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RESUMO

NALERIO, ELEN SILVEIRA. M.S. Universidade Federal de Pelotas, marco,
2007. Aspectos epidemiolégicos e moleculares de Listeria spp. e Listeria
monocytogenes na cadeia produtiva de aves do sul do Rio Grande do Sul.
Professor orientador: Wladimir Padilha da Silva.

Listeria monocytogenes € o agente etiolégico da listeriose, uma severa
infecgdo de origem alimentar, a qual apresenta taxa de mortalidade ao redor de
20-30%. E uma bactéria amplamente distribuida na natureza, assim como,
entre os animais e 0 homem, os quais podem porta-la de modo assintomatico.
Pelo seu carater psicrotrofico e ubiquo, tornou-se um grande desafio para a
industria alimenticia e para os 6rgaos de vigilancia sanitaria. Com este trabalho
objetivou-se estudar a ocorréncia e a dispersdo de Listeria spp. e Listeria
monocytogenes na cadeia produtiva de frangos do sul do Rio grande do Sul.
Os estabelecimentos avicolas foram avaliados através de 70 amostras de
swabs cloacais e de arrasto da cama dos avidrios, isolando-se L.
monocytogenes em 2,9% (1/35) dos swabs cloacais e L. innocua em 2,9%
(1/35) dos swabs de arrasto. Das 144 amostras originadas da planta de abate e
processamento de frangos, 38,2% (55/144) apresentavam contaminacao por
Listeria spp. A espécie isolada com maior frequéncia foi L. innocua, com 32,6%
(47/144), enquanto 10,4% (15/144) apresentaram contaminagdo por L.
monocytogenes. Das 25 amostras de frangos refrigerados provenientes do
comércio varejista na cidade de Pelotas/RS, isolou-se Listeria spp. em 92%
(23/25), L. innocua em 76% (19/25), L. monocytogenes em 20% (5/25) e L.
seeligeri em 4% (1/25). Observou-se que 66,3% (55/83) isolados de Listeria
monocytogenes pertenciam ao sorotipo 1/2b, enquanto 14,5% (12/83)
pertenciam ao sorotipo 4b, 12% (10/83) ao sorotipo 1/2a, 3,6% (3/83) ao
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sorotipo 1/2c e 3,6% (3/83) ao sorotipo 4e. A técnica de RAPD permitiu verificar
que alguns isolados de L. monocytogenes persistem na planta de
processamento, sendo importantes na contaminacdo cruzada para o produto

final.

Palavras-chave. Listeria spp., Listeria monocytogenes, estabelecimentos
avicolas, plantas de processamento, frangos refrigerados.
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ABSTRACT

NALERIO, ELEN SILVEIRA. M.S. Universidade Federal de Pelotas, march,
2007. Epidemiology and molecular aspects of Listeria spp. and Listeria
monocytogenes in a productive chain of birds in the south of the Rio Grande do
Sul. Adviser: Wladimir Padilha da Silva.

Listeria monocytogenes is the causative agent of listeriosis, a severe
foodborne infection, with a high case fatality rate of 20-30%. It is a bacterium
widely distributed in the nature, as well as, among the animals and the man,
which can carry it in asymptomatic way. For its psychrotrophic and ubiquitous
character, it became a great challenge for the nourishing industry and the
agencies of sanitary monitoring. The aim of this work was to study the
prevalence and the dispersion of Listeria spp. and Listeria monocytogenes in
the poultry productive chain of the south of the Rio Grande do Sul state. The
poultry establishments had been evaluated through 70 samples of cloacal
swabs and drag, where was isolated L. monocytogenes in 2.9% (1/35) of
cloacal samples and L. innocua in 2.9% (1/35) of drag samples. From the 144
samples of the poultry slaughterhouse environment, 38.2% (55/144) were
contaminated by Listeria spp.. The species more frequently isolated was L.
innocua, with 32.6% (47/144), while 10.4% (15/144) of the samples presented
L. monocytogenes. With regard to the samples of cooled chicken originated
from the retailing of the city of Pelotas/RS, Listeria spp. was isolated in 92%
(23/25) of the samples, L. innocua in 76% (19/25), L. monocytogenes in 20%
(5/25) and L. seeligeriin 4% (1/25). It was observed that 66.3% (55/83) isolates
of Listeria monocytogenes belonged to serotype 1/2b, while 14.5% (12/83)
belonged to serotype 4b, 12% (10/83) to serotype 1/2a, 3.6% (3/83) to serotype



