia de Listeria spp. em salsichas, na
industria 02, com 99% de confianga de que em média 8% da produgéao

esteja contaminada.
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Grafico 11 - Distribuicdo da frequéncia de L. monocytogenes em

salsichas amostradas na industria 01, com 99% de confianga de que em

meédia 8% da producgao esteja contaminada.
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Grafico 12 - Distribuigdo da frequéncia de L. monocytogenes em

salsichas amostradas na industria 02, com 99% de confianga de que em

média, 8% da producgao esteja contaminada.
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X <=0,46 X <=0,99
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Grafico 13 - Distribuicdo da frequéncia de Listeria spp. em salsichas da

industria 01, no varejo, comercializadas a granel, com 99% de confianca

de que no minimo 46% esteja contaminada.
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Grafico 14 - Distribuicdo da frequéncia de Listeria spp. em salsichas da

industria 02, no varejo, comercializadas a granel, com 99% de confianga

de que no minimo 17% esteja contaminada.
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Grafico 15 - Distribuicdo da frequéncia de L. monocytogenes em
salsichas da industria 01, no varejo, comercializadas a granel, com 99%

de confianga de que no minimo 1% esteja contaminada.
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Grafico 16 - Distribuicdo da frequéncia de L. monocytogenes em
salsichas da industria 02, no varejo, comercializadas a granel, com 99%

de confianga de que em média 7% esteja contaminada.
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Grafico 17 - Distribuicdo da frequéncia de Listeria spp. em salsichas da
industria 01, no varejo, comercializadas na embalagem original, com

99% de confianca de que 5% esteja contaminada.
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Grafico 18 - Distribuicdo da frequéncia de Listeria spp. em salsichas da
industria 02, no varejo, comercializadas na embalagem original, com

99% de confianga de que 2% esteja contaminada.
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Grafico 19 - Distribuicdo da frequéncia de L. monocytogenes em
salsichas da industria 01, no varejo, comercializadas na embalagem

original, com 99% de confian¢ca de em média 9% esteja contaminada.
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Grafico 20 - Distribuicdo da frequéncia de L. monocytogenes em
salsichas da industria 02, no varejo, comercializadas na embalagem

original, com 99% de confianca de que em média 10% esteja
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Grafico 21 - Distribuicao da freqliéncia de Listeria spp. em salsichas das
industrias 01 e 02, no varejo, comercializadas a granel, com 99% de

confianca de que no minimo 47% esteja contaminada.
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Grafico 22 - Distribuigdo da frequéncia de Listeria spp. em salsichas das
industrias 01 e 02, no varejo, comercializadas na embalagem original,

com 99% de confianca de que 8% esteja contaminada.
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Grafico 23 - Distribuicdo da frequéncia de L. monocytogenes em
salsichas das industrias 01 e 02, no varejo, comercializadas a granel,

com 99% de confianca de que 1% esteja contaminada.
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Grafico 24 - Distribuicdo da frequéncia de L. monocytogenes em
salsichas das industrias 01 e 02, no varejo, comercializadas na
embalagem original, com 99% de confian¢ca de que em média 7% esteja

contaminada.
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