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RESUMO

Objetivando determinar a distribuicdo de Listeria spp. e L. monocytogenes em
fontes diversas, pela técnica de PCR, foram analisadas 360 amostras no periodo
de novembro de 2006 a fevereiro de 2008, procedentes de 25 unidades frigorificas
de cinco empresas habilitadas para comércio internacional localizadas em alguns
Estados. Foram utilizados os “primers” U1/LI1 para Listeria spp. e LM1/LM2 e
LL5/LL6 para L. monocytogenes. Listeria spp. foi detectada em 19,72% do total
analisado, com percentuais de 23% em salas de desossa, camaras-frias e meias-
carcacas, 15% em cortes carneos e 10% em salas de matanca. Nos matadouros-
frigorificos foi identificada em 19,42% no A, 17,72% no B, 22,95% no C e 20% no
D e E. Em relag&o aos Estados, 16,34% em S&o Paulo, 23,94% no Mato Grosso
do Sul, 14,06% em Goias, 32% no Mato Grosso, 27,27% na Bahia e 14,28% no
Para foram positivas para o género. Independente do par de “primers” utilizado
para amplificacdo, L. monocytogenes foi detectada em 14,72% da amostragem,
sendo 20% em camaras-frias, 15,83% em salas de desossa, 13,33% em meias-
carcacas e em cortes carneos e 10% em salas de matanca. Foram obtidas 12,57%
de amostras positivas no matadouro-frigorifico A, 11,39% no B, 21,31% no C e
13,33% no D e E. A espécie foi detectada em S&o Paulo, com 12,42% de amostras
positivas, 14,08% no Mato Grosso do Sul, 12,30% em Goias, 24% no Mato
Grosso, 27,27% na Bahia e 14,28% no Para. O par de “primer” LM1/LM2 revelou
maior eficiéncia que o LL5/LL6 e, apesar deste Ultimo ter apresentado baixa
eficiéncia para deteccdo, a totalidade de amostras positivas para L.
monocytogenes deste trabalho s6 foi possivel com a associagdo de ambos.
Listeria spp. e L. monocytogenes se encontram amplamente distribuidas nas
fontes e sitios estudados, estando disseminadas em todos os matadouros-
frigorificos e Estados analisados, com exceg¢do de Minas Gerais. Os resultados
deste trabalho revelam a necessidade de adocdo de medidas urgentes para o
controle do patdgeno nos estabelecimentos de abate de bovinos no Brasil e devem
servir de alerta para a possibilidade de ocorréncia de surtos de listeriose de
veiculacdo alimentar, dadas as frequéncias de ocorréncia aqui verificadas em
meias-carcagas e cortes carneos.

Palavras chave: carcacas, carne bovina fresca, cortes carneos, saude publica,
PCR, seguranca alimentar.
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ABSTRACT

Intending to stipulate the parcel of Listeria spp. and L. monocytogenes in several
sources, using the PCR techicic, 360 samples were analyzed in the period between
november 2006 and february 2008, proceeding from 25 commercial abattoirs of five
companies all licensed to export from some Brazilian States. “Primers” U1/LI1 for
Listeria spp. and LM1/LM2 and LL5/LL6 for L. monocytogenes. Listeria spp. was
detected in 19,72% of the samples, with percentage of 23% in the bone rooms,
cold chamber and half carcass, 15% in beef cuts and 10% in the slaughter rooms.
In the slaughterhouses it was detected in 19,42% in the A, 17,72% in the B,
22,95% in the C and 20% in the D and E. Analyzing the states, 16,34% in S&o
Paulo, 23,94% in Mato Grosso do Sul, 14,06% in Goias, 32% in Mato Grosso,
27,27% in Bahia and 14,28% in Para were positive for its genus. No matter the pair
of “primers” used for amplication, L. monocytogenes were detected in 14,72% of
the samples, 20% in cold chambers, 15,83% in bone rooms, 13.33% in half-
carcass and in beef cuts and 10% in slaughter rooms. In the slaughterhouse A,
12,57% of the samples were detected ‘positive’, 11,39% in B, 21,31% in C and
13,33% in D e E. The bacterium was detected in Sao Paulo in 12,42% of positive
samples, 14,08% in Mato Grosso do Sul, 12,30% in Goias, 24%, in Mato Grosso,
27,27% in Bahia and 14,28% in Para. The pair of “primer” LM1/LM2 revealed
better efficience than the LL5/LL6 and although this last one has presented low
efficiency to detection, the total of positive samples of L. monocytogenes of this
research only was possible by the association of both. Listeria spp. and L.
monocytogenes are largely propagated in the sources and studied places, and,
therefore, disseminated in all slaughterhouses and analyzed States, excepting
Minas Gerais. The results of this research revealed the necessariness of adoption
of urgent providences about the control of the pathogen in the bovine
slaughterhouses in Brazil and must alert the possibility of occurrence of outbreak of
listeriosis of nutritious transmission, considering the occurrence and the frequency
repetition here verified in half-carcass and beef cuts.

Key words: carcass, fresh bovine meet, beef cuts, PCR, public health, food safety.



1. INTRODUCAO

Entre as bactérias patogénicas veiculadas por alimentos, destaca-se
Listeria monocytogenes em virtude da gravidade da enfermidade por ela causada
e as altas taxas de letalidade, verificado em populagdes de risco. A prevencao da
presenca da bactéria no produto representa um grande desafio para as
autoridades sanitarias de todos os paises, especialmente os mais industrializados,

onde a prevaléncia no homem € maior.

Em geral, a listeriose determina sintomas semelhantes ao resfriado,
podendo progredir para septicemia, meningite, meningoencefalite e aborto,
estando a enfermidade relacionada principalmente a idosos, recém-nascidos,

individuos imunodeprimidos e gestantes.

Os estudos e disponibilizagdo de procedimentos para isolamento e
identificacdo de bactérias do género Listeria e de L. monocytogenes em alimentos
tém aumentado muito nos ultimos anos. As mudancas nas caracteristicas e nos
habitos alimentares, a forma em que os alimentos sao produzidos, a habilidade
desta espécie para sobreviver em condi¢cdes adversas e a sua capacidade para
crescer em temperaturas de refrigeracdo, aliadas a sua resisténcia ao
congelamento e aos diversos antimicrobianos, a torna um dos microrganismos de
grande importancia entre os patdgenos de veiculagdo alimentar que representam
uma preocupacgao constante para as industrias de alimentos e orgéos oficiais de

regulamentacgao.

Assim, industrias alimenticias, autoridades de saude publica e
pesquisadores em varios paises redobraram sua atencao para a presenca de L.
monocytogenes em plantas processadoras e nos alimentos de origem animal e

vegetal.

Os métodos convencionais de isolamento e identificacdo de L.

monocytogenes envolvem etapas de pre-enriquecimentos, enriquecimento e



plagueamento em meios seletivos, exaustivas etapas de identificacdo bioquimica
e sorotipagem. Tais procedimentos séo trabalhosos e requerem em média duas
semanas para serem concluidas, uma vez que se trata de um microrganismo

psicrotroéfico.

Ha necessidade de se disponibilizar métodos rapidos, sensiveis,
econdmicos, de facil utilizacdo e interpretacdo para deteccdo especifica de L.

monocytogenes.

A fim de atender a legislacdo brasileira e as exigéncias dos paises
importadores, os diversos segmentos da industria alimenticia brasileira tém dado
maior atencdo a pesquisa de L. monocytogenes, tanto em produtos carneos

guanto no ambiente de producao.

Embora L. monocytogenes seja amplamente estudada, os dados da
literatura s&@o bastante escassos quanto a sua ocorréncia em matadouros-
frigorificos de bovinos no Brasil, 0 que motivou a realizacédo deste trabalho, cujos
objetivos consistiram na deteccédo de Listeria spp. € de L. monocytogenes, pela
técnica de PCR, visando determinar sua distribuicio em ambientes de
matadouros-frigorificos de bovinos localizados em alguns Estados brasileiros e em
superficie de meias-carcacas e cortes carneos obtidos nesses estabelecimentos.



1. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Caracteristicas do Género Listeria e L. monocytogenes

As listerias sao cocobacilos Gram-positivos curtos, ndo formadores de
esporos, anaerdbios facultativos, com estremidades arredondadas que medem de
0,4 a 0,5 ym de didametro e 0,5 a 2,0um de comprimento (BERGEY’S, 1994).

Acreditava-se que as listerias estivessem relacionadas a bactérias
corineformes, tendo sido colocados na familia Corinebacteriaceae. Contudo, o
género encontra-se mais relacionados aos géneros Bacillus; Lactobacillus e
Streptococcus (BERGEY'S, 1986).

As listerias sdo catalase-positivas, oxidase-negativa, algumas espécies
sdo B hemoliticas em agar sangue de carneiro a 5% (L. monocytogenes, L.
seeligeri), D-xilose e D-manitol negativas, L-ramnose positivas, a metil-D-
monosidio positivas, fermentam a glicose, sdo Vermelho de Metila positivas,
Voges-Proskauer positivas, indol negativas, esculina positivas e nao reduzem
nitrato (BERGEY’S, 1994).

Em &gar semi-sélido para teste de motilidade com incubacdo em
temperatura entre 20 a 25°C, L. monocitogenes desenvolve um crescimento tipico,
cerca de 3 a 5 mm abaixo da superficie produzindo um crescimento que lembra
um guarda-chuva (BERGEY’S, 1994).

Movel por flagelos peritriquios, quando cultivada a 20°C/24-48h é
observado um movimento caracteristico, denominado tombamento ou
turbilhonamento, que auxilia na sua identificacdo. A 37°C, a producéo de flagelos
€ reduzida notavelmente e a bactéria pode-se tornar imovel (BERGEY'S, 1994).

O habitat primario de L. monocytogenes sédo 0 solo e a agua. Vegetais
podem contaminar-se pelo solo ou adubos usados como fertilizantes. Animais
podem portar a bactéria sem apresentar doenca e assim contaminar os alimentos
como carne e leite (CDC, 2005).



Segundo BERGEY’S (1994), L. monocytogenes caracteriza-se como
sendo um patégeno psicrotrofico que se multiplica geralmente em temperaturas de
1°C a 50°C, com temperatura 6tima de 28°C, crescendo bem em temperaturas de
refrigeracéo, de 4°C a 5°C.

Tem como caracteristicas peculiares a capacidade de multiplicacdo em
temperatura de refrigeracdo e suportar repetidos ciclos de congelamentos e
descongelamentos (GERMANO & GERMANO, 2008). A caracteristica psicrotrfica
depende da integridade celular e de um sistema de transporte energético
resistente ao frio, que estimula o metabolismo sob baixas temperaturas,
propiciando altas concentragbes de substratos intracelulares e uma fase lag
prolongada em temperaturas de refrigeracao (OLIVEIRA, 1993).

Foi constatado que a L. monocytogenes € capaz de tolerar
concentragbes de nitrito de sodio da ordem de 156ppm, maximo permitido nos
Estados Unidos. Por esta razao, muitos autores a consideram um problema para a
industria de carne, uma vez que sobrevive aos niveis recomendados de nitrito de
sédio e de cloreto de sodio (LOGUERCIO et al., 2001)

Pode tolerar concentracfes de 10% a 30% de cloreto de sodio e crescer
em atividade de agua de 0,90, bem como em pHs que variam de 4,4 a 9,6, com
pH o6timo de crescimento de 7,0 (SEELIGER & JONES, 1986). Estas
caracteristicas associadas, a capacidade de formar biofilmes, tornam o género de
especial importancia para a industria de alimentos (AGUADO et al.,, 2004).
Estudos demonstraram a capacidade de L. monocytogenes para formar biofilmes
sobre materiais comumente utilizados em industrias de alimentos, inclusive na
presenca de outros microrganismos (BERESFORD et al., 2001). A resisténcia do
microrganismo a agentes antimicrobianos, substancias quimicas como alcalis e
acidos e a sua capacidade de adesdo e formacdo de biofilmes sobre varias
superficies, como plasticos e aco inoxidavel, tornam dificil sua eliminacdo do
ambiente de producéo (TAKHISTOV & GEORGE, 2004).

N&o existe consenso sobre a resisténcia térmica da L. monocytogenes.
BUNNING et al. (1988) adicionaram 105 UFC/mL de L. monocytogenes ao leite

integral e 0 mesmo submetido a pasteurizacdo a 71,9°C/9seg., tendo sido



observada a eficiéncia do processo. BOURRY & POUTREL et al. (1995) realizou
inoculacdo experimental de L. monocytogenes pela via intra-mamaria em vacas
que passaram a eliminar o agente no leite. Este foi entdo submetido a dois
tratamentos térmicos. No primeiro, o leite foi pasteurizado a 71,7°C e
73,9°C/16,4seq., que se mostrou insatisfatério para a destruicdo das bactérias. No
segundo, o aquecimento foi realizado em temperaturas de 76,4°C a
77,8°C/15,4seg. Este Ultimo tratamento demonstrou ser efetivo para a inativacdo
da bactéria. Os resultados obtidos geraram um sério gquestionamento sobre a
eficiéncia do processo de pasteurizacéo rapida na inativacdo da bactéria no leite.
Sdo descritos 14 sorovares de L. monocytogenes, com base nos
antigenos somaticos e flagelares e sao identificados pelo esquema alfa-numeérico
(SEELIGER & JONES, 1996). Este esquema estabelece que o numero do sorovar
descreva 0s antigenos somaticos, enquanto a letra refere-se aos flagelares. As
cepas se distribuem nos sorovares 1/2a, 1/2b, 1/2c, 3a, 3b, 3c, 4a, 4ab, 4bx, 4b,
4c, 4d, 4e e 7. Porém, 95% dos isolados relacionados a infeccdes humanas, em

diversos paises, pertencem aos sorotipos 1/2a, 1/2b e 4b (ARRUDA, 2007).

2.2 Importancia de L. monocytogenes em saulde publica

A importancia de L. monocytogenes em saude publica reside na
severidade da doenca e nas elevadas taxas de letalidades no homem,
caracterizada por meningite, septicemia ou aborto (ARRUDA et al., 2007).

Os casos de listeriose séo frequentes e relatados ha véarios anos. Entre
1990 e 2004 foram notificados 1.933 casos esporadicos de listeriose humana na
Inglaterra e Pais de Gales, tendo sido ressaltado o aumento no numero de casos
entre 2001 e 2004 (GILLESPEI et al., 2007).

Nos Estados Unidos, 466 casos de listeriose humana ocorreram entre
1970 e 2002, tendo sido ressaltado que quatro grupos de alimentos foram
responsaveis como veiculos, produtos de laticinios (leite e queijos), produtos

carneos, vegetais e ovos (FDA, 2003). Até 2003, foram confirmados nos EUA, 16



casos de listeriose perinatal a cada 100 mil nascimentos, sendo que 23% destes
resultaram em mortes fetais, representando 2% das mortes fetais em geral (FDA,
2003). Atualmente sdo diagnosticados nesse Pais, mais de 2.500 casos de
listeriose humana por ano e, destes, 500 resultam em 0Obito (CDC, 2005).

Estudos conduzidos em 2.000 na Austria identificaram uma taxa de
portadores fecais de L. monocytogenes de 0,8% em pessoas saudaveis (GRIF et
al., 2001).

A exposicdo ao patégeno é grande, face ao carater ubiquo do agente
(DOUMITH et al., 2004), embora aproximadamente 90% dos adultos possuam
resisténcia imunolégica a bactéria (DOUMITH et al., 2004). Apesar disso, sua
importancia € justificada pela gravidade com que acomete populacdes
consideradas de risco, que podem sofrer graves consequéncias da enfermidade
por ela causada, pessoas acima de 70 anos de idade, alcoodlatras, diabéticos,
anémicos, gestantes, pacientes com cancer, AIDS, lupus ou leucemia, bem como
aguelas submetidas a transplantes, sdo considerados como grupo de risco
(CHIARINI, 2007). Uma boa resisténcia imunoldgica é essencial para combater a
infeccdo (PETERS et al., 2003; DOUMITH et al., 2004).

Apesar da baixa morbidade associada a doenca, de aproximadamente 3
casos/10° habitantes/anos nos EUA, a taxa de letalidade relacionada & infeccéo é
muito elevada, podendo, em alguns casos atingir 50% (CDC, 2005).

S&o0 poucos os relatos de casos de listeriose no Brasil e nunca foi
comprovada a sua veiculacdo alimentar (HOFER et al., 2006). Os relatos
publicados referem-se a meningite, aborto, endocardite e isolamento de material
abortado (SCHWAB et al., 2003; HOFER et al., 2006).



2.3 Formas clinicas da listeriose

No inicio da infeccao, a listeriose assemelha-se a um resfriado comum,
acompanhado de febre, dores musculares e distarbios gastrintestinais. Quando a
infecgao atinge o sistema nervoso, podem ocorrer sintomas como dor de cabeca,
torcicolo, confusdo mental, perda de equilibrio e convulsdes.

Podem apresentar septicemia, geralmente sem infeccdo localizada, a
septicemia caracteriza-se por febre, nausea, vomito e mal-estar (VASQUEZ-
BOLAND et al., 2004). DOGONAY (2003) identificou a septicemia em 15 casos de
32 avaliados, entre os anos de 1987 a 2001 na Turquia.

O tropismo pelo cérebro e medula justifica a alta incidéncia de meningite
e meningoencefalite nos casos de infecgdo do sistema nervoso central,
acompanhado por febre alta, rigidez na nuca e desordens motoras (DOGANAY,
2003; (DOGANAY, 2003; VASQUEZ-BOLAND et al., 2001). DOGANAY (2003)
identificou 13 casos de meningoencefalite e trés de meningite em 32 casos
estudados, constatando que 10% dos casos acometidos pela infec¢do neurolégica
apresentavam abscessos cerebrais (DOGANAY, 2003).

Endocardite é observada em 8,0% dos pacientes adultos acometidos, 0s
quais apresentaram aproximadamente 50% de taxa de mortalidade (DOGANAY,
2003).