1/2c and 3.6% (3/83) to serotype 4e. The RAPD technique allowed verifying
that some isolates of L. monocytogenes persists in the processing plant, being
important in cross contamination for the final product.

Key-words: Listeria spp., Listeria monocytogenes, poultry farms, processing
plants, chickens.
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1 INTRODUCAO

Listeria monocytogenes € o agente etiolégico da listeriose, uma infeccao
severa, a qual é veiculada, principalmente, por alimentos, e provoca, entre outras
enfermidades, encefalites, septicemias, meningites e abortos (DUSSURGET,
PIZARRO-CERDA & COSSART, 2004). Geralmente, atinge idosos, pessoas
imunocomprometidas ou com doencgas crénicas, bem como mulheres gravidas. E em
contrapartida as demais doencas transmitidas por alimentos (DTA), a listeriose, na
maioria das vezes, nao evolui para sintomatologia gastroentérica (WALLS &
BUCHANAN, 2005). A enfermidade apresenta baixa incidéncia, quando comparada
com outras DTAs, no entanto, a elevada taxa de mortalidade, ao redor de 20-30%, é
alarmante do ponto de vista da saude publica (GAHAN & HILL, 2005).

Os principais sorotipos relacionados a casos e surtos sdao 1/2a, 1/2b e 4b,
sendo este ultimo o mais associado a listeriose ao redor do mundo (McLAUCHLIN,
1990; ZHANG & KNABEL, 2005). Diversos trabalhos foram executados tentando
explicar a razao desta prevaléncia, no entanto, varios aspectos ainda necessitam ser
elucidados. Entre esses, os principais seriam a predisposicdo do hospedeiro, a
patogenicidade da cepa e a dose infectante (LIANOU et al., 2006).

Por ser ubiquitaria, essa bactéria esta presente no solo, agua, vegetacao,
alimentos de origem animal e também no homem (ROCOURT & COSSART, 1997;
TRABULSI & ALTERTHUM, 2004). Desta maneira, ja foi isolada e relacionada a
varios surtos de origem alimentar. Alguns dos alimentos envolvidos em surtos sao:
leite, carnes, pescados, bem como vegetais e seus derivados (AUTIO et al., 2002).

Este patdgeno representa um grande desafio para os dérgdos de vigilancia

sanitaria, bem como para as industrias alimenticias, pois, devido a sua vasta



distribuicdo no ambiente e a suas caracteristicas peculiares, € capaz de colonizar
superficies de equipamentos, pisos, drenos, entre outros, podendo tornar-se
endémico nas plantas de processamento e, desta forma, contaminar os alimentos
(UHITIL et al., 2004). Outro fator importante a ser abordado é o carater psicrotréfico
desta bactéria, ja que, atualmente, a cadeia do frio € amplamente empregada para
conservar e também, frear o desenvolvimento de microrganismos, tanto os
patogénicos, quanto os deteriorantes. Contudo, esta situagdo, gera uma pressao
seletiva que favorece as bactérias do género Listeria, as quais podem se
desenvolver sob estas condicdes e, consequentemente, estarem vidveis no
momento da ingestdo, em especial quando se trata de produtos prontos para o
consumo (RYSER & MARTH, 1999).

