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Resumo

CORADINI, Méarcia Goulart Lopes. Ocorréncia de Listeria monocytogenes em
linha de processamento de Beef Jerky. 41f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia e
Tecnologia de Alimentos) — Programa de Pds-Graduacao em Ciéncia e Tecnologia
de Alimentos, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2015.

A busca crescente dos consumidores por praticidade destaca-se dentre as principais
tendéncias de consumo de alimentos no mundo. Neste contexto, enquadra-se o
Beef Jerky, um produto carneo produzido através de processo térmico, que nao
necessita de refrigeracado no ponto de venda. Entretanto, por ser um alimento pronto
para o consumo, deve-se garantir sua seguranca e uma das bactérias patogénicas
gque, uma vez presente neste alimento, pode causar danos a salde dos
consumidores, € Listeria monocytogenes. O objetivo deste estudo foi avaliar a
ocorréncia de L. monocytogenes em uma linha de producao de Beef Jerky localizada
no municipio de Bagé, Rio Grande do sul- Brasil. Foram realizadas sete coletas, nas
guais se avaliaram 12 pontos ao longo da linha de processamento, dentre eles a
matéria-prima, superficies com e sem contato com o produto, bem como o produto
final. As amostras foram analisadas no equipamento Mini Vidas® bioMérieux e,
aquelas que apresentaram resultado positivo para L. monocytogenes, foram
submetidas a PCR, utilizando-se o gene prs para confirmacéo de género, e 0s genes
inlA, inIC e inJ para confirmacao da espécie L. monocytogenes. A ocorréncia global
de L. monocytogenes foi de 7,14%, sendo 21,42% em superficies sem contato com
produto, 1,78% em superficies de contato com produto, e 28,57% na matéria-prima,
entretanto, ndo se identificou o patdgeno no produto final. Observa-se que a matéria-
prima é uma importante fonte de contaminacéo e introducdo de L. monocytogenes
na indastria produtora de Beef Jerky e que a contaminacdo por esse micro-
organismo em superficies de contato e sem contato com o alimento, reforca a
importancia dos programas de higienizagdo como forma de evitar contaminagdo
cruzada para o produto final. Entretanto, como o produto final (Beef Jerky) néo
apresentou contaminagdo por L. monocytogenes, as etapas do processo de
producdo que envolvem barreiras a multiplicacdo de patégenos e morte microbiana,
podem ter sido efetivas no controle do patdgeno.



Abstract

Coradini, Marcia Goulart Lopes. Occurrence of Listeria monocytogenes in Beef
Jerky processing line. 41f. Dissertation (Master of Food science and technology) -
Graduate Program in Food Science and Technology, Federal University of Pelotas,
Pelotas, 2015.

The growing demand of consumers for convenience, stands out among the main
trends in food consumption in the world. In this context is the beef jerky a meat
product produced by thermal process that does not require refrigeration at the point
of sale, ensuring practicality of use. However, being a food ready for consumption,
should ensure its security and one pathogenic bacteria that, once present, can harm
the health of consumers is Listeria monocytogenes. The objective of this research
was to identify the occurrence of L. monocytogenes in a Beef Jerky production line
located in the municipality of Bage, Rio Grande do Sul- Brazil. We evaluated 12
points along the processing line, including the raw materials, surfaces with and
without contact with the product as well as the final product, in seven collections.
Samples were analyzed in Mini Vidas® bioMérieux equipment and those that tested
positive for L. monocytogenes, were subjected to PCR using the prs gene for gender
confirmation and the inlA genes, inIC and inlJ to confirm the species L.
monocytogenes. The overall occurrence of L. monocytogenes was 7.14% and
21.42% on surfaces without contact with product, 1.78% on product contact surfaces,
and 28.57% in the raw material, however, it did not identify the pathogen in the final
product. It is observed that the raw material is a major source of contamination and
introduction of L. monocytogenes in producer Beef Jerky industry and the
contamination by that micro-organism contact surfaces without contact with food,
reinforces the importance of cleaning programs in order to avoid cross-contamination
of the final product. However, since the final product (Beef Jerky) showed no
contamination by L. monocytogenes, the steps of the production process involving
barriers to multiplication of pathogens and microbial death, may have been effective
in pathogen control.
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INTRODUCAO

Em 2014, o Brasil celebrou 100 anos da sua primeira exportacdo de carne
bovina e comemorou um novo recorde: encerrar 0 ano com faturamento acima de
US$ 7 bilhdes, conforme a Associacdo Brasileira da Industria Exportadora de Carne
(ABIEC, 2014). Dentre os produtos exportados estd o Beef Jerky, criado pelos
cowboys americanos. Este produto € uma carne seca vendida como lanche
(snacks), geralmente em formato de palitinho embalado a vacuo, e ja pronto para
consumo. Pode ser aromatizado com diversos sabores e nao exige refrigeracéo
(SIC, 2014).

Segundo Santos e Palmeira (2014), a populacdo norte-americana € grande
consumidora de proteina animal e por esta razdo, apresenta um expressivo
potencial para o crescimento do mercado de carne processada brasileira. Até os
primeiros anos do século XXI, as exportacbes brasileiras mantinham certa
estabilidade, pois se exportava praticamente Corned Beef (carne bovina cozida
enlatada), porém, nos ultimos anos, a industria brasileira de processamento de
carne bovina, vem desenvolvendo novos produtos, como carne bovina cozida
congelada, Beef Jerky (carne desidratada), Dried Beef (carne seca), além de outros
produtos enlatados feitos a base de carne.

Segundo Cassel (2014), ha grande demanda do mercado norte americano por
produtos céarneos desidratados, como o Beef Jerky. O autor destaca as
caracteristicas nutricionais do produto, o qual, além de ser uma fonte proteica, € um
alimento de baixo nivel calérico e com muito baixo teor de gordura. Dessa forma, em
funcdo do crescente nimero de obesos existentes naquele pais, bem como pelas
caracteristicas do Beef Jerky, este produto tem sido muito consumido pela
populacdo dos Estados Unidos da América (EUA).

A exportacdo de Beef Jerky pelo Brasil somente € liberada se a industria
brasileira seguir as normas americanas e europeias de controle e seguranca de
alimentos. Dentre os requisitos exigidos, estdo os programas de qualidade HACCP
(Andlise de Perigos e Pontos Criticos de Controle), POPS (Procedimentos
Operacionais Padronizados de Sanidade), e programas sentinela para L.
monocytogenes. Neste contexto, a Instru¢do Normativa n° 9/2009, do Ministério da
Agricultura Pecuéria e Abastecimento (MAPA) do Brasil, representa um importante

instrumento de modernizagcao do sistema de inspecéo de produtos de origem animal,
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porque foi editada com base em “Objetivos de Inocuidade Alimentar”, OIA (Food
Safety Objectives — FSO, sigla em inglés) previamente definidos, os quais focalizam
os riscos da presenca de eventuais agentes de Doencas Transmitidas pelos
Alimentos (DTA).

A Instrucdo Normativa 175/2005, também do MAPA, determina que as
producdes de Carne Cozida Congelada e de Beef Jerky destinadas a exportacédo
para os EUA devem ser submetidas ao controle de Listeria spp. Os
estabelecimentos produtores devem desenvolver e implantar Programa Sentinela
para Listeria spp, atrelando este programa aos de APPCC e PPHO, para garantir a
sanidade de produtos prontos para consumo (LUBER et al., 2011).

