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RESUMO?®

A exportacdo de carne bovina possui lugar de destaque na economia brasileira, e,
com o intuito de aumentar a disputa por novos mercados, tem-se buscado a
producdo de alimentos de qualidade e seguros. Dentro dessa concepgao, a
presenca de Listeria monocytogenes constitui uma preocupacdo, devido a
gravidade das infecgOes, veiculadas por alimentos, em humanos. O objetivo deste
estudo foi avaliar a presenca de Listeria sp. e microrganismos mesofilos totais em
carcagas bovinas, em trés pontos da linha de abate, verificando os perfis de
resisténcia aos antimicrobianos das Listeria monocytogenes isoladas. Também
objetivou-se avaliar a presenca de Listeria sp. no ambiente de producéo onde as
carcacas foram processadas. Para tanto, suabes de superficie foram utilizados
para coletar as amostras no ambiente de producéo e nas carcacgas bovinas, sendo
as amostras ambientais inoculadas em placas Petrifilm para Listeria e as amostras
de carcaga avaliadas segundo métodos preconizados pela norma ISO 11290. Das
110 carcacas analisadas, 12 foram positivas para Listeria sp., as quais: 7 L.
innocua , 4 L. monocytogenes ,uma Listeria sp.Todas essas amostras foram
isoladas do ponto 1, onde os animais ainda estavam com couro. Das 200
amostras ambientais, 25 foram positivas para Listeria sp, sendo uma L.
monocytogenes e 24 L. innocua. Os isolados de L. monocytogenes foram
susceptiveis a todos os antimicrobianos testados. As contagens médias de
microrganismos meséfilos totais foram de 6,3 x 10% 4,9 x10° e 3,8 x10?
UFC/100cm? nos pontos 1, 2 e 3, respectivamente. Observou-se que no dia em
que as contagens totais foram mais elevadas nas carcacas, houve maior nimero
de isolamentos de L. innocua no ambiente, sugerindo contaminagao cruzada.
Palavras-Chave: Listeria sp, Listeria monocytogenes; carcaca bovina

1Dissertacao de Mestrado em Microbiologia Agricola e do Ambiente - Microbiologia de Alimentos,
Instituto de Ciéncias Basicas da Saude, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre,
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ABSTRACT*
The beff export ocupies a prominent place in the Brazilian economy, and, with the
aim of increasing competition for new markets, have sought the production of
quality food and insurance. Within this concept, the presence of Listeria
monocytogenes , the product is a concern, mainly due to the severity of infections
transmitted by food in humans. The objective of this study was to evaluate the
presence of Listeria sp. And mesophilic microrganism in carcasses of cattle in
three points of the slaughter line, checking the profiles of antimicrobial resistance
of Listeria monocytogenes isolated. It also aimed to assess the presence of Listeria
sp. in the production abbatoir environment industrial. For both, surfaces swabs
were used to collect samples in the production environmental cattle carcass,
environmental samples were inoculated in Petri film’s plate for Listeria and the
samples carcass was evaluated according to the methods suggested by ISO
11290. Of the 110 carcasses, 12 were positives for Listeria spp., which were
identified as L. innocua (7), L. monocytogenes (4), Listeria sp. (1). All samples
were isolated from a point where the animals were still with leather. Of the 200
environmental samples, 25 were positive for Listeria sp, being one L.
monocytogenes and 24 L. innocua. Isolates of L. monocytogenes were susceptible
to all antimicrobials. The average counts of mesophilic microrganism were 6,3 X
10% 4,9 x10? e 3,8 x10°UFC/100cm? in the points 1, 2 e 3, respectively. We could
see that on the total counts were higher in the carcasses higher number of L.
innocua in the environment, suggesting the possibility of cross contamination.
Key — Word: Listeria sp, Listeria monocytogenes, cattle carcass

! Master of Science dissertation in Agricultural Microbiology, Instituto de Ciéncias Basicas da
Saude, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brazil. (64 p.) December,
2010
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1 INTRODUCAO

O género Listeria € composto por seis espécies, sendo que a Listeria
(L.) monocytogenes emergiu, nos ultimos anos, como um importante agente de
Doenca Transmitida por Alimentos (DTA) (BORGES et al.,, 2009). A listeriose
alimentar caracteriza-se principalmente por septicemia, meningite e, nos casos
mais graves, meningoencefalite (JAY, 2005; MONTEVILLE AND MATHEWS,
2008; BORGES et al.,, 2009), acometendo principalmente idosos, criangas,
gestantes e pessoas imunodeprimidas. Devido a alta taxa de mortalidade, baixa
dose infectante e capacidade de formacdo de biofilmes essas bactérias vem
despertando atencdo especial das autoridades governamentais e da comunidade
cientifica da area de alimentos.

A carne bovina é uma excelente fonte de proteinas de alto valor
biol6gico, de vitaminas do complexo B e de minerais essenciais (especialmente
ferro e zinco), sendo muito utilizada na alimentagcio humana (FELICIO, 1998).

As condicbes sanitérias deficientes durante o abate dos animais,
cozimento inadequado, armazenamento impréprio e falta de higiene no preparo
dos produtos carneos sao fatores que podem propiciar a presenca de bactérias do
género Listeria nesses produtos. Além disso, a comprovacéo de produtos carneos
contaminados com L. monocytogenes pode prejudicar significativamente as
exportacdes, influenciando na economia do pais. Neste contexto, as L.
monocytogenes sao atualmente uma grande preocupacao para as industrias de

carne e 6rgaos de fiscalizagdo (KASNOWSKI, 2004).



O meio cientifico foi despertado para o perigo da listeriose apds
diversos surtos que ocorreram na década de 80 na América do Norte e Europa
(SCHLECH, 1988). Em seguida, diversos surtos também foram registrados em
diferentes partes do mundo, demonstrando a severidade da L. monocytogenes
transmitida por alimentos (JAY, 2005; MONTEVILLE AND MATHEWS, 2008).
Embora no Brasil ainda ndo haja relatos comprovados da transmissao de Listeria
através de alimentos, causando a listeriose alimentar, muitos trabalhos publicados
relatam a presenca do microrganismo em alimentos brasileiros (LOVETT, 1988;
SCHLECH, 1988; NASCIMENTO; CULLOR, 1994; INTERLAB, 2002). Nesses e
em outros estudos, a carne tem sido frequentemente apontada como um dos
principais vetores potenciais de listeriose (Brasil, 2009).

Com base nisso, a investigacdo de Listeria sp. na carne e nos
ambientes industriais de abatedouros frigorificos torna-se muito importante,
principalmente porque o Brasil €, atualmente, 0 maior exportador de carne bovina
do mundo (Ministério da Agricultura, 2008).

Paralelamente a pesquisa de Listeria sp., diversos microrganismos tém
sido pesquisados, objetivando, principalmente, a avaliacdo higiénico-sanitaria das
carcacas bovinas. A quantificacdo da populacdo de microrganismos mesofilos
aerdbios totais nas superficies das carcacas € comumente utilizada para isso, e
pode fornecer informacfGes importantes sobre os cuidados higiénico-sanitarios
durante as operacbes de abate, esfola e evisceracdo (ZWEIFEL & STEPHAN,

2003).



O presente estudo faz parte das atividades a serem desenvolvidas pelo
projeto “Implantacdo de um Centro Colaborador em defesa Agropecuaria para
Avaliacdo de Riscos Microbiologicos em Produtos de Origem Animal (CDA-
ARMPOA)”, aprovado no EDITAL CNPg/MAPA/SDA numero 64/2008, o qual esta
sendo desenvolvido em parceria com o MAPA e diversos outros Laboratorios de
Pesquisa do Brasil. Nesse projeto, um dos principais objetivos é a realizacdo de
uma avaliacdo dos riscos presentes na carne bovina brasileira, sendo que dados
sobre avaliacbes microbiologicas das carcacas bovinas de diferentes partes do

Brasil sdo indispensaveis para isso.



2 OBJETIVO GERAL:

Investigar a contaminacgéo de Listeria sp. em microrganismos mesofilos
totais em carcacas bovinas e em ambiente industrial de um abatedouro-frigorifico

exportador.

2.1 Objetivos Especificos:

- Isolar Listeria sp. que esteja contaminando o ambiente industrial e as
carcacas bovinas;

- Avaliar a presenca e quantificar as Listeria sp. em carcacgas bovinas,
em trés pontos do abate de um abatedouro frigorifico, sob Inspecdo Federal, no
Rio Grande do Sul;

- Avaliar a presenca e quantificar as Listeria sp. no ambiente industrial
de um abatedouro frigorifico, sob Inspecéo Federal, no Rio Grande do Sul;

- Caracterizar as L. monocytogenes isoladas quanto a resisténcia a
antimicrobianos;

- Avaliar a correlagédo da contaminacdo de Listeria sp. nas carcacas
bovinas e no ambiente industrial,

- Avaliar a correlacdo da contaminagéo de Listeria sp. e mesofilos totais
nas carcacas bovinas;

- Avaliar a capacidade de formacao de Biofilme.

-Testar Hipoclorito de sédio, Acido Peracético, Quaternario de Aménio e

Bacteriocina P11 quanto a capacidade de remocba do Biofilme.