Gastrenterite pode se manifestar em adultos saudaveis que consomem
alimentos contaminados por L. monocytogenes, apresentando gastrenterite febril
auto-limitante ap0s 24h a 48h de incubacdo (DOGANAY, 2003).

As gestantes possuem doze vezes mais chances de serem acometidas
pela listeriose em relacdo a populacdo em geral (HOF, 2003). Embora a gestante
nao manifeste sintomas preocupantes, as probabilidades de aborto e parto
prematuro sdo grandes, em func¢éo da invasédo da placenta pela bactéria, atingindo
o feto, que ainda néo dispbe de sistema imunoldgico capaz de se defender do
agente (ABRAM et al., 2003). Apesar de a patologia poder se manifestar ao longo

da gestacdo é mais comum no ultimo trimestre da gravidez (DOGANAY, 2003). Os



sintomas mais comuns da infeccdo gestacional sao febre, dores de cabeca,
mialgia, artralgia e mal-estar. Cerca de 20% dos casos resultaram em aborto,
parto prematuro ou morte neonatal (DOGANAY, 2003). A L. monocytogenes &,
ainda, considerada a terceira causa de meningite em recém-nascidos (VASQUEZ-
BOLAND et al., 2001).

No Brasil, alguns estudos tém sido conduzidos para identificacdo do
agente quando ha ocorréncia de quadros infecciosoa em gestantes e recem-
nascidos. SCHWAB & EDELWEISS (2003), pesquisaram 148 placentas e
identificaram 345 de presenca de L. monocytogenes, empregando o teste
imunohistoquimico (IHQ). Em outro estudo, os mesmos autores identificaram a
presenca da bactéria em cinco de um total de 10 placentas analisadas pelo teste
IHQ. MARTH, (1998) acompanhou um caso de listeriose congénita, com melhora
clinica e laboratorial apds antibioticoterapia. HOFER et al. (1998) confirmaram
pelos métodos baceriolégicos a ocorréncia de trés casos de meningite causada
por L. monocytogenes em Brasilia, DF, sendo um caso de recém-nascido.

Em outros paises da América Latina também ha relatos de casos de
listeriose associados a gestacao. Um estudo de caso, conduzido por LACIR et al.
(2000) na Argentina identificaram por eletroforese de campo pulsado (“Pulsed-field
Gel Eletroforesis”, PFGE) o mesmo perfil genotipico de L. monocytogenes de
amostras da vagina da mae infectada e sangue do recém-nascido, que
apresentava meningite, septicemia e hidrocefalite severa. CISTERNAS et al.
(2002) no Chile, acompanharam um caso de listeriose em gestantes que resultou
em um neonato saudavel, gracas ao diagnostico precoce da doenca e 0 emprego
de antibioticoterapia imediatamente, apds a confirmacédo da infec¢do. Nos Estados
Unidos, o CDC (“Centers of Diseases Control”) identificou dois casos de
abortamento relacionados ao consumo de hot dog em 1998. SCHWAB &
EDELWEISS (2003), nos EUA, confirmaram pelo teste IHQ a presenca de L.
monocytogenes em sete placentas, provenientes de abortamento decorrente de
listeriose gestacional.

L. monocytogenes pode causar, ainda, infecgcbes localizadas, como

conjuntivite, dermatite e lifadenite. Essas infeccbes podem dar origem a



complicagbes como: peritonite, pericardite, colédoco, cistite, hepatite, pleurite,
abcesso esplénico, pericardite, osteomielite e endoftalmite. Pacientes com
infeccdo localizada geralmente sdo portadores assintomaticos do patdgeno
(DOGANAY, 2003).

2.4- Vias de transmissao de L. monocytogenes

Com excecao da listeriose neonatal, que € transmitida da mae para o
feto, as outras formas de listeriose séo adquiridas pelo contato direto com animais
doentes ou seus excrementos e pela inalacdo de poeira ou ingestdo de alimentos
contaminados (CASTRO, 1989).

A transmissdo de L. monocytogenes. pode ocorrer tanto por contato
direto quanto indireto, através de fontes contaminadas e pelas vias orais, oculares,
cutadnea, respiratoria e urogenital. O microrganismo pode estar presente em
secrecbes oculares, nasais e purulentas da epiderme e na urina, placenta de
bovinos infectados e outros tecidos contaminados, fezes e sangue.

E provavel que muitos casos de listeriose de origem alimentar néo
sejam diagnosticados devido ao prolongado periodo de incubacdo da doenca,
razdo pela qual os enfermos podem néo associam um alimento como o veiculo de
transmissao (ACHA & SZYERES, 2001).

Embora muitos casos de listeriose veiculados por alimentos ndo sejam
diagnosticados, esta é considerada a principal forma de transmissdo ao homem
(MANTILLA, 2006).

A presenca da bactéria no sémen de um homem cuja esposa
apresentava infeccdo genital sugere que em alguns casos, a transmissao pode
ocorrer por via genital (ACHA & SZYERES, 2001). Ja a listeriose neonatal &
transmitida da mae para o feto (ACHA & SZYERES, 2001).

A resisténcia da L. monocytogenes a fatores como pH, sua habilidade
para multiplicar-se a temperatura de refrigeracdo e a alta resisténcia ao

congelamento constituem um fator critico na transmissdo da bactéria,
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principalmente através de alimentos de origem animal, cujos processos mais
frequentes de conservagdo sao a refrigeracdo e congelamento (VASQUEZ-
BOLAND et al., 2001; FORSYTHE, 2002).

2.5 - Associacao de L. monocytogenes com alimentos

Vérios surtos de listeriose tém sido descritos pelo mundo (CHIARINI,
2007).

Na Europa e nos EUA diversos surtos de listeriose foram atribuidos ao
consumo de leite pasteurizado e produtos de laticinio (TOBIA et al., 1997),
vegetais crus, queijos de alta umidade (FARBER & PETERKIN, 1991) e produtos
carneos (CHIARINI, 2007).

Apesar da listeriose poder acometer qualquer pessoa, sao mais
susceptiveis os individuos mais jovens, os idosos e pacientes imunodeprimidos
(MENA et al., 2004).

O primeiro caso de listeriose humana foi descrito em 1929 e desde
entdo, tem sido comprovado a ocorréncia da doenca em todo o mundo (JAY,
2005). Embora nao apresente alta incidéncia na maioria dos paises, a listeriose
humana mantém em alerta as autoridades de saude, a industria alimenticia e a
populacao devido sua alta taxa de letalidade (BARBALHO et al., 2006, CHIARINI,
2007) que, em recém-nascidos é de 30% e em adultos 35%, sendo que
aproximadamente 11% das mortes sdo observadas em individuos com menos de
40 anos, enquanto que a maioria dos Obitos ocorre em pacientes com idade
superior aos 60 anos de idade (SAO PAULO, 2008).

O primeiro surto relatado de listeriose no mundo, veiculado por
alimentos ocorreu em 1979, nos Estados Unidos, quando 20 pacientes foram
internados apresentando a doenca, apds o consumo de verduras contaminadas
por L. monocytogenes (MCLAUCHLIN et al., 2004).

Surtos continuaram a surgir entre 1980 e 1990 em outras partes do

mundo, sempre associando a enfermidade ao consumo de alimentos de origem
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animal ou vegetal, incluindo leite e derivados (LOUGUERCIO et al.,, 2001;
McLAUCHLIN et al.,, 2004; ARRUDA et al.,, 2007). Um dos surtos melhor
documentados ocorreu em 1981, nas Provincias Maritimas do Canada, onde
foram constatados 41 casos, sendo 34 perinatais e sete em adultos, ocasionando
11 mortes. O veiculo de transmisséo foi uma salada de repolho cru ("cole slaw"),
onde havia sido cultivado com esterco de ovelhas infectadas por L.
monocytogenes, na qual a bactéria foi isolada (SCHLECH et al., 1983).

Um surto de listeriose por L. monocytogenes 4b ocorreu em 1983,
Boston, Massachussets, afetando 49 individuos, sendo 42 adultos
imunossuprimidos e sete criangas tendo deteminado 14 Obitos. O surto foi
atribuido ao consumo de leite pasteurizado submetido a tratamento térmico
insuficiente (FLEMING et al., 1985).

Em 1985, em Los Angeles, Califérnia, ocorreu um surto de listeriose
atingindo 67% da populacdo de risco (idosos e imunodeprimidos), incluindo,
gestantes. O alimento responsavel foi um queijo macio tipo mexicano. L.
monocytogenes 4b foi isolada dos pacientes, do alimento ingerido e de um
manipulador na planta processadora do queijo, levando a suspeita de
contaminagao cruzada entre manipulador e produto. As investigagcOes realizadas
na industria sugeriram a utilizacdo de volumes de leite superiores a capacidade do
pasteurizador, resultando em tratamento térmico insuficiente. Este surto resultou
em 305 casos com 105 mortes (LINNAN et al., 1988).

Na parte ocidental da Suica foi registrado surto da listeriose no homem,
no periodo de 1983 a 1987. Esse surto compreendeu 122 casos com 34 o6bitos
(BILLE, 1990). O queijo tipo “Vacheun Mont d"Or”, foi o veiculo da bactéria nesse
surto, uma vez que a L. monocytogenes 4b foi isolada da superficie do produto.

Um caso esporadico de listeriose materno-fetal foi relatado em 1986 em
Ankara, na Turquia, a gestante consumiu carne de frango cozida, sem prévio
reaquecimento, em uma salada armazenada por trés dias em refrigerador. A
infeccdo da mae resultou no aborto de um feto de 23 semanas de vida e L.
monocytogenes 4b foi isolada da carne de frango, do feto e do sangue materno
(KERR et al., 1988).
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Um surto de listeriose ocorreu em 1992 na Franca, com 279 casos, 63
mortes e 22 abortos, tendo sido identificada L. monocytogenes no alimento
ingerido, lingua de porco mal cozida (DEVER et al., 1993).

Na Suécia foi relatado um surto de listeriose associado a ingestdo de
truta arco-iris. Cepas de L. monocytogenes 1/2a pertencentes a um mesmo tipo
clonal (genogrupo) foram isoladas de seis pacientes e dos alimentos suspeitos
(Truta filetada ou defumada a frio) (ERICSSON et al., 1997).

Entre junho de 1998 a abril de 1999, foi relatado na Finlandia a
ocorréncia de um surto de listeriose em um hospital universitario veiculado por
manteiga de leite contaminada com L. monocytogenes 3a. A maioria dos
pacientes estavam internados no Hospital Universitario e era constituido de
individuos imunocomprometidos. No Hospital era consumido um dnico tipo de
manteiga, que também era utilizada em outros hospitais € no mercado a varejista
(MAIJALA et al., 2001).

Um surto descrito em Paris em 2000, veiculado por lingua de porco
defumada, com o relato de 48 doentes e sete Obitos. O frigorifico retirou do
comércio todos os seus produtos, apos ter sido detectada a presenca de L.
monocytogenes em linguas, cabecas e diversos embutidos de carne
(DOROZYNSKI, 2000).

Em 2000 foi descrito, na Carolina do Norte, EUA, listeriose veiculada por
gueijo tipo mexicano (BOGGS, et al., 2001). Foram afetados 12 pessoas sendo
um homem imunodeprimido, de 70 anos de idade e os demais eram mulheres com
idade média de 21 anos. Destas, dez eram gestantes no inicio da gestacao e uma
tinha um bebé de cinco meses de idade. Das mulheres, cinco tiveram natimortos,
trés partos prematuros e dois bebes se infectaram apds o nascimento. A Ultima
mulher apresentou um quadro de meningite. Os sintomas apresentados pelos
doentes foram febre (nove pacientes), frio (nove), dores de cabeca (nove),
pescoco duro (cinco), vomitos (trés) e fotofobia (dois). Cepas de L.
monocytogenes 4b foram isoladas dos pacientes, do leite cru e do queijo (BOGGS
et al., 2001).
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Um surto de listeriose identificado em uma regido do nordeste da Suica
durante um periodo de oito semanas e 2005, acometeu 10 pessoas. Eram oito
pacientes imunodeprimidos, ocasionado trés ébitos e duas mulheres gravidas que
tiveram um aborto séptico. Todos os casos foram determinados por L.
monocytogenes 1/2a e entrevistas com 0s pacientes indicaram a associacao do
queijo macio “tomme” como veiculo. Fabricado e distribuido localmente, foi nestes
queijos de fabricacdo e distribuicao locais, foi identificada L.monocytogenes “a
tendo o0 mesmo sorovar sido detectado também na manteiga produzida na leiteira
(BILLE et al., 2006).

L. monocytogenes esta envolvida em surtos relacionados a alimentos,
de origem animal, embora, no Brasil, em humanos, a doenca seja pouco relatada
no homem (CHIARINI, 2007).

A contaminagdo de alimentos com niveis acima de 10°® UFC/g é
considerada alta para a L. monocytogenes. Experimentos feitos com animais
saudaveis indicaram que a ingestdo de doses entre 10° e 10° UFC sejam
suficientes pra desencadear a doenca (MADDEN, 1992).

E considerado que todos os alimentos ingeridos pelos humanos estejam
contaminados pela L. monocytogenes, que também pode estar presente em
equipamentos e utensilios empregados pela industria de processamento de
alimentos (JEONG & FRANK, 1994;).

Convém ressaltar ainda a grande capacidade de L. monocytogenes
formar biofilme, este fato que torna ainda mais preocupante a presenca desse
microrganismo na industria de alimentos. Com base nesses aspectos, a OMS
concluiu que a eliminacao total de L. monocytogenes de todos os alimentos é
impraticavel, podendo mesmo ser impossivel. A maior importancia preocupacao
para a industria de alimentos talvez seja o fato da L. monocytogenes poder
sobreviver e se multiplicar em temperatura de refrigeracdo. Essa caracteristica é
relevante principalmente para os alimentos refrigerados prontos para consumo
guando insuficientemente processados e/ou contaminados apds o0 processamento
(McCARTHY, 1997). Esses alimentos geralmente uma longa vida de prateleira sob

refrigeracdo e que, geralmente, sdo consumidos sem serem reaquecidos
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(TOMPKIM, 2002). A bactéria € eficientemente inativada por cozimento ou
pasteurizacdo e tratamentos térmicos séo incluidos no processamento da maioria
dos alimentos prontos para consumo (TOMPKIM, 2002). Consequentemente, a
contaminacao desses alimentos ocorre pds processamento.

L. monocytogenes é comumente isolada de varios nichos em ambientes
de processamento como drenos, pisos, luvas, matéria-prima, e superficies de
equipamentos utilizados para produzir alimentos prontos para consumo e, Como
consequUéncia da colonizacdo, os nichos podem atuar como reservatorio para a
bactéria na planta de processamento e ser responsavel pela contaminacao
posterior do alimento (TOMPKIM, 2002). De acordo com THOMPKIN (2002), um
nicho € o sitio dentro do ambiente de processamento em que a bactéria pode
estabelescer-se e multiplicar-se.

Alguns autores relatam que cepas de L. monocytogenes podem persistir
em uma planta de processamento mesmo apoés desinfecgdo, tornando-se membro
da microbiota residente por meses ou anos (BERRANGS, 2002). Uma cepa €
considerada persistente quando é repetidamente encontrada em uma planta de
processamento (LUNDEN et al., 2003). Cepas persistentes podem ser mais
resistentes a sanitizantes do que cepas nao persistentes, o que contribui para a
contaminacgao continua da planta processadora (LUNDEN et al., 2003).

Existem contradicdes com relacdo as fontes mais importantes de L.
monocytogenes

Segundo McLAUCHLIN, (1997), alimentos implicados em surtos de
listeriose que causaram maior numero de casos foram aqueles produtos que
permitem a multiplicacdo da L. monocytogenes em elevado nivel antes do
consumo.

Segundo CHASSEIGNAUX et. al (2002), a frequéncia de L.
monocytogenes na carne crua, em geral, pode ultrapassar os 40%, dependendo
do tipo de produto. A contaminacdo de meias-carcacas podem se dar a partir de
fezes contendo L. monocytogenes ou a partir de contaminacdo no préprio

ambiente de abate, de superficies, equipamentos ou utensilios contaminados.
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De acordo com TREMOULET et al. (2002), L. monocytogenes pode ser
isolada superficies de equipamentos e utensilios na linha de processamento de
alimentos e pode sobreviver nessas superficies por muitos meses formando
biofilmes, uma estratégia adotada por muitas espécies bacterianas.

A contaminacdo de meias-carcacas pode se dar também pelos
operarios da industria de alimentos, uma vez que esses podem se comportar
como portadores inaparentes (KOSARK, et al. 1998). O grupo de trabalho em
listeriose da OMS considerou que uma forma fundamental de transmissdo da
doenca ao homem seja através de alimentos contaminados durante sua producéo
e processamento, podendo se dar por meio das maos dos manipuladores
(DESTRO & SERRANO, 1990).

A Listeria spp. € uma bactéria que pode ser isolada de meias-carcacas
em etapas do abate, na medida em que animais doentes ou sadios podem
veicular a bactéria principalmente através do intestino (FABER & PETERKIN,
1991). O isolamento da Listeria spp. em efluentes de matadouros também
reforcam esta possibilidade (WATKINS & SLEATH, 1981). O congelamento, a
desidratacéo superficial e o resfriamento ndo parecem afetar a sobrevivéncia da
Listeria spp. na carne (FABER & PETERKIN, 1991).

No programa realizado pelo USDA-FSIS para verificar a ocorréncia de L.
monocytogenes em carne bovina crua, no periodo de 1987 a 1990, o
microrganismo foi isolado de 122 (7,1%) das 1.726 amostras monitoradas
(RYSER; MARTH, 1991). A incidéncia de Listeria spp.. em produtos carneos
também foi demonstrada por TRUSCOTT e MCNAB, ao isolarem Listeria spp. em
45 das 50 amostras de carne bovina moida analisada no Canada. Na Franga, LE
GUILLOX et al. também demonstraram a ocorréncia de L. monocytogenes em
4,9%, 21,2% e 19,8% das amostras avaliadas de carcaca bovina, carne moida e
carne moida congelada respectivamente.