Dentre as bactérias pertencentes ao género Listeria, destaca-se L.
monocytogenes, que pode causar listeriose em humanos. Esse micro-organismo é
ubiquo, e capaz de se multiplicar em uma ampla faixa de temperatura, inclusive em
temperatura de refrigeracdo, o que aumenta o risco de infeccdo em humanos por
alimentos contaminados mantidos em baixas temperaturas (LIU, 2006).

Um importante aspecto a ser considerado nas industrias de alimentos é o fato
de alguns isolados de L. monocytogenes se tornarem persistentes, 0s quais séo
capazes de permanecerem meses, ou até anos, no ambiente de processamento,
podendo provocar contaminacdes recorrentes no produto final (CARPENTIER &
CEF, 2011).

A auséncia de boas praticas de fabricacdo na producdo de alimentos pode
tornar o ambiente de processamento uma fonte de bactérias patogénicas, como L.
monocytogenes, com habilidade para colonizar equipamentos e contaminar o
produto final. Neste sentido, destacam-se as plantas processadoras de alimentos
como o Beef Jerky, onde o produto exige intensa manipulacdo e contato direto com
superficies e equipamentos. Esse aspecto, aliado ao fato do Beef Jerky ser pronto
para o consumo, o torna um alimento de risco para o consumidor.

Dessa forma, o objetivo deste estudo foi avaliar a ocorréncia de L.
monocytogenes na linha de processamento de Beef Jerky.



1 REVISAO DE LITERATURA

1.1 Contextualizacdo do Mercado

Conforme a ABIEC (2014), foram exportadas, no ano de 2013, periodo
janeiro-dezembro, 101.695 toneladas de carne industrializada e, em 2014, periodo
janeiro-setembro, 75.286 toneladas, com faturamento de US$ 469.330,00. Dentre
estas exportacbes de produto industrializado, o principal destino foi os EUA com
14.534 toneladas (jan.-set, 2014).

A industrializacéo representa agregar valor a produtos brasileiros, tendo em
vista que exportar carne in natura para os EUA ainda ndo é permitido. Nesse
contexto, se encaixa o Beef Jerky, um produto pronto para consumo, que é
consumido como petisco, principalmente no norte dos EUA e Canada. Atualmente,
a Unidao Europeia liberou a importacdo do Beef Jerky do Brasil, aumentando o
mercado de venda.

O Brasil € um grande produtor de Beef Jerky devido a oferta de matéria-
prima. Ja nos EUA, onde a carne in natura € muito cara, € mais barato importar o
produto, do que produzir. Em funcdo dos habitos alimentares da populacéo
americana e do baixo valor de compra deste alimento (aproximadamente 4 délares o
pacote de 0,700 g), este chega ao consumidor com muita facilidade e tem um
grande mercado de varejo (SIC, 2014).

Existem principios e estratégias gerais normatizados para exportacao de
produtos prontos para consumo, 0s quais exigem seguranca de que esses produtos
nao estejam contaminados e sejam produzidos com base nas orientacdes do Codex
Alimentarius (LUBER, 2011; WARRINER e NAMVAR, 2009).

1.2 Caracteristicas do Beef Jerky

Beef Jerky é um produto carneo curado, termicamente processado e seco,
pronto para o consumo, com atividade de agua (A,) abaixo de 0,80, portanto, ndo
necessita de refrigeracdo quando exposto ao consumo. A industria deve aplicar um
tratamento térmico( letalidade e secagem) para controlar, reduzir ou eliminar os

perigos bioldgicos identificados na andlise de perigos. Esses perigos geralmente
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incluem Salmonella spp., L. monocytogenes, Staphylococcus aureus e Escherichia
coli 0157:H7 (MAPA, 2011).

Segundo USDA/FSIS (2014), o processo de producédo deve seguir alguns
passos importantes, que serdo descritos a seguir.

Inicialmente, é feita a preparacdo do musculo para ser fatiado. Nesta etapa
deve-se remover o tecido adiposo, aponeuroses, vasos e contaminacdes aparentes.

Logo apos, a matéria-prima pode seguir para processo de marinacdo, onde é
submersa em uma solucdo contendo &agua, sal, acucar, aromatizantes e outros
ingredientes e/ou aditivos autorizados, entre eles nitrito e nitrato. A marinagdo é um
passo opcional, no qual se podem adicionar ingredientes que podem afetar a
sobrevivéncia de agentes patogénicos que teriam condi¢cdes de se multiplicar neste
tipo de alimento (HARRISON et al., 2006).

Na sequéncia, os produtos, marinados ou ndo, sdo submetidos a cura, onde
ficam em contato com ingredientes, por duas a 24 horas. Apés, € realizado o
tratamento denominado de letalidade, que é usado para destruir micro-organismos
patogénicos num produto, tornando-o seguro para consumo humano. O tempo inicial
€ quando o produto é colocado no forno aquecido até que atinja a combinacao de
tempo/temperatura de letalidade desejada (também referido como o tempo de
cozimento). Normalmente, utilizam-se temperaturas em torno de 90°C, por 40
minutos, para que no interior do produto a temperatura atinja 71,1°C (USDA/FSIS,
2104). Deve-se levar em consideracdo o valor D, que €é o0 bindbmio
tempo/temperatura necessario para reduzir 90% ou 1 log* do micro-organismo alvo
(HARRISON et al., 2006).

Na etapa de secagem, diminui-se a atividade de agua do produto, de forma
gue esta fique <0,80, com a finalidade de garantir seguridade alimentar. Buege et al.
(2006), demonstraram que a elevada temperatura da secagem com a umidade ainda
alta tem efeito positivo no processo de reducdo de Salmonella spp. e E. coli
0157:H7, onde a reducéo foi de 5 log UFC.

O padrao de qualidade e identidade deste produto requer relacao
umidade/proteina de 0,75:1 e atividade de agua 0,80, 0 que garantira a estabilidade
durante sua vida util. Estima-se que a validade deste produto embalado a vacuo seja
de +24 meses (PORT-FEET et al., 2008). Entretanto, Ingham et al. (2009) avaliaram
a multiplicacdo de L. monocytogenes em Beef Jerky com atividade de agua entre

0,47 e 0,85 e relacdo proteina/umidade 0,75:1, e concluiram que apenas o
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monitoramento desses parametros nao € suficiente para controlar a presenca desse
micro-organismo em produtos prontos para consumo, devendo-se usar outros
métodos pos tratamento de letalidade, como agentes antimicrobianos e programas
de controles.

Sendo assim, a USDA/FSIS (2014) langou o programa Controlling Listeria
monocytogenes in Post-lethality Exposed Ready-to-Eat Meat and Poultry Products, o
gual estabelece medidas apos o tratamento de letalidade para evitar a contaminacao
por L. monocytogenes, tais como: utilizagdo de um antimicrobiano ou aplicacéo de

programas de qualidade.

1.3 L. monocytogenes

Listeria spp. sdo micro-organismos catalase positiva e oxidase negativa,
apresentando colbnias arredondadas, translicidas, convexas e de bordas regulares
em agar nutriente. Apresentam coloracdo cinza azulada pela iluminacdo normal e
produzem um brilho verde azulado caracteristico quando a luz € transmitida
obliguamente, ap6s 24h-48h de incuba¢do (ROUCORT; BUCHIESER, 2007).