3 REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 Género Listeria

Os microrganismos do género Listeria sdo bastonetes Gram positivos
curtos, ndo formadores de endésporos, anaerébios facultativos, em média
possuem 1 a 2um de comprimento e 0,5um de largura. Dentre as espécies do
género, a L. monocytogenes € a uUnica considerada patogénica e € movel a
temperatura de 10°C a 25°C devido a presenca de flagelos peritriquios,
apresentando movimento caracteristico denominado “tombamento” ou
“turbilhonamento”. A 37°C a movimentacdo do microrganismo € reduzida
notavelmente. O pH de crescimento da L. monocytogenes deve ser superior a 4,4,
sendo a faixa ideal entre 6,0 e 8,0 (FORSYTHE, 2010 E MONTVILLE E
MATTHEWS, 2008).

Em relacdo as caracteristicas bioquimicas, Listeria sp. sdo catalase
positivas, oxidase negativas, ndo apresentam hidrélise da uréia, ndo reduzem o
nitrato, sdo vermelho de metila e Voges-Proskauer positivas, indol negativas e
esculina positivas (LOW; DONACHE,1997). Possuem temperatura o6tima de
crescimento entre 30°C e 37°C, porém a temperatura minima de crescimento
encontra-se entre 1,0°C a 3,0°C e a maxima estd proxima a 45°C
(BILLE;ROCOURT:SWAMINATHAN, 1999; JAY, 2005). Caracterizam-se, também,
como microrganismos ambientais e, portanto, encontram-se amplamente
distribuidos na natureza, podendo ser encontrados em vegetacdo deteriorada,
solos, fezes de animais, silagem, esgotos, agua, carne crua e processada, leite

cru, queijos, vegetais crus e portadores assintoméaticos (VAZQUEZ- BOLAND et



al., 2001). O género Listeria inclui seis espécies: L.monocytogenes, L. ivanovii, L.
seeligeri, L. inGcua, L welshimeri, L. grayi, no entanto, apenas L.monocytogenes e
L. ivanovii sdo consideradas patogénicas, a primeira normalmente relacionada
com infec¢cdes em humanos e a segunda com abortos em animais (FORSYTHE,
2010).

A diferenciacdo das espécies do género Listeria sp. esta baseada na
presenca de atividade hemolitica e na fermentacdo de acglUcares como

demonstrado na Tabela 1 (JEMMI;STEPHAN, 2006).

Tabela 1 — Diferenciacéo Bioquimica das espécies de Listeria.

Producao de acido
Listeria spp. Hemolise | CAMP | D-Xilose L- Manitol
Rhamnose
L.monocytogenes + + - + -
L.seeligeri + +/- + - -
L. ivanovii ++ - + - -
L. innocua - - - \% -
L. welshimeri - - + Vv -
L. grayi - - - V +
+: positivo  +/-: levemente positivo  -: negativo V: Variavel CAMP:

referéncia aos descobridores do fendbmeno de hemodlise: Christie, Atkins, Munch,
Petersen.

As espécies de Listeria sdo caracterizadas por seus antigenos que
determinam 17 sorovares, dos quais 13 s&o representados pela L.
monocytogenes. Alguns desses antigenos sdo compartilhados com L. seeligeri e

L. innocua, a qual é muitas vezes considerada uma variante ndao patogénica da L.



monocytogenes. Além disso, a L. innocua tem sido considerada como um
indicador da contaminacdo da L. monocytogenes (AGUADO et al.,2004). Em
relacdo aos isolados alimentares, os principais sorovares encontrados pertencem
ao grupo antigénico 1/2 (1/2a, 1/2b, e 1/2c), enquanto 95% das infeccbes em
humanos sédo causadas por trés sorovares especificos 1/2a, 1/2b e 4b (CABRITA

et al., 2004; SWAMINATHAN; GERNER-SMIDT et al., 2007).

3.2 Listeria monocytogenes

E o principal agente causador de listeriose, doenca grave a qual
apresenta altas taxas de mortalidade. Devido a sua natureza ubiqua, ela pode ser
constantemente isolada na natureza, podendo contaminar alimentos crus ou
cozidos (FARBER; PETERKIN, 1991).

O microrganismo possui grande habilidade de crescer e suportar
condi¢des adversas como baixas temperaturas, pH acido, altas concentracdes de
sal, processos que sdo utilizados pelas industrias alimenticias para barrar o
crescimento de microrganismos patdogenos (GANDHI; CHKINDAS, 2007). Além
disso, possui facilidade de colonizacdo de superficies e formacdo de biofilmes
sobre equipamentos da industria de alimentos e ali permanecer por longos
periodos de tempo. Ha relatos de sobrevivéncia da L. monocytogenes em
biofilmes por periodos superiores a 10 anos (KATHARIOU, 2002; TOMPKIN,

2002; SWAMINATHAN; GERNER-SMIDT, 2007).



3.3 Listeriose

A listeriose é considerada um sério problema de saude publica devido a
severidade dos sintomas e alta taxa de mortalidade, em torno de 30%
(SWAMINATHAN; GERNER-SMIDT, 2007). A principal fonte de transmissado é a
ingestdo de alimentos contaminados. A listeriose atinge principalmente pessoas
com o sistema imunolégico comprometido, como gravidas, recém nascidos,
idosos, diabéticos, portadores de neoplasias e da Sindrome da Imunodeficiéncia
Adquirida (AIDS) (FARBER; PETERKIN, 1991).

A dose infectante da L. monocytogenes, bem como seu periodo de
incubacdo ndo estdo bem definidos, porém acredita-se que o aparecimento dos
sintomas possa ocorrer de 30 a 70 dias ap06s a ingestdo de alimentos
contaminados, dificultando a identificacdo da origem desta contaminagéo
(LECUIT, 2007). Em relagdo a dose infectante, esta depende da susceptibilidade
do hospedeiro e da linhagem envolvida (MCLAUCHLIN, 2004). A quantidade de
microrganismos ingeridos para o desenvolvimento da listeriose pode variar de 10°
a 10° unidades formadoras de col6nias (UFC), dependendo do estado imunolégico
do individuo (JEMMI; STEPHAN, 2006).

Os sintomas sdo bastante parecidos entre os individuos infectados.
Duas formas béasicas podem ser observadas: a listeriose neonatal e listeriose em
adultos (VAZQUEZ-BOLAND et al.,, 2001). Na sua forma invasiva, a L.
monocytogenes, adquirida através da ingestdo de alimentos contaminados, €
capaz de atravessar a barreira intestinal, alcancando figado e baco, podendo

multiplicar-se até altos niveis nestes o6rgdos. Em seguida, podem causar



bacteremia e migrar até o cérebro ou placenta, causando meningite e encefalite
em individuos com sistema imunolégico comprometido, abortos em gravidas e
infeccdo generalizada em neonatos (ACHA & SZYFRES, 2001, CRUZ et al.,

2008).

3.4 Tratamento da listeriose

O tratamento de escolha para a listeriose em sua forma invasiva
consiste na administracdo de altas doses de penicilina ou ampicilina normalmente
associada a um aminoglicosideo. Para pacientes alérgicos as penicilinas, o
tratamento é realizado com sucesso, utilizando a combinagdo da vancomicina e
um aminoglicosideo ou sulfametoxazol-trimetropim (TMP-SMX) em associacao
com rifampicina. As linhagens de L. monocytogenes sdo, normalmente, resistentes
as cefalosporinas, e por esse motivo ndo devem ser utilizadas no tratamento da
listeriose (SCHLECH, 1998; SWAMINATHAN; GERNER-SMIDT, 2007). Segundo
estudos realizados por TROXLER et al. (2000), as linhagens de L. monocytogenes
sdo naturalmente susceptiveis as penicilinas, aminoglicosideos, trimetoprim,

tetraciclina, macrolideos e vancomicina.

35 Ocorréncia de Listeria em Alimentos

DEDIOL et al. (2002) ressaltaram que muitos animais sdo portadores de
L. monocytogenes no trato intestinal, o que impossibilita sua total eliminacéo da
carne crua. Este fato associado ao carater ubiquo do patégeno e a falhas de

higiene, pode possibilitar a contaminag&o dos alimentos.
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Deste modo, os alimentos incriminados em listerioses podem ser: leite
cru, carnes bovina, suina e aves, pescado, embutidos, carne moida, produtos
carneos crus e termoprocessados, entre outros (FRANCO; LANDGRAF, 1996;
GERMANO; GERMANO, 2001; DEDIOL et al., 2002).

DESTRO e SERRANO (1990) advertiram para a sobrevivéncia do
microrganismo em carnes de cordeiro, suino e bovina moida, mantidas a 0° C, por
20 a 24 dias. Também descreveram outros produtos que possibilitaram a
sobrevivéncia de L. monocytogenes como salames, embutidos, peito de frango e
musculo bovino.

Em um 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 do microrganismo em produtos carneos
também foi demonstrada por TRUSCOTT (1988) ao isolar Listeria spp. em 45 das
50 amostras de carnes analisadas no Canada. Na Franca, LE GUILLOX et al.,
(1980) também demonstraram a ocorréncia de L. monocytogenes em 4,9% das
amostras avaliadas de carcaca bovina, 21,2% das amostras de carne moida e em
19,8% das amostras de carne moida congelada.