No estudo realizado por YUCEL et al. 2005 na Turquia, 146 amostras de
carnes (bovina inteira, moida e de frango) cruas e cozidas, foram analisadas pela

bacteriologia convencional a presenca de Listeria spp. Destas, 79 amostras (54,
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10%) apresentaram-se contaminadas por Listeria spp., sendo que L.
monocytogenes foi isolada em nove das 79 amostras (6,16%).

De um total de 400 amostras, de carne bovina moida, FANTELLI &
STEPHAN (2001) na Suica detectaram 43 amostras de L. monocytogenes
(10,75%), pela bacteriologia convencional.

Ja4 em experimentos realizados por SILVA et al. (2004) foi isolado
Listeria spp.. em 100% das 41 amostras de lingligas mistas do tipo frescal
examinadas, sendo que a frequiéncia de L. monocytogenes foi de 29,3%.

De 63 amostras de carcacas de frango analisadas em Portugal, todas
apresentavam-se contaminadas por Listeria spp., sendo que 26 amostras (41%)
foram positivas para L. monocytogenes (ANTUNES et al., 2002)

De acordo com resultados obtidos por BERSOT et al. (2001) no estado
de S&o Paulo, das 30 amostras de mortadela analisadas, 11(36,7%) foram
positivas para Listeria spp., sendo oito (26,7%) para L. monocytogenes.

No trabalho desenvolvido por MENA et al. (2004), varios tipos alimentos
foram analisados quanto a presenca de L. monocytogenes em Portugal, através
da bacteriologia convencioal. Das 1035 amostras (leite, carne, peixes crus e
alimentos termicamente processados e fermentados), 72 (7,0%) foram positivas.
Das 17 amostras de carne bovina crua, 3 (17,7%) foram positivas.

KASNOWSKI (2004), em Niterdi, isolou um total de 173 cepas de
Listeria spp. de 30 amostras de carne bovina inteira e carne bovina moida. Destas,
72 (41,62%) foram originadas da carne inteira e 101 (58,38%) da carne moida,
sendo isolado 45 cepas de L. monocytogenes.

No trabalho realizado por SAMADPOUR et al. (2006) de um total de 512
amostras de carne bovina analisada através da “Polymerase Chain Reaction”
(PCR), 18 (3,5%) foram positivas para L. monocytogenes.

PICCHI et al., (1999), obteve percentuais de 96% de Listeria spp e 20%
de L. monocytogenes apartir de amostras isoladas de 25 quartos dianteiros de
bovinos.

VITAS et al. (2004) investigaram a presenca de Listeria spp. em um total

de 3.685 amostras no Norte da Espanha. As amostras analisadas incluiam
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produtos crus (carnes, leite e frango) e processados (carne curada e cozida,
vegetais congelados e salmao defumado). A maior ocorréncia de Listeria spp.. foi
verificada em amostras de carnes cruas de frango (76,3%), seguidas por amostras
de carne bovina e suina (62,3%). Das 295 amostras de carnes bovinas e suinas
cruas, 103 (34,9%) foram positivas para L. monocytogenes.

LAWRENCE, (1994), analisando carnes “in natura” e cozidas de frango,
pelo método bacterioldgico convencional, e utilizando a técnica de PCR como
confirmativo, utilizando o par de “primer” U1/LI1, detectou Listeria spp. em um
percentual de 46% de um total de 79 amostras de carnes “in natura” e 29% de um
total de 173 amostras de carnes cozidas. Ao analisar L. monocytogenes nas
mesmas amostras, utilizando o par de “primer” LM1/LM2 detectou 26% em carnes
“‘in natura” e 15% em carnes cozidas.

SAKATE et al. (2004), estudou a distribuicdo de L. monocytogenes nas
diversas etapas de abate de um frigorifico bovino no estado de S&o Paulo através
da PCR, desde a sangria até os cortes prontos para comercializa¢do. Um total de
516 amostras, sendo elas ambientais, de utensilios, equipamentos, carcacas e
cortes carneos. L monocytogenes foi detectada em 27 amostras (5,23%) e
somente trés eram provenientes da area suja (duas carcacas apds sangria € uma
de piso da area de sangria). As demais eram de ambientes de camara-fria,

equipamentos da area de desossa e cortes carneos.

2.6- Regulamentagdes sobre L. monocytogenes em alimentos

O governo dos EUA possui a legislacdo mais rigida, na qual a L
monocytogenes tem sido considerada como um adulterante e isso significa que,
quando detectada a presenca do patégeno em um alimento o mesmo é
considerado adulterado e, portanto sujeito a recall e/ou apreensdo. E a politica
conhecida como “tolerancia zero” determinada pela auséncia do patégeno em 25g
de amostra (JAY, 2000).
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A legislagdo da Comunidade Européia sobre leite e derivados determina
o padrao de “tolerancia zero” para queijos moles e auséncia de L. monocytogenes
em 1 g dos outros produtos. Na Gra Bretanha determinou-se padrbes para alguns
alimentos produtos para o consumo estabelecendo grupos baseados no numero
de L. monocytogenes presentes. Quando o microrganismo ndo é detectado em
25g do alimento é considerado satisfatério; entre 10% e 10® UFC/25g do alimento é
considerado iinsatisfatorio e acima de 103UFC/25g do alimento € considerado
inaceitavel (JAY, 2005).

O Canadéa adotou uma politica regulatério baseada na reducédo do risco
de contaminacdo, ja que o microrganismo nem sempre sera erradicado do produto
final ou do meio ambiente. Essa politica esta direcionada para a inspecédo e o
cumprimento de acdes principalmente para alimentos prontos para consumo que
possam permitir ou favorescer o crecimento de L. monocytogenes. Para tanto trés
categorias foram estabelecidas, incluindo na categoria | alimentos geralmente
relacionados a surtos e com alta prioridade na inspecao e rigor nas acdes, como
recolhimento e alerta publico; na categoria Il estdo os alimentos com vida de
prateleira maior do que 10 dias, os quais se detecta a presenca de L.
monocytogenes, estéo recolhidos e considerada a possibilidade de alerta publico e
na categoria Ill estdo aqueles alimentos com vida de prateleira menor do que 10
dias (FARBER & HARWIG, 1996).

No Brasil, a legislacdo brasileira ndo prevé limites de tolerancia para a
presenca do microrganismo em carnes e produtos carneos e a Resolucédo da
Diretoria Colegiada, da Agencia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA-RDC
NO. 12/2001) aprovou o Regulamento Técnico sobre Padrbes Microbiolégicos
para alimentos, e somente estabeleceu a pesquisa de L. monocytogenes
(auséncia em 25q) para quilos de média a muito alta de umidade (BRASIL, 2001).

Sdo considerados produtos em condicbes sanitarias insatisfatorias
agueles cujos resultados analiticos estdo acima dos limites estabelecidos para
amostras indicativas ou amostra representativa, ou aqueles cujos resultados
analiticos demonstram a presenca ou a quantificacdo de outros microrganismos

patogénicos ou toxinas que representem riscos a saude do consumidor. Dada a
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freqiéncia de L. monocytogenes em carnes e produtos carneos, sua deteccao
deveria ser levada em consideragdo na avaliagdo do risco de transmisséo da
listeriose para o0 ser humano a partir de produtos carneos.

A Comissdo Internacional em Especificagbes Microbiolégicas para
Alimentos (“International Commission on Microbiological Specifications for Foods”
— “ICMSF”) concluiu que, se esse microrganismo nao exceder 100 UFC/g de
alimento, este pode ser considerado aceitavel para individuos que fazem parte do
grupo de risco. (ICMSF, 2003).

2.7- Métodos de deteccdo do género Listeria e L. monocytgenes

Os meétodos classicos pra isolamento de Listeria spp.. a partir de
alimentos sdo complexos e demorados, sendo geralmente necessarios 5 a 7 dias
para obter o resultado (GERMANO & GERMANO, 2008), envolvendo
procedimentos de pré-enriquecimento e/ou enriquecimento, semeadura em meios
seletivos diferenciais e caracteriza¢do bioquimica e sorolégica.

Nos ultimos anos, inimeros métodos de deteccdo de Listeria spp. em
alimentos foram desenvolvidos, sendo mais amplamente difundidos e utilizados o
método da United States Food and Drug Administration (FDA), usualmente
aplicado a analise de leite e produtos lacteos e o0 método do United States
Department of Agriculture (USDA), usualmente aplicado na analise de carne,
produtos carneos e amostras de superficies. No método da FDA € utilizado o
caldo de enriqueciemnto para Listeria (LEB) a 30°C/ 24 e 48h, semeadura de
superficie no Agar Oxford (OXA) a 35°C e 48h e agar Cloreto de Litio Feniletanol
Moxalactam (LPM) a 30°C/24h e 48h. O método da USDA utiliza enriquecimento
primario em Caldo Universidade de Vermont (UVM) a 300C por 24h, seguido do
enriquecimento secundario em caldo Fraser a 35°C/24h e 48h e semeadura de
superficie no agar Oxford Modificado (MOX) a 35°C/24h e 48h (SILVA et al., 1997)

Existe também o método do Health Protection Branch (HPB) do Canada,

utilizado para todos os tipos de alimentos e amostras ambientais. Consiste em
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enriquecimento primario em Caldo LEB a 30°C/24h, enriquecimento secundario
em Caldo Fraser a 35°C/24 e 48h e semeadura de superficie no Agar Oxford
(OXA) a 35°C/24 e 48h Agar Cloreto de Litio Feniletanol Moxalactam (LPM) a
30°C/24 e 48h, Agar Oxford Modificado (MOX) a 35°C/24 e 48h e Agar Palcam a
35°C/24 e 48h (WARBURTON et al., 1991).

Os métodos descritos acima avaliam apenas a presenca ou auséncia de
Listeria spp.. nas amostras. Para estimar o numero de microrganismos, utiliza-se a
técnica do Numero Mais Provavel (NMP). Embora ndo seja uma determinacao
precisa, ela consegue estimar baixas concentracbes de bactérias que sao
dificilmente detectaveis pelos métodos diretos de contagem. Esta técnica é
comumente utilizada para determinacdo de coliformes em alimentos (PEELER et
al., 1992).

O emprego da técnica do NMP aumenta a complexidade da analise em
pelo menos nove vezes (para um NMP de 3 tubos), mas é a Unica forma efetiva de
obter dados quantitativos quando os numeros de L. monocytogenes sao inferiores
a 50 UFC/g. Este método também utiliza caldos de enriquecimento primarios e
secundarios, seguido de semeadura em meios soélidos seletivos por aqueles
recomendados pelo FDA, USDA e HPB (BUCHANAN, 1990).

Muitas vezes a obtencdo de resultados negativos nao reflete a
realidade, pois o microrganismo pode apresentar-se injuriado, ndo conseguindo se
recuperar no caldo de enriquecimento, ou pode estar em numeros inferiores
microbiota acompanhante, e com isto ndo ser detectado. Sabe-se também que o
meio de enriquecimento empregado pode facilitar a multiplicagédo de L. innocua em
detrimento a L. monocytogenes (BRUHN et al., 2005).

Diversos autores afirmam que métodos tradicionais de pesquisa de L.
monocytogenes sdo demorados e pouco especificos, alem de ndo permitir a
identificacdo do patégeno quando em baixas contagens na amostra. Embora nao
possam ser totalmente abolidos, os métodos convencionais vém sendo cada vez
mais substituidos pelas técnicas moleculares, face ao seu grau de especificidade
e rapidez (SOMER & KASHI, 2003, AGUADO et al., 2004).



21

Os métodos classicos para deteccdo, contagem e identificacdo de
Listeria sé@o efetivos porem complexos e lentos para aplicacdo em programas de
controle de qualidade microbiolégica nas industrias de alimentos. Portanto, torna-
se claro a necessidade de uma metodologia mais adequada para deteccédo e
isolamento de L. monocytogenes nos alimentos, a fim de se obter resultados
rapidos e seguros (CASAROTTI et al., 1994).

As indastrias de alimentos precisam detectar Listeria com rapidez
necessaria para poder implementar e avaliar programas preventivos de qualidade
microbiolégica e atender a legislacdo vigente. A presenca de qualquer espécie de
Listeria nos alimentos e superficies envolvidas com o processamento de alimentos
€ uma possivel indicacdo de que cepas patogénicas de L. monocytogenes possam
estar envolvidas (BARBALHO, 2002).

Varias técnicas tem sido propostas e avaliadas para simplificar e
melhorar a precisao dos resultados de identificacdo desse microrganismo.

O Imunoensaio Visual para Listeria (LISVIA — TECRA) ® € uma prova
de triagem, rapida e especifica para deteccdo de Listeria spp.. em amostras de
alimentos, equipamentos, utensilios e ambiente industrial, apds o enriquecimento
seletivo.

Utiliza anticorpos policlonais especificos para Listeria, 0 que possibilita a
deteccdo especifica de todas espécies existentes. Tecra LISVIA € um teste de
ELISA (Enzime-Linked Imnunosorbent Assay) no formato de configuracao
“sanduiche”, reacdo antigeno — anticorpo onde a leitura do resultado é feito
visualmente. Caso haja desenvolvimento de formag&o de cor verde, o resultado
sera positivo, e se incolor, o resultado é negativo. O tempo de duracéo total,
incluindo o pré-enriquecimento € de 49 horas.

O API Listeria (BIO MERIEUX®) é um sistema de identificacdo de
Listeria, utilizando testes miniaturizados e padronizados, sendo possivel
diferenciar todas as espécies de L. monocytogenes, L. innocua, L. seeligeri, L.
grayi, L. ivanovii e L. welshimeri. O API Listeria possui 10 microtubos contendo
substratos desidratados para diversas provas bioquimicas, incluindo testes

enzimaticos e fermentacdo de acucares. Os resultados das reacbes sao obtidos
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18-24h de incubacao a 35°C — 37°C, identificando a espécie. A interpretacdo dos
resultados deve ser feito por um profissional capacitado, levando-se em
consideracdo os resultados da analise das col6nias, analise microscopica e
reacdo de Gram. Apesar de ser um teste rapido, ha relatos de falso-positivos.

Para a escolha de um método a ser adotado deve-se levar em
consideracdo alguns parametros entre eles a adequacédo do método ao tipo de
alimento que ira ser analisado, a existéncia de um reconhecimento internacional, a
facilidade de emprego e confiabilidade do resultado, o custo e a especializacao da
mao de obra requerida.

Usualmente no Brasil, a escolha de métodos microbiologicos é baseada
nas recomendacfes do Food and Drugs Administration (FDA), através do
Bacteriological Analytical Manual, do Food Safety and Inspetion Services (FSIS)
do Departamento de Agricultura (USDA) em seu “Microbiology Laboratory
Handbook”, ou ainda em métodos preconizados pela International Organization for
Standardization (ISO). Ha ainda os métodos apresentados no “Compedium of
Methods for the Microbiological Examination of Foods” e o “Standard Methods for
the Examination of Dairy Products”, ambos publicados pela “Americam Public
Health Association” e aqueles reconhecidos pela AOAC Internacional.

Para as analises que visam atender as especificacdes da Resolugdo 12
(BRASIL, 2001) podem-se empregar diferentes métodos, conforme apresentado
no item 5. Estes métodos podem ser os das referéncias citadas ou podem-se
seguir outras metodologias, desde que sejam “metodologias internacionalmente
reconhecidas”.

A literatura refere varios experimentos realizados com emprego das
técnicas de PCR, na pesquisa de patdégenos veiculados por alimentos. As
vantagens dessa técnica estdo associadas ao alto grau de reprodutibilidade, alta
sensibilidade, especificidade e custo relativamente baixo. A desvantagem consiste
em detectar também células mortas, comuns em alimentos processados, que €
contornado pela realizagdo do enriquecimento ou pré-enriquecimento prévio das

amostras para o isolamento do DNA e amplificagao.
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Entretanto, quando aplicado em amostras de alimentos, pode sofrer
inibicdo ou sua sensibilidade ser reduzida.

Alguns autores vém descrevendo que a deteccdo dierta de L.
monocytogenes por PCR de alimentos como carnes, pode ser limitada pela
presenca de inibidores da reacdo de PCR, acidos nucléicos de outras bactérias,
nameros baixo de microrganismos nos alimentos e pela prépria natureza do
alimento (DUFFY et al., 1999; GOLSTEYN et al., 1991).

Para superar esse problema, uma variedade de tratamentos tém sido
propostos para a extracdo do DNA, além de introduzir uma fase de pré-
enriguecimento. Esse efeito inibidor dos alimentos sobre a amplificacdo pode ser
minimizado pela utilizacdo de uma fase de pré-enriquecimento, que também
melhora a sensibilidade. Como citado anteriormente, o pré-enriqguecimento além
de evitar a inibicdo da amplificacdo pode melhorar a sensibilidade.

Um periodo de enriquecimento de 24h é importante para assegurar a
identificagdo de bacteris vidveis e evitar resultados falsos negativos,
especialmente quando o numero de bactérias a serem detectadas é baixo
(BEUMER, 2003).