Apresentam-se na forma de bastonetes curtos, com, aproximadamente, 0,4-
0,5um de diametro e 1-2um de comprimento. (VAZQUEZ-BOLAND et al., 2001).

O género Listeria é, atualmente, composto por dezessete espécies: L.
monocytogenes, L. ivanovii, L. seeligeri, L. innocua, L. welshimeri, L. grayi, L.
marthii, L. rocourtiae, L. fleischmannii, e L. weihenstephanensis. Recentemente
foram isoladas mais 7 espécies do ambiente: L. floridensis, L. aquatica, L.
cornellensis, L. riparia, L. grandensis, L. booriae e L. newyorkensis (BAKKER et al.,
2014). Dentre estas espécies, somente duas, sdo potencialmente patogénicas: L.
monocytogenes para humanos e animais e L. ivanovii para animais (BHUNIA, 2008,
ZUNABOVIC et al., 2011).

L. monocytogenes é um bacilo Gram-positivo, ndo produtor de esporos nem
de cépsula, moével a 25°C, anaerdébico facultativo, fermentador de glicose e capaz de
se desenvolver numa faixa de temperatura entre 0,5°C a 45°C, suportando uma
variagdo de pH entre 4,3 e 9,8, atividade de 4gua 0,91 e concentracdo de sal até
20% (WARRINER e NAMVAR, 2009; JIANG et al.,, 2008). Os parametros de

multiplicacdo desse micro-organismo podem ser visualizados na Tabela 1.



Tabela 1 Pardmetros de multiplicagdo de L. monocytogenes
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Parametros Minimo Otimo
Temperatura (°C) -0,4 37
pH 4.4 7,0
Tolerancia a sal - 10%
Atividade de agua 0,92 0,97

Maximo

45
9,6

25% a 4°C

0,97

Fonte: adaptada de Wan Norhana et al., 2010.

A identificacdo e diferenciacdo entre as espécies de Listeria baseiam-se em

testes de fermentacdo de carboidratos (manitol, xilose, ramnose e dextrose),

producdo de B-hemdlise em agar sangue, e presenca de motilidade em forma de
guarda-chuva (FARBER; PETERKIN, 1991). Essas caracteristicas estdo descritas

na Tabela 2.

Tabela 2 Caracteristicas fenotipicas de seis espécies de Listeria

Caracteristicas L. L. L. L. L. L.
Monocytogenes innocua ivanovii welshimeri seeligeri Grayi
B-hemodlise + - + - + -
Ramnose + Vv - Vv - -
Xilose - - + + +
Manitol - + - + -
Dextrose + + + + + +
Catalase + + + + + +
Motilidade + + + +

Fonte: adaptada de Silva et al., 2004. +=positivo, -=negativo, v=variavel

L. monocytogenes € uma bactéria que pode contaminar o homem,

principalmente através dos alimentos, podendo causar gastroenterite leve, infeccdes

graves ou aborto, dependendo da susceptibilidade do hospedeiro. E um patégeno

oportunista que causa a listeriose, uma doenca de origem alimentar grave
(IBARRECHE et al.,, 2014; ALENBERGER, 2010), cuja taxa de letalidade pode
atingir 30% (CDC, 2015).
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A dose minima necesséria para a bactéria causar infeccéo clinica em seres
humanos ainda ndo foi determinada, no entanto, o nimero de células de L.
monocytogenes detectado em alimentos responsaveis por surtos e casos
esporadicos de listeriose (em torno de 10° UFC mL™), sugere que seja elevada
(TORRES et al., 2005).

A listeriose é considerada uma doenca alimentar atipica devido a sua
gravidade, sua natureza ndo entérica e seu longo periodo de incubagdo. E
transmitida através de alimentos contaminados, afetando, principalmente, individuos
imunocomprometidos, idosos, gravidas e recém-nascidos (LUBER et al., 2011). No
entanto, ha relatos de sintomas gastrointestinais, acompanhados de febre, em
individuos sadios (OLIVEIRA et al., 2010).

A incidéncia média anual de listeriose em 2013 foi de 0,26 casos por 100.000
habitantes nos EUA. Estima-se que 1600 casos de listeriose e 260 mortes ocorrem
anualmente naquele pais (CDC, 2014).

No Brasil, sdo escassos os dados sobre a ocorréncia de listeriose e, nos
poucos relatos que existem, ndo sdo relacionados ao consumo de alimentos
contaminados (DESTRO, 2014). Além disso, a pesquisa de L. monocytogenes nao
esta incluida nas analises de rotina dos alimentos, subestimando-se a ocorréncia
deste micro-organismo no Brasil (BARROS et al., 2007).

Os parametros estabelecidos para Beef Jerky no Brasil sdo estabelecidos
somente para produtos destinados a exportacdo, onde deve haver auséncia em 259
no produto final e tolerancia de 100 UFC.g™ durante o prazo de validade total do
produto (CARRASCO et al., 2007). A Inspecdo Federal deve encaminhar amostras
do alimento a laboratérios oficiais para a pesquisa de Salmonella spp. e L.
monocytogenes, bem como para a determinacao da atividade de agua e da relacdo
umidade/proteina, com frequéncia de uma amostra por més (BRASIL, 2011). Na
RDC n° 12, de 02 de janeiro de 2001, ndo existe parametro estabelecido para L.

monocytogenes nesse tipo de produto.
1.4 Fontes de contaminacdo na industria
L. monocytogenes encontra condicdes favoraveis para se manter e se

multiplicar em pisos, ralos e equipamentos no interior das instalacdes das industrias

de alimentos, assim como nas salas refrigeradas onde, por ser psicrotréfica,
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consegue se multiplicar. Isolados de L. monocytogenes tém sido recorrentemente
encontrados nas superficies de industrias de alimentos, principalmente em locais
refrigerados, ainda que estes sejam rotineiramente limpos e desinfetados
(CARPENTIER & CEF, 2011), o que torna a contaminagdo cruzada entre superficies
e produto final, uma grande preocupacdo para a industria de processamento
(CARBALLO & ARAUJO, 2012).

Muitos isolados tém a capacidade de resistir a compostos usados para inibir a
multiplicacdo microbiana, como acidos organicos, antioxidantes, nitrito de sodio,
especiarias e ervas (TODD & NOTERMANS, 2011).

L. monocytogenes é, frequentemente, encontrada em alimentos e instalacées
de processamento, onde pode se multiplicar na forma de biofilmes em equipamentos
de processamento ou em tubula¢gdes (VEEN & ABEE, 2011). Os biofilmes, que séo
definidos como comunidades estruturadas de micro-organismos que sao ligados a
uma superficie, sdo geralmente mais resistentes a antimicrobianos e desinfetantes
do que as células planctbnicas podendo, portanto, agir como uma fonte de
contaminacdo dos alimentos, in natura ou processados. A formacao de biofilme
deve-se a falhas no processo de higienizagao (OLIVEIRA, 2013).