Dentre os trabalhos realizados no Brasil referentes ao isolamento de
Listeria em alimentos, destacam-se alguns, como: a analise de 20 produtos
carneos e lacteos, nos quais foi detectada a presenca de L. monocytogenes em
65% das amostras de carne moida e 10% das amostras de queijo tipo frescal

(DESTRO et al.,1992). Entre amostras originarias de 25 quartos dianteiros
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bovinos, utilizados como matéria-prima para a industrializagéo, 24 foram positivas
para L. monocytogenes (PICCHI et al., 1999).

De um modo geral, com a finalidade de prevenir a infeccdo por L.
monocytogenes, € necessaria a implementacao de rigidos controles nos locais de
processamento dos alimentos. A implementacédo de Boas Praticas de Fabricacao
(BPF), Procedimentos Padrao de Higiene Operacional (PPHO) e Programas de
Andlise de Perigos e Pontos Criticos de Controle (APPCC) pode ser muito
importante (Brasil, 2009) para minimizar ou prevenir a contaminacdo por Listeria
sp. Além disso, a realizacdo de monitoramento dos produtos carneos e do seu

ambiente de industrializacdo pode contribuir com o controle das Listeria sp.

3.6 Formacdao de Biofilmes por Listeria sp.

As superficies comumente utilizadas para o processamento de
alimentos, como polietileno, polipropileno, ago inoxidavel, madeira, teflon e vidro
podem permitir a colonizagdo e o crescimento microbiano, podendo originar a
formacéao de biofilmes, inclusive pelas Listeria sp.

Listeria monocytogenes e outras espécies de Listeria podem
contaminar alimentos processados por meio de biofilmes em equipamentos
utiizados na producdo, além disso, essa bactéria pode persistir, através de
biofilmes, na indGstria de alimentos (LUDEN et al.,, 2002; LIN et al., 2006).
Diversos trabalhos relatam que as L. monocytogenes podem formar biofiimes
sobre superficies de materiais uitlizados nas industrias de alimentos (ZOOTTOLA,

1994; RATTI, 2006).
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Na verdade, L. monocytogenes tem sido frenquentemente encontrada
em plantas de processamento de alimentos, permanecendo em lugares
inacessiveis durante os procedimentos de limpeza (HOOD e ZOOTTOLA, 1995).
Este microrganismo ja foi isolado de canais de escoamento, reservatérios de
agua, superficies que entram em contato com os alimentos (WONG, 1998; LUDEN
et al., 2000) entre outros, sendo, portanto, bastante provavel a sua presenca em

plantas processadoras de carne.

3.7 Microrganismos Indicadores — Mesofilos totais

Os mesdfilos totais sdo microrganismos que podem se multiplicar em
temperaturas entre 20°C e 45°C, porém sua temperatura 6tima esta entre 30°C e
40°C (JAY, 2005).

Espécies de mesdfilos podem ser observadas em diversos tipos de
alimentos, inclusive aqueles armazenados em temperatura de refrigeracéo.
Nestas, aparentemente, tais microrganismos nao se multiplicardo, contudo assim
o fardo quando esses alimentos forem colocados em temperaturas da faixa dos
mesofilos e se as outras condicdes também forem favoraveis. Exemplos de
bactérias mesofilas sdo: Escherichia coli, Staphyloccocus aureus, Salmonella sp
(JAY, 2005; MASSAGUER, 2006), entre muitos outros.

A obtencdo adequada de carnes bovinas em abatedouros deve ser
realizadas através de procedimentos padronizados e definidos pela legislacéo

vigente, incluindo aspectos relacionados a higiene das instalacdes, equipamentos
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e utensilios, além da qualidade da &gua utilizada nas diferentes etapas do abate
(BRASIL, 1997).

Em um trabalho realizado na Australia, por PHILLIPS et al. (2001),
sobre a qualidade microbioldgica de carcacas bovinas (regido da cauda, flanco e
peito), analisando 1.275 amostras de carcacas refrigeradas, 10,3% estavam
contaminadas com Escherichia coli, 24,3% continham Staphylococcus coagulase-
positivos e 0,2% das carcacas estavam contaminadas com Salmonella sp.
COLLOBERT et al. (2002), analisando 233 carcacas bovinas, avaliaram
microrganismos  mesofilos  anaerdbios, enterobactérias, Staphylococcus
coagulase-positivas, coliformes fecais e Salmonella sp. Os resultados
demonstraram populacdes médias de 26,3; 7,2; 1,3; 1,8 e 6,0 x 10° UFC/cm?,
respectivamente, sendo que trés carcacas estavam contaminadas por Salmonella
sp.

A contaminag¢do microbiana inicial da carne é resultado da introducao
de microrganismos provenientes de muitas fontes como o couro, as facas de
sangria, o ambiente de producéo, equipamentos, manipuladores, demais partes de
préprio animal, entre outras. Microrganismos mesofilos podem ser encontrados no
sistema vascular quando facas néo esterilizadas séo utilizadas para sangria do
animal (HEDRICK et al.,, 1994). Ap6s a sangria e quando o animal deixa de
apresentar movimentos reativos, inicia-se a esfola, a qual constitui em um ponto
importante do abate, tendo em vista as possibilidades de contaminacdo da
superficie das carcagas a partir de microrganismos existentes na pele, nos pélos e

cascos dos animais (LAMBERT et al., 1991). Segundo GRAU (1974), a pele
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geralmente é considerada a fonte de origem da maioria das contaminacdes
microbiolégicas das carcacas, concordando com GILL et al. (1998) que afirmaram
que a maioria das bactérias que contaminam as carcacas séo depositadas na sua
superficie durante as operacdes de abate, sendo que boa parte destas bactérias
tém origem na pele. A microbiota normal da pele e os microrganismos do solo e
fezes constituem outros contaminantes das carcacas, das quais fazem parte
leveduras, membros das familias Bacillaceae, Micrococaceae,
Enterobacteriaceae, além de Corynebacterium, Moraxella, Acinetobacter,
Flavobacterium e Listeria sp. (GIL, 2002).

BELL (1997) demonstrou que os locais das carcacas que tiveram
contato direto com contaminacéo fecal contida na pele, apresentaram contagem
de microrganismos aerébios igual ou superior a 10* UFC/cm? e E. coli superior a
10> UFC/cm?. A Escherichia coli é considerada como integrante da microbiota
normal do intestino do ser humano e animais, geralmente n&o patogénica.
Entretanto, algumas cepas podem produzir infec¢des do trato urinario, em feridas,

enterites e, ocasionalmente, septicemia e meningites (VARNAN e EVANS, 1991).



4 MATERIAIS E METODOS
4.1 Amostragem

Com o auxilio do Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento
(MAPA), um abatedouro frigorifico, sob Inspecdo Federal (SIF) foi selecionado.
Esse estabelecimento estava localizado na regido serrana do RS e foi escolhido
por ser um abatedouro frigorifico exportador de carne bovina, critério esse
necessario para fazer para do estudo “Implantacdo de um Centro Colaborador em
defesa Agropecuaria para Avaliacdo de Riscos Microbiolégicos em Produtos de
Origem Animal (CDA- ARMPOA)”. Antes de cada coleta, o abatedouro frigorifico
foi contatado previamente. Foram analisadas treze visitas para as coletas,que
eram realizadas a cada 15 dias, em cada visita era coletada uma média de
carcacas, todas as visitas foram feitas no inicio do abate por volta das 6h30
minutos da manha. Foram amostradas 110 carcacas bovinas, em trés pontos
diferentes do processo (Ponto 1: apds a sangria, ainda com a presenca do couro,
Ponto 2: apos a retirada do couro, antes evisceracdo e Ponto 3: apés divisdo da
carcaca, antes do chuveiro de toalete), perfazendo um total de 330 amostras. As
coletas foram realizadas, utilizando esponjas estéreis, embebidas em 19ml de
solucdo salina peptonada (NaCl 0,85% + Peptona de caseina 0,1%, Oxoid Ltd.,
Hampshire, England), armazenadas em sacos plasticos também estéreis. As
carcacas foram amostradas na regido do peito dos animais, seguindo normas
internacionais (ANDREWS e HAMMACK, 1998). Em cada um dos trés pontos do
processamento foram amostradas quatro areas de 100cm?, com auxilio de quatro

esponjas estéreis, as quais foram colocadas em uma Unica bolsa plastica, apés as
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coletas. As bolsas plasticas contendo as esponjas foram transportadas para o
Laboratério de Microbiologia e Controle de Alimentos do Instituto de Ciéncia e
Tecnologia de Alimentos (ICTA/UFRGS) para serem analisadas. No Laboratério, a
cada bolsa plastica foram adicionados 200mL de solucédo salina peptonada estéril,
sendo a mistura homogeneizada em Stomacher (SEWARD, New York, United

States of América), previamente as analises microbioldgicas.