JONES et al. (1993) utilizaram o PCR e a hibridizacdo do produto
amplificado para detectar Salmonella spp. em ostras. Os resultados demonstraram
um limite de deteccdo de 40 células por grama sem pré-enriquecimento. BEJ et al.
(1994) também utilizaram o PCR para detectar Salmonella spp. em ostras,
utilizando um passo de pré-enriquecimento para aumentar a sensibilidade. O limite
de deteccdo caiu para 1 a 10 células, mostrando a importancia do pré-
enriquecimento para as amostras de alimentos. BURKHALTER et al. (1995)
analisaram amostras de ovos artificialmente contaminadas antes e depois do pré-
enriguecimento e verificaram que o limite de deteccao caiu para 1 a 10 UFC/ovo
depois do pré-enriquecimento. JITRAPAKDEE et al. (1995) analisaram amostras
de carne de frango artificialmente contaminadas em varios tempos de pré-
enriquecimento variando de 0 a 10 horas, e verificaram que somente amostras

com grande inoculo foram detectadas sem pré-enriquecimento.
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ARRUDA (2006) utilizou a técnica da PCR para confirmacao da espécie
em cepas, identificadas presuntivamente como L. monocytogenes. Foram
estudadas 38 cepas, sendo 31 provenientes de cortes carneos bovinos. Destas,
apenas 35% foram confirmadas pela técnica da PCR.

RIJPEENS et al. (1998), analisando quatro cepas identificadas por
métodos bacteriolégicos como L. monocytogenes, contataram que nenhum
confirmou ser o patégeno, pela técnica da PCR.

PIATTI et al. (2004), pesquisando L. monocytogenes em amostras de
caprinos com sintomatologia nervosa no Brasil, utilizaram a técnica PCR para
identificacdo da presenca do gene listeriolisina de 9 cepas, de L. monocytogenes
isoladas de cérebro, figado, pulmdo e rins de caprinos com sintomatologia
nervosa. Apenas uma amostra, a proveniente do cérebro de um dos animais, foi
identificada com L. monocytogenes.

HOLKO et al. (2002), utilizaram a técnica da PCR para reconhecimento
do gene prfA em cepas isoladas de leite e derivados, sendo supostamente
identificadas como L. monocytogenes pela bacteriologia convencional. Foram
analisadas 42 cepas classificadas como L. monocytogenes, e destas apenas duas
foram confirmadas pelo método PCR. As demais foram identificadas com L.
inoccua. Os autores destacaram os grandes riscos de interpretacéo equivocada de
cepas como L. monocytogenes, tendo em vista que a espécie L. inoccua estd,
frequentemente, presente nos alimentos.

Todos os autores citados acima, concluiram que testes e deteccéo
utiizando a técnica PCR sdo mais especificos comparados com métodos
bacteriol6gicos, 0s quais estdo mais sujeitos a erros de interpretacéo e também ao

treinamento do bacteriologista.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Determinar as frequéncias de ocorréncia de Listeria spp. e L.
monocytogenes em meias-carcagas quentes e resfriadas, cortes carneos
resfriados embalados a vacuo e ndo embalados, em ambiente e equipamentos de

matadouros-frigorificos.

3.2 Objetivos especificos

o Determinar a distribuicAo de L. monocytogenes e Listeria spp. em
amostras de diferentes sitios (roletes da desossa, esteiras da desossa,
ralos da desossa, evaporadores da desossa, cortes carneos embalados a
vacuo e ndo embalados, ralos e evaporadores de camaras frias, meias-
carcacas quentes s e frias, ralo da sala de matanca e roletes de pele) em
matadouros-frigorificos;

o Determinar a distribuicdo de Listeria spp. e L. monocytogenes em alguns
Estados brasileiros e em matadouros-frigorificos localizados em areas
geograficas diversas;

e Avaliar a aplicabilidade de dois pares de primers para deteccdo de L.
monocytogenes em amostras de diferentes fontes (swabs de meias-
carcacas e cortes nao embalados, ambiente e cortes carneos embalados

a vacuo) pela técnica de PCR.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Amostragem

As amostras foram colhidas em 25 unidades de cinco matadouros-
frigoriiicos habilitados para comercio internacional, localizados em sete Estados,
totalizando 360 amostras. Deste total, 240 eram de ambiente e equipamentos, 60
de superficie de meias-carcacas, 60 de cortes carneos embalados e néo
embalados a vacuo. Dentre as 240 de ambiente, incluiram-se 120 das salas de
desossa, sendo 30 de esteiras, 30 de roletes de esteiras, 30 de evaporadores e 30
de ralos, 60 de camaras-frias, sendo 30 de ralos e 30 de evaporadores, nas salas
de matancga, foram 30 de ralos e 30 de roletes. Das 60 de superficie de meias-
carcacas, estéo inclusas 30 de meias-carcacas quentes e 30 das resfriadas, dos
cortes céarneos, 30 decortes embalados a vacuo e 30 dos ndo embalados a
Vacuo..

Do total da amostragem, 153 (42,50%) eram de matadouros-frigorificos
localizados em Sé&o Paulo, 71 (19,72%) do Mato Grosso do Sul, 64 (17,78%) de
Goiés, 50 (13,89%) de Mato Grosso, 11 (3,06%) da Bahia, sete (1,89%) do Para e
quatro (1,11%) de Minas Gerais.

As industrias colheram e encaminharam as amostras ao laboratério de
Biologia Molecular do Centro de Pesquisas em Alimentos da Escola de Veterinaria
da Universidade Federal de Goias (CPA/EV/UFG) para monitoria. Essas amostras
foram colhidas no periodo de novembro de 2006 a fevereiro de 2008.

As amostras foram colhidas em cinco estabelecimentos, do Matadouro-
frigorifico A foram analisadas 175 amostras, 70 do B, 61 do C,30do D e 15 do E.

As amostras de ambiente e equipamentos, superficie de meias-
carcacas e cortes carneos nao embalados foram colhidas com “swabs”
umedecidos em solucao salina a 0,85% (pH 7,0), através de esfregacos em areas

de 10 a 100 cm?, dependendo da superficie disponivel. Uma vez identificadas as
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amostras foram acondicionadas em caixas isotérmicas contendo gelo em escamas
e encaminhadas ao laboratario.

Os cortes carneos embalados a vacuo foram igualmente
acondicionados em caixas isotérmicas, observando-se a integridade fisica das
embalagens e a manutencéo de baixas temperaturas dos cortes.

Como controles positivos das reacdes de PCR foram utilizados
amostras de DNA gendmico extraido a partir de cepas de L. monocytogenes (4b)
isoladas de salsichas, as quais foram previamente confirmadas pela FIOCRUZ, e

gentilmente cedidas para realizacéo desse trabalho.

4.2 Preparacao das amostras para amplificacao

As amostras foram pré-enriquecidas em 20 mL do caldo soja
trypticaseina (Casoy), utilizando 2 mL da amostra ressuspendida em solucao
salina a 0,85% e homogeneizadas. Posteriormente as amostras foram incubadas
a 28°C/18h em estufa B.O.D. Ap6s este periodo, os tubos foram homogeneizados
e 2 mL da cultura foram centrifugados a 10000 rpm/10 min. Posteriormente foram
descartados o sobrenadante e adicionado 500uL de T.E (pH 8,0) e 50uL de
lisozima. Em seguida as amostras foram homogeneizadas e incubadas em banho-
maria a 37°C por 24h. Dos cortes carneos foram realizados os mesmos
procedimentos, utilizando 2 mL do exsudato para realizar o cultivo.

A extracdo de DNA foi realizada de acordo com a metodologia proposta
por van SOOLINGEN et al. (1991). O “pellet obtido foi seco ao ar, e hidratado com
100puL de tampéo T.E (10mM tris; 1 mM EDTA, pH 8,0) e armazenado a -20°C.

4.3 Verificacdo da pureza e determinacéo da concentracdo do DNA
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Objetivando a avaliagcdo da integridade do DNA isolado para
determinacdo da concentracdo, 2ug da solucdo de DNA de cada amostra foi
submetido a eletroforese em gel de agarose a 0,8% em tampao TBE (Tris Boreto
Edta) (0,5X), a 80V;50min. Os géis foram corados com brometo de etideo (0.6
pug/mL) e a documentacdo fotografica no sistema Gel Doc XR, utilizando o
software Quantity One. Algumas amostras foram verificadas a necessidade de se
fazer uma diluicdo (100ng/5uL) em tampédo T.E, concentracdo utilizada nas
amplificacbes. Apos a diluicdo foram feitas as amplificacbes com cada par de

“primer” especifico para Listeria monocytogenes.

4.4 Amplificacdo

Foram utilizados os pares de “primers” U1/LI1 (LAWRENCE, 1994) para
Listeria spp., LM1/LM2 (LAWRENCE, 1994) e LL5/LL6 (GOLSTEYN THOMAS et
al., 1991) para L. monocytogenes. Os ‘“primers” U1 (5 CAG
CMGCCGCGGTAATWC 3’), e LI1 (5 CTCCATAAAGGTGACCCT 3’), se localizam
nas posigoes 519-536 e 1457-1440, respectivamente, da subunidade 16S do
RNAr de Listeria spp. Deste par obtém-se um “amplicon” de 938 pares de base
(pb). Os “primers” LM1 (5 CCTAAGACGCCAATCGAA 3) e LM2 (¥
AAGCGCTTGCAACTGCTC 3’) sao especificos para L. monocytogenes e originam
um “amplicom” de 702 (pb).

Os “primers” LL5 (5 AACCTATCCAGGTGCTC 3) e LL6 (5
CTGTAAGCCATTTCGTC 3’) encontrando-se localizados nas posi¢des 372-389 e
622-639, respectivamente, e geram um “amplicom” de 268pb.

Nas amplificagdes com os pares U1l/LI1 e LM1 e LM2, as solucdes de
amplificacdo foram submetidas a desnaturacéo inicial a 95°C/120seg, seguindo-se
24 ciclos de desnaturacdo a 94°C/80s, anelamento a 50°C/90s, extenséo a
72°C/120s, com extensao final a 72°C/10 min, descrito no QUADRO 1.

Com o par LL5/L6, as solu¢cdes de amplificacdo foram submetidas a

desnaturacao inicial a 95°C/180s, seguindo-se 30 ciclos de desnaturacdo a
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94°C/60s, anelamento a 55°C/60s e extenséo a 72°C/120s, com extenséao final de
72°C/5min, descrito no QUADRO 1.

As solucbes amplificadas foram submetidos a eletroforese em gel de
agarose a 2% em 0,5X TBE, com corrida 130 V/40 min. O marcador de padrao de
peso molecular (PM) utilizado foi 100 pb DNA Ladder (Invitrogen®). . Os géis
foram corados com brometo de etideo (0.6 pg/mL) e a documentacéo fotogréafica

no sistema Gel Doc XR, utilizando o software Quantity One.
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QUADRO 1- Misturas das reacdes de PCR e concentrac¢fes finais dos reagentes,
segundo os pares de “primers” utilizados para amplificagdo de
Listeria monocytogenes e Listeria spp. Goiania, 2008

PARES DE PRIMERS

REAGENTES

ul/L11 LM1/LM2 LL5/LL6
REFERENCIA LAWRENCE, 1994 | LAWRENCE, 1994 (C;thIES(']IngngN THOMAS
AMPLICON (pb) 938 702 267
TAMPAO 10X
éL.gOMM TRIS-HCL PH 5L Bul 5L
500MM KCL
DNA 100 ng 100 ng 100 ng
“PRIMERS” 1uM 1uM 1uM
dNTP 0,2 mM 0,2 mM 0,2 mM
MGCL, 1,5 mM 1,5mM 2 Mm
TAQ DNA POLIMERASE 2U 2U 2U
VOLUME TOTAL 50uL 50uL 50uL
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5. RESULTADOS

5.1 Distribuicdo de Listeria spp. e L. monocytogenes nas diferentes fontes

5.1.1 Listeria spp.

A Tabela 1 apresenta a distribuicdo de Listeria spp. nas fontes
analisadas pela técnica de PCR apds o enriquecimento a 28°C/18h em caldo soja
trypticase, enquanto que nas Figuras 1 e 2 podem ser observados os produtos de
amplificacdo com os pares utilizados para género e espécie.

Foram obtidas 71/360 (19,72%) amostras positivas e 289/360 (80,28%)
negativas no total da amostragem.

Considerando as fontes de deteccdo, em sala de desossa, 28/120
(23,33%) foram positivas e 92/120 (76,67%) negativas. As frequéncias de
ocorréncia de Listeria spp. nos sitios analisados na sala de desossa foram de
08/30 (26,67%) em ralos, 06/30 (20%) em evaporadores, 08/30 (26,67%) em
esteiras e 06/30 (20%) em roletes de esteiras. Amostras negativas foram
observadas em 22/30 (73,33%) ralos, 24/30 (80%) evaporadores, 22/30 (73,33%)
esteiras e 24/30 (80%) roletes de esteiras.

Em cortes carneos foram detectados 09/60 (15,%) positivos e 51/60
(85,%) negativos. Destes, 05/30 (16,67%) e 04/30 (13,33%) cortes sem embalar e
embalados a vacuo, respectivamente, foram positivos, ao passo que 25/30
(73,33%) e 26/30 (86,67%) amostras forma negativas, na mesma ordem.

Em camaras-frias, 14/60 (23,33%) foram positivas e 46/60 (76,67%)
negativas, obtendo-se igualmente 07/30 (23,33%) amostras positivas em ralos e
evaporadores e 23/30 (76,67%) negativas nos dois sitios.

Das meias-carcacas, 14/60 (23,33%) e 46/60 (66,67%) foram positivas
e negativas, respectivamente. Em meias-carcagas quentes, 10/30 (33,33%) foram
positivas e 20/30 (66,67%) negativas, enquanto que 04/30 (13,33%) resfriadas
foram positivas e 26/30 (86,67%) negativas.
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Em sala de matanca, 06/60 (10%) amostras foram positivas e 54/60
(90%) negativas. Considerando os sitios desta fonte, foram detectadas 02/30
(6,67%) ralos positivos e 04/30 (13,33%) roletes de pele. Por outro lado,
obtiveram-se 28/30 (93,33%) negativas em ralos e 02/30 (86,67%) negativas em
roletes de pele.

Das 71 amostras positivas para Listeria spp. detectadas no total da
amostragem, pode ser observado em ANEXO-QUADRO 1-5, que 18 foram
positivas apenas para o género. Destas, nove foram identificadas em salas de
desossa (duas em roletes, trés em ralos, duas nas esteiras e duas nos
evaporadores), uma em cortes carneos embalados a vacuo, duas em
evaporadores de camaras-frias e seis de meias-carcacas, sendo cinco meias-

carcacas quentes e uma resfriada.
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TABELA 1 — Distribuicdo de Listeria spp. € L. monocytogenes em amostras de
matadouros-frigorificos brasileiros no periodo de 2006 a 2008,
segundo as fontes de deteccédo, através da técnica de PCR. Goiania,
2008

FONTES Listeria spp. L. monocytogenes

(+) ¢ (+) ()

N % N %  N° % Ne %
SALAS DE DESOSSA 28/120 23,33 92/120 76,67 19/120 15,83 101/120 84,17
RALOS 08/30 26,67 22/30 73,33 05/30 16,67 25/30 83,33
EVAPORADORES 06/30 20,00 24/30 80,00 04/30 13,33 26/30 86,67
ESTEIRAS 08/30 26,67 22/30 73,33 06/30 20,00 24/30 80,00

ROLETES DE ESTEIRA 06/30 20,00 24/30 80,00 04/30 13,33 26/30 86,67

CORTES CARNEOS 09/60 15,00 51/60 85,00 08/60 13,33 52/60 86.67
SEM EMBALAR 05/30 16,67 25/30 83,33 04/30 13,33 26/30 86,67
EMBALADOS AVACUO 04/30 13,33 26/30 86.67 04/30 13,33 26/30 86,67

CAMARAS-FRIAS 14/60 23,33 46/60 76,67 12/60 20,00 48/60 80,00
RALOS 07/30 23,33 23/30 76,67 07/30 23,33  23/30 76,67
EVAPORADORES 07/30 23,33 23/30 76,67 05/30 16,67  25/30 83,33

MEIAS-CARCACAS 14/60 23,33 46/60 66,67 08/60 13,33 52/60 86,67
QUENTES 10/30 33,33 20/30 66,67 05/30 16,67  25/30 83,33
RESFRIADAS 04/30 13,33 26/30 86,67 03/30 10,00 27/30 90,00

SALAS DE MATANCA 06/60 10,00 54/60 90,00 06/60 10,00 54/60 90,00

RALOS 02/30 6,67 28/30 93,33 02/30 6,67 28/30 93,33
ROLETES DE PELE 04/30 13,33 26/30 86,67 04/30 13,33  26/30 86,67

TOTAL 71/360 19,72 289/360 80,28 53/360 14,72 307/360 85,28




938ph

702p

268pb

FIGURA 1 - Eletroforese em gel de agarose a 1% de “amplicons”
de Listeria spp. (938pb) e L. monocytogenes (702pb) obtidos com
os pares de “primers” U1/LI1 e LM1/LM2, respectivamente.
Canaletas 1 e 12: DNA “ladder” de 100pb; Listeria spp.: canaleta
2: controle positivo, canaletas 3 e 11: controles negativo e de
reagentes, canaleta 4: amostra positiva. L. monocytogenes:
canaleta 5: controle positivo, canaletas 8 e 10: controles negativo
e de reagentes, canaletas 6 e 7: amostras positivas, canaleta 9:
amostra negativa.

FIGURA 2 - Eletroforese em gel de agarose a 2% de “amplicons”
de L. monocytogenes (267pb) obtidos com o par de “primers”
LL5/LL6. Canaletas 1 e 8: DNA “ladder” de 100pb; 2 e 7:
controles negativos de reagentes e de amostra; 3 e 4: amostras
negativas; 5: controle positivo; 6: amostra positiva.
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5.1.2 L. monocytogenes

Na Tabela 1 encontram-se dispostos os resultados obtidos para L.
monocytogenes, independente dos pares de “primers’ utilizados para
amplificagéo. No total da amostragem, 53/360 (14,72%) foram positivas e 307/360
(80,28%) negativas.