Diversos estudos disponiveis na literatura demonstraram que a carne de frango
€ uma das mais vinculadas a surtos por L. monocytogenes (JAY, 1996; MIETTINEN
et al., 2001; BARBALHO et al., 2005), ressaltando-se que, cada vez mais, 0s paises
importadores preocupam-se com a questao da seguridade alimentar, tendo em vista
que as DTAs sao responsaveis por gastos anuais de bilhdes de délares (MEAD, et
al., 1999). Desta maneira, é primordial estabelecer as rotas de contaminagao por L.
monocytogenes nas plantas de processamento, bem como conhecer em que ponto
da cadeia este patégeno é incorporado aos alimentos (GUDBJORNSDOTTIR et al.,
2004; THEVENOT et al., 2006). Para tanto, se faz necessario, além da utilizacdo de
técnicas tradicionais de identificagdo microbiana, o uso de ferramentas de biologia
molecular, de modo a esclarecer estes aspectos e estabelecer estratégias para
auxiliar na prevencdo da contaminagdo dos alimentos que sdo oferecidos aos
consumidores (LAWRENCE & GILMOUR, 1995; BYUN, JUNG & YOO, 2001;
CHASSEIGNAUKX et al., 2002).

A partir do exposto, desenvolveu-se este estudo, a fim de contemplar os

seguintes objetivos:

I. Determinar a ocorréncia de Listeria spp. € L. monocytogenes em
estabelecimentos avicolas da regido sul do Rio Grande do Sul;
II. Determinar a ocorréncia de Listeria spp. € L. monocytogenes em uma

planta de abate de frangos da regiao sul do Rio Grande do Sul;



Determinar a ocorréncia de Listeria spp. € L. monocytogenes em frangos
refrigerados comercializados na cidade de Pelotas/RS;
Subtipificar os isolados de L. monocytogenes através de sorotipagem e
RAPD (amplificacdo aleatéria de DNA polimorfico), visando contribuir
para o esclarecimento da dispersao de L. monocytogenes na cadeia
produtiva de aves na regiao sul do Rio Grande do Sul.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Listeria monocytogenes — histoéria

Listeria monocytogenes foi descrita inicialmente em 1924 por Murray, quando
foi isolada de uma epizootia em animais de laboratério. Naquela ocasido, ndo foi
associada a nenhum género bacteriano j4 conhecido, sendo denominada de
Bacterium monocytogenes, devido a monocitose apresentada pelos animais
infectados (MURRAY 1926 apud HOF, 2003). No ano seguinte, a bactéria comecou
a ser isolada em humanos e em animais por Pirie, o qual a nomeou de Listerella
hepatolytica, em homenagem a Joseph Lister, médico e pioneiro na area de
bacteriologia (PIRIE 1940 apud HOFER & REIS, 2005). Devido as cepas isoladas
por Murray (1926) e Pirie (1927) serem muito semelhantes, estes pesquisadores,
resolveram modificar o0 nome para Listerella monocytogenes. Contudo, Listerella ja
contemplava um género protozoario, entdo, Pirie sugeriu a mudanca da

nomenclatura para Listeria monocytogenes (AUTIO, 2003).

2.2 Classificacao

O género Listeria pertence a “sub-ramificacdo” de Clostridium, da mesma forma
que Staphylococcus, Streptococcus, Lactobacillus e Bronchothrix. A posicao
filogenética de Listeria é estavel com baixo conteudo de G+C em seu DNA, ao redor
de 36-42% (ALLERBERGER, 2003).



Inicialmente, para a comunidade cientifica, Listeria monocytogenes era a Unica
espécie representante deste género bacteriano (HOF, 2003). Contudo, atualmente,
L. monocytogenes € apenas uma das seis espécies do género, sendo as demais: L.
ivanovii, L. innocua, L. seeligeri, L. welshimeri e L. grayi. Além dessas, duas novas
duas subespécies de Listeria ivanovii foram descritas: L. ivanovii subsp. ivanovii e L.
ivanovii subsp. londoniensis (ALLERBERGER, 2003).