4.2 Anélises Microbioldgicas
42.1 Pesquisa, enumeracao e caracterizacao de Listeria sp.

A pesquisa e a enumeracao de Listeria spp foram realizadas conforme
descritas nas ISO 11290-1 e 11290-2 (INTERNATIONAL ORGANIZATION FOR
STANDARDIZATION, 2002).

Uma aliquota de 40mL da suspensdo homogeneizada foi centrifugada e
o sedimento suspendido em Caldo Half Fraser (Oxoid Ltd., Hampshire, England),
o qual foi incubado a 20°C, por 1 hora.

Para a enumeracédo de Listeria spp. uma aliquota de 1,0mL do Caldo
Half Fraser, apés a incubacao de 1 hora, foi semeado em superficie de placas de
agar Cromogénico Seletivo para Listeria (Oxoid Ltd., Hampshire, England). As
placas foram incubadas a 37°C, por 48 horas. Ap6s este periodo, as colonias
caracteristicas foram contadas e 3 a 5 dessas coldnias foram selecionadas e
semeadas em TSA adicionado com extrato de levedura (TSAYE, Oxoid Ltd.,
Hampshire, England ) e incubadas a 37°C, por 24 horas. As col6nias tipicas de

Listeria sp. foram submetidas a identificagdo bioquimica descrita a seguir.
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Para a investigacdo da presenca de Listeria sp., apdés a incubacéo
inicial e a retirada da aliquota para a enumeracao, foi adicionado o suplemento do
caldo Half Fraser, com incubacdo a 30°C, por 24 horas. Decorrido este periodo,
uma aliquota de 0,1mL foi transferida para tubo contendo 10mL de caldo Fraser e
incubado a 37°C, por 48 horas. Em seguida, foi realizada a semeadura em placas
de agar Cromogénico Seletivo para Listeria e agar Oxford, que foram incubadas a
37°C, por 48 horas. Entre 3 e 5 coldnias caracteristicas foram semeadas em
TSAYE e incubadas a 37°C, por 24 horas. Apés a verificacdo de sua pureza, os
isolados foram submetidos as provas bioquimicas para identificacao.

Os isolados purificados oriundos da enumeracdo e da deteccdo foram
submetidos as provas para a producdo de catalase, motilidade e fermentacéo de
carboidratos (dextrose, xilose, ramnose e manitol) e producdo de B-hemolise

(MACFADDIN, 2000).

4.3 Susceptibilidade a Antimicrobianos

Para a determinacdo do perfil de susceptibilidade antimicrobiana, foi
empregado o método de difusdo em placa conforme recomendado por National
Comittee for Clinical and Laboratory Standards Institute (NCCLS/CLSI, 20022).
Foram utilizados discos dos seguintes antibidticos: B-lactamicos (ampicilina 10ug),
glicopeptideos (vancomicina 30ug), aminoglicosideos (gentamicina 10ug),
macrolideos (eritromicina 15ug), tetraciclinas (tetraciclina 30ug), quinolonas

(ciprofloxacina 5ug) e cloranfenicol 30ug e carbapenémico (imipenem 10 ug).
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Uma vez que ndo ha padrées ou limites para os antimicrobianos as
serem testados em Listeria sp, os limites utilizados foram aqueles estabelecidos

para Staphyloccocus sp. , conforme publicado por De Nes F et. al. (2010).

4.4 Deteccédo e Enumeracao de Listeria sp. no ambiente
industrial

Amostras ambientais foram coletadas em 100cm? de superficie de
alguns pontos da planta de abate (paredes, ralos, mangueiras e equipamentos),
onde as carcacas bovinas foram processadas. As coletas foram realizadas através
de Swab Sampler, contendo 1mL de caldo Letheen (3M™) para transporte até o
Laboratério de Microbiologia e Controle de Alimentos do ICTA/UFRGS, onde
foram realizadas as analises microbiologicas. Uma vez no Laboratério, foram
adicionados 2mL de Agua Peptonada (1%) aos tubos contendo os Swabs e caldo
Letheen, os quais permaneceram a temperatura ambiente (até 25°C) durante 1
hora e, no maximo 1lhora e 30 minutos, para recuperacdo de bactérias
estressadas. Em seguida, foram vertidos os 3mL (ImL de Caldo Letheen
adicionado de 2mL de Agua Peptonada 1%) sobre placas Petriflm™ EL, que
foram incubadas a 35° C, por 28 a 30 horas, antes da leitura dos resultados.
Foram analisadas um total de 200 amostras, em nove visitas ao abatedouro
frigorifico, permitindo o acompanhamento do historico de provaveis melhorias

implementadas.



19

4.5 Formacao e Remocéao de Biofilme

45.1 Confeccao e Preparacgédo de Corpos de Prova

Corpos de prova de polietileno e de aco inoxidavel (AISI 316) foram
confeccionados no Instituto de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos - ICTA/UFRGS,
e apresentaram as seguintes dimensdes: Corpos de prova de polietileno: 2 x 2cm
x 0,7cm e Corpos de prova de ago inoxidavel: 7 x 2cm x 0,1cm. Previamente aos
ensaios de adesdo bacteriana, os corpos de prova foram imersos em solucao
0,3% de detergente neutro, por 1 hora, e esfregados, sendo em seguida
enxaguados com agua destilada, pulverizados com alcool 70% para desinfeccéo e
secos a 60°C. Apos a higienizacdo completa, foram autoclavados a 121°C, por 15
minutos e mantidos em recipiente hermeticamente fechado até o momento do

ensaio (ROSSONI et al., 2000).

45.2 Formacao dos Biofilmes Sobre os Corpos de Prova

Uma Listeria monocytogenes isolada do ambiente de producédo do
abatedouro-frigorifico foi utilizada para a realizagéo dos experimentos de formacao
e remocdo de biofilmes. Colbnias tipicas que cresceram em meio Cromogénico
para Listeria foram semeadas em 2mL de caldo BHI (Brian Heart Infusion, Merck)
e foram incubados a 37°C, por um periodo de 24 horas. Um mL dessa cultura foi
adicionado em 99mL de agua peptonada 0,1% estéril (Casein Peptone RM 714 —
Himedia®) e entdo utilizada para a formacao de biofiimes sobre os corpos de

prova. Essa suspensdo bacteriana continha aproximadamente 10" UFC/mL.
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Os corpos de prova de Polietileno e de aco inoxidavel, esterilizados
previamente, foram imersos nessa suspensdo bacteriana por 15, 45, 90 e 180

minutos, em temperatura ambiente.

45.3 Anélise da Formacéao de Biofilme

Os corpos de prova ap0s permanecerem imersos nos tempos citados
no item acima foram lavados com 1 mL de agua destilada estéril, a fim de
remover as células fracamente aderidas, em seguida foram colocados em um
recipiente contendo 50mL de Agua Peptonada 0,1 % estéril e imediatamente
sonicados no desruptor de células ultrasénico (USC 700, UNIQUE) para que
todas as células aderidas se soltassem da superficie testada (SINDE et al., 2000).
DiluicBes seriadas decimais foram realizadas, e uma aliquota de 20uL de cada
uma delas foram semeados em meio Agar BHI (Agar powder Bacteriological RM
026 - Himedia®; Brain Heart Infusion CM 0225 - Oxo0id®), pelo método de gota
(SILVA, 2007). As placas foram incubadas a 37°C, por 24h, para contagem das
colonias. Cada semeadura e contagem foram realizadas em duplicata e cada

experimento foi repetido pelo menos duas vezes.

45.4 Remocao de Biofilme

Os mesmos procedimentos descritos nos itens 4.4 e 4.5 foi realizado
para obter corpos de prova com biofiimes de Listeria monocytogenes. Uma vez
que o tempo de contato de 3 horas foi o que gerou maior niumero de células
aderidas, esse tempo foi escolhido para a formacgao de biofilme sobre os corpos

de prova de polietileno e aco inoxidavel. Apds a formagéo de biofilme, cada corpo
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de prova foi imerso em solucdo de acido peracético (Kalyclean® S 380) a 1%,
hipoclorito de sddio (.Kalyclean®S 322 ) a 1% e Cloreto de Alquil Dimetil Benzil
Amobnio - Quaternario de Amonio (.Kalyclean®S 370) a 2%, separadamente. As
concentracbes de cada desinfetante foram determinadas conforme as
recomendacdes dos fabricantes desses produtos. Os tempos de imerséo testados
neste estudo foram de 1 minuto e de 10 minutos.

Para controle, um corpo de prova de cada material, contendo biofilme
formado, foi imerso apenas em agua peptonada 0,1%, ndo sendo colocado em
contato com os desinfetantes.

As solucbes de desinfetantes foram preparadas imediatamente antes
da imerséo dos corpos de prova contendo os biofilmes de L. monocytogenes.