Formar biofilmes em superficies de contato com alimentos tais como
poliestireno, vidro e aco inoxidavel, e persistir por longos periodos, € uma
caracteristica importante deste micro-organismo (IBARRECHE et al.,, 2014,
OLIVEIRA et al.,, 2010). Evidéncias epidemiolégicas indicam que os produtos
alimentares que apresentam 0 maior risco para a listeriose sdo aqueles que
apresentam longa vida Util sob refrigeracédo e estdo prontos para consumo. Em geral,
a contaminacdo de produtos a base de carne ocorre através de ingredientes e
ambiente contaminados (BERSOT et al., 2008).

Os produtos prontos para consumo sdo a grande preocupacdo quanto a
multiplicacdo de L. monocytogenes. Nessa categoria, se enquadram, por exemplo,
muitos queijos, saladas, defumados de peixe, sanduiches, produtos de carne
processada, especialmente com menor teor de sal, e snacks de carne. O
conhecimento do pH e atividade de agua do produto é essencial para os fabricantes,
de forma a evitar a multiplicacdo desse patdogeno (LUBER et al., 2011).

Conforme Uhitil et al. (2004), a eliminagdo desse micro-organismo dos
ambientes de producdo de alimentos é dificil, portanto, para a garantia da inocuidade
sdo muito importantes os programas de HACCP, tanto na producdo, quanto na
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aquisicao de ingredientes e matéria-prima. A implantacao do Programa Sentinela, em
industrias de producdo de produtos prontos para consumo, também contribui para
melhores condi¢des sanitarias no ambiente de producdo, cumprindo assim, com o

acordo sanitario para exportacdo de Beef Jerky produzido no Brasil (MAPA, 2005).
1.5 Métodos de deteccao

Os métodos de imunoensaios baseiam-se na afinidade da ligacdo natural dos
anticorpos com antigeno, a fim de obter resultados rapidos e confidveis. Dentre
esses métodos, destaca-se o sistema VIDAS® (bioMérieux) Vitek Immuno Assay
Diagnostic System, que funciona por meio da adicdo de marcadores fluorescentes
para anticorpos. No entanto, desvantagens da imunodeteccao também existem, tais
como as quantidades necessdarias de amostras, as quantidades de residuos
produzidos, a disponibilidade de antigenos puros, a utilizagdo de produtos quimicos
caros, tempo de enriquecimento longo ou a necessidade de equipamentos
especializados (ZUNABOVIC et al., 2011).

O Mini Vidas® bioMérieux (Manual de utilizacdo Mini Vidas® versdo 5.6.0,
2012) detecta mudancas quimicas em uma cubeta éptica especializada, montada no
final de cada tira do reagente, na qual a fluorescéncia do substrato é medida.
Terminado o teste, os resultados sdo analisados automaticamente pelo aparelho,
gue fornece um valor para cada amostra. Este valor € comparado com referéncias
internas (limiares) e cada resultado € interpretado como positivo ou negativo.

As culturas sdo enriquecidas para alcancar densidade celular de 10* UFC.
mL™, necesséria para a deteccdo pelo método ELFA (Enzime Linked Fluorescent
Assay). A precisdo dos resultados positivos foi de 97% em estudo realizado por
Churchill et al. (2006), com falso positivo e negativo de 1,9% e 3,0%,
respectivamente.

Métodos moleculares séo, atualmente, usados para deteccédo de patdgenos,
como L. monocytogenes, em diversos tipos de alimento e em amostras provenientes
de ambiente de industria de alimentos (ZUNABOVIC et al.,, 2011). Grande parte
deles é baseado na Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR), uma técnica
altamente especifica, que pode identificar com precisdo um DNA alvo (RODRIGUEZ-
LAZARO et al., 2005).
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Embora os métodos convencionais, dependentes de cultura bacteriana,
permanegam aceitos, sua combinacdo com técnicas moleculares, permite obter
resultados mais precisos e mais rapidos (ZUNABOVIC et al., 2011). Diversos
conjuntos de primers tém sido utilizados para a deteccao de L. monocytogenes, bem
como para a caracterizacdo de seu potencial de viruléncia. Entre os genes mais
utilizados para essa finalidade, se destacam os genes das internalinas (BUBERT,
1999). A amplificagdo do gene da internalina A (inlA) tem sido utilizada para a
identificacdo de L. monocytogenes em nivel de espécie, e 0s genes das internalinas
C e J (inlC e inlJ), como marcadores de viruléncia dos isolados (LIU et al., 2007).



Capitulo 1 - Manuscrito: Ocorréncia de Listeria monocytogenes em linha de

processamento de Beef Jerky no Brasil
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Ocorréncia de Listeria monocytogenes em linha de processamento de Beef Jerky

no Brasil
Coradini, Marcia Goulart Lopes?; Volcan, Darla®; Iglesias, Mariana Almeida®, Duval,Eduarda Hallal?,
Silva, Wladimir Padilha®.
& Departamento de Ciéncia e Tecnologia Agroindustrial, Laboratério de Microbiologia de Alimentos,
Faculdade de Agronomia Eliseu Maciel-Universidade Federal de Pelotas, RS-Brasil.
( Food Science and Tecnology)

Resumo: O Beef Jerky é um produto carneo produzido através de processo térmico, que ndo necessita
de refrigeragdo no ponto de venda, trazendo praticidade ao consumidor. Entretanto, por ser um alimento pronto
para o consumo, deve-se garantir sua seguranga. Uma das bactérias patogénicas que, uma vez presente nesse tipo
de alimento, pode causar danos a sadde dos consumidores, é Listeria monocytogenes. O objetivo deste estudo foi
avaliar a ocorréncia de L. monocytogenes em uma linha de producdo de Beef Jerky localizada no municipio de
Bagé, Rio Grande do Sul, Brasil. Foram realizadas 7 coletas, avaliando-se 12 pontos (matéria-prima, superficies
com e sem contato com o produto, produto final) ao longo da linha de processamento. As amostras foram
analisadas no equipamento Mini Vidas® bioMérieux e, aquelas que apresentaram resultado positivo para L.
monocytogenes, foram submetidas a PCR utilizando-se o gene prs para confirmagao de género e os genes inlA,
inlC e inJ, para confirmacdo da espécie L. monocytogenes. A ocorréncia global de L. monocytogenes foi de
7,14%, sendo 21,42% em superficies sem contato com produto, 1,78% em superficies de contato com produto, e
28,57% na matéria-prima, entretanto, ndo se identificou o patégeno no produto final. Observa-se que a matéria-
prima é uma importante fonte de contaminacdo e introducédo de L. monocytogenes na indistria produtora de Beef
Jerky e que a contaminacédo por esse micro-organismo em superficies de contato e sem contato com o alimento,
reforca a importancia dos programas de higienizacdo como forma de evitar contaminacdo cruzada para o produto
final. Entretanto, como o produto final (Beef jerky) ndo apresentou contaminacdo por L. monocytogenes, as
etapas do processo de producdo que envolvem barreiras a multiplicacdo de patégenos e morte microbiana, foram
efetivas no controle do patdgeno.

Palavra chave: produto seco curado; PCR; cepas persistentes; Mini Vidas®, genes de viruléncia
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Occurrence of Listeria monocytogenes in Beef Jerky processing line in Brazil
Coradini, Marcia Goulart Lopes®; Volcan, Darla®; Iglesias, Mariana Almeida®, Duval, Eduarda Hallal?,
Silva, Wladimir Padilha®.
& Department of Science and Agroindustrial Technology, Food Microbiology Laboratory, Faculty of
Agronomy Eliseu Maciel - Federal University of Pelotas, Brazil - Brazil.