Considerando as fontes de deteccdo, em salas de desossa, 19/120
(15,83%) foram positivas e 101/120 (84,17%) negativas. Nos sitios amostrados
nesta fonte, foram obtidas 05/30 (16,67%) positivas em ralos, 04/30 (13,33%) em
evaporadores, 06/30 (20%) em esteiras e 04/30 (13,33%) em roletes de esteira.
Por outro lado, 25/30 (73,33%), 26/30 (76,67%), 24/30 (80%) e 26/30 (76,67%)
amostras de ralos, evaporadores, esteiras e roletes de esteiras, respectivamente,
foram negativas.

Em cortes carneos, 08/60 (13,33%) foram positivos e 52/60 (86,67%)
negativos. Nos cortes sem embalar e nos embalados a vacuo verificaram-se,
igualmente, 04/30 (13,33%) positivos e 26/30 (86,67%) negativos.

Em camaras-frias foram observadas 12/60 (20%) amostras positivas e
48/60 (80%) negativas sendo que, em ralos 07/30 (23,33%) foram positivas e em
evaporadores, 05/30 (16,67%). Nos mesmos sitios foram obtidos 23/30 (76,67%) e
25/30 (83,33%) negativas, nesta ordem.

Em meias-carcacas, 08/60 (13,33%) e 52/60 (86,67%) mostraram-se
positivas e negativas, respectivamente. Destas, 05/30 (16,67%) quentes foram
positivas e 25/30 (83,33%) negativas, enquanto que das resfriadas, 03/30 (10%)
foram positivas e 27/30 (90%) negativas.

Em sala de matanca, 06/60 (10%) foram positivas e 54/60 (90%)
negativas. Das amostras de ralo, 02/30 (6,67%) foram positivas e 28/30 (93,33%)
negativas. Em roletes de pele foram obtidas 04/30 (13,33%) positivas e 26/30
(86,67%) negativas.
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5.2 Eficiéncia dos pares de “primers”’ utilizados para deteccdo de L.

monocytogenes nas fontes em estudo

5.2.1 Par LM1/LM2

A Tabela 2 apresenta os resultados obtidos com os dois pares de
“‘primers” utilizados para detecgdo de L. monocytogenes nas amostras positivas
das diferentes fontes. Das 53 amostras positivas identificadas no presente
trabalho, 49/53 (92,45%) foram detectadas com o par LM1/LM2.

Considerando os resultados obtidos nas fontes analisadas, em salas de
desossa foram detectadas 18/19 (94,73%) amostras positivas. Destas, 05/05
(100%) de ralos, 03/04 (75%) de evaporadores, 06/06 (100%) de esteira e 04/04
(100%) de roletes de esteira foram detectados com este par. Dos oito cortes
carneos positivos, 07/08 (87,5%) foram detectados com este par, sendo 04/04
(100%) cortes carneos ndao embalados e 03/04 (75%) embalados a vacuo. Em
camaras-frias foram detectadas 11/12 (91,67%) positivas, notando-se 06/07
(85,71%) positivas em ralos e 05/05 (100%) em evaporadores. Em meias-
carcacas, 07/08 (87,5%) foram positivas, sendo 04/05 (80%) quentes e 03/03
(100%) resfriadas. Em sala de matanca, 06/06 (100%) foram identificadas, sendo
02/02 (100%) de ralos e 04/04 (100%) de roletes de pele.

Dentre as 49 amostras positivas com o par LM1/LM2, 33 foram
detectadas exclusivamente por ele. Estas compreenderam trés de roletes de
esteiras, quatro de ralos da desossa, cinco de esteiras da desossa, uma de
evaporador, quatro de cortes sem embalar, uma de corte embalado a vacuo, duas
de ralos de camaras-frias, duas de evaporadores de camaras-frias, quatro de
meias-carcacgas quentes e duas de resfriadas, duas de ralos de salas de matanca
e trés de roletes de pele (ANEXO, QUADRO 1-5).
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TABELA 2 — DistribuicAo das amostras positivas para L. monocytogenes nas
diferentes fontes, segundo os pares de “primers” utilizados.

Goiania, 2008
FONTES L. monocytogenes
LM1/LM2 LL5/LL6
(+) ) (+) )
Ne % Ne % Ne % Ne %
SALAS DE DESOSSA 18/19* 94,73 01/19 5,27 06/19 31,58 14/19 73,68
RALOS 05/05* 100,00 00/05 0,00 01/05 20,00 04/05 80,00
EVAPORADORES 03/04 75,00 01/04 25,00 03/04 7500 01/04 25,00
ESTEIRAS 06/06 100,00 00/06 0,00 01/06 16,67 05/06 83,33

ROLETES DE ESTEIRA 04/04 100,00 00/05 0,00 01/05 20,00 04/05 80,00

CORTES CARNEOS 07/08 87,50 01/08 12,50 03/08 37,50 05/08 62,50
SEM EMBALAR 04/04 100,00 00/04 0,00 0/04 0,00 04/04 100,00
EMBALADOS A VACUO 03/04 75,00 01/04 25,00 03/04 75,00 01/04 25,00

CAMARAS-FRIAS 11/12 91,67 01/12 8,33 08/12 66,67 04/12 100,00
RALOS 06/07 85,71 01/07 14,29 05/07 71,43 02/07 28,57
EVAPORADORES 05/05 100,00 00/05 0,00 03/05 60,00 02/02 100,00
MEIAS-CARCACAS 07/08 87,50 01/08 12,50 02/08 25,00 06/08 75,00
QUENTES 04/05 80,00 01/05 20,00 01/05 20,00 04/05 80,00
RESFRIADAS 03/03 100,00 00/03 0,00 01/03 33,33 02/03 66,67
SALAS DE MATANCA  06/06 100,00 00/06 0,00 01/06 16,67 05/06 83,33
RALOS 02/02 100,00 00/02 0,00 0/02 0,00 02/02 100,00
ROLETES DE PELE 04/04 100,00 00/04 0,00 01/04 25,00 03/04 75,00
TOTAL 49/53 92,45 04/53 7,55 20/53 37,03 34/53 62,97

"Relagéo entre o nimero de amostras positivas detectado com o par de “primers” e o nimero total
de positivas identificadas no trabalho, em cada fonte; 2Rela(;éo entre 0o nimero de amostras
positivas detectado com o par de “primers” e o numero total de positivas identificado no trabalho,
em cada sitio amostrado.
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5.2.2 ParLL5/LL6

Na Tabela 2 ainda podem ser observados os resultados obtidos com o
par LL5/LL6. Das 53 amostras positivas para L. monocytogenes identificadas no
total da amostragem, este par permitiu a deteccédo de apenas 20/53 (37,73%).

As diferengas apresentadas nos resultados obtidos no total da
amostragem com os dois pares aqui utilizados foram estatisticamente
significativas.

Em sala de desossa, o par LL5/LL6 permitiu a deteccao de 06/20 (30%)
positivas. Nos sitios positivos desta fonte, foram detectadas 01/05 (20%) amostra
de ralo, 03/04 (75%) de evaporadores, 01/06 (16,67%) de esteiras e 01/05 (20%)
de roletes de esteira. Das positivas de cortes carneos, foram identificadas 03/08
(37,5%), notando-se que foram detectadas 03/04 (75%) positivas em cortes
embalados a vacuo e naqueles sem embalar nenhuma das positivas foi detectada.
Em camaras-frias, 08/12 (66,67%) positivas foram detectadas. Levando em conta
as amostras positivas identificadas nos sitios desta fonte, com este par foram
detectadas 05/07 (71,42%) em ralos e 03/05 (60%) em evaporadores. Das oito de
meias-carcagas positivas deste trabalho, 02/08 (25%) foram detectadas,
ressaltando-se a identificagcdo de 01/02 (50%) quente e 01/02 (50%) resfriada
dentre as positivas. Em sala de matanca, 01/06 (16,67%) foi positiva com este par.
Das positivas identificadas nos sitios desta fonte, foi detectada apenas 01/04
(25%) em roletes de pele, sendo as de ralos negativas.

Dentre as 20 amostras positivas com o par LL5/LL6, somente quatro
foram detectadas unicamente com seu uso, sendo uma de evaporador da
desossa, uma de corte carneo embalado a vacuo, uma de ralo de camara-fria e
uma de meia-carcaca quente, conforme ANEXO, QUADROS 1-5.

Considerando as 53 amostras positivas para L. monocytogenes
identificadas neste trabalho, apenas 16 foram detectadas simultaneamente pelos
dois pares de “primers” aqui utilizados, sendo cinco de salas de desossa, duas de
cortes carneos, sete de camaras-frias, uma de meias-carcacas e uma de sala de
matanca ANEXO, QUADROS 1-5.
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5.3 Distribuicdo de Listeria spp. e L. monocytogenes nos matadouros-frigorificos

de origem das amostras

5.3.1 Listeria spp.

As frequéncias de ocorréncia de Listeria spp. segundo o0s
estabelecimentos de procedéncia das amostras e as fontes em estudo, podem ser
verificadas na Tabela 3. Considerando as frequéncias de ocorréncia de Listeria
spp. no total analisado por estabelecimento, observa-se na Tabela 3 que 34/175
(19,43%) amostras do estabelecimento A, 14/79 (17,72%) do B, 14/61 (22,95%) do
C, 06/30 (20%) do D e 03/15 (20%) do E, foram positivas.

Considerando as amostras do matadouro-frigorifico, Listeria spp. foi
detectada em 15/60 (25%) amostras de salas de desossa, 06/33 (18,18%) cortes
carneos, 05/27 (18,52%) de camara-fria, 06/28 (21,43%) em meias-carcagas e
02/27 (7,41%) na salas de matanca.

Em relacdo aos sitios amostrados nas cinco fontes em estudo deste
estabelecimento, naqueles de salas de desossa foram detectados 05/20 (25%) em
roletes, 02/11 (18,18%) nas esteiras, 05/15 (33,33%) nos ralos e trés nos
evaporadores 03/14 (21,43%). Em cortes carneos, das seis positivas 03/11
(27,27%) foram identificados nos ndo embalados e 03/22 (13,63%) nos embalados
a vacuo. Em camaras-frias, foram identificados 04/13 (30,77%) positivas em ralos
e apenas uma nos evaporadores 01/14 (7,14%), enquanto que as positivas de
meias-carcacgas foram seis, 03/17 (17,65%) em meias-carcacas quentes e 03/11
(27,27%) em resfriadas. Em salas de matanca, foram obtidas duas amostras
positivas, apenas de ralos 02/23 (8,69%), ndo tendo sido detectada amostra
positiva em roletes de pele.

No matadouro-frigorifico B, amostras positivas para Listeria spp. foram
identificadas, sendo que, 06/32 (18,75%) sao da salas de desossa, 05/23 (21,73%)
em camaras-frias e 03/14 (21,42%) em meias-carcacas. Nao foram analisadas

amostras de sala de matanca neste estabelescimento.
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TABELA 3 — Distribuicdo de Listeria spp. e L. monocytogenes em amostras de diferentes matadouros-frigorificos
brasileiros, segundo fontes e sitios analisados. Goiania, 2008

A B C
L. L. L.
Listeria spp. monocytogenes Listeria spp. monocytogenes Listeria spp. monocytogenes
*) *) *) *) *) *)
FONTES N. % N. % N. % N. % N. % N. %
Sala da Desossa 15/60 25,00 09/60 15,00 06/32 18,75 05/32 15,62 03/15 20,00 03/15 20,00
Roletes 05/20 25,00 03/20 15,00 - - - - 01/07 14,28 01/07 14,28
Esteiras 02/11 18,18 02/11 18,18 02/07 28,57  01/07 14,28 01/04 25,00 01/04 25,00
Ralos 05/15 33,33  03/15 20,00 01/11 9,09 01/11 9,09 01/03 33,33 01/03 33,33
Evaporadores 03/14 21,43 01/14 7,14 03/14 21,43 03/14 21,43 0/01 0,00 0/01 0,00
Cortes Carneos 06/33 18,18 04/33 12,12 0/10 0,00 0/10 0,00 02/120 20,00 02/20 20,00
sem embalar 03/11 27,27 02/11 18,18 0/10 0,00 0/10 0,00 01/05 20,00 01/05 20,00
Embalados a
vacuo 03/22 13,63 02/22 9,09 - - - - 01/05 20,00 01/05 20,00
Camara Fria 05/27 18,52 04/27 14,81 05/23 21,73 02/23 8,69 04/08 50,00 04/08 50,00
ralos 04/13 30,77  04/13 30,77 01/11 9,09 01/11 9,09 02/05 40,00 02/05 40,00
evaporadores 01/14 7,14 0/14 0,00 04/12 33,33 01/12 8,33 02/03 66,67 02/03 66,67
Meias-Carcagas 06/28 21,43 03/28 10,71 03/14 21,42 02/14 14,28 03/14 21,43 02/14 14,28
Quentes 03/17 17,65 01/17 5,88 02/04 50,00 01/04 25,00 03/07 42,86 02/07 28,57
Resfriadas 03/11 27,27 02/11 18,18 01/20 10,00 01/10 10,00 0/07 0,00 0/07 0,00
Sala de Matanca 02/27 7,41 02/27 7,41 - - - - 02/14 14,28 02/14 14,28
ralos 02/23 8,69 02/23 8,69 - - - - 0/05 0,00 0/05 0,00

Roletes de pele 00/04 0,00 00/04 0,00 - - - - 02/09 22,22 02/09 22,22
TOTAL 34/175 19,42 22/175 12,57 14/79 17,72 09/79 11,39 14/61 2295 13/61 21,31
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Continuacéao.
TABELA 3 — Distribuicdo de Listeria spp. e L. monocytogenes em amostras de diferentes matadouros-frigorificos
brasileiros, segundo fontes e sitios analisados. Goiania, 2008

FONTE D E
Listeria spp. L. monocytogenes Listeria spp. L. monocytogenes
*) *) *) *)
N. % N. % N. % N. %
Sala da Desossa 03/08 37,50 02/08 25,00 01/05 20,00 0/05 0,00
Roletes - - - - 0/03 0,00 0/03 0,00
esteiras 03/08 37,50 02/08 25,00 - - - -
ralos - - - - 01/01 100,00 0/01 0,00
evaporadores - - - - 0/01 0,00 0/01 0,00
Cortes Carneos 0/06 0,00 0/06 0,00 01/01 100,00 01/01 100,00
sem embalar 0/03 0,00 0/03 0,00 01/01 100,00 01/01 0,00
embalados a vacuo 0/03 0,00 0/03 0,00 - - - -
Cémara Fria - - - - 0/02 0,00 0/02 0,00
ralos - - - - 0/01 0,00 0/01 0,00
evaporadores - - - - 0/01 0,00 0/01 0,00
Meias-Carcagas 01/02 50,00 0/02 0,00 01/02 100,00 01/02 50,00
quentes 01/01 100,00 0/01 0,00 01/01 100,00 01/01 100,00
resfriadas 0/01 0,00 0/01 0,00 0/01 0,00 0/01 0,00
Sala de Matanca 02/14 14,28 02/14 14,28 0/05 0,00 0/05 0,00
ralos - - - - 0/02 0,00 0/02 0,00
roletes de pele 02/14 14,28 02/14 14,28 0/03 0,00 0/03 0,00
TOTAL 06/30 20,00 04/30 13,33 03/15 20,00 02/15 13,33
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Considerando os sitios amostrados nas diferentes fontes, em salas de
desossa, amostras positivas para Listeria spp. foram identificadas 02/07 (28,57%)
esteiras, 01/11 (9,09%) ralo e 03/14 (21,43%) evaporadores. Das amostras
positivas nas camaras-frias, 01/11 (9,09%) era de ralos e 04/12 (33,33%) de
evaporadores. Em meias-carcacas, foram detectadas 02/04 (50%) quentes e
01/10 (10%) resfriada positiva, enquanto que as de cortes carneos ndo embalados
foram negativas. Nao foram analisadas amostras de roletes de esteiras, cortes
carneos embalados a vacuo e em salas de matanca deste estabelescimento.

No estabelecimento C, Listeria spp. foi identificada em 03/15 (20%)
amostras de salas de desossa, 02/10 (20%) cortes carneos, 04/08 (50%) de
camaras-frias, 03/14 (21,43%) meias-carcacas e 02/14 (14,28%) de salas de
matanca.

Considerando os sitios amostrados nas fontes do matadouro-frigorifico
C, em salas de desossa foram detectadas 01/07 (14,28%) em rolete de esteiras,
01/04 (25%) em esteira e 01/03 (33,33%) em ralo. Em cortes carneos, 01/05
(20%) ndo embalado e 01/05 (20%) embalado a vacuo foram positivos. Das
positivas nas camaras-frias, foram detectadas 02/05 (40%) em ralos e 02/03
(66,67%) em evaporadores. Em meias-carcacas, 03/07 (42,86%) quentes apenas
foram positivas. Em salas de matanga, foram encontradas 02/09 (22,22%)
amostras positivas, sendo elas de roletes. A auséncia de Listeria spp. foi
evidenciada em evaporadores de salas de desossa, meias-carcacas resfriadas e
ralos de salas de matancga.

No matadouro-frigorifico D e suas respectivas fontes, Listeria spp. foi
detectada em 03/08 (37,50%) amostras de salas de desossa, 01/02 (50%) meia-
carcaca e 02/14 (14,28%) de salas de matanca.

Em relacdo aos sitios de amostragem, Listeria spp. foi identificada em
salas de desossa, sendo 03/08 (37,50%) em esteiras, enquanto que em meias-
carcacas somente uma foi detectada, sendo ela de meia-carcaca quente (01/01,
100%). Em salas de matanca foram obtidas duas amostras positivas, em roletes
de pele (02/14, 14,28%). Amostras negativas foram obtidas em cortes carneos e

meias-carcagas resfriadas, ressaltando que ndo foram analisadas amostras de
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roletes de esteiras, ralos e evaporadores de salas de desossa, camaras-frias e
ralos de salas de matanga.

