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RESUMO

O mercado de carne bovina € um dos principais segmentos do setor agropecuério no
Brasil. O pais € o maior exportador e um dos maiores produtores do mundo. A demanda por
esse tipo de carne vem crescendo por parte dos paises estrangeiros e paralelamente a esse
aumento cresce também as exigéncias com relagdo a qualidade higiénico-sanitaria da matéria-
prima e do processo de elaboracdo. A principal preocupacdo dos importadores e da industria
carnea é quanto a qualidade microbioldgica dos produtos brasileiros, pois estes podem ser
uma fonte para veicula¢do de Doengas Transmitidas por Alimentos (DTA’s). A listeriose €
uma relevante DTA devido a gravidade de sua manifestacdo clinica em humanos infectados,
neste contexto, o objetivo deste trabalho foi determinar a ocorréncia de bactérias do género
Listeria e especificar Listeria monocytogenes em instalacfes, utensilios e carcacas bovinas
abatidas em um matadouro-frigorifico localizado no Rio Grande do Sul. Foram coletados 60
suabes de instalacfes, utensilios e carcagas para posterior isolamento em laboratério de
microbiologia e especificagdo utilizando o método de PCR. Em 18,75% das instalacdes,
45,6% dos utensilios e 5% das carcacas, houve positividade para bactérias do género Listeria.
A presenca de L. monocytogenes ocorreu em 12,5% dos pontos de amostragem de pisos da
camara fria e em 25% dos ganchos amostrados, demonstrando a sobrevivéncia e proliferagéo
deste patdgeno em ambientes refrigerados. Portanto, a presenga do micro-organismo na planta
frigorifica demonstra a necessidade da adequacdo dos procedimentos de higienizacdo para o

controle desta bactéria.

Palavras-chave: DTA; Microbiologia; L. monocytogenes



ABSTRACT

The beef market is one of the main farming and cattle raising sector segment in Brazil.
The country is the greatest exporter and one of the greatests producers in the world. The
demand for this type of meat has increased by foreign countries and in parallel to this growth
also increases the requirements on the hygienic sanitary quality of raw material and process
elaboration. The major concern for the importers and meat industry is with microbiological
quality of brazilian products, as these can be a source for transmission of Foodborne Diseases
(FBD's). Listeriosis is a relevant FBD due to the severity of clinical manifestation in humans
infected in this context, the objective of this study was to determine the occurrence of bacteria
of the genus Listeria and specify Listeria monocytogenes in installations, tools and bovine
carcasses slaughtered in one slaughterhouse located in Rio Grande do Sul. 60 swabs were
collected from, installations, utensils and carcasses for further isolation in the microbiology
laboratory and specification using the PCR method. In 18.75% of the installations, 45.6% of
de utensils and 5% of carcasses were positive for bacteria kind Listeria. The presence of L.
monocytogenes occurred in 12.5% of sampling points in the cold room floors and 25% of the
cold hooks, demonstrating the survival and proliferation of this pathogen in refrigerated
environments. Therefore, the presence of micro-organisms in slaughterhouse demonstrates the

need for adequacy of hygiene procedures for the control of these bacteria.

Keywords: Foodborne Diseases; Microbiology; L. monocytogenes



1 INTRODUCAO
A carne bovina é uma das principais fontes de proteina animal no Brasil, em 2010 o

consumo foi de aproximadamente 35 Kg per capita (ABIEC, 2011). Além disso, o0 pais é o
maior exportador de carne de gado desde 2003. Os paises importadores, para garantir um
produto de qualidade, estdo cada vez mais exigentes e lancam mé&o de medidas que podem
trazer barreiras comerciais. Segundo Icone (2010) o acordo de medidas sanitarias e
fitossanitarias (SPS) possibilita os paises importadores fazer exigéncias santiarias para
garantir a seguranca e a qualidade dos alimentos e estas medidas podem ser mais rigidas do
que os padrOes estabelecidos internacionalmente desde que comprovada a plausabilidade
cientifica. Neste cenario é de extrema importancia a qualidade higiénico-sanitaria dos
produtos, pois estes devem ser indcuos e ndo causar danos a saude de seus consumidores.
Segundo Uchima, (2008) levantamentos epidemioldgicos a nivel internacional apontam 0s
produtos de origem animal, como os veiculos mais frequentes dos casos e surtos de doencas
transmitidas por alimentos. Dentre as principais DTA's, destaca-se a listeriose por ser uma
doenca que se caracteriza por apresentar nos individuos infectados febre, gastrenterites e na
forma severa da doenga, septcemia, menigoencefalite, encefalite, infecgdo cervical ou intra-
uterina capaz de resultar em aborto ou prematuridade (LOGUERCIO & ALEIXO, 2001).