Abstract: The Beef Jerky is a meat product produced by thermal process that does not require
refrigeration at point of sale, ensuring the practicality of consumption. However, being a ready to eat food,
should ensure its security and one of pathogenic bacteria that, once present, can harm the health of consumers is
Listeria monocytogenes. The objective of this research was to identify the occurrence of L. monocytogenes in a
Beef Jerky production line located in the municipality of Bage, Brazil. We evaluated 12 points along the
processing line s samples were analyzed on the Mini VIDAS® bioMerieux, and those that were positive for L.
monocytogenes, were subjected to PCR using the prs gene to confirm genus and genes inlA , inLC and inlJ to
confirm the species L. monocytogenes. A occurrence overall of L. monocytogenes was 7.14% and 21.42% on
surfaces without contact with product, 1.78% on product contact surfaces, and 28.57% in the raw material,
however, did not identify the pathogen in the final product. It is observed that the raw material is a major source
of contamination and introduction of L. monocytogenes in producer Beef Jerky industry and the contamination
by that micro-organism contact surfaces without contact with food, reinforces the importance of cleaning
programs in order to avoid cross-contamination of the final product. However, since the final product (beef
jerky) showed no contamination by L. monocytogenes, the steps of the production process involving barriers to
multiplication of pathogens and microbial death, were effective in pathogen control.

Keyword: dry cured product; PCR; persistent strains; Mini Vidas®, virulence genes



1. INTRODUCAO

O Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento (MAPA) brasileiro destacou,
no seu Ultimo relatorio de projecGes para o consumo de carne bovina, que ocorrerd um
crescimento de 3,6% ao ano entre 2013 e 2023, e que as exportacfes devem situar-se numa
média de crescimento de 2,5% ao ano (MAPA, 2013). Esse fato faz com que as industrias
invistam em melhorias tecnolégicas e sanitarias para acompanhar o crescimento projetado.
Além disso, a busca pela diversificacdo de produtos faz com que surjam novos produtos
prontos para consumo, que facilitam a vida da populacédo, mas que, por ndo sofrerem processo
térmico imediatamente antes do consumo, podem ser um perigo a satde do consumidor.

Dentre os alimentos prontos para consumo esta o Beef Jerky, um produto cérneo,
curado, termicamente processado e seco, com atividade de agua (A,) abaixo de 0,80, que ndo
necessita de refrigeracdo durante seu armazenamento. No entanto, o estabelecimento produtor
deve aplicar um programa de qualidade para controlar, reduzir ou eliminar os perigos
bioldgicos identificados na andlise de perigos (MAPA, 2005, BUEGE et al., 2006).

Um dos perigos bioldgicos de grande preocupacgdo para as industrias produtoras de
alimentos € L. monocytogenes, uma bactéria veiculada principalmente por alimentos, que
ocasiona a listeriose, a qual pode cursar com encefalites, septicemia, meningites e abortos
(ALLERGERGUER & WAGNER, 2010). Os principais alimentos ligados a surtos de
listeriose sdo os prontos para consumo (TODD e NOTERMANS, 2011). Essa bactéria é,
frequentemente, encontrada em superficies de equipamentos e utensilios utilizados em
industrias de alimentos e, pelo fato de ser psicrotréfica, consegue sobreviver e até se
multiplicar em ambientes refrigerados, mesmo estes sendo rotineiramente limpos e
desinfetados (CARPENTIER E CERF, 2011). Além disso, sua capacidade de formar
biofilmes em superficies abioticas contribui para contaminacdo do produto final durante a
producdo, pois estudos demonstram a capacidade destas bactérias em sobreviver e se
multiplicar por anos no ambiente da industria (OLIVEIRA et al., 2010; DI CICCIO et al.,
2012).

Tendo em vista a importancia para a salude publica da contaminagdo por L.
monocytogenes em produtos prontos para consumo, este estudo teve como objetivo, avaliar a

ocorréncia desse patdgeno durante o processo de producéo de Beef Jerky.



2 MATERIAL E METODOS

2.1 Coletas e pontos de amostragem
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Foram realizadas sete coletas em uma industria de processamento de Beef Jerky

localizada na cidade de Bagé, RS, Brasil, durante o ano de 2014, nas quais foram amostrados

12 pontos por coleta, descritos na Figura 1.

Tambler (Ponto 5)

Fatiadora (Ponto 6)

Ralo (Ponto 9)

Desossa — Preparacdo dos cortes

v
Sala de tambler e fatiadora

v

Area de preparacéo das tiras marinadas

v
Pendura das tiras nos varais

v
Estufa
\ 4
Area Restrita

\ 4
Esteira Detector de metal

v
Produto final em embalagem com
atmosfera modifica
v
Pesagem e identificacdo

Matéria-prima (ponto 1)
Facas (ponto 2)
Bandejas (ponto 3)

Rodo do Teto (ponto 4)

Mesa (ponto 7)

Ponto 8

Esteira Branca (ponto 10)

Ponto 11

Ponto 12

Figura 1 Representacdo esquematica da linha de producéo de Beef Jerky, indicando os pontos de coleta de

amostras

2.1.1 Amostras de superficies

A amostragem foi realizada com swab 3M™, utilizando-se um molde de inox

esterilizado, medindo 100 cm?, para delimitar a area de amostragem.
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2.1.2 Amostras de matéria-prima e produto final

Foram coletadas 25¢g de matéria-prima utilizada no setor de desossa, as quais foram
armazenadas em saquetas esterilizadas 3M™, acondicionadas em caixas contendo gelo, e
conduzidas ao Laboratério de Microbiologia da empresa;

As amostras do produto final (Beef Jerky) eram transportadas na embalagem com
atmosfera modificada e analisadas no Laboratorio de Microbiologia da empresa.

2.2 ldentificacdo de L. monocytogenes pelo Mini Vidas® bioMérieux

As amostras provenientes de cada ponto de amostragem foram avaliadas pelo
equipamento Mini Vidas® bioMérieux- Essentials-Version 001-15. As etapas de pré-
enriquecimento e enriquecimento foram realizadas segundo as instrucgdes do fabricante. Para a
deteccdo de L. monocytogenes, utilizou-se o programa e 0s reagentes especificos para esse

micro-organismo, estabelecidos no método.

2.3 Isolamento e caracterizacao de Listeria spp. por métodos convencionais

Todas as amostras com resultado positivo no Mini Vidas® foram armazenadas em
meio de enriquecimento Fraser (bioMérieux®), e mantidas refrigeradas na industria até o
momento do transporte.

No Laboratério de Microbiologia de Alimentos, do Departamento de Ciéncia e
Tecnologia Agroindustrial, da Faculdade de Agronomia Eliseu Maciel, da Universidade
Federal de Pelotas, as amostras foram semeadas em caldo Triptona de Soja (TSB, Acumedia)
suplementado com extrato de levedura (Acumedia) 0,6% (TSB-YE) e incubadas por 24h a
37°C, para posterior semeadura em meios especificos para o isolamento de Listeria spp. Uma
aliquota do meio TSB-YE foi transferida, pela técnica de plaqueamento em superficie, para
placas de Petri contendo agar Oxford (Oxoid) e dgar Cromogénio (Oxoid). As placas foram
incubadas a 30°C por 48 horas.