No estabelecimento E, amostras positivas para Listeria spp. foram
evidenciadas, sendo 01/05 (20%) de sala de desossa, 01/01 (100%) de corte
carneo e 01/02 (50%) em meias-carcacas. Dos sitios de amostragem analisados
nas cinco fontes, dos positivos para Listeria spp. na sala de desossa, apenas uma
amostra foi detectada em ralo (01/01, 100%). Em cortes carneos, apenas um foi
positivo, identificado em corte ndo embalado (01/01, 100%). Em meias-carcacas,
obteve-se somente uma positiva, identificada em meia-carcaga quente (01/01,
100%), nédo tendo sido encontrada nenhuma amostra positiva em ralos e
evaporadores de salas de desossa, camaras-frias, meias carcacas resfriadas e
em salas de matanca. Nao foram analisadas amostras de esteiras de salas de

desossa e cortes carneos embalados a vacuo.

5.3.2 L. monocytogenes

Considerando as frequiéncias de ocorréncia de L. monocytogenes nos
matadouros-frigorificos, pode-se observar na Tabela 3 que 22/175 (12,57%) foram
positivas no total analisado do matadouro-frigorifico A, 09/79 (11,39%) do B, 13/61
(21,31%) do C, 04/30 (13,33%) do D e 02/15 (13,33%) do E.

Considerando as fontes analisadas no matadouro-frigorifico A, em salas
de desossa foram detectadas 09/60 amostras positivas, 04/27 (14,81%) em
camaras-frias, 03/28 (10,71%) meias-carcacas e 02/27 (7,41%) em salas de
matanca. Foram observadas nas salas de desossa, 03/20 (15%) positivas em
roletes de esteiras, 02/11 (18,18%) em esteiras, 03/15 (20%) em ralos e 01/14
(7,14%) em evaporador. Dos cortes carneos, foram verificados 02/11 (18,18%)
cortes sem embalar e 02/2 (9,09%) embalados a vacuo positivos. Em camaras-
frias, as positivas foram detectadas em ralos (04/13, 30,77%). Foram observadas
trés amostras positivas de meias-carcacas, 01/17 (5,88%) quente e 02/11;

(18,18%) resfriadas. Das amostras de salas de matanca, 02/23 (8,69%) de ralos
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foram positivas. Amostras negativas foram evidenciadas em evaporadores de
camaras-frias e roletes de pele.

No matadouro-frigorifico B, foram detectadas 05/32 (15,62%) positivas
em salas de desossa, 02/23 (8,69%) em camaras-frias e em 02/14 (14,28%)
meias-carcagas. N&o foram analisadas amostras de salas de matanca.

Nos sitios de salas de desossa, L. monocytogenes foi detectada em
01/07 (14,287%) amostra de esteira, 01/11 (9,09%) de ralo e 03/14 (21,43%) de
evaporadores. Das amostras positivas de camaras-frias, 01/11 (9,09%) foi
identificada em ralo e 01/12 (8,33%) em evaporador. Em meias-carcacas, foram
positivas 01/04 (25%) quente e 01/10 (10%) resfriada. As amostras de cortes
carneos ndo embalados foram negativas. Nao foram pesquisadas amostras em
roletes das esteiras, cortes carneos embalados a vacuo e na sala de matanca.

No estabelecimento C, L. monocytogenes foi detectada em 03/15 (20%)
amostras de salas de desossa, 02/10 (20%) cortes cérneos, 04/08 (50%) de
camaras-frias, 02/14 (14,28%) meias-carcacas e 02/14 (14,28%) de salas de
matanca.

Considerando os sitios analisados em salas de desossa, 01/07 (4,28%)
foram de roletes das esteiras, 01/04 (25%) das esteiras e 01/03 (33,33%) dos
ralos. Em cortes carneos, foram detectadas 01/05 (20%) em cortes carneos nao
embalados e 01/05 (20%) em cortes embalados a vacuo. Das amostras positivas
em camaras-frias, 02/05 (40%) foram de ralos e 02/03 (66,67%) de evaporadores
Em meias-carcacas, foram encontrados 02/07 (29,57%) positivas, apenas nas
guentes. Em salas de matanca, foram encontradas duas amostras positivas,
sendo elas de roletes (02/09, 22,22%). Amostras negativas foram observadas em
evaporadores de salas de desossa, meias-carcacas resfriadas e em ralos de salas
de matanca.

No matadouro-frigorifico D, L. monocytogenes. foi detectada em 02/08
(25%) amostras de salas de desossa e 02/14 (14,28%) na sala de matanca.

Em relagdo aos sitios de amostragem analisados nas quatro fontes em
estudo neste estabelecimento, das positivas para L. monocytogenes identificadas
em salas de desossa, apenas duas foram detectada nas esteiras (02/08, 25%),

engquanto que em salas de matanca foram obtidas duas amostras positivas, em
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roletes de pele (02/14, 14,28%). A auséncia de L. monocytogenes. foi observada
em cortes carneos e meias-carcacas, ressaltando-se que ndo foram analisadas
amostras de roletes de esteiras, ralos e evaporadores de salas de desossa,
camaras-frias e ralos de salas de matanca.

No matadouro-frigorifico E, L. monocytogenes foi detectada em 01/01
(100%) corte carneo e 01/02 (50%) meia-carcaca. As positivas foram identificadas
em corte ndo embalado e em meia-carcaca quente. Nao foi obtida nenhuma
amostra positiva em roletes, ralos e evaporadores de salas de desossa, camaras-
frias, meias carcacas resfriadas e em salas de matanca. N&do foram analisadas
amostras de esteiras da desossa e cortes embalados a vacuo.

5.4 Distribuicdo de Listeria spp. e L. monocytogenes segundo a origem

geografica das amostras

5.4.1 Listeria spp.

As frequéncias de ocorréncia de Listeria spp. nos Estados de origem
das amostras, segundo as fontes, podem ser verificadas na Tabela 4. Foram
obtidas 25/153 (16,34%) positivas procedentes de Sao Paulo, 17/71 (23,94%) do
Mato Grosso do Sul, 09/64 (14,06%) de Goias, 16/50 (32%) do Mato Grosso,
03/11 (27,27%) da Bahia e 01/07 (14,28%) do Para. A bactéria ndo foi detectada
apenas em Minas Gerais.

No Estado de S&o Paulo foram detectadas 08/48 (16,67%) positivas em
salas de desossa, 02/16 (12,5%) em cortes carneos, 05/26 (19,23%) em camaras-
frias, 08/33 (24,24%) em meias-carcacas e 02/30 (6,67%) em sala de matanca.

Considerando os sitios de amostragem neste Estado, em salas de
desossa verificaram-se 02/13 (15,38%) positivas em roletes de esteiras, 02/11
(18,18%) em esteiras, 03/13 (23,07%) em ralos e 01/11 (9,09%) em evaporador.
Em cortes carneos, apenas cortes sem embalar (02/12, 16,67%) foram positivos e,
em camaras-frias, 04/13 (30,77%) de ralos e 01/13 (7,69%) de evaporador. Em
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meias-carcacgas, 06/19 (31,58%) quentes e 02/14 (14,28%) resfriadas positivas.
Em salas de matanca, detectaram-se 01/18 (5,55%) em rolete de pele e 01/12
(8,33%) em ralo.
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TABELA 4 — Distribuicdo de Listeria spp. e L. monocytogenes, segundo a origem geogréfica e as fontes e sitios analisados.

Goiania, 2008
SAO PAULO MATO GROSSO DO SUL GOIAS
L.
Listeria spp. monocytogenes Listeria spp. L. monocytogenes Listeria spp. L. monocytogenes
*) *) *) *) *) *)
FONTES N. % N. % N. % N. % N. % N. %

Sala da Desossa 08/48 16,67 06/48 12,50 09/27 33,33 05/27 18,52 02/14 14,28 01/14 7,14

Roletes 02/13 15,38 02/13 15,38 02/07 28,57 0/07 0,00 00/01 0,00 0/01 0,00

Esteiras 02/11 18,18 02/11 18,18 05/08 62,50 04/08 50,00 01/05 20,00 0/05 0,00

Ralos 03/13 23,07 01/13 7,14 01/05 20,00 00/05 0,00 00/04 0,00 0/04 0,00

Evaporadores 01/11 9,09 00/11 0,00 01/07 14,28 01/07 14,28 01/04 25,00 01/04 25,00
Cortes Carneos 02/16 12,50 02/16 12,50 02/09 22,22 02/09 22,22 03/30 10,00 03/30 10,00

ndo embalados 02/12 16,67 02/12 16,67 01/07 14,28 01/07 14,28 0/06 0,00 0/06 0,00

embalados a vacuo 0/04 0,00 0/00 0,00 01/02 50,00 01/02 50,00 03/24 12,50 03/24 12,50
Camara Fria 05/26 19,23 04/26 15,38 01/12 8,33 0/12 0,00 02/07 28,57 02/07 28,57

Ralos 04/13 30,77 04/13 30,77 0/06 0,00 0/06 0,00 01/04 25,00 01/04 25,00

Evaporadores 01/13 7,69 0/13 0,00 01/06 16,67 0/06 0,00 01/03 33,33 01/03 33,33
Meias-Carcacas 08/33 24,24 06/33 18,18 03/09 33,33 01/09 11,11 01/06 16,67 01/06 16,67

Quentes 06/19 31,58 05/19 26,31 02/06 33,33 0/06 0,00 00/02 0,00 0/02 0,00

Resfriadas 02/14 14,28 01/14 7,14 01/03 33,33 01/03 33,33 01/05 20,00 01/05 20,00
Sala de Matanca 02/30 6,67 02/30 6,67 02/14 14,28 02/14 14,28 01/06 16,67 01/06 16,67

Ralos 01/18 5,55 01/18 5,65 01/06 16,67 01/06 16,67 - - - -

Roletes de pele 01/12 8,33 01/12 8,33 01/08 12,50 01/08 12,50 01/06 16,67 01/06 16,67
TOTAL 25/153 16,34 19/153 12,42 17/71 23,94 10/71 14,08 09/64 14,06 08/64 12,30

Continua...
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Continuacao.
TABELA 4 —Distribuicdo de Listeria spp. € L. monocytogenes, segundo a origem geografica e as fontes e sitios analisados.
Goiania, 2008

MATO GROSSO BAHIA PARA MINAS GERAIS

L. L. L. L.
Listeria spp. monocytogenes Listeriaspp. monocytogenes Listeriaspp. monocytogenes Listeriaspp. monocytogenes

(+) (+) (+) (+) (+) (+) (*) (*)

FONTE N. % N. % N. % N. % N. % N. % N. % N. %
Sala da
Desossa 07/23 30,43 06/23 26,08 02/06 33,33 02/06 33,33 00/04 0,00 00/04 0,00 00/02 0,00 00/02 0,00
Roletes 02/09 22,22 02/09 22,22 - - - - - - - - - - - -
Esteiras 0/05 0,00 0/05 0,00 00/03 0,00 00/03 0,00 00/02 0,00 0/02 0,00 - - - -
Ralos 03/05 60,00 03/05 60,00 00/01 0,00 00/01 00,00 00/01 00,00 00/01 00,00 00/01 0,00 00/01 0,00

Evaporadores 02/04 50,00 01/04 25,00 02/02 100,00 02/02 100,00 00/01 00,00 00/01 00,00 00/01 0,00 00/01 0,00

Cortes Carneos 02/03 66,67 01/03 33,33 - - - - - - - - - - - -
sem embalar 02/03 66,67 01/03 33,33 - - - - - - - - - - - -
embalados a

vacuo - - - - - - - - - - - - - - - -
Camara Fria 04/08 50,00 04/08 50,00 00/01 0,00 00/01 0,00 O00/01 0,00 0/01 0,00 - - - -
Ralos 02/04 50,00 02/04 50,00 00/01 0,00 00/01 0,00 00/01 0,00 0/01 0,00 - - - -

Evaporadores 02/04 50,00 02/04 50,00 - - - - - - - - - - - -
Meias-Carcacas 02/06 33,33 0/06 0,00 01/03 33,33 01/03 33,33 00/01 0,00 00/01 0,00 o00/01 0,00 00/01 0,00

Quentes 02/03 66,67 0/03 0,00 00/01 0,00 00/01 0,00 - - - - - - - -
Resfriadas 0/03 0,00 0/03 0,00 01/02 50,00 01/02 50,00 00/01 0,00 0/01 0,00 0/01 0,00 0/01 0,00
Sala de
Matanca 01/10 10,00 01/20 10,00 00/01 0,00 00/01 0,00 O01/01 100,00 01/01 100,00 o0/01 0,00 0/01 0,00
Ralos 0/06 0,00 0/06 0,00 - - - - - - - - - - - -
Roletes de
pele 01/04 25,00 01/04 25,00 00/01 0,00 00/01 0,00 01/01 100,00 01/01 100,00 0/01 0,00 0/01 0,00
TOTAI 16/50 32,00 12/50 24,00 03/11 27,27 03/11 27,27 01/07 14,28 01/07 14,28 0/04 0,00 0/04 0,00

- sitio de amostragem nao analisado
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No Mato Grosso do Sul, Listeria spp. foi detectada em (09/24, 37,5%)
amostras de salas de desossa, (02/09; 22,22%) cortes carneos, (01/12; 8,33%) de
camara-fria, (03/09; 33,33%) meias-carcacas e (02/14; 14,28%) de salas de
matanca.

Considerando os sitios de amostragem, em salas de desossa foram
identificadas 02/07 (28,57%) amostras de roletes de esteiras, 05/08 (62,5%) de
esteiras, 01/05 (20,07%) de ralo e 01/07 (14,28%) de evaporador positivas. Em
cortes carneos, 01/07 (14,28%) ndo embalados e 01/02 (50%) embalado a vacuo
foram positivos, enquanto que em camaras-frias, a bactéria foi detectada apenas
em evaporador (01/06; 16,67%). Em meias-carcacas, 02/06 (33,33%) quentes e
uma 01/03 (33,33%) resfriada foram positivas e, em salas de matanca, 01/06
(16,67%) de ralo e 01/08 (12,5%) de rolete de pele. A auséncia de Listeria spp. foi
evidenciada apenas em ralos das camaras-frias.

Considerando as amostras de Goias e suas respectivas fontes, Listeria
spp. foi detectada em 02/14 (14,28%) amostras de salas de desossa, 03/30 (10%)
cortes carneos, 02/07 (28,57%) de camaras-frias, 01/06 (16,67%) meia-carcaca e
em 01/06 (16,67%) de sala de matanca.

Em relacdo aos sitios de amostragem, em salas de desossa foram
identificadas 01/05 (20%) e 01/04 (25%) positivas em esteiras e evaporadores,
respectivamente. Em cortes carneos, apenas 0s embalados a vacuo foram
positivos (03/24; 12,5%). Em camaras-frias, foram positivas uma amostra de ralo
(01/04; 25%) e uma de evaporador (01/03; 33,33%), enquanto que em meias-
carcacas e salas de matanca foram obtidas de 01/05 (20%) positiva em meia-
carcaca resfriada e 01/06 (16,67%) em rolete de pele. A auséncia de Listeria spp.
foi observada em roletes de esteira e ralos de sala de salas de desossa, cortes
carneos nao embalados e em meias-carcagas quentes, ressaltando-se que nao
foram analisadas amostras de ralos de salas de matanca de Goiés.

No Mato Grosso, Listeria spp. foi detectada em 07/23 (30,43%) amostras
de sala de desossa, 02/03 (66,67%) cortes carneos, 04/08 (50%) de camaras-frias,
02/06 (33,33%) meias-carcacas e 01/10 (10%) de sala de matanca.
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Em relagdo aos sitios de amostragem, em sala de desossa foram
verificadas 02/09 (22,22%) positivas em roletes das esteiras, 03/05 (60%) em ralos
e 02/04 (50%) em evaporadores. Em cortes carneos, apenas 0s cortes sem
embalar foram positivos (02/03; 66,67%). Em camaras-fria, 02/04 (50%) amostras
de ralos e 02/04 (50%) de evaporadores foram positivas, enquanto que em meias-
carcacas e sala de matanca, 02/03 (66,67%) meias-carcacas quentes e 01/04
(25%) de rolete de pele. Auséncia de Listeria spp. foi observada em esteiras de
salas de desossa, cortes carneos embalados a vacuo, meias-carcacas resfriadas e
roletes de pele ressaltando-se que n&o foram analisadas amostras de ralo de sala
de matanca neste Estado.

Na Bahia, trés amostras positivas para Listeria spp. foram identificadas,
sendo 02/06 (33,33%) de salas de desossa e 01/03 (33,33%) meias-carcacas. Nao
foram detectadas amostras positivas em camaras-frias e salas de matanca. Nao
foram pesquisadas amostras de cortes carneos neste Estado. Considerando os
sitios de amostragem, na sala de desossa foram verificas 02/02 (100%) positivas
em evaporadores enquanto que, em meias-carcacas, 01/02 (50%) resfriada.
Amostras negativas foram observadas em esteiras e ralos de salas de desossa,
ralos de camaras-frias, meias-carcacas quentes. Nao foram analisadas amostras
de roletes de pele.

No Para, apenas uma amostra positiva para Listeria spp. foi identificada,
presente em rolete de pele (01/01,100%), na sala de matanca. Amostras das
demais fontes analisadas mostraram-se negativas. Ndo foram analisados cortes
carneos neste Estado.

Em Minas Gerais, Listeria spp. ndo foi detectada em nenhuma das
fontes analisadas, devendo-se ressaltar que a amostragem consistiu em apenas

quatro amostras.
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5.4.2 L. monocytogenes

As frequéncias de ocorréncia de L. monocytogenes nos Estados de
origem das amostras, segundo as fontes, podem ser verificadas na Tabela 4.
Foram obtidas 19/153 (12,42%) positivas procedentes de S&ao Paulo, 10/71
(14,08%) do Mato Grosso do Sul, 08/64 (12,3%) de Goias, 12/50 (24%) do Mato
Grosso, 03/11 (27,27%) da Bahia e 01/07 (14,28%) do Para. A bactéria néo foi
detectada apenas em Minas Gerais.