A L. monocytogenes, € o principal agente etiologico da listeriose reconhecida como
entidade patogénica para os animais desde 1926, contudo, somente na década de 80, é que
passou a merecer maior consideracdo em salde publica, quando se reconheceu a importancia
dos alimentos na cadeia de transmissdo e infecgdo ao homem (GERMANO & GERMANO,
2001). A associacdo entre produtos carneos e casos de listeriose nos paises desenvolvidos,
aliados ao fato do micro-organismo ser isolado com frequéncia ao nivel de varejo, indicam
que os produtos refrigerados, bem como pratos prontos congelados e inadequadamente
reaquecidos, podem constituir um risco para a salde publica (FARBER & PETERKIN,
1991). Nos Estados Unidos, o estudo de Lecuit (2007) relata que aproximadamente 2500
pessoas ficam doentes devido a infeccdo por L. monocytogenes por ano no pais, e, destas,
cerca de 500 (20%) chegam a 6bito. No Brasil ndo ha dados que ilustrem a magnitude da
doenca, pois, ainda ndo é compulsoria a notificacdo de casos de L. monocytogenes. Segundo
HOFER (1998) no periodo de fevereiro a junho de 1989, foram diagnosticados no Instituto de
Salde do Distrito Federal (ISDF) trés casos de meningite bacteriana associada a L.

monocytogenes, 0s pacientes foram um recém-nascido, uma crianga e um adulto, sendo que



este Gltimo resultou em ébito. J& em um estudo-piloto realizado no Hospital de Clinicas de
Porto Alegre, foram analisadas 10 placentas humanas provenientes de abortos ou partos pré-
maturos pela técnica de imuno-histoquimica e foi identificada a presenca de L.
monocytogenes em 50% das amostras (SCHWAB & EDELWEISS, 2003). Landgraf et al.
(1999) isolaram L. monocytogenes (soro-tipo 4b) do liquido encefalorraquidiano (LCR) de
cinco criangas recém-nascidas em um hospital da Grande S&o Paulo, sendo que trés criancas
nao sobreviveram.

Em 2009 entrou em vigor a Instrucdo Normativa N° 09, que estabelece procedimentos
de controle para a L. monocytogenes em produtos de origem animal prontos para 0 consumo
(BRASIL, 2009). Apesar da instrucdo determinar auséncia de L. monocytogenes apenas aos
produtos de origem animal prontos para o consumo é importante que os ambientes de
processamento, utensilios e equipamentos que entram em contato com o alimento estejam
livres deste patdgeno, para que ndo ocorra a contaminagdo cruzada na obtencdo do produto
final. Segundo Farber e Peterkin, (1991) condi¢6es sanitarias deficientes durante o abate dos
animais, cozimento inadequado e falta de higiene durante o preparo dos produtos carneos sao
condigdes que podem levar os individuos a se contaminarem e desenvolverem a doenga ou se
tornarem portadores assintomaticos.

A presenca de qualquer espécie do género Listeria nos alimentos de origem animal é
um indicativo de condigdo higiénica deficiente em alguma etapa do processo industrial na
obtencdo da matéria-prima (LACIAR et al, 2006). Devido a importancia da listeriose na satde
publica e os poucos estudos com o isolamento de L. monocytogenes em ambientes de
beneficiamento da carne bovina esta monografia tem por objetivo apresentar um artigo
cientifico evidenciando a presenga deste importante micro-organismo em ambientes de
beneficiamento da carne bovina.

A préxima secdo deste trabalho serd apresentada na forma de um artigo cientifico. O
artigo cientifico serd submetido a publicacdo na Revista Cientifica Acta Scientiae
Veterinariae, intitulado “Ocorréncia de Listeria monocytogenes em instalacdes, utensilios
e carcacas em matadouro-frigorifico de bovinos localizado no Rio Grande do Sul”. Este
artigo apresenta a ocorréncia de bactérias do género Listeria em matadouro-frigorifico bem
como sua forma de isolamento laboratorial e identificacdo da espécie Listeria monocytogenes

pelo método de PCR.
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2 ARTIGO CIENTIFICO
Ocorréncia de Listeria monocytogenes em instalagfes, utensilios e carcacas em