Em uma classificacdo mais antiga, existiam ainda, as espécies L. murray e L.
denitrificans. Contudo, baseado em ensaios de hibridizacdo DNA-DNA, foi verificado
alta similaridade entre L. murray e L. grayi, que, a partir de entdo, passaram a ser
consideradas como uma Unica espécie, denominada L. grayi (ROCOURT et al.,
1992). Ja a espécie L. denitrificans, foi reclassificada a partir de um estudo
taxonébmico e passou a ser denominada de Jonesia denitrificans (ROCOURT,
WEHMEYER & STACKERBRANDT, 1987).

Apesar do exposto, somente duas espécies sao potencialmente patogénicas: L.
monocytogenes para humanos e L. ivanovii para outros mamiferos. L. innocua, L.
seeligeri, L. welshimeri e L. grayi sdo, aparentemente, ndo patogénicas (SCHMID et
al., 2005). No entanto, existem alguns relatos de L. ivanovii e L. seeligeri como
geradoras de doenca em humanos (GASANOV, HUGHES & HANSBRO, 2005).
Além destas, recentemente, foi relatado na Franca a morte de uma idosa de 62 anos
de idade devido a complicacbes de uma bacteremia ocasionada por L. innocua
(PERRIN, BEMER & DELAMARE, 2003).

2.3 Caracteristicas

Listeria spp. sao bacilos curtos, gram-positivos, com didametro entre 0,4-0,5um
e 0,5-2um de comprimento. E um microrganismo desprovido de capsula e incapaz
de formar esporos (SEELIGER & JONES, 1986; FARBER & PETERKIN, 1991),
anaerdbio facultativo e produtor da enzima catalase (SCHMID et al., 2005).
Apresenta motilidade a 25°C pela formacado de flagelo polar, perdendo essa
capacidade quando incubado a 35°C (ICSMF, 1996). E uma bactéria intracelular
facultativa, que pode invadir e replicar-se em macréfagos e em células epiteliais
(DUSSURGET, PIZZARO-CERDA & COSSART, 2004).



A temperatura 6tima para o crescimento desse microrganismo esta situada entre
30 e 37°C (AUTIO, 2003), embora seu desenvolvimento possa ocorrer em
temperaturas entre -0,4 e 45°C (BELL & KYRIAKIDES, 2005). Apresenta, como
caracteristica peculiar, uma relativa resisténcia térmica e a capacidade de
multiplicacdo em temperaturas de refrigeracao (ICSMF, 1996). A atividade de agua
minima em que pode se desenvolver € 0,92, e o pH varia entre 4,3 e 9,4 (BELL &
KYRIAKIDES, 2005).

O carater psicrotréfico de Listeria deve ser ressaltado quando se estuda
alimentos cujo processo de conservagéo envolve o resfriamento. Nestas condi¢des
de temperatura, a maioria da microbiota acompanhante presente no produto tem sua
taxa de desenvolvimento reduzida, diminuindo, assim, a competicdo com os
microrganismos do género Listeria, os quais tem sua multiplicacdo e seu
desenvolvimento favorecidos. Esta selecédo involuntaria pode ocasionar um aumento
na populacao do patdégeno e, consequentemente, o risco do produto vir a se tornar
uma fonte de infeccao (RYSER & MARTH, 1999).

As caracteristicas bioquimicas das bactérias do género Listeria podem ser

observadas analisando a Tab. 1, a qual foi adaptada de Holt et al. (1994).