No Estado de S&o Paulo foram detectadas 06/48 (12,5%) positivas em
salas de desossa, 02/16 (12,5%) em cortes carneos, 04/26 (15,38%) em camaras-
frias, 06/33 (18,18%) em meias-carcacas e 02/30 (6,67%) em sala de matanca.

Considerando os sitios de amostragem neste Estado, em salas de
desossa verificaram-se 02/13 (15,38%) positivas em roletes de esteiras, 02/11
(18,18%) em esteiras e 01/13 (7,14%) em ralos. Em cortes carneos, apenas cortes
sem embalar (02/12, 16,67%) foram positivos e em camaras-frias, 04/13 (30,77%)
em ralos. Em meias-carcacas, 05/19 (26,31%) quentes e 01/14 (7,14%) resfriadas
positivas. Em salas de matanca, detectaram-se 01/18 (5,55%) em rolete de pele e
01/12 (8,33%) em ralo. A auséncia de L. monocytogenes foi observada nos
evaporadores da desossa, nos cortes embalados a vacuo e evaporadores das
camaras-frias.

No Mato Grosso do Sul, L. monocytogenes. foi detectada em (05/27,
18,52%) amostras de salas de desossa, (02/09; 22,22%) cortes carneos, (01/09;
11,11%) meias-carcacgas e (02/14; 14,28%) de salas de matanca.

Considerando os sitios de amostragem, em salas de desossa foram
identificadas 04/08 (50%) de esteiras e 01/07 (14,28%) de evaporador positivas.
Em cortes carneos, 01/07 (14,28%) ndo embalados e 01/02 (50%) embalado a
vacuo foram positivos. Em meias-carcacas, somente uma 01/03 (33,33%) resfriada
foi positivas e, em salas de matanca, 01/06 (16,67%) de ralo e 01/08 (12,5%) de
rolete de pele. Amostras negativas foram detectadas em roletes das esteiras, ralos

da desossa, ralos e evaporadores das camaras-frias e meias-carcacas quente.
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Considerando as amostras de Goids e suas respectivas fontes,
L.monocytogenes foi detectada em 01/14 (7,14%) amostras de salas de desossa,
03/30 (10%) cortes carneos, 02/07 (28,57%) de camaras-frias, 01/06 (16,67%)
meia-carcaca e em 01/06 (16,67%) de sala de matanca.

Em relagdo aos sitios de amostragem, em salas de desossa foram
identificadas 01/04 (25%) positivas em evaporadores. Em cortes carneos, apenas
0os embalados a vacuo foram positivos (03/24; 12,5%). Em camaras-frias, foram
positivas uma amostra de ralo (01/04; 25%) e uma de evaporador (01/03; 33,33%),
enquanto que em meias-carcagas e salas de matanca foram obtidas de 01/05
(20%) positiva em meia-carcaca resfriada e 01/06 (16,67%) em rolete de pele. A
auséncia de Listeria spp. foi observada em roletes das esteiras, esteiras, ralos da
desossa, cortes sem embalar e meias-carcacas quente. Sendo que ndo foram
analisados amostras nos ralos do abate.

No Mato Grosso, L. monocytogenes. foi detectada em 06/23 (26,08%)
amostras de sala de desossa, 01/03 (33,33%) cortes carneos, 04/08 (50%) de
camaras-frias e 01/10 (10%) de sala de matanca.

Em relagcdo aos sitios de amostragem, em sala de desossa foram
verificadas 02/09 (22,22%) positivas em roletes das esteiras, 03/05 (60%) em ralos
e 01/04 (25%) em evaporadores. Em cortes carneos, apenas 0S cortes sem
embalar foram positivos (01/03; 33,33%). Em camaras-fria, 02/04 (50%) amostras
de ralos e 02/04 (50%) de evaporadores foram positivas. Nas salas de matanca,
01/04 (25%) de rolete de pele foram positivas. Auséncia de Listeria spp. foi
observada em esteiras de salas de desossa, meias-carcacgas e ralos dassalasde
matanca, ressaltando-se que ndo foram analisadas amostras de cortes carneos
embalados a vacuo neste Estado.

Na Bahia, trés amostras positivas para L. monocytogenes foram
identificadas, sendo 02/06 (33,33%) de salas de desossa e 01/03 (33,33%) meias-
carcagas. Nao foram detectadas amostras positivas em camaras-frias e salas de
matanca. Nao foram pesquisadas amostras de cortes carneos neste Estado.
Considerando os sitios de amostragem, na sala de desossa foram verificas 02/02

(100%) positivas em evaporadores enquanto que, em meias-carcacas, 01/02
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(50%) resfriada. Amostras negativas foram observadas em esteiras e ralos de
salas de desossa, ralos de camaras-frias, meias-carcacas quentes. Nao foram
analisadas amostras de roletes de pele.

No Para, apenas uma amostra positiva para L. monocytogenes foi
identificada, presente em rolete de pele (01/01,100%), na sala de matanca.
Amostras das demais fontes analisadas mostraram-se negativas. Ndo foram
analisados cortes carneos neste Estado.

Em Minas Gerais, Listeria spp. ndo foi detectada em nenhuma das
fontes analisadas, devendo-se ressaltar que a amostragem consistiu em apenas

quatro amostras.
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6. DISCUSSAO

6.1 Distribuicdo de Listeria spp. e L. monocytogenes nas diferentes fontes

Os resultados obtidos evidenciam a presenca e disseminacdo de
Listeria spp. e L. monocytogenes em todas as fontes analisadas, devendo-se levar
em consideracdo, também, a presenca de Listeria spp. em percentuais elevados
neste trabalho.

Em salas de desossa, camaras-frias e em meias-carcacas foram
obtidos os maiores percentuais de Listeria spp. (23,33%) (TABELA 1), enquanto
gue os de L. monocytogenes foram observados em camaras-frias (20%) e salas
de desossa (15,83%) (TABELA 1). Deve-se observar que estes ambientes sao
ricos em matéria organica e que a higienizacao ocorre, em salas de desossa, no
final das atividades do dia e ao final de cada turno, diferente dos procedimentos
adotados em salas de matanca, enquanto que as camaras-frias sao lavadas e
sanitizadas apenas uma vez ao més, justificando a diferenca de percentuais
encontrados nestas trés fontes e os elevados percentuais descritos em salas de
desossa e camaras-frias.

A propria sistematica de lavagem e sanitizacdo adotada contribui para a
formacdo de biofilmes, caracteristica utilizada por bactérias do género Listeria
(BERESFORD et al., 2001) nesses ambientes e também nos equipamentos ai
instalados, como roletes de esteira, esteiras, evaporadores, dentre outros,
contribuindo para a perpetuacédo da bactéria no ambiente e nesses equipamentos,
que tém a remocdo da matéria organica e a acao de agentes sanitizantes
dificultadas como consequéncia da formagdo desses biofilmes (TAKHISTOV &
GEORGE, 2004).

Isso justificaria os elevados percentuais nesses ambientes ja citados e
nos equipamentos que compuseram 0s Sitios amostrados, assim como nos ralos,
todos eles com elevadas frequiéncias de ocorréncia, tanto do género quanto de L.
monocytogenes, superiores a praticamente todos o0s demais sitios de

amostragem. Convém acrescentar que as praticas de limpeza e sanitizacao
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adotadas nesses ambientes acima mencionados também contribuem para o
acumulo de matéria organica nos ralos, que por sua vez proporciona a reducao na
oxigenacao, criando um nicho bastante propicio para bactérias psicrotroficas e
facultativas, o que atende perfeitamente aos requisitos e caracteristicas de Listeria
spp. e L. monocytogenes, gerando como consequéncia a colonizacdo desses
ralos e a manutencéo da bactéria no ambiente de producao.

Os resultados obtidos neste trabalho confirmam a caracteristica
psicrotréfica de Listeria spp. e L. monocytogenes (GERMANO & GERMANO,
2008), tendo sido verificadas os menores percentuais em salas de matanca e os
mais elevados em amostras procedentes de ambientes com temperaturas baixas,
como foi verificado em salas de desossa e camaras-frias.

Adicionalmente, 55 amostras positivas para Listeria spp. (ANEXO,
QUADRO 1-5), eram provenientes de sitios de amostragem de salas de desossa,
camaras-frias, meias-carcacas resfriadas e cortes carneos. Por esta capacidade
de desenvolvimento em baixas temperaturas, pode-se esperar a sobrevivéncia do
patbgeno por longos periodos nos alimentos e nesses ambientes com
temperaturas de refrigeracdo (GERMANO & GERMANO, 2008).

Em cortes carneos, os percentuais obtidos para Listeria spp. e L.
monocytogenes foram préximos (Tabela 1), embora os do género tenham sido
ligeiramente superiores, no entanto todos podem ser considerados elevados.
Ressaltam-se 0s niveis mais elevados de Listeria spp. em cortes sem embalar e
niveis idénticos de L. monocytogenes em cortes sem embalar e embalados a
vacuo. Estes achados devem servir de alerta as autoridades sanitarias e
demandam das industrias medidas rigidas de controle do patégeno.

Embora em percentuais proximos, em cortes carneos sem embalar as
frequéncias de ocorréncia de Listeria spp. foram superiores aos das meias-
carcacas resfriadas e, no caso de L. monocytogenes também foram superiores os
embalados a véacuo. Isto pode ser atribuido ao fato das meias-carcagas serem
levadas até a sala de desossa por propulsdo manual, ou seja, pode ter ocorrido a
recontaminacédo pelos manipuladores e também pelo contato com a superficie das

esteiras, uma vez que estas apresentaram niveis de contaminagcdo elevados.
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Deve-se chamar a atencao para o papel que os roletes de esteiras aparentemente
possuem na alimentagcdo da contaminacdo dessas esteiras por Listeria spp. e L.
monocytogenes e, como consequéncia, da propria carne.

Os resultados aqui obtidos em cortes carneos s&8o superiores aos
descritos por SAMADPOUR et al. (2006), que verificaram a presenca de L.
monocytogenes em 18/516 (3,5%) amostras de cortes carneos, analisados pela
técnica de PCR, com diferentes pares de “primers”. Essa diferenga de percentual
pode ser atribuida aos “primer” utilizados

Por outro lado, s&o inferiores aos de MENA et al. (2006), que
verificaram a presenca de L. monocytogenes em 17,7% dos cortes carneos
analisados, embora os autores tenham utilizado métodos bacterioldgicos em suas
andlises. Deve-se ressaltar que a amostragem destes autores consistiu de apenas
17 amostras, justificando a diferenga entre os resultados.

Os percentuais de Listeria spp. e L. monocytogenes em cortes Carneos
podem ser considerados elevados, assim como em meias-carcacas guentes e
resfriadas, embora os indices de Listeria spp. nas quentes tenham sido bastante
elevados e superiores aos 13,33% (TABELA 1) obtidos nas resfriadas. Além disso,
Listeria spp. foi verificada em niveis superiores aos da espécie.

Os resultados obtidos por PICCHI et a. (1999) foram superiores aos
detectados neste trabalho, tendo detectado Listeria spp. e L. monocytogenes em
96% e 20% de quartos dianteiros bovinos.

Ao se compararem os resultados de Listeria spp. e L. monocytogenes
em meias-carcagas quentes (33,33% e 16,67%, respectivamente) (TABELA 1)
com o0s observados em roletes de pele (6,67%) (TABELA 1) observa-se que as
diferencas obtidas indicam que a medida em que aumentaram as manipulacdes
ao longo do fluxograma de abate, a contaminacao superficial das meias-carcacas
também aumentou. Isto porque como originalmente a microbiota da superficie de
meias-carcagas bovinas é coincidente com a da pele (PARDI et al 2006), ndo seria
de se esperar diferencas tdo acentuadas entre as frequéncias na superficie das
meias-carcacas e em roletes de pele, sugerindo que uma intensa contaminacao

cruzada esteja ocorrendo.
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Possivelmente esta contaminacdo esteja se dando através dos
manipuladores, do uso de utensilios e equipamentos contaminados e/ou de falhas
operacionais no abate, principalmente as relacionadas a evisceracdo. Esses
microrganismos, permanecendo superficie das meias-carcagas durante o abate,
contaminam o ambiente e podem comprometer toda a producéo (TAKHISTOV &
GEORGE, 2004).

Consideram-se principais fontes de contaminacédo e/ou disseminacao
dos microrganismos, a contaminagdo cruzada entre pele, manipuladores,
equipamentos e ambiente durante o fluxograma de abate, sendo reservados a
pele e conteudo intestinal o papel de principais fontes de contaminacédo de meias-
carcacas bovinas e como pontos criticos na tecnologia do abate as operacdes de
esfola e evisceracédo (PARDI et al. 2006).

Quando se comparam o0s percentuais de Listeria spp. em meias-
carcacas quentes, estes se reduzem acentuadamente apdés o resfriamento, o
mesmo ocorrendo com L. monocytogenes, embora no caso desta Ultima a
intensidade de queda seja bem menor, em torno de 4%, ao invés dos 20% de
reducdo observados no género.

Esta reducdo tdo intensa poderia ser parcialmente justificada pelos
efeitos adversos sinegisticos exercidos pela queda do pH aos valores finais da
carne e pelo ressecamento superficial das meias-carcacgas, principalmente nos
casos em que esta seja muito acentuada, uma vez que a redugcdo na camada de
agua livre é proporcional a intensidade da dessecacdo, soma-se a estes, o fato da
atividade de agua (a,) também se reduzir (ICMSF, 2003).

Considerando que Listeria spp. € um género composto por espécies
psicrotréficas, com alta resisténcia as baixas ay, e acidez, sendo L. monocytogenes
inclusive acido-resistente (ICMSF, 2003), esta reducdo nos indices em meias-
carcacas quentes e resfriadas néo se justificaria por atuacdo individual dos fatores
acima, no entanto, considerando seus efeitos adversos em associacéo, é possivel
que isto justifigue, ao menos parcialmente as diferencas obtidas. Vale ressaltar
gque as meias-carcacas quentes e resfriadas aqui analisadas ndo foram as

mesmas.
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Por outro lado, sabe-se que algumas industrias frequentemente langam
mao do uso de &cidos organicos para descontaminar meias-carcagas ou mesmo
cortes, em concentracfes variadas, com a finalidade de reduzir os niveis de
contaminacdo inicial. Embora esta pratica ndo seja legal no Brasil, cuja legislacédo
proibe a descontaminacdo de carnes frescas, alguns autores sugerem em seus
trabalhos que este procedimento venha sendo adotado pelas industrias brasileiras.

RIOS (2005) constatou a ocorréncia de meias-carcacas em dois
matadouros-frigorificos em Goiania, GO, com pHs variando de 5,4 a 7,3 nas
guentes e de 5,4 a 6,2 nas resfriadas de um dos estabelecimentos, enquanto que
nas do outro variaram de 6,1 a 7,0 nas quentes e de 5,0 a 6,42 nas resfriadas. Os
resultados de pH inferiores aos valores preconizados para meias-carcacas
guentes e resfriadas levou a autora a sugerir que as meias-carcagas analisadas
tenham sido submetidas a algum processo de descontaminagao, provavelmente
com acidos organicos, nos dois estabelecimentos de origem das amostras.

RAUECKER et al (2005) constataram a descontaminacdo com acido
organico em cortes carneos de um dos estabelecimentos de procedéncia das
amostras aqui analisadas, tendo detectado a presenca de inibidores nos cortes
analisados.

Os resultados obtidos no presente trabalho sdo preocupantes dadas as
frequéncias de ocorréncia obtidas para L. monocytogenes. No entanto, se alguns
estabelecimentos estiverem realmente se utilizando de tais produtos, a
preocupacao seria intensificada pois os efeitos exercidos por essas substancias
sobre a microbiota natural da carne e o consequente favorecimento e selecéo de
microrganismos resistentes, como € o caso de alguns géneros pertencentes a
familia Enterobacteriaceae, bactérias acido-laticas e as esporuladas, encontram-
se devidamente comprovados (HOLLEY & GIL, 2006), ressaltando-se que o
emprego de A&cidos organicos na indUstria carnea poderd levar ao
desenvolvimento de cepas extremamente patogénicas e acido-tolerantes, como ja
descrito para E. coli 0157:H7 e Salmonella.

Em salas de matanca foram detectados os menores indices de Listeria
spp. (10%) e L. monocytogenes (10%) (TABELA 1), tendo sido verificada maior
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frequéncia de ocorréncia de ambas em roletes, notando-se ainda que os
percentuais obtidos em ralos foram baixos, enquanto que os de roletes podem ser
considerados elevados. Estes resultados séo justificados pelo fato da sala de
matanca ser constantemente lavado com agua, muitas vezes com agua quente ou
vapor, ao longo do abate, o que contribui para que a contaminacdo dos ralos seja
inferior a dos roletes de pele, higienizados apenas apos o término do abate.

Em se tratando dos percentuais de L. monocytogenes obtidos nas cinco
fontes analisadas, os resultados obtidos podem ser considerados elevados e
preocupantes devido ao fato de se tratar de uma bactéria patogénica, que pode
gerar sérios riscos a saude publica.

Embora tenha sido detectada em meias-carcacas e cortes, que Sao
carnes “in natura”, e ndo em produtos prontos para consumo, normalmente os
mais associados a surtos (FDA, 2003), estes achados nao representam menor
risco ou importancia, uma vez que a carne fresca usualmente é utilizada como
matéria-prima para uma grande variedade desses produtos, como massa pronta
de quibe cru, hamburgueres, alméndegas, dentre outros, ressaltando-se ainda a
frequéncia do consumo da carne ou derivados carneos ndo suficientemente
cozidos. Estes aspectos séo corroborados pelos resultados de MANTILLA et al.
(2007), que verificaram a presenca de L. monocytogenes em 50% de 30 amostras
de carne bovina moida.

Os resultados obtidos neste trabalho se semelharam aos de FANTELLI
& STEPHAN (2001), embora estes tenham analisado carne bovina moida pelo
método bacteriologico convencional, detectaram 10,75% de L. monocytogenes.