matadouro-frigorifico de bovinos localizado no Rio Grande do Sul

Ocurrence of Listeria monocytogenes in installations, tools and carcasses in

slaughterhouse of bovine localized in Rio Grande do Sul
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ABSTRACT
Background: Brazil is the greatest bovine meat exporter since 2003 and 75% of these meats
are exported raw. There is a growing demand for this kind of meat for foreign countries, and
also a demand for a better quality raw material and product elaboration and hygiene. Beef
inocuity and quality are factors presenting an even larger industry concern, which has
constantly investing in tools and technologies, especially related to microbiological control in
order to achive safety and longer product shelf life. Within this context, Food Borne Diseases
(FBD) agents, such as Listeria monocytogenes, presents as a major micro-organism concern
for public health. Human listeriosis is one of the most important FBD, caused by bacteria
genus Listeria, being L.monocytogenes the most important specie. This bacteria genus are
composed by bacteria with excellent growing at 30°C to 37°C, nevertheless being capable of
multiplicate beneath refrigeration. Besides, is one of the uniques micro — organism able to

develop in very low water activity substrats, such as 0,93, and the culture medium with 10%
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NaCl, all characteristics associated with biofilm formation, wich make very difficult to
eliminate L.monocytogenes from food manipulating places. The major symptoms of listeriosis
are influenza like, with persistent fever, nausea, vomiting and diarrhea. When the micro—
organism reaches the host nervous system, the worse disease form, courses meningitis or
meningoencephalitis, and may lead the host to death. Listeriosis in pregnant women may
causes abortion, premature birth, foetus malformations and newborn septicemia. Regarding
listeriosis public health importance, the present study has the objective of evaluate Listeria
occurrence and L.monocytogenes indentification by the PCR method, in installations, tools
and bovine carcasses in a slaughterhouse located at Rio Grande do Sul, Brazil.

Materials, Methods & Results: Sixty (60) swabs were collected from installations surfaces
(floor and roof), utensils (plastic boxes, knives and hooks) and carcasses (warm and cold),
which later were transported for microbiology identification at laboratories, in UVM broth,
under refrigeration, incubated at 30°C for 24 hours. After this period, a 1ImL sample was
transferred to Fraser broth and keeped at 30°C for 24 hours. After genus Listeria identification
on ALOA Agar, the specie identification was realized using PCR method, with heat DNA
extraction. 23,3% of the samples were positive for bacteria Listeria spp. In 18,75% of the
installations samples, 45,6% of utensils and 5% of carcasses, Listeria spp. were isolated.
L.monocytogenes presence occurred in 5% of total samples, 12,5% of floor samples and 25%
of hooks.

Discussion: These data collected show pathogen survival and proliferation in cold places.
Even though carcasses were not contaminated with L.monocytogenes at the present study, the
bacteria presence in tools and utensils directly linked to the carcass, and in the cold chamber

floor, display the possibility of cross contamination. Therefore, the micro—organism presence



12

at the slaughterhouse demonstrates the hygiene process adequation necessary to this bacteria
control.
Keywords: FBD; L. monocytogenes,Microbiology; PCR; Public Health

Descritores: DTA; L. monocytogenes; Microbiologia; PCR; Saude Publica

INTRODUCAO

A listeriose humana é uma das principais doencas transmitidas por alimentos, causada
por bactérias do género Listeria. Este género é constituido por bactérias em forma de
bastonete, gram positivo, ndo formador de esporos, anaerdbio facultativo, mével com flagelos
peritriquios e ainda apresenta crescimentto entre 2°C a 45°C, sendo capaz de se desenvolver
sob refrigeracdo e a faixa de pH para seu desenvolvimento varia entre 4,5 a 9,5 [9]. A
listeriose acomete preferencialmente gestantes, idosos, recém-nascidos, individuos com
sindrome da imunodeficiéncia adquirida, pessoas com cirrose e outras doengas que acometam
o sistema imunoldgico [16]. A L. monocytogenes, é a espécie mais patogénica para 0 homem,
devido a gravidade da manifestacdo clinica e a alta taxa de mortalidade, em torno de 30%
entre as populacdes de risco [14]. De acordo com Camargo [5] L. monocytogenes pode
sobreviver em superficies inanimadas através da formacdo de biofilmes o que dificulta sua
eliminacdo através dos procedimentos de limpeza e desinfecgdo. Um dos maiores desafios
atualmente é a auséncia de um método eficiente e rapido para isolar L. monocytogenes em
amostras de alimentos. Nos Gltimos anos a maioria dos trabalhos faz mencdo apenas a
bactérias do género Listeria ndo especificando a L. monocytogenes e ndo distinguindo esta das
demais epécies [12]. O presente trabalho tem por objetivo avaliar a ocorréncia de bactérias do

género Listeria e diferenciacdo de L. monocytogenes, pelo método de PCR, em instalacdes,
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utensilios e carcacas bovinas abatidas em um matadouro-frigorifico localizado no Rio Grande

do Sul.