Apbés o tempo de 1 minuto e 10 minutos, respectivamente, 0s corpos de
prova foram retirados da solucdo desinfetante e colocados em contato, por 3
segundos, com uma solucéo 0,6% de Tiossulfato de Sodio, para neutralizar a acao
do acido peracético, e de Tween 2%, para neutralizar a acdo do quaternario de
amoénio (KICH et al., 2004; KUNIGK, 2001; JOSEPH et al., 2003, APHA, 2001).
Em seguida os corpos de prova foram imersos em um recipiente com 50 mL de
agua peptonada 0,1% estéril e sonicados por 10 minutos no desruptor de células
ultrasénico (USC 700, UNIQUE) para que as células aderidas se soltassem da
superficie dos corpos de prova (SINDE et al., 2000). Os corpos de prova utilizados
como controles foram submetidos aos mesmos procedimentos que 0s corpos de

prova desinfetados.
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Diluicbes decimais seriadas foram feitas para cada amostra sonicada,
sendo que 20uL das mesmas foram semeados em meio Agar TSA, pelo método
de gota (SILVA, 2007), sendo as placas entédo incubadas por 24h a 37°C para a
contagem das UFC/cm2. Cada semeadura e contagem foram realizadas em

duplicata e cada experimento foi repetido pelo menos duas vezes.

455 Remocado de Biofilme com Bacteriocina de Bacillus sp.
P11

O mesmo procedimento descrito nos itens 4.4 e 4.5 foram realizados
para obter os corpos de prova com aderéncia de Listeria monocytogenes. Os
corpos de prova com biofilmes foram imersos em solucdo de Bacteriocina de
Bacillus sp. P11. Essa bacteriocina foi proveniente do sobrenadante de cultivo de
Bacillus sp P11, o qual foi cultivado em BHI por 24 horas a 37° C. Apés o periodo
de incubacao a cultura foi centrifugada a 4°C por 15 mim. a 10.000g e separado o
sobrenadante das células bacterianas. O sobrenadante foi congelado a -15° C. O
Bacillus sp. P11 foi isolado do intenstino do peixe Piau-com-Pinta, da Bacia
Amazonica. Essa bacteriocina demonstrou atividade antimicrobiana contra a
Listeria monocytogenes (LEAES; VANIN; SANT'ANNA & BRANDELLI, 2010) na
concentracdo de 528 UA/mL. A bacteriocina foi gentilmente doada pela Quimica
Industrial, Doutoranda Fernanda Leées, do grupo de pesquisa do Laboratério de
Bioguimica e Microbiologia Aplicada do ICTA/UFRGS, coordenado pelo Professor
Adriano Brandelli A Bacteriocina foi preparada em duas diluicbes, 1:2 e 1:10,
conforme orientagcéo do grupo de pesquisa que forneceu a mesma. Os tempos de

imersao testados neste estudo foram de 1 minuto e de 10 minutos.
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Para controle, um corpo de prova de cada material nao foi colocado em
contato com a bacteriocina.

As diluicdes da Bacteriocina, foram realizadas imediatamente antes de
colocar os corpos de prova em imersao. Apés o tempo de 1 minuto e 10 minutos
respectivamente, os corpos de prova foram retirados da solucéo e colocados em
uma solucéao neutralizadora de Tween 2%, por 3 segundos, para que a acao da
bacteriocina fosse interrompida. Em seguida os corpos de prova foram imersos em
recipiente com 50mL de agua peptonada 0,1% e sonicados por 10 minutos no
desrruptor de células ultrasénico (USC 700, UNIQUE) para que as células
aderidas se soltem da superficie testada (SINDE et al., 2000). Diluicdes decimais
seriadas foram realizadas para cada amostra sonicada, sendo que 20uL das
mesmas foram semeados em meio Agar TSA, pelo método de gota (SILVA, 2007)
e entdo incubados por 24h a 37°C para a contagem das UFC/cm?2. Cada contagem
foi realizada em duplicata e cada experimento foi repetido pelo menos duas vezes,

repetindo este mesmo procedimento também com os corpos de prova controle.

4.6 Enumeracdo de Microrganismos Mesofilos Totais nas
Carcacas Bovinas

As populacdes de microrganismos mesofilos totais foram quantificadas
em cada ponto um dos trés pontos de cada amostra de carcaca bovina, através de
placas Petrifilm para contagens de aerdbios (3M). No Ponto 1 as diluicdes foram
de 102 a 10™, e nos Pontos 2 e 3 as diluicées foram de 10 a 10°. Essa diferenca

de diluicdo entre os Ponto 1 com os Pontos 2 e 3, se deu porque no Ponto 1 o
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animal ainda estava com o couro, havendo uma contaminagcdo maior. Todas as
diluicbes foram plaqueadas incubadas a 37°C por 48 horas.

As contagens de mesofilos totais foram correlacionadas com os
resultados de Listeria sp.

Os resultados obtidos no presente Projeto foram enviados para
Universidade de Sao Paulo (USP), a fim de serem agrupados com os resultados
dos demais Laboratérios envolvidos no Projeto “Implantagcdo de um Centro
Colaborador em defesa Agropecuaria para Avaliacdo de riscos Microbiolégicos em
produtos de origem animal (CDA- ARMPOA)’, Coordenado pela Prof?. Dra.
Bernardete D. G. M. Franco. Os resultados relativos a pesquisa e enumeracao de
Listeria sp. foram enviados a empresa 3M do Brasil, para analise critica dos

resultados, e avaliacao das placas Petrifilm para Listeria sp.



5 RESULTADO E DISCUSSAO
5.1 Listeria sp. em carcacas bovinas

Das 110 carcacgas bovinas analisadas, 12 (10,90%) foram positivas para
0 género Listeria, distribuidos nas seguintes espécies: Listeria innocua 7 (6,36%),
4 Listeria monocytogenes (3,63%) e 1 Listeria sp. (0,90%). Todas as Listeria sp.
foram isoladas no Ponto 1, quando os animais ainda estavam com couro. O fato
de nenhuma Listeria sp. ter sido isolada nos pontos 2 e 3, sugere que a retirada no
couro foi realizada de forma correta e que o abatedouro-frigorifico realizou
procedimentos adequados de BPF.

Em relacdo aos métodos adotados para o isolamento de Listeria sp.,
observou-se que todos os isolados de L. innocua e de L. monocytogenes foram
recuperados em ambos os meios de cultura utilizados, isto € meio Oxford e Agar
Cromogénico.

Na metodologia de enumeracéo, Listeria sp. ndo foi constatada, apenas
colénias semelhantes as de Listeria, as quais foram identificadas como sendo de
leveduras e Enterococcus spp. (coldnias puntiformes, azuladas devido a producéao
da enzima Beta-D-glucosidase) (STESSL et al., 2009) Nesse método de
quantificacdo, as amostras foram submetidas a uma etapa de recuperacao celular
por apenas 1 hora em caldo half-fraser, sem suplementac&o. E possivel que esse
resultado tenha sido alcancado devido ao baixo numero de colbnias de Listeria sp.
realmente presentes na superficie das carcacas, as quais ndo foram detectadas
pelo método, e/ou devido a influéncia da microbiota acompanhante, que pode ter

interferido no desenvolvimento de colbnias de Listeria sp no meio &gar
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Cromogénico. Nesse sentido, a utilizacdo de uma etapa de crescimento em meio
liquido seletivo, por mais de 1 hora, como é realizado no método qualitativo, pode
favorecer o aumento da populacao de Listeria sp. em relacdo aos contaminantes e
permitir o desenvolvimento e visualizacdo de colbnias de Listeria sp. no meio
sélido seletivo diferencial. A semeadura direta em agar Cromogénico, sem ser
precedida dessa etapa de enriquecimento pode n&do permitir o isolamento de
Listeria, o que ja foi proposto por outros autores (VLAEMYNCK et al., 2000;
STESSL et al., 2009).

L. monocytogenes é a espécie de Listeria investigada no ambito da
inocuidade dos alimentos. Entretanto, a presenca de outras espécies de Listeria
pode ser interpretada como um indicativo de condicbes adequadas para a
presenca da espécie patogénica (VITAS et al., 2004), portanto seu isolamento
deve ser considerado um risco no ambiente de frigorificos e nas carcacas.

Dos quatro isolados de L. monocytogenes, trés foram classificados
como sorotipo 1/2a e um como L. monocytogenes rugosa. Os sorotipos 1/2a, 1/2b
e 1/2c sdo os mais encontrados em produtos carneos e no ambiente de abate
(THEVENOT et al.,, 2006; SWAMINATHAN & GERBER-SCHMIDT, 2007,

GIANFRANCESCHI et al., 2009).

5.2 Listeria sp.no ambiente industrial

Entre as 200 amostras analisadas, 25 (15,5%) apresentaram col6nias
tipicas de Listeria sp., sendo apenas uma identificada como L. monocytogenes

sorotipo 4b. As demais amostras foram identificadas como L. innocua. Dentre as
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amostras positivas, 14 foram coletadas em ralos, sendo 13 L. innocua e uma L.
monocytogenes, representando 56% do total de amostras positivas coletadas no
abatedouro frigorifico. Amostras positivas dos ralos foram coletadas em cinco das
sete visitas ao frigorifico (Tabela 2), sugerindo que os mesmo sao fontes
expressivas de Listeria sp. e a sua higienizacao deve ser enfatizada.

Outras quatro amostras positivas (L. innocua) foram encontradas em
cubas de descarte, representando 20% do total de amostras coletadas; e duas em
uma mesa de evisceracdo, representando 8%. Além disso, foram encontradas
uma amostra positiva no bucal da saida em uma mangueira, uma em uma parede,
uma em uma serra, uma em uma faca, representando 4%, 4%, 4% 4%
respectivamente do total de amostras positivas para L. innocua.