2.3.1 Selecéo e purificacdo das col6nias suspeitas de Listeria spp.
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Trés colbnias tipicas de Listeria spp. de cada placa de Petri foram selecionadas e
semeadas em &gar Tripticase de Soja (TSA, Acumedia), suplementado com extrato de
levedura (Acumedia) 0,6% (TSA-YE), e incubadas a 37°C por 24 horas.

Como controle positivo, utilizou-se a cepa L. monocytogenes ATCC 7644.

2.4 Caracterizagdo molecular

A partir do crescimento em TSA-YE, realizou-se a extragdo do DNA cromossomal,
para a identificagdo em nivel de género e espécie.

2.4.1 Extracdo de DNA

A extracdo de DNA dos isolados de L. monocytogenes, bem como das cepas padréo L.
monocytogenes ATCC 7644 e Salmonella Typhimurium ATCC 14028, foi realizada de
acordo com o protocolo de Extracdo por Pérolas de Vidro, proposto por Sambrook e Russell
(2001), com modificagoes.

Primeiramente, realizou-se o cultivo dos isolados de L. monocytogenes e das cepas
padrdo em TSA-YE e incubou-se a 37°C por 24h. Apoés, os cultivos foram transferidos para
5mL de TSB-YE, e incubou-se a 37°C, por 24 horas. Posteriormente, transferiu-se 1 mL de
cada cultivo para microtubos, os quais foram centrifugados a 13.000 rpm por 3 min. Em
sequida, o pellet foi suspendido com 100uL de STES ([Tris-HCI 0,2M; NaCl 0,5M; SDS
0,1%; EDTA 0,01M; pH 7,6), acrescido de pérolas de vidro e de 150uL de fenol-cloroférmio
1:1, e agitou-se em vortex por um minuto.

O material intracelular foi separado por centrifugacdo a 15.500 rpm por 15 min e
transferiu-se o sobrenadante para um novo microtubo. A precipitacdo do DNA foi realizada
com etanol absoluto a 4°C e cloreto de sodio 5M, com manutencéo a -20°C por uma hora.
Apobs este periodo, foi realizada nova centrifugacdo, a 15.500 rpm por 20 minutos. Para
aumentar a pureza do material extraido, lavou-se o pellet com alcool etilico 70%, descartou-se
0 sobrenadante, e colocou-se para secar em estufa a temperatura de 37 °C até evaporacdo
completa do alcool. Apds, suspendeu-se o pellet em 35uL de agua ultrapura esterilizada e 1uL
de RNAse. Todas as amostras de DNA foram submetidas & quantificacdo em NanoVue™
Plus, sequida da amplificacéo por PCR.
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242 PCR

Foram utilizados oligonucleotideos iniciadores visando a confirmacdo do género
Listeria (gene prs) e da especie L. monocytogenes (genes inlA, inlC e inlJ). Esses
oligonucleotideos foram sintetizados pela Eurofins®, e as sequéncias dos pares de bases,

assim como o tamanho do produto e a referéncia, estdo descritos na Tabela 3.

Tabela 3: Sequéncia dos oligonucleotideos utilizados e tamanho dos fragmentos estimados para detecgédo
dos genes prs, inlA, inlC e inlJ em isolados de L. monocytogenes

Genes Sequéncia (5’- 3’) Tamanho do Referéncia

fragmento

amplificado

(pb)
inlA-F ACGAGTAACGGGACAATGC 800 Liu et al., 2007
inlA-R CCCGACAGTGGTGCTAGATT
inlC-F TGGGAGAGTAACCCAACCAC 517 Liu et al., 2007
inlC-R GTTGACCTTCGATGGTTGCT
inlJ-F TGTAACCCCGCTTACACAGTT 238 Liu et al., 2007
inlJ-R AGCGGCTTGGCAGTCTAATA
prs-F GCTGAAGAGATTGCGAAAGAAG
prs-R CAAAGAAACCTTGGATTTGCGG 370 Doumith et al.,
2004

A amplificagdo por PCR foi realizada em um volume de 25uL utilizando-se 12,5uL de
Go taqg® Green Master Mix (Promega®), 25 pmol de cada iniciador e 10ng (2 pL) de DNA
molde. Uma mistura de reacdo sem DNA molde foi incluida como controle negativo. O
programa para PCR foi realizado em termociclador (Bioer®) e consistiu, para o gene prs, de 1
X 94°C por 2 minutos, 35 x 94°C por 40 segundos, 60,8°C por 1 minuto e 15 segundos, 72°C
por 1 minuto e 15 segundos e 1 x 72°C por 7 minutos. Para os genes das internalinas (inlA,
inlC e inlJ) utilizou-se uma MPCR e o0 programa consistiu de 1 x 94°C por 2 minutos, 30 x
94°C por 20 segundos, 55°C por 20 segundos e 72°C por 50 segundos, e 1 x 72°C por 2
minutos.

Depois de completados todos os ciclos, os produtos gerados nas PCR foram
submetidos a eletroforese a 80V por uma hora em gel de agarose 1,5%. Os produtos

amplificados foram corados com GelRed™ e visualizados em transiluminador (Loccus®).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Ocorréncia global de L. monocytogenes em planta de processamento de Beef Jerky

Alimentos prontos para consumo, como o Beef Jerky, necessitam de uma maior
atencdo com relacdo a possibilidade de contaminacdo cruzada durante o processamento, ja
que esses tém sido implicados como veiculos de doencas transmitidas por alimentos (WAN
NORHANA et al., 2010 e LUBER et al.,2011).

Levando-se em consideracdo que o contato do produto com superficies de
equipamentos, instalacdes e utensilios de trabalho sdo importantes fontes de contaminacao
cruzada (BARROS et al., 2007), as indUstrias que produzem alimentos prontos para 0
consumo necessitam garantir a seguranca do produto final. Entre as ferramentas utilizadas
para essa finalidade, encontram-se as analises microbioldgicas. Nesse aspecto, 0os métodos
rapidos, como o Mini Vidas®, tém sido utilizados por indUstrias de alimentos pela reducéo de
trabalho e pela velocidade dos resultados.

Neste estudo, utilizou-se o Mini Vidas® para avaliar a presenca de L. monocytogenes
em 12 pontos de amostragem em uma linha de producdo de Beef Jerky, cujos resultados estdo
expressos na Tabela 4.

Tabela 4: Presenca de L. monocytogenes em uma linha de producéo de Beef Jerky avaliada pelo Mini
Vidas® bioMérieux

Ponto de 12 28 3 42 52 62 72
amostragem Coleta Coleta Coleta Coleta Coleta Coleta Coleta

1-Matéria-prima + + - - . ; )
2-Facas - - - - . ) )
3-Bandeja - - - - - - -
4-Rodo de secagem + + - - - - .
teto

5-Tambler - - - - - - -
6-Fatiadora - - - - - ) }
7-Mesa de produto + - - - - . )
in natura

8-Varal de Pendura - - - - - . }
9-Ralo art + - - - . } )
10-Esteira branca® - - - - - i i
11-Esteira do - - - - - - -
detector de metal*

12-Beef jerky - - - - - - -

1-Area restrita +: positivo -: negativo
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O Mini Vidas® é um método automatizado que se baseia em reacdes
imunoenzimaticas, ndo havendo isolamento do micro-organismo. Dessa forma, nas amostras
que apresentaram resultado positivo para L. monocytogenes no Mini Vidas®, realizou-se o
isolamento microbiano em meios especificos para Listeria spp. €, a partir de col6nias tipicas,
realizou-se analise molecular para confirmacdo da identidade dos isolados. Utilizou-se o gene
prs para identificacdo do género Listeria (DOUMITH et al., 2004) e os genes inlA, inlC e inlJ
para identificacdo de L. monocytogenes, 0s quais sdo marcadores espécie especificos, para a
identificacdo e confirmacdo em nivel de espécie (LIU et al., 2007).