Tabela 1 — Caracteristicas bioquimicas de bactérias do género Listeria

Teste bioquimico L L L L L
monocytogenes innocua seeligeri  ivanovii welshimeri
Motilidade rotatéria (20-25°C) + + + + +
Motilidade guarda-chuva + + + + +
Camp-test
S. aureus + - + - -
R. equi i ) ) s )

Catalase + + + + +
Oxidase - - - - -
Urease - - - - -
Crescimento em TSI? A/A A/A A/A A/A A/A
H.S (TSI) - - - - -
Teste de vermelho de metila + + + + +
Teste de Voges-Proskauer + + + + +
Teste de nitrato - - - - -
B-hemdlise + - + + -
Fermentacao

Manitol - - - - -

Xilose - - + + -

Ramnose + \Yj - - \Y;

Dextrose + + + + +

# Reagbes em TSI (&gar triplice acucar ferro) rampa/fundo: A= 4cido e K= alcalino
Fonte: Adaptado de Holt et al, 1994.

2.4 Fontes de Listeria spp.

As bactérias pertencentes ao género Listeria possuem a caracteristica de
serem muito difundidas na natureza, uma vez que estao presentes no solo, agua,
alimentos e na microbiota intestinal do homem e dos animais (TRABULSI &
ALTERTHUM, 2004). Nao obstante, o habitat primario de L. monocytogenes é o solo
€ a agua, podendo contaminar, desta forma, os vegetais. J&4 0s animais podem
carrear a bactéria assintomaticamente e, assim, dissemina-la para os alimentos de
origem animal, tais como carne e leite (ROCOURT & COSSART, 1997; CDC, 2005).



Este patégeno € ubiquo e tem sido descrito em mais de 40 espécies de animais
domeésticos e selvagens (DONACHIE & LOW, 1997). Entre os animais de producao,
provavelmente os ruminantes sejam a chave para a manutencao de Listeria spp. no
ambiente rural, através de um continuo ciclo fecal-oral (VASQUEZ-BOLAND et al.,
2001). Nesse sentido, Listeria pode ser albergada em vacas lactantes por longos
periodos em consequéncia de mastite, podendo ser disseminada, desta forma,
através do leite (HOF, 2003). De acordo com Fenlon (1985 apud JAY, 1996) apesar
da bactéria ser encontrada nas fezes de varios animais, o intestino ndo é o habitat
primario deste microrganismo. Entretanto, segundo estes autores, a taxa de
contaminacao das silagens varia entre 2,5 a 44%, e sendo os animais alimentados
com este insumo contaminado, o microrganismo pode se estabelecer em seu trato
intestinal. O solo, adubado com fezes de animais, também representa elevado risco
de disseminagao de L. monocytogenes para a cadeia alimentar. Um exemplo desta
assertiva € o primeiro surto de listeriose humana veiculado por alimentos, o qual foi
desencadeado através do consumo de coleslaw (produto fermentado de repolho)
contaminado com L. monocytogenes, uma vez que, a plantagdo de repolhos em
questdo tinha sido adubada a partir de fezes de ovinos com histérico da doenca
(IVANEK, GROHN & WIEDMANN, 2006).

Alimentos contaminados s&o as maiores fontes de infeccdo por Listeria
monocytogenes, e o trato gastrointestinal € o sitio primario de entrada da bactéria no
organismo hospedeiro (VASQUES-BOLAND et al., 2001).

A contaminagao por L. monocytogenes é de dificil controle, tendo em vista sua
ubiglidade e suas caracteristicas fisioldgicas, as quais permitem seu
desenvolvimento sob condi¢cdes usualmente desfavoraveis para outras bactérias
patogénicas (UHITIL et al., 2004). Assim sendo, tornou-se um dos maiores
problemas para a industria de alimentos (BAZACO, 2004) e a sua entrada nas
plantas de processamento ocorre através de sapatos e vestuario dos colaboradores,
equipamentos, alimentos crus de origem animal e vegetal e, possivelmente, a partir
de portadores assintomaticos (ROCOURT; JACQUET ; REILLY, 2000).

A ocorréncia de L. monocytogenes em diferentes alimentos, tanto de origem
animal quanto vegetal, tem sido descrita em diversos trabalhos. Entre os produtos
de origem animal, a carne de frango é um dos alimentos freqiientemente envolvidos
em casos e surtos de listeriose. Dessa forma, segundo Petersen & Madsen (2000),

existe um grande interesse da industria alimenticia e dos consumidores em



investigar a ocorréncia de L. monocytogenes desde o setor primario da producéo, tal
como nos estabelecimentos avicolas, visando o controle deste microrganismo
durante toda a cadeia produtiva.