As contagens de colbnias tipicas de Listeria sp. nos ralos variaram
desde uma Unidade Formadora de Colbénia (UFC), até valores superiores a
100UFC/cm? (valores incontaveis, segundo informacdes do fabricante), sendo que
quantidades semelhantes também foram encontradas no bucal da uma mangueira
e em algumas cubas de descarte.

Um fato interessante € que na primeira coleta (09/11/2009), todas as
amostras de ralo apresentaram colbnias tipicas de Listeria sp. Cerca de dois
meses depois, no dia 25/01/2010, amostras de ralos também foram positivas para
L. innocua (n=2) e L. monocytogenes (n=1), assim como foi detectada L.
monocytogenes em trés carcacas. Do mesmo modo, no dia 29/03/2010, duas
entre trés amostras de ralos foram positivas para L. innocua, assim como uma

carcaca bovina. Esses resultados sugerem que a presenca de Listeria sp. no
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ambiente industrial pode levar a contaminag&o de produtos em processamento ou
que matérias-primas contaminadas podem contaminar o ambiente industrial. De
qualquer forma, a higienizacéo rigorosa do ambiente de abatedouros-frigorificos
deve fazer parte de medidas de controle para prevenir as Listeria sp. e L.
monocytogenes.

Amostras positivas para L. innocua da parede, de trés cubas, de um
“chutts” (escorregador) e da serra foram coletadas no dia 08/02/2010, quando
visivelmente havia maior nimero de residuos no ambiente de processamento do
abatedouro frigorifico. No dia 29/03/2010, uma amostra positiva para L. innocua foi
coletada de uma faca. A contaminacdo de utensilios como facas e serras €&
preocupante, uma vez que eles entram em contato direto com as carcacgas. Além
disso, a presenca desse organismo nesses utensilios foi um fato curioso porque
eles foram higienizados a cada carcaca processada, conforme procedimentos
preconizados pelo MAPA.

No dia 25/01/2010, uma amostra do bucal da mangueira foi positiva
para L. innocua, contudo esse microrganismo nao foi encontrado em demais
partes da mangueira, nas coletas realizadas. Isso pode ser explicado pelo fato
dela encontrar-se frequentemente enrolada em seu suporte, ficando apenas o
bucal da mesma, as vezes, em contato com o chdo. Enfatizando a necessidade
desse tipo de cuidado, em 2007, ocorreu um surto de listeriose em
Massachussetts, EUA, envolvendo cinco pessoas com trés oObitos. A cepa de L.
monocytogenes que causou o surto foi encontrada em um ralo do laticinio

envolvido, e as mangueiras utilizadas para higienizacdo do ambiente da industria
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foram identificadas como uma provéavel fonte da contaminacdo (CENTERS FOR
DISEASES CONTROL AND PREVENTION (CDC), 2008).

Duas amostras coletadas de mesas de evisceracdo apresentaram L.
innocua. Essas mesas eram do tipo rolante, sendo movimentadas por diversos
locais do abatedouro frigorifico, 0 que pode ter propiciado a contaminacéo por
esse microrganismo.

As amostras positivas (n=5) encontradas nas cubas de descarte podem
ser explicadas pelo fato delas estarem em contato com residuos passiveis de
estarem fortemente contaminados, como pedacos de intestino contaminado por
fezes, pedacos de carne contaminados por bile ou sujidades aparentes.

No abatedouro estudado, pdde-se perceber que as duas serras
utilizadas ficavam em locais diferentes, provavelmente justificando a contaminacao
da serra 1 e a ndo contaminacdo da serra 2 por L. innocua. A serra 1 estava
situada no inicio da linha de abate, onde as carcacas ainda apresentavam couro e,
portanto, maior contaminacédo. Ja a serra 2 estava situada no final da linha de
abate, sendo utilizada apenas para dividir as carcacas limpas.

Mesmo que diversos estudos apontem a ocorréncia de Listeria sp. em
ambientes de producéo de abatedouros frigorificos ou produtos carneos (SLADE,
1992; PICCHI et al., 1999; SUIHKO et al., 2002; PECCIO et al., 2003; BARBALHO
et al., 2005; BARROS et al., 2004; GUDBJORNSDOTTIR et al., 2004), a presenca
das Listeria sp. encontradas no presente estudo é motivo de preocupacgdo e

merece acgdes corretivas eficazes.
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Tabela 2 - Amostras positivas de Listeria sp. coletadas em ambiente de
processamento de um abatedouro frigorifico exportador de bovinos no Rio Grande

do Sul.

NUmero de

Ponto de Coleta visitas* com

Amostras

positivas para

Porcentagem por

ponto de coleta de

Porcentagem de

amostras positivas

amostras Listeria sp. amostras entre o total de
positivas positivas amostras coletadas
(%) (%)
Ralos 14 56 7
Cubas de 5 20 2,5
Descarte
Boca da 1 1 4 0,5
Mangueira
Serra 1 1 4 0,5
Parede 1 1 4 0,5
Faca 1 1 4 0,5
Mesa de 1 2 8 1
Eviscercao
Total - 25 100% -
* Total de nove visitas
5.3 Resisténcia das L. monocytogenes aos antimicrobianos

As L. monocytogenes isoladas (n=5, 4 de carcacas e 1 de ralo) foram

submetidas a antibiograma contra oito antimicrobianos.

demonstraram que todos os

antimicrobianos testados.

isolados foram susceptiveis a

resultados

todos os

De forma geral, o género Listeria apresenta susceptibilidade aos

antimicrobianos (AURELI et al., 2003). Corroborando esses fatos, MARTINEZ et
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al. (2001) demonstraram que L. monocytogenes isoladas de amostras clinicas
foram sensiveis a penicilina, ampicillina, aminoglicosidios, eritromicina e
tetraciclina. PAGOTTO et al. (2006) verificaram, ao testar a suscetibilidade de L.
monocytogenes frente a ampicilina, gentamicina, tetraciclina, ciprofloxacin e
eritromicina, que o tratamento para listeriose pode ser realizado através da
associacdo entre ampicilina e gentamicina. No entanto, RANG et al. (2001)
indicaram que o tratamento de listeriose deve ser realizado com amoxacilina e
eritromicina como antibioticos de primeira e segunda escolha, respectivamente.
Para o tratamento de bacteremia em gestantes com listeriose, indica-se a
vancomicina e a eritromicina, respectivamente (WHITE et al., 2002). A alta taxa de
sensibilidade das cepas de L. monocytogenes isoladas no presente estudo e nos
demais trabalhos acima citados demonstra uma situagcdo menos preocupante em
relacdo aos perfis de resisténcia encontrados em outras bactérias transmitidas por
alimentos, como por exemplo a Salmonella Typhimurium DT 104 ou alguns
Staphylococcus aureus. Entretanto, cepas resistentes de L. monocytogenes ja
foram identificadas em outros estudos, como por exemplo: CHIARINI (2007) testou
210 cepas L. monocytogenes, identificando cinco isolados provenientes de
superficie e de afiador de faca, resistentes a eritromicina e ao cloranfenicol. Cento
e vinte e sete isolados apresentaram também resisténcia a clindamicina e um a

ciprofloxacina.
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5.4 Contaminacdo das carcagas por microrganismos
mesofilos totais

Os resultados das contagens de mesdfilos demonstraram uma variagao
nos pontos de coleta, onde o Ponto 1 foi o mais contaminado. As médias gerais
das contagens nos Pontos 1, 2 e 3 foram 6,3 x 10> UFC/cm?; 4,9 x10? UFC/cm? e
3,8 x10°UFC/cm?, respectivamente. Esses resultados ja eram esperados, pois no
Ponto 1 os animais ainda apresentavam o couro, o0 qual € naturalmente
contaminado.

Ainda em relacdo ao Ponto 1, percebeu-se que no banho dado nos
animais antes do abate havia uma concentracéo de cloro irregular na agua. Como
exemplo disso, em duas coletas foi verificada a concentracdo de 5 ppm, enquanto
nas outras 11 coletas a concentracdo do cloro variou entre zero e 4,33 ppm.
Apesar da variagdo nas concentracbes de cloro, as contagens totais
permaneceram razoavelmente similares.

GILL (2004) observou que a lavagem dos animais antes do abate reduz
a contaminacdo da pele. Dependendo das condicbes em que ela se encontra
influenciara na transferéncia de microrganismos para a carne.

Com relacdo a contagem de microrganismos mesofilos totais e a
contaminagdo por Listeria sp. houve uma aparente correlagdo entre elas, haja
vista que quando foi encontrada L. innocua, sorotipo 6a e 6b as contagens de
mesdfilos totais nas carcacas estavam altas, em média de 6,5 x10° UFC/cm?.
MESQUITA (1991) analisou 70 amostras de carne bovina, obtidas em matadouro

frigorifico sob inspecéo federal e isolou bactérias do género Listeria. Dessas, 30
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amostras foram originarias da agua de residuos e foram positivas para L. innocua
6a.