Os resultados obtidos para a deteccdo de L. monocytogenes pelo Mini Vidas® e por

PCR, estdo descritos na Tabela 5.

Tabela 5. Resultados obtidos pelo Mini Vidas® e por PCR para presenga de L. monocytogenes em planta
de processamento de Beef Jerky

Coleta  Ponto de amostragem Mini Vidas® Isolado PCR
(bioMérieux)
18 Mesas com esteiras + 2 +
14 Ralo + 3 +
18 Rodo + 4 +
18 Matéria-prima + 5 +
22 Rodo + 6 +
22 Matéria-prima + 7 +

Observa-se que os isolados 2, 3, 4, 5, 6 e 7 amplificaram os genes de viruléncia
utilizados como marcadores espécie-especificos (Figura 02), portanto, foram confirmados

como L. monocytogenes.
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Figura 2 - Produtos da amplificacdo dos genes inlA (800 pb), inlC (517pb) e inlJ (238 pb). Coluna 1: marcador
de peso molecular 1kb; Coluna 2 a 7: L.monocytogenes isoladas da planta de processamento de Beef Jerky;
Coluna 8: L. monocytogenes ATCC 7644;Coluna 9: controle negativo da reacao.

Aznar & Solis (2006) também avaliaram a presenca de L. monocytogenes pelo Mini

Vidas® e por PCR, e verificaram que a técnica molecular foi mais precisa e eficaz para a

deteccdo desse micro-organismo, entretanto, neste estudo, os resultados obtidos no Mini

Vidas® e na PCR foram similares, o que ressalta a utilidade do Mini Vidas® para o controle de

qualidade da industria, devido a producdo de resultados rapidos e seguros.

Na Tabela 6 é apresentada a ocorréncia de L. monocytogenes, considerando-se a

identificacdo molecular dos isolados.

Tabela 6: Ocorréncia de L. monocytogenes em planta de processamento de Beef Jerky

Coletas
Amostras Total
12 28 3 42 52 62 7

Superficie SCAt  2/2 1/ 2 0/2 0/2 0/2 0/2 0/2 3/14
(21,42%)

Superficie CCA?  1/8 0/8 0/8 0/8 0/8 0/8 0/8 1/56
(1,78%)

Matéria-prima 1/1 1/1 0/1 0/1 0/1 0/1 0/1 217
(28,57%)

Beef jerky 0/1 0/1 0/1 0/1 0/1 0/1 0/1 0/7
(0%)

Total 4/12 2/12 0/12 0/12 0/12 0/1 0/12 6/84

|
33,33% 16,66% 0% 0% 0% 0% 0% 7,14%

1-Superficie sem contato com alimento 2-Superficie com contato com alimento
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A ocorréncia global de L. monocytogenes foi de 7,14% (6/84). Nao ha outro estudo no
Brasil avaliando a contaminacgédo da linha de producéo de Beef Jerky por L. monocytogenes.
Entretanto, comparando-se com relatos de monitoramento desse micro-organismo em plantas
de processamento de alimentos de origem animal, verifica-se que a ocorréncia de L.
monocytogenes encontrada neste estudo foi mais baixa. Como exemplos, citam-se 0s
trabalhos de Von Laer et al. (2009), que avaliaram uma linha de processamento de linguica
mista frescal situada na mesma regido geografica do Rio Grande do Sul, e encontraram L.
monocytogenes em 25% das amostras. Nalerio et al. (2009), também nesta mesma regiao,
relatam que 12,7% das amostras coletadas na linha de abate de um abatedouro de frangos
apresentaram contaminacdo por esse patdgeno. Ja Barros et al. (2007), identificaram no
estado do Parana, 13,2% de contaminacdo por L. monocytogenes em estabelecimento
processador de carne.

L. monocytogenes foi isolada apenas nas duas primeiras coletas. Ressalta-se que entre
as coletas 2 e 3 ocorreu uma parada de 4 meses para a realizacdo de um processo de
higienizacao do setor de producédo de Beef Jerky, o que pode ter contribuido para a reducdo do
patégeno no ambiente, tanto pela ndo reintroducdo de novos micro-organismos, quanto pela
auséncia de fontes de nutrientes organicos. A reducdo da populagdo microbiana do ambiente e
a obtencdo de resultados negativos apds periodo de manutencdo da planta de processamento
sdo resultados desejados pelas recomendagdes do Codex Alimentarius, descritas por Luber
(2011).

3.2 Ocorréncia de L. monocytogenes na matéria-prima

A matéria-prima (carne bovina) apresentou 28,57% (2/7) de contaminagdo por L.
monocytogenes, 0 que é um resultado preocupante, tendo em vista a possibilidade de
contaminagdo cruzada, tanto para superficies, quanto para manipuladores e produto final.
Silva et al. (2004) avaliaram a matéria-prima utilizada para a producdo de linguica mista
frescal, na mesma regido avaliada neste estudo, e encontraram L. monocytogenes em 29,4%
das amostras, semelhante ao obtido neste trabalho. Esses resultados demonstram a
importancia da selecdo adequada dos fornecedores (DAELMAN et al., 2013) e de um maior
controle microbiolégico sobre a matéria-prima utilizada para a fabricacdo de derivados
carneos, especialmente naqueles que serdo comercializados ja prontos para 0 consumo
(TODD & NOTERMANS, 2011), como o Beef Jerky.
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3.3 Ocorréncia de L. monocytogenes em superficies que entram em contato com produto

A contaminacgdo por L. monocytogenes em superficies que entram em contato com o
produto foi de 1,78% (1/56). A amostra que apresentou contaminacao foi a mesa com esteira
rolante (primeira coleta), na area de manipulacdo das tiras marinadas, cujo ambiente é
mantido a temperatura média de 10°C. Esse resultado é semelhante ao de Daelman et al.
(2013), os quais encontraram contaminacdao por esse patdgeno em 1,8% das amostras de
superficies que entram em contato com alimento, também situadas em éarea refrigerada da
planta de processamento.

Ressalta-se que o indice de contaminacdo de superficies que entram em contato com
alimentos por L. monocytogenes € bastante controverso nos diferentes estudos, pois dependem
de diversas variaveis, como estrutura da planta, implantacdo e execucdo de programas de
qualidade dentro da industria, etc. Por exemplo, Nalério et al. (2009) encontraram 29,2% de
contaminagdo por L. monocytogenes em superficie de contato com alimento em um
abatedouro de frangos, enquanto Barros et al. (2007) observaram 9,7% em uma industria de
carnes, e Meloni et al. (2014), 6% em uma planta de processamento de um embutido

fermentado.