Os resultados obtidos neste trabalho sdo compativeis com os de
SAKATE, (2004), que objetivou determinar a frequéncia de ocorréncia de L.
monocytogenes em diversas etapas de abate de um matadouro-frigorifico bovino
no Estado de Sdo Paulo através da PCR. Em se tratando dos locais onde foram
verificados maiores percentuais, SAKATE encontrou maior frequéncia em areas
frias, ou seja, salas de desossa, camaras-frias e cortes carneos, de forma
semelhante ao aqui observado, mas o0s percentuais obtidos por ele, 5,23% de

amostras positivas, foram inferiores ao deste trabalho. Este foi o Unico artigo
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brasileiro localizado na literatura que trata da presenca de L. monocytogenes em

estabelecimentos de abate.

6.2 Eficiéncia dos pares de “primers” utilizados para a deteccdo de L.

monocytogenes nas fontes em estudo

O total de amostras positivas para L. monocytogenes obtida nesse
trabalho so foi possivel devido a associagao dos dois “primers” utilizados, apesar
da baixa eficiéncia apresentada pelo par LL5/LL6.

Os resultados obtidos no presente trabalho revelaram um elevado
desempenho do par LM1/LM2 para deteccdo de L. monocytogenes no total
analisado, uma vez que seu uso permitiu a identificar 92,45% das amostras
positivas, enquanto que o par LL5/LL6 exibiu uma eficiéncia que pode ser
considerada baixa (TABELA 2). Apesar disso, com sua utilizacdo foram
identificadas adicionalmente quatro amostras positivas que nao foram detectadas
com o primeiro par (ANEXO, QUADRO 1-5), elevando de 49 para 53 o total de
amostras positivas, com o0 consequente aumento de percentual para os 14,72%
agui descritos (TABELA 1), ao invés dos 13,61% que seriam verificados com o uso
apenas do par LM1/LM2.

Aparentemente trata-se de uma diferenca pequena, mas que néo pode
ser ignorada quando se pensa na necessidade de reduzir a ocorréncia de
resultados falso-negativos. A importancia disto pode ser facilmente ilustrada, ou
entendida, quando o raciocinio é feito em relagdo ao diagndstico clinico da
listeriose humana, por exemplo. De forma semelhante, em amostras de ambiente
de plantas processadoras, mas especialmente em alimentos, este fato é relevante
guando se considera que a veiculagdo alimentar de L. monocytogenes constitui a
principal forma de transmissao da bactéria ao homem (GERMANO & GERMANO,
2008), adicionalmente a gravidade da doenca e as elevadas taxas de letalidade
relatadas (ARRUDA et al., 2007).
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Considerando as fontes de deteccdo, os melhores resultados
desempenhados pelo par LM1/LM2 foram observados em salas de matanca, de
desossa e camaras-frias (100%; 94,73% e 91,67%) (TABELA 2), devendo-se
ressaltar que a totalidade de amostras positivas nas fontes so6 foi identificada em
salas de matanca. J4 nos sitios amostrados foram detectadas todas as positivas
de ralos, roletes e esteiras de salas de desossa, de cortes carneos sem embalar,
de evaporadores de camaras-frias, de meias-carcacas resfriadas e de ralos de
salas de matanca e roletes de pele.

Eficiéncia um pouco menor do par LM1/LM2 foi exibida em cortes
carneos e meias-carcacas (87,5%) (TABELA 2), sendo seu pior desempenho
verificado em evaporadores de salas de desossa e cortes embalados a vacuo
(75%) (TABELA 2).

Pode ser que esta redugdo no desempenho destes “primers” seja em
parte devida a presenca de células que com maior grau de injdria, ja que em
fontes como meias-carcagas e cortes carneos espera-se uma maior populagéo
devido a natureza do substrato (PARDI et al. 2006), outro fator a considerar,
neste caso em relagcdo aos evaporadores, seria uma contaminacao inicial em
numero reduzido, associada ao método de coleta das amostras, por “swabs”.

A andlise dos resultados apresentados na Tabela 2 mostra que os
‘primers” LL5/LL6 se mostraram insatisfatéorios para a deteccdo de L.
monocytogenes nas fontes analisadas e no total da amostragem.

Com os “primers” acima o maior percentual exibido foi verificado em
camaras-frias (66,67%) (TABELA 2), enquanto que nas demais sua eficiéncia foi
significativamente menor, em especial em amostras de salas de matanca. Ja& em
sitios como evaporadores de salas de desossa, cortes carneos embalados a
vacuo, ralos e evaporadores de camaras-frias, seu desempenho foi notavelmente
melhor, tendo identificado de 60% a 75% (TABELA 2) das positivas, ao contrario
do observado em cortes carneos sem embalar e em ralos de salas de matanca,
sitios em que nao foram obtidos sinais de amplificag&o.

Estes resultados também reforcam a importancia de se utilizarem mais

de um par de “primers” para deteccdo da bactéria nas fontes em estudo e
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implicam ainda na necessidade de serem avaliados outros, objetivando melhorar a
sensibilidade da técnica. Estes aspectos encontram respaldo na literatura,
conforme ja demonstrado por varios autores ao tratarem das dificuldades
referentes a detec¢cdo de microrganismos em alimentos pela técnica de PCR
(DUFFY et al., 1999; GOLSTEYN et al., 1991), particularmente bactérias Gram-
positivas (DUFFY et al., 1999; GOLSTEYN et al., 1991).

Aparentemente os  “primers” LL5/LL6 apresentaram melhor
desempenho em fontes em que a bactéria estaria menos sujeita a efeitos
injuriantes ou naquelas supostamente com maior contaminagédo, como verificado
em evaporadores de salas de desossa, evaporadores e ralos de camaras-frias e
em cortes carneos embalados a vacuo, sendo de mais facil crescimento durante o
enriqguecimento das amostras, 0 que concorre para aumentar o nimero de células
presentes, compensando o baixo limiar de deteccdo que, ao que parece, estes
“primers” exibiram nas outras fontes.

Neste trabalho empregou-se o enriquecimento nao seletivo em caldo
soja-trypticase a 28°C/18h. Porém, considerando os resultados obtidos, seria
viavel avaliar periodos mais prolongados de incubacdo a fim de proporcionar a
maxima deteccdo de Listeria presente, através do revigoramento das células
presentes, que ocorre quando de enriguecimento mais longo. Estes aspectos sao
corroborados pelos resultados de RIOS (2005), que constatou que o pré-
enriqguecimento das amostras para detecgcédo de Escherichia coli O157:H7 por PCR
mostrou-se necessario para deteccdo da bactéria nas amostras estudadas, tendo
sido comparativamente superior ao PCR realizado com extracao direta, sem pré-
enriquecimento. A autora também verificou que a incubacdo das amostras por 18h
foi mais eficiente para detectar a bactéria, comparativamente ao periodo de 4h,

gue se mostrou insuficiente para deteccado em superficie de meias-carcacas.

Essas diferencas de percentuais obtidos pelos diferentes pares de
“primers” também foram evidenciadas por RAUECKER, (2007), que ao pesquisar
a presenca de Clostridium estertheticum em diversas fontes de frigorificos, com a
utilizacao de trés pares de primers, verificou indices de positividades de 78,64%,

57,28% e 36,89% para cada par de “primer”.
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Outro ponto a considerar seria avaliar os efeitos do enriqguecimento nao
seletivo durante um periodo curto, seguido de uma etapa de enriquecimento
seletivo, em funcao do tipo de amostra a analisar.

Os resultados sugerem que este par foi mais apto para detectar L.
monocytogenes em amostras oriundas de ambientes com baixa temperatura e
com menor possibilidade de ocorréncia de graus mais acentuados de injuria,
conforme se infere dos resultados descritos na Tabela 2, ndo tendo se mostrado
apto para ser utilizado em fontes com temperaturas elevadas e/ou com pequeno
namero de bactérias aptas a crescer. Pode-se observar na mesma Tabela que, na
maioria das vezes, as fontes em o LL5/LL6 foi melhor em desempenho, a do par
LM1/LM2 foi pior. Isto foi observado em amostras de camaras-frias (ralos) e sala
de desossa (evaporadores), por exemplo.

Convém ressaltar que neste trabalho ndo foram avaliados os limiares
de deteccdo dos “primers” em razdo de se ter isolado o DNA das amostras
enriquecidas e ndo da bactéria em cultura pura, ja que nas primeiras a populacéo
presente é mista. Por outro lado, os resultados de limiares determinados com o
microrganismo em cultura pura ndo correspondem aos verdadeiros limiares
apresentados quando séo utilizados DNAs extraidos diretamente das amostras ou

apenas enriguecidas ou pré-enriquecidas.

6.3 Distribuicdo de Listeria spp. e L. monocytogenes nos matadouros-frigorificos

de origem das amostras

Das positivas para Listeria spp. no estabelecimento B, todas as fontes
analisadas apresentaram resultados elevados, com excecédo de cortes carneos,
gue ndo apresentou amostras positivas. E das positivas para L. monocytogenes,
somente amostras de salas de desossa e meias-carcagas mostraram percentuais
elevados, 15,62% e 14,28%.
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No estabelecimento C, todas as fontes apresentaram percentuais
elevados, tanto para Listeria spp. quanto para L. monocytogenes, principalmente
camaras-frias (50%), para ambas.

Levando em consideracao a baixa amostragem dos estabelecimentos D
e E, alguns sitios apresentaram elevados percentuais para Listeria spp., como
salas de desossa, meias-carcacas e salas de matanca no estabelecimento D e
salas de desossa, cortes carneos e meias-carcagas no estabelecimento E das
positivas para L. monocytogenes, somente salas de desossa e salas de matanca
apresentaram percentuais elevados no estabelecimento D, enquanto que cortes
carneos e meias-carcagas no estabelecimento E.

Estes resultados ndo sdo suficientes para classificar os Estados
analisados de acordo com os percentuais observados devido a baixa amostragem
dos Estados do Para, Bahia e Minas Gerais, mas séo fundamentais para avaliar a
disseminagédo dos microrganismos no pais.

Os resultados obtidos sédo preocupantes, pois a presenca do
microrganismo € indicativa de falhas operacionais e contaminacdo ambiental,

ocorrendo em todos os estabelecimentos analisados, independente do porte.

6.4 Distribuicdo de Listeria spp. e L. monocytogenes segundo a origem

geografica das amostras

Devem ser observados com cautela os percentuais acima descritos, uma
vez que a amostragem, na maioria das fontes e sitios analisados nos Estados do
Para, Bahia e Minas Gerais, consistiram de reduzidos numeros de amostras. Por
outro lado, estes resultados s&o importantes por evidenciarem a presenca de
bactérias do género Listeria em todas as fontes incluidas neste trabalho e na
maioria dos sitios de coleta.

Pode-se considerar que os percentuais obtidos de Listeria spp. e L.
monocytogenes em todos os estado foram elevados, principalmente se tratando
dos percentuais de L. monocytogenes, por se tratar de uma bactéria patogénica

com excecao do Estado de Minas Gerais, que ndo apresentou amostras positivas
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em nenhuma fonte analisada. N&o se pode afirmar que a auséncia do
microrganismo observada em Minas Gerais é conclusiva, devido ao reduzido
namero de amostras analisadas provenientes desta regiao.

O Estado com maior percentual de amostras positivas para Listeria spp.
foi o Estado do Mato Grosso, seguido pelo Estado do Mato Grosso do Sul, Séao
Paulo, Goias, Bahia e Para, percentuais elevados dos dois ultimos, mas com
pequena amostragem. Mesmo os Estados da Bahia e Para, com amostragem
pequena e com apenas trés e uma amostras positivas respectivamente, deve ter a
importancia deste achado ressaltada, dada a necessidade de se ressaltar a
presenca do microrganismo nesses Estados.

Nos Estados de Goias, Pard e Sado Paulo os percentuais foram inferiores
aos verificados nos demais, tendo variado de 13,84% a 16,34%, valores que foram
proximos entre os Estados. Mesmo estes percentuais serem inferiores aos demais
Estados, eles ndo podem ser considerados baixos.

Os percentuais de Listeria spp. e L. monocytogenes, no estado de Sao
Paulo foram considerados préximos variando de 12,42% a 16,34% (TABELA 4)
respectivamante. A mesma proximidade de resultados foi observado nos Estados
de Goias, Para e Bahia. Nos Estados do Mato Grosso do Sul e Mato Grosso, a
diferenca entre esses percentuais foram maiores.

A diferenca de percentuais obtidos em cada Estado é justificada pela
localizagc&o dos estabelecimentos como pode ser observada no Anexo.

O Estado com maior indice de positividade é o Estado do Mato Grosso,
sendo que das 50 amostras analisadas, 31 sao procedentes do estabelecimento A,
estabelecimento este com o maior nimero de amostras positivas.

Pode-se notar também que o Estado do Mato Grosso do Sul, foi obtido
alto percentual de amostras positivas, 42 das 71 amostras analisadas neste
Estado sdo de procedéncia também do estabelecimento A, fazendo com que o
percentual do estado se elevasse.

O Estado de Goias foi o Estado com menor percentual de positivos,

justificado também pelo fato de sua amostragem ter sido composta de sua maioria
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do estabelecimento B, estabelecimento com menos porcentagem de amostras
positivas.

O mesmo se repete com as amostras positivas para L. monocytogenes,
nos diferentes estados, a sequéncia de maior positividade confere com a de
Listeria spp., Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Sdo Paulo e Goias. Os estados da
Bahia e Para, também apresentaram indices de positividade elevados, mas devido
ao numero reduzido de amostras analisadas, ndo séo classificados juntamente
com os demais. O que justifica essa diferenca entre os estados, também é a
procedéncia dessas amostras.

Considerando as amostras positivas para Listeria spp. no Estado de Sao
Paulo, sdo considerados elevados os percentuais em todas as fontes, exceto salas
de matanca. No entanto podem ser considerados baixos os percentuais obtidos
em ralos e roletes de salas de matanca, evaporadores de camaras-frias e
evaporadores de sala de desossa, porcentagens variando de 5,55% a 9,09%.

Considera-se bastante elevados os percentuais obtidos em meias-
carcacas, em especial as quentes, ralos de camaras-frias e roletes da desossa. No
entanto vale ressaltar o pequeno numero de amostragem em algumas fontes,
como cortes carneos, camaras-frias e salas de matanca.

No Estado do Mato Grosso do Sul, elevados percentuais de Listeria spp.
foram obtidos em todas as fontes, exceto em camaras-frias. Dentre os sitios
analisados, esteiras da desossa, cortes embalados a vacuo, meias-carcacas
quentes e resfriadas, foram os sitios com maiores percentuais no Estado.

No Estado de Goiés, todas as fontes apresentaram elevados percentuais
de Listeria spp. com excecdo dos cortes carneos, Ccujos percentuais chegaram a
10%. Elevados percentuais foram observados principalmente em ralos e
evaporadores das camaras-frias e evaporadores da desossa.

No Estado do Mato Grosso, todas as fontes apresentaram altos indices
de positividade para Listeria spp., com excecdo da sala de matanca. Alguns sitios
apresentaram maiores percentuais, ralos da desossa (60%), evaporadores da
desossa (50%), cortes sem embalar (66,67%), ralos e evaporadores das camaras-
frias (50%) cada.
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Considerando as amostras positivas para L. monocytogenes no Estado
de S&o Paulo, todas as fontes apresentaram percentuais elevados, com excecao
das salas de matanca (6,67%) (TABELA 4), no entanto podem-se considerar
baixos os percentuais obtidos em ralos de salas de desossa e meias-carcagas
resfriadas.

No Estado do Mato Grosso do Sul, todas as fontes analisadas
apresentaram percentuais elevados, com excecdo das camaras-frias, mas alguns
sitios como esteiras de desossa, e cortes carneos nao embalados apresentaram
percentuais mais elevados que a média (50%) (TABELA 4).

Das amostras positivas para L. monocytogenes no Estado de Goias,
somente as amostras de camaras-frias, meias-carcacas e salas de matanca
apresentaram percentuais elevados, levando em consideracéo que algumas fontes
consistiram de pequenas amostragens.

No Estado do Mato Grosso, amostras de salas de desossa, cortes

carneos e camaras-frias apresentaram percentuais elevados.
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7. CONCLUSOES

e Listeria spp. e L. monocytogenes estdo amplamente disseminadas nas
fontes e sitios estudados, em niveis que podem ser considerados
elevados; sendo que Listeria spp. apresentou percentuais mais elevados
em todas as fontes e sitios, que L. monocytogenes;

e As maiores frequéncias de ocorréncias de Listeria spp. foram observadas
em salas de desossa, camaras-frias e meias-carcacgas, enquanto que as
de L. monocytogenes em salas de desossa e camaras-frias;

e O par de “primer’ LM1/LM2 revelou maior eficiéncia que o LL5/LL6, no
entanto a associacdo dos dois aumentou os niveis de deteccdo e foi
necessaria para identificar a totalidade de amostras positivas neste
trabalho;

e O par LL5/LL6 ndo se mostrou satisfatério para deteccdo de L.
monocytogenes nas fontes analisadas, sendo oportuna a avaliacdo de
outros “primers” para deteccao da bactéria nessas fontes;

e Os resultados obtidos indicam a necessidade de se avaliarem periodos
mais prolongados de incubagédo, sendo oportuno avaliar os efeitos do
enriguecimento  ndo-seletivo, seguido de uma etapa de pré-
enriquecimento seletivo;

e A presenca de Listeria spp. e L. monocytogenes foi observada em
percentuais elevados em todos os matadouros-frigorificos amostrados,
encontrando-se amplamente difundida nos mesmos;

e Listeria spp. e L. monocytogenes mostraram-se amplamente distribuida
em todos os Estados analisados, com excecdo de Minas Gerais, em
percentuais elevados, embora os maiores indices tenham sido verificados

no Mato grosso do Sul.
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