MATERIAIS E METODOS

A coleta das amostras foi realizada em um matadouro-frigorifico de bovinos
localizado na regido serrana do Rio Grande do Sul com Servico de Inspecgédo Federal (SIF) do
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA). Para analise bacteriolégica
qualitativa de Listeria spp. foi coletado um total de 60 amostras por meio de suabes de
superficie com 50 cm? de érea [1]. Os pontos de amostragem foram: instalacdes (piso e teto),
utensilios (caixas pléasticas, facas de sangria e ganchos da camara fria) e carcacas na regido do
masculo longissimus dorsi em duas etapas do processo de abate, carcaca quente (0 hora apds
abate) e caracaca fria (24 horas ap0s abate). Para isolamento de Listeria spp. foi utilizado a
metodologia preconizada pelo [17]. Os suabes foram imersos em tubos de ensaio contendo
10mL de caldo UVM e transportados sob refrigeracdo para o Centro de Ensino, Pesquisa e
Tecnologia de Carnes (CEPETEC) da Universidade Federal do Rio Grande do Sul
(UFRGS), onde permaneceram em estufa a 30°C para o processo de enriquecimento
primario. Apds esse periodo uma aliquota de 1mL dessa solucdo foi adicionada em 9mL
de caldo Fraser para enriquecimento seletivo secundario com incubagdo a 30°C por 24h.
Cada amostra foi repicada para placas contendo meio seletivo de cultura Agar ALOA (Agar
Listeria Ottaviani Agostti) e incubadas a 30°C. A leitura das placas foi realizada apds 24h,
considerando a presenca de Listeria spp. em amostras onde houve crescimento de col6nias
caracteristicas verde-azuladas com halo ao redor. Para a deteccdo e identificacdo da presenca
de L. monocytogenes entre as amostras de Listeria spp. isoladas através do método

microbiologico convencional, foi utilizada a técnica de reacdo em cadeia da polimerase
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(PCR). Sendo a extracdo de DNA realizada por calor segundo Guo [10] enquanto que a
reacdo em cadeia da polimerase foi realizada segundo Hartmann [11].
RESULTADOS

Os resultados obtidos seréo descritos nas tabelas 1 e 2. A tabela 1 apresenta a presenca
do micro-organismo Listeria spp. em diferentes locais, ja a tabela 2 indica onde houve a
presencga de L. monocytogenes.

Em 23,3% do total das amostras ocorreu a presenca de bactérias do género Listeria
spp. indicando a maior possibilidade de existéncia de bactérias L. monocytogenes, a mais
patogénica para o0 homem. O micro-organismo foi identificado em 18,75% das amostras
coletadas nas instalacdes, em 41,66% dos utensilios e em 5% das carcagas, conforme tabela 1.

Os resultados obtidos na tabela 2 indicam que houve a presenca de L. monocytogenes
em 5% da totalidade das amostras analisadas (60), sendo que a maior ocorréncia (25%) foi
nos ganchos da camara fria, onde também foi encontrado a presenca do género Listeria em
50% das analises, demonstrando uma relagdo positiva entre maior ocorréncia do género e da

espécie L. monocytogenes.

DISCUSSAO
Concordando com os dados deste trabalho, Barros et al. [4] observaram a presenca de
Listeria spp. em 33,7% das amostras de instalagdes e utensilios analisados em matadouros de
bovinos.
Segundo Barbalho [3], a deteccdo de qualquer espécie de Listeria spp. nos alimentos e
superficies envolvidas com processamento de alimentos, € uma possivel indicacdo da
presenca de L. monocytogenes. A maior positividade de L. monocytogenes em ganchos da

camara fria, superficie a qual se faz a pendura das carcacas e entra em contato direto com a
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matéria-prima, pode estar relacionada com a temperatura mais baixa desse ambiente, 0 que
propiciaria a sobrevivéncia e proliferacdo do micro-organismo [7].