3.4 Ocorréncia de L. monocytogenes em superficies sem contato com produto

Com relacdo as superficies que ndo entram em contato com produto, observou-se a
presenca de L. monocytogenes em trés amostras (21, 42%), sendo duas provenientes do rodo
de secagem do teto da desossa e uma do ralo da area restrita. Os resultados obtidos neste
estudo sdo superiores aos de Chiarini (2007), que encontraram 16,4% de contaminacéo por L.
monocytogenes em superficies sem contato com produto, numa linha de abate de frangos no
interior de Séo Paulo.

As duas amostras provenientes do rodo foram obtidas em diferentes coletas,
demonstrando a importancia do controle desses pontos de contaminagdo. Além disso,
presenca de L. monocytogenes no mesmo ponto de amostragem durante duas coletas € um
resultado relevante, tendo em vista que existem cepas que se tornam persistentes em plantas
de processamento, podendo se manter por anos no ambiente da industria e ocasionar
contaminagdo recorrente do produto final (WARRINER e NAMVAR, 2009). J& a presenca de
L. monocytogenes no ralo da &rea restrita confirma que ralos/drenos, pisos, tubulacbes em
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curva e sistema de ar podem ser reservatérios e fontes de contaminagcdo desse micro-
organismo para o produto final (MELONI et al., 2012 e DI CICCIO et al. 2012).

Salienta-se que o ralo onde L. monocytogenes foi isolada estava incluido no programa
sentinela de controle de Listeria spp (MAPA, 2011), no qual é utilizado um saché de
quaternario de aménia, o que pode ter promovido a selecdo de isolados resistentes a este
desinfetante pela utilizacdo de concentragdes sub letais, conforme descrito por Aase et al.
(2000) e Ramanova et al. (2002).

Embora as superficies onde foi isolado o patégeno ndo tenham contato direto com o
alimento, podem ser fontes de contaminacdo para o produto final ou favorecer a persisténcia
do micro-organismo no ambiente da planta de processamento. Segundo Carpentier & Cef
(2011), a persisténcia de L. monocytogenes em plantas de processamento de alimentos esta
fortemente relacionada com a dificuldade de higienizacdo em locais onde estes micro-
organismos se alojam, bem como a sua capacidade de se multiplicar em temperaturas baixas,
0 que pdde ser observado neste estudo, onde houve a presenca de L. monocytogenes em duas
amostragens consecutivas do rodo que realiza a secagem da condensacédo do teto da desossa, a
qual é mantida a temperatura média de 10°C.

Recentemente, ocorreu um surto de listeriose pelo consumo de macas caramelizadas preé-
embaladas (CDC, 2015), no qual a principal fonte de contaminacdo foi o ambiente de
processamento, evidenciando a importancia da implantacdo e execucdo de programas de
qualidade dentro das industrias, como BPF (Boas praticas de fabricacdo), POP (Procedimento
operacional padronizado), HACCP (Analise de Perigos e Pontos Criticos de Controle),
monitoramento da qualidade higiénica das superficies e Programa Sentinela para Listeria spp.
(MAPA, 2011), os quais garantem a qualidade microbiolégica e a seguranca do produto
(WARRINER E NAMVAR, 2009).

As medidas de controle e prevencdo para evitar a contaminacao por L. monocytogenes
entre superficies e produto devem estar padronizadas nas industrias que produzem alimentos
prontos para consumo (LUBER et al., 2011). Salienta-se que a planta processadora de Beef
Jerky avaliada neste estudo segue as recomendacfes da USDA/FSIS (2014) e do MAPA
(2011) quanto a implantacéo de programas de monitoramento, controle e prevencao.

3.5 Ocorréncia de L. monocytogenes no produto final (Beef Jerky)

N&o foi constatada contamina¢do por L. monocytogenes no produto final, o que
também foi verificado por Harrison et al. (2006), Getty et al. (2006), Roberts et al. (2007) e
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Porto Feet et al. (2008), demonstrando a eficacia do processo de letalidade ao qual esse
alimento é submetido. As barreiras formadas pela temperatura (82,2 °C), tempo adequado
(aproximadamente 3 horas), somadas a umidade relativa do ar, marinacdo e reducdo da
atividade de agua (inferior a 0,80), garantiram um produto final com qualidade sanitaria
satisfatdria e seguro ao consumidor. Além disso, a utilizacdo de &cidos organicos, nitrito e
especiarias, auxilia no processo de reducdo microbiana, tendo em vista que todos esses
componentes formam barreiras impedindo a multiplicagdo de micro-organismos (FREITAS
DE MACEDO et al., 2013). Isso foi observado neste estudo, tendo em vista que embora se
tenha isolado L. monocytogenes na matéria-prima (28,57%) e em superficies dentro da
industria (5,71%), em nenhuma amostra do produto final foi encontrada contaminacdo por
esse patdgeno.

A industria avaliada neste trabalho segue as exigéncias da USDA/FSIS (2014), a qual
preconiza toleréncia zero de contaminagdo por L. monocytogenes para Beef Jerky no final do
processo de producdo. De qualquer forma, é importante destacar que a EFSA (2013) descreve
que a prevaléncia média de L. monocytogenes em produtos prontos para consumo a base de
carne, na Europa, € de 2,07%. Ja Leong et al. (2014) relatam que a prevaléncia desse micro-
organismo foi de 4,6% em produtos prontos para consumo na Irlanda, enquanto SHEN et al.
(2006) observaram prevaléncia de 2,97% de L. monocytogenes em produtos prontos para
consumo na Florida, USA.

4 Conclusao

A matéria-prima € uma importante fonte de contaminagdo e introducdo de L.
monocytogenes na industria de processamento de Beef Jerky. Além disso, a presenca desse
micro-organismo em superficies de contato e sem contato com o alimento, reforca a
importancia dos programas de higienizacdo como forma de evitar contaminagéo cruzada para
0 produto final.

O produto final (Beef jerky) ndo apresentou contaminagdo por L. monocytogenes, 0
que demonstra que as etapas do processo de producdo que envolvem barreiras a multiplicacao
de patdgenos e morte microbiana, foram efetivas no controle do patégeno.

O método Mini Vidas demonstrou ser um método de analise rapido e seguro para a
deteccdo de L. monocytogenes na linha de processamento de Beef Jerky.
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Conclusao

A presenca de L. monocytogenes na matéria-prima e no ambiente de
processamento do Beef Jerky, onde pode haver contaminacgéo cruzada, indica que a
selecdo de fornecedores da matéria-prima ndo esta satisfatéria e que existem falhas
nos procedimentos higiénico-sanitarios da linha de producéo avaliada.

Mesmo ndo sendo observada contaminacdo no produto final, a preocupacao
existe, pois ficou evidente a contaminacdo do ambiente e o risco de contaminacéo
cruzada. Entretanto, o Beef Jerky é favorecido pelos obstaculos existentes durante o
processo, que contribuem positivamente para eliminacdo de L. monocytogenes bem
como de outros patégenos, mas o risco existe e deve ser considerado objeto de
medidas imediatas de higienizacdo do ambiente de producéo.

Com a realizacao desta pesquisa foi possivel trazer informacdes relevantes,
capazes de auxiliar, de maneira segura e confiavel, a industria de processamento de
Beef Jerky, com relacdo a identificacdo de pontos de contaminacdo por L.

monocytogenes.
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