PHILLIPS et al. (2001) analisaram 1.275 amostras de carcagas bovinas
em diferentes estabelecimentos e encontraram valores médios de 2,6 log
UFC/cm? para contagem total de meséfilos nas carcacas apds refrigeracao.
HANSSON (2001) ap6s analise de 200 carcacas bovinas, em frigorificos de alta e
baixa capacidade de abate encontrou valores médios de meséfilos de 3,8 x 107
UFC/cm? nas plantas de alta capacidade e 2,7 x 10° UFC/cm? nas de baixa
capacidade. COLLOBERT et al. (2002) analisando 233 carcacas bovinas isolaram
mesdfilos em populacdes médias de 6,0 x10° UFC/cm?. BETANCOURT et al.
(2004) demonstraram que a prevaléncia de patdgenos na pele bovina entre um
estabelecimento A e um estabelecimento B foi de 55,9% para E. coli O157:H7 e
50,3% para Salmonella, sendo considerada alta, enquanto que a prevaléncia de
Listeria sp. foi de 37,7% para o estabelecimento A e de 75,5% para o B e L.
monocytogenes foi de 0,8% para o estabelecimento A e de 18,7% para o B, esta
considerada mais baixa. L. monocytogenes tem sido identificada como um sério
problema relacionado aos alimentos (TAUXE, 1997) e foi demonstrada em
carcacas bovinas, sendo associada com a pele animal, trato intestinal de animais
sadios e meio ambiente (KORSAK et al., 1998). De acordo com BLACKMAN &
FRANK (1996) a L. monocytogenes demonstrou capacidade para se estabelecer e
formar biofilmes nos diferentes tipos de superficies que compéem as plantas de

processamento.
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5.5 Formacao e remocéao de Biofilme

A formacao de biofilme por L. monocytogenes nos corpos de prova foi
considerada quando as contagens indicaram nimeros maiores ou iguais a 10°
UFC aderidas por cm? (3,0 log de UFC/cm?®) na lamina de Polietileno e de Aco
Inoxidavel. Esses resultados estdo de acordo com o trabalho citado por
WIRTANEN et al. (1996) e RATTI (2006). Os dados foram submetidos a andlise
de variacia (ANOVA) e teste de Tukey para determinar as diferengas significativas,
sendo que forma consideradas diferengas significativas quando P >0,05.

Em relacéo a formacao de Biofilme e aos tempos testados, o presente
estudo demonstrou que a adesao bacteriana, em relacdo ao polietileno néo teve
uma diferenca significativa, apresentando uma populacdo de 3,8 log UFC/cm? em
15 minutos; 3,9 log UFC/ cm? em 45 minutos; 4,09 log UFC/cm? em 90 minutos
minutos e uma populacédo de 4,13 log UFC/cm? em 180 minutos. Enquanto no aco
inoxidavel a populagéo bacteriana aderida foi de 2,8 log UFC/cm?, em 15minutos;
3,04 log UFC/cm?, em 45 minutos; 3,38 log UFC/cm?, em 90 minutos e de 3,42 log
UFC/cm?, em 180 minutos. Em ambos os materiais ndo foi observada uma
diferenca significativa das ceélulas aderidas (P<0,05) nos diferentes tempos de
contato. A adesao ocorreu desde os primeiros 15 minutos no Polietileno, pois a
contagem de microrganismos, no tempo de 15 minutos, no ago inoxidavel foi
abaixo da linha de corte estipulada. TONDO et al., (2010) demonstraram que a
formacao de biofilme por S. Bredeney, S. Typhimurium e S. Enteritidis, tanto no
polietileno quanto no aco inoxidavel, foram iguais no tempo de 15 minutos, ndo

havendo diferenca entre os demais tempos testados de 30 e 60 minutos. As
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contagens de células aderidas em ambos materiais foram superiores aquelas
demonstradas no presente estudo, uma vez que alcancaram quantidades acima
de 5,0 log UFC/cm?.

No presente estudo, os biofilmes formados com a cepa de Listeria
monocytogenses em polietileno e aco inoxidavel, apés 3 horas de incubacdo,
foram submetidos a tratamento com diferentes desinfetantes, Hipoclorito de sédio
Acido Peracético e Cloreto de Alqueil dimetil Benzil Amdnio, por 1 minuto e 10
minutos. Apés 1 minuto, os desinfetantes foram capazes de eliminar todo o
biofilme formado de L. monocytogenes no polietileno e no ago inoxidavel.

SOMERS e WONG (2004) analisaram a capacidade de alguns
desinfetantes, como o hipoclorito sédio, acido peracético e compostos derivados
de quaternario de amobnio para inativar biofilmes de L.monocytogenes. Os
resultados demonstraram que o hipoclorito sodio eliminou a populacdo de L.
monocytogenes no biofilme, enquanto os outros desinfetantes ndo. Em relacdo a
bacteriocina testada, a remocdo completa do biofilme, ou seja de 4,13 log
UFC/cm? para zero se deu em 10 minutos, tanto na concentracdo 1:2 quanto na
concentracdo 1:10 no polietileno. A remocédo completa do biofilme, ou seja, sem
crescimento bacteriano, no aco inoxidavel ocorreu com a diluicdo 1:2 e 1:10, em 1
minuto. FONTANA et al. (2006), demonstraram que a bacteriocina Pep5 foi capaz
de diminuir as contagens de biofilmes formados por S. aureus e S. epidermitis
isolados de cateteres. Essa bacteriocina foi testada, tanto como inibidora quanto
removedora de biofilmes, mostrando uma eficaz capacidade de diminuicdo da

formacéao e da remocédo do biofilme (0,98 e 0,92 log, respectivamente). Esses
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resultados corroboram aqueles obtidos no presente estudo, pois a bacteriocina
P11, também apresentou uma capacidade de remocéo do biofilme formado por L.
monocytogenes no aco inoxidavel, nos tempos de 1 e 10 minuto, nas diluicdes de
1:2 e 1:10. Porém a bacteriocina P11 teve uma capacidade de diminuicdo de
contagens no polietileno, no tempo de 1 minuto em ambas as diluicdes, ja no
tempo de 10 minutos, a remocéo foi total, nas duas diluicdes. Esses resultados
demonstram que para cada tipo de material ha um tempo e uma diluicdo ideal
para a eliminacdo de biofilmes de L. monocytogenes por bacteriocinas. Mesmo
assim, essa pode ser mais uma excelente aplicacdo de bacteriocinas em

indUstrias de alimento



6 CONCLUSAO

Microrganismos do género Listeria puderam ser encontrados nho
ambiente de matadouro frigorifico exportador, bem como contaminando a
superficie de carcacas bovina em linhas de abate. A freqiiéncia do isolamento
demonstrou ser mais elevada nos dias em que as contagens de microrganismos
mesofilos totais também foram mais elevadas, sugerindo uma co-relagdo entre
elas. Além disso, pdde-se perceber que L. monocytogenes, apesar de ter a
capacidade de formar biofilme pbéde ser removida com o uso de desinfetantes
encontrados no mercado. Além disso, a Bacteriocina P11 apresentou capacidade
de remocédo de biofilme formado por L. monocytogenes sobre aco inoxidavel e
polietileno. Essa pode ser mais uma utilidade de bacteriocinas nas industrias de

alimentos, desde que as autorizacdes legais para isso sejam possiveis.
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8 ANEXO |

Investigacdo de Listeria sp. no ambiente de producdo de um
abatedouro frigorifico exportador do sul do Brasil

Investigation of Listeria sp. the production environment of a
slaughterhouse refrigerator exporter in southern Brazil.

Juliana Guedes Silveira®, Luiza Pieta® e Eduardo Cesar Tondo’

Resumo

Introducdo: Listeria monocytogenes é um microrganismo que se
encontra disseminado na natureza, sendo responsavel por causar listeriose, uma
doenca infecciosa causada pelo consumo de alimentos contaminados. Método:No
presente estudo, foram coletadas 200 amostras ambientais em 100 cm? de alguns
pontos do ambiente de abate de um frigorifico abatedouro exportador do sul do
Brasil. Resultados: Das 200 amostras analisadas 12,5% foram positivas para
Listeria spp. Conclusdo:A presenca das Listeria sp. encontradas no presente
estudo é motivo de preocupacado e merece acdes corretivas eficazes.

Palavras-chaves: Listeria sp, Ambiente Industrial, Produto Carneo

Introducéo

Nos ultimos anos, a Listeria monocytogenes (L. monocytogenes)
emergiu como um importante agente de Doenca Transmitida por Alimentos (DTA)
(HOFFER, 2006) em diferentes partes do mundo. A listeriose alimentar

caracteriza-se principalmente por septicemia, meningite e, nos casos mais graves,
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meningoencefalite (MONTEVILLE E MATTHEWS, 2008), acometendo
principalmente idosos, criancas, gestantes e pessoas imunodeprimidas. Devido a
alta taxa de mortalidade, essa doenca vem despertando atencdo especial das
autoridades governamentais e da comunidade cientifica da area de alimentos

(KABUKI, 2004). Diversos surtos de listeriose ocorreram na década de
80 na América do Norte e Europa (SCHLECH, 1988). Em seguida, outros surtos
também foram registrados em outras partes do mundo, demonstrando a
severidade da L. monocytogenes transmitida por alimentos (JAY, 2005;
MONTEVILLE AND MATHEWS, 2008). Embora no Brasil ainda ndo haja relatos
comprovados de surtos de listeriose alimentar, muitos trabalhos tém demonstrado
a presenca do microrganismo em alimentos brasileiros (LOVETT, 1988;
SCHLECH, 1988; NASCIMENTO; CULLOR, 1994; INTERLAB, 2002), sendo que a
carne tem sido apontada como um dos principais vetores potenciais de listeriose
(Brasil, 2009).