Lima et al. [13] pesquisando o micro-organismo em uma linha de beneficiamento de
linguica mista frescal encontraram amostras positivas em 20,8% dos equipamentos e 21,1%
de coletas de ambiente, porém ndo encontraram a presenca de L. monocytogenes na matéria-
prima. Similarmente a estes autores, Chesca et al. [6] realizaram um estudo envolvendo
andlises de 120 carcagas de bovinos e 100% das amostras foram negativas para L.
monocytogenes. Fontoura et al. [8] avaliaram a superficie externa de 80 carcagas bovinas
(coxdo, lombo e ponta de agulha) sendo 40 logo apds a lavagem e 40 apds 24 horas
sob refrigeracdo e bactérias do género Listeria ndo foram encontradas em nenhuma das
amostras. Akkaya et al. [2] analisando 250 suabes de carcagas bovinas em 5 abatedouros
diferentes encontraram a presenca de L. monocytogenes em 6,8% das carcacas, corroborando
com os dados encontrados no presente estudo, onde ndo foi encontrada L. monocytogenes nos
suabes de carcacas. Silveira [15] relata ter encontrado presenca de Listeria spp. em 15,5%
(25) das 200 amostras de carcacas e ambientes de abatedouro de bovinos e destas 25 amostras
positivas 56% (14) foram coletadas nas instalacfes (ralos), diferentemente do presente estudo
em que a maior ocorréncia da bactéria foi encontrada em utensilios. Em um estudo realizado
por Chiarini [7], em um abatedouro de aves, foram avaliadas 158 amostras de superficies que
estavam em contato com o alimento e 99 de superficies sem contato com o alimento. Nesse
estudo, o autor verificou que 31 (19,6%) amostras de superficies de contato e 27 (27,3%)
amostras de superficies sem contato foram positivas para L. monocytogenes, evidenciando

que o ambiente pode ser uma fonte de contaminacdes.
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CONCLUSAO
A identificacdo do micro-organismo em utensilios e instalagdes é uma potencial fonte
de contaminacdo cruzada durante o processamento da carne, representando risco a salde
publica. Apesar das carcacas ndo apresentarem contaminacdo por L.monocytogenes neste
estudo, a presenca da bactéria em utensilios que entram em contato direto com a matéria-
prima e no piso da camara fria, demonstra a necessidade de melhor higienizacdo da planta
frigorifica, principalmente nos locais refrigerados. Além disso, 0 método de PCR, se mostrou

rapido e eficiente para especificacdo de L.monocytogenes.
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Tabela 1 — Ocorréncia de Listeria spp. em instalacfes, utensilios e carcagas em matadouro-
frigorifico de bovinos localizado no Rio Grande do Sul.

i TOTAL DE
PONTOS DE AMOSTRAGEM OCORRENCIA (%) AMOSTRAS
Instalagtes 3(18,75) 16
Piso da camara fria 3(37,5) 8
Teto da camara fria 0 8
Utensilios 10 (41,6) 24
Ganchos na camara fria 3(37,5) 8
Caixas pléasticas 4 (50,0) 8
Facas de sangria 3(37,5) 8
Carcacas 1(5,0) 20
Carcaca quente (0 h apds abate) 1(10,0) 10
Carcaca fria (24 h ap0s abate) 0 10

TOTAL 14 (23,3) 60
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Tabela 2 — Ocorréncia de Listeria monocytogenes em instalacdes, utensilios e carcacas em
matadouro- frigorifico de bovinos localizado no Rio Grande do Sul.

PONTOS DE AMOSTRAGEM OCORRENCIA (%) TOTAL DE AMOSTRAS
Instalagdes 1(12,5) 16
Piso da cAmara fria 1(12,5) 8
Teto da camara fria 0 8
Utensilios 2 (25) 24
Ganchos na camara fria 2 (25) 8
Caixas plasticas 0(0) 8
Facas de sangria 0(0) 8
Carcagas 0(0) 20
Carcaca quente (0 h apds abate) 0(0) 10
Carcaca fria (24 h apds abate) 0(0) 10

TOTAL 3(5) 60
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3 CONCLUSOES FINAIS

O presente trabalho apontou para a presenca de L.monocytogenes no ambiente de um
matadouro-frigorifico, demonstrando a necessidade de intensificagdo da higienizagdo e
sanitizacdo. A maior freqiéncia do micro-organismo em locais frigorificados mostra a
deficiéncia da desinfeccdo nestas instalagdes e nos utensilios que permanecem nelas. Além
disso, 0 método para deteccdo de L. monocytogenes realizado por PCR, mostrou-se rapido e

eficiente.
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