Condi¢des sanitarias inadequadas durante o abate dos animais,
cozimento inadequado, armazenamento improprio e falta de higiene no preparo
dos produtos carneos sao fatores que podem predispor os individuos a listerioses
veiculadas pela carne. Além disso, a presenca de microrganismos patogénicos em
alimentos, muitas vezes, significa uma barreira para as exportacoes, influenciando
significativamente na economia do pais. Neste contexto, ndo s6 a L.
monocytogenes, mas outras Listeria sp. tém despertado grande interesse das

indastrias de carne e orgéos de fiscalizagcao.
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Estudos sobre o isolamento e a enumeragao de L. monocytogenes em
alimentos tém aumentado nos Ultimos anos, tendo em vista a comprovada
relevancia deste patdgeno alimentar. De um modo geral, com a finalidade de
prevenir a infeccdo por L. monocytogenes, é necessaria a implementacado de
rigidos controles nos locais de processamento dos alimentos. A implementacao de
Boas Préaticas de Fabricacdo (BPF), Procedimentos Padrdo de Higiene
Operacional (PPHO) e Programas de Anadlise de Perigos e Pontos Criticos de
Controle (APPCC) pode ser muito importante (Brasil, 2009) para minimizar ou
prevenir a contaminacdo por Listeria spp. Além disso, a realizacdo de
monitoramento dos produtos carneos e do seu ambiente de industrializacdo pode
contribuir com o controle das Listeria spp.

Devido a importancia mundial da L. monocytogenes, um conceito que
vem crescendo a cada dia, principalmente nas inddstrias de alimentos, € a
pesquisa de Listeria sp. como indicador da presenca da L. monocytogenes. O
Objetivo dessas analises € “encontrar Listeria sp. e trata-las como L.
monocytogenes”, uma vez que as Listeria sp. podem ter os mesmos habitos que a
L. monocytogenes, sdo mais abundantes e ndo tém sido envolvidas em surtos
alimentares, permitindo que medidas preventivas sejam adotadas com
antecedéncia e evitem a contaminagdo pela L. monocytogenes.

Com base nesses dados, a investigacédo de Listeria sp. em alimentos
como a carne ou seu ambiente de processamento torna-se muito importante,
principalmente porque o Brasil € o maior exportador de carne bovina do mundo

(MAPA, 2008).
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O objetivo desse trabalho foi avaliar a presenca de Listeria sp. no
ambiente de producéo de um abatedouro frigorifico exportador do sul do Brasil.

Materiais e Métodos

De Novembro de 2009 a abril de 2010, amostras ambientais foram
coletadas em 100cm? de superficie de alguns pontos do ambiente de abate
(paredes, ralos, mangueiras, equipamentos, e utensilios) de um abatedouro
frigorifico da regido serrana do Rio Grande do Sul. As coletas foram realizadas
durante o processo industrial, utilizando o Swab Sampler, contendo 1mL de caldo
Letheen (3M™) para transporte até o Laboratério de Microbiologia e Controle de
Alimentos do ICTA/UFRGS, onde foram realizadas as analises microbioldgicas.
Uma vez no Laboratério, foram adicionados 2mL de Agua Peptonada Tamponada
(1%) aos tubos contendo os Swabs e caldo Letheen, 0s quais permaneceram a
temperatura ambiente (até 25°C) durante 1 hora a lhora e 30 minutos, para
recuperacao de bactérias estressadas. Em seguida, os 3mL foram vertidos sobre
placas Petrifilm™ EL, as quais foram incubadas a 35° C, por 28 a 30 horas, antes
da leitura dos resultados. Foram analisadas 150 amostras, coletadas em 7 visitas
ao abatedor frigorifico. As colbnias tipicas de Listeria sp. foram submetidas a
provas bioquimicas para a determinacdo das espécies, segundo métodos
preconizados pela Norma ISO 11290.

Resultados e Discusséao

Entre as 200 amostras analisadas, 25 (15,5%) apresentaram col6nias
tipicas de Listeria sp. Dentre as amostras positivas, 14 foram coletadas em ralos,

sendo que estas representaram 56% do total de amostras positivas coletadas no
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abatedouro frigorifico. Amostras positivas dos ralos foram coletadas em cinco das
sete visitas ao frigorifico, sugerindo que os mesmo sdo fontes expressivas de
Listeria sp. e a sua higienizacdo deve ser enfatizada.

Outras quatro amostras positivas foram encontradas em cubas de
descarte, representando 20% do total de amostras coletadas; e duas em uma
mesa de evisceracdo, representando 8%. Além disso, foram encontradas uma
amostra positiva no bucal da saida em uma mangueira, uma em uma parede, uma
em uma serra, uma em uma faca, representando 4%, 4%, 4% 4% respectivamente
do total de amostras positivas.

As contagens de colbnias tipicas de Listeria sp.nos ralos variaram
desde uma Unidade Formadora de Colonia (UFC), até valores superiores a
100UFC/cm? (valores incontéveis), sendo que quantidades semelhantes também
foram encontradas no bucal da uma mangueira e em algumas cubas de descarte.

Um fato interessante é que na primeira coleta (09/11/2009), todas as
amostras de ralo apresentaram colénias tipicas de Listeria sp. Cerca de dois
meses depois, no dia 25/01/2010, trés das cinco amostras de ralos foram
positivas, e no dia 29/03/2010, duas entre trés amostras também foram positivas.
Nas demais coletas (14/12/2009, 11/01/2010, 08/02/2010 e 15/03/2010), uma ou
nenhuma amostra positiva foi encontrada, demonstrando variacées nos niveis de
contaminagdo de Listeria sp. no frigorifico investigado.

Amostras positivas da parede, de trés cubas, de um “chutts”
(escorregador) e da serra foram coletadas no dia 08/02/2010, quando visivelmente

havia maior numero de residuos no ambiente de processamento das carcacas. No
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dia 29/03/2010, uma amostra positiva foi coletada de uma faca. A contaminacao
de utensilios como facas e serras € preocupante, uma vez que eles entram em
contato direto com as carcacas. Além disso, a presenca desse organismo nesses
utensilios foi um fato curioso porque eles eram higienizados a cada carcaca
processada, conforme procedimentos preconizados pelo MAPA.

A mangueira (ndo o bucal, mas seu comprimento) ndo apresentou
amostras positivas e isso pode ser explicado pelo fato dela encontrar-se
frequentemente enrolada em seu suporte, ficando apenas o bucal da mesma, as
vezes, em contato com o chdo. Cabe lembrar que no dia 25/01/2010 uma amostra
do bucal da mangueira foi positiva para Listeria sp.

A mesa de evisceracdo que apresentou contaminacdo era do tipo
rolante, sendo movimentada para diversos locais do abatedouro, o que pode ter
propiciado a contaminagao por Listeria sp.

As diversas amostras positivas encontradas nas cubas de descarte
podem ser explicadas pelo fato delas estarem em contato com residuos passiveis
de estarem fortemente contaminados, como pedacos de intestino contaminado por
fezes, pedacos de carne contaminados por bile ou sujidades aparentes.

No abatedouro estudado, pdde-se perceber que as duas serras
utilizadas ficavam em locais diferentes, provavelmente justificando a contaminacao
da serra 1 e a ndo contaminagdo da serra 2 por Listeria sp. A serra 1 estava
situada no inicio da linha de abate, onde as carcacas ainda apresentavam couro e,
portanto, maior contaminacdo. J4 a serra 2 estava situada no final da linha de

abate, sendo utilizada apenas para dividir as carcagas limpas ao meio.
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Mesmo que diversos estudos apontem a ocorréncia de Listeria sp. em
ambientes de producdo de abatedouros frigorificos ou produtos carneos (SLADE,
1992; PICCHI et al., 1999; SUIHKO et al., 2002; PECCIO et al., 2003; BARBALHO
et al., 2005; BARROS et al., 2004; GUDBJORNSDOTTIR et al., 2004), a presenca
das Listeria sp. encontradas no presente estudo é motivo de preocupacdo e
merece acdes corretivas eficazes.

Agradecimentos: Gostaria de agradecer a Empresa 3M do Brasil pelo
material fornecido para a realiza¢do do estudo.

Abstract:

Listeria monocytogenes is a microorganism that is widespread in nature,
being responsible for causing listeriosis, a disease caused by consumption of
contaminated food. In this study, we collected 200 environmental samples of 100
cm2 of parts of the environment in a slaughterhouse for slaughter slaughterhouse
in southern Brazil Exporter Of 200 samples tested 12.5% were positive for Listeria
spp. The presence of Listeria sp. found in this study is cause for concern and
deserves effectives corretctive actions.
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