A ocorréncia de L. monocytogenes em um estabelecimento rural foi investigada
por Skovgaard & Morgen (1988 apud JAY, 1996), os quais verificaram que 62% das
amostras de alimentos oferecidos as aves estavam contaminadas, e que em 33%
das fezes oriundas destes frangos havia a presencga do patdgeno.

Muitos estudos tém descrito a ocorréncia de L. monocytogenes em produtos
avicolas, a exemplo de Rarvic et al. (2003), que obtiveram entre 41-84% de
presenca desse microrganismo em carcacgas de frango, e 0-61% de contaminacao
em produtos derivados da carne desta ave. O Centro de Controle de Doencas
(CDC), examinando alimentos provenientes da geladeira de pacientes com
listeriose, revelou que 31% das amostras de frango investigadas estavam
contaminadas por L. monocytogenes (HUME et al., 1998).

Hume et al. (1998) relataram que aproximadamente 5% dos frangos podem ser
carreadores de L. monocytogenes, sendo o ceco o sitio principal para a colonizacao,
e que a taxa de portadores varia entre lotes. Descrevem, ainda, que nos
abatedouros, a contaminagdo das carcacas ocorreria durante o processo de
evisceracdo, e que Listeria se disseminaria para as outras carcacas durantes as
etapas do processamento.

Quessy & Messier (1992) sugerem uma outra forma de dispersdo de L.
monocytogenes, através de passaros silvestres, como por exemplo, as gaivotas, as
quais podem portar este patdégeno em seu intestino e, a partir das fezes, contaminar
silagens e ambiente. Dessa forma, esta contaminacdo poderia ocorrer em areas
préximas as industrias, favorecendo a disseminagdo do agente para as plantas
processadoras.

Outro importante fator na disseminagcéo de patégenos, é a cama do aviario,
que é uma cobertura de aproximadamente 5 cm disposta sobre o piso do galpao,
que utiliza materiais como raspas ou serragem de pinho, eucalipto, madeira de lei,
casca de arroz, sabugo de milho ou palha, podendo ser renovada a cada ciclo de
producdo ou reutilizada a cada quatro a seis lotes de frango, com cada lote
possuindo uma duracao entre 40 a 50 dias (OLIVEIRA et al., 2003). A cama assume
a dupla funcédo, de piso e de biodigestor dos dejetos. Desta forma, absorve a

umidade, dilui o material fecal, isola os animais do piso e atua como colchao
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protetor. No entanto, a umidade da cama, independente do tipo de material, € o
principal fator determinante para o aumento da proliferagdo microbiana (McWARD &
TAYLOR, 2000). Assim, o equilibrio dinamico dos microrganismos depende da sua
capacidade de adaptacdo ao meio, o que vai determinar sua maior ou menor
competitividade. Entretanto, na cama de aviario, pode ser encontrado o equivalente
a microbiota bacteriana intestinal das aves, acrescido de patégenos eventuais
(KWAK, HUH & McCASKEY, 2005). Nesse sentido, com o intuito de controlar a
disseminacdao de patdégenos na cadeia produtiva de frangos, o Ministério da
Agricultura estabeleceu um Programa de Sanidade Avicola — PNSA (BRASIL, 1994),
o qual preconiza, num primeiro momento, o isolamento de Salmonella a partir de
swabs cloacais e de arrasto sobre a cama de aviario (BRASIL, 1995).

De acordo com Ivanek, Grohn & Wiedmann (2006), a ecologia e a
transmissdo de L. monocytogenes € muito complexa, desse modo, o conceito de
prevencao da infeccdo nos diversos hospedeiros, inclusive no homem, esta
mudando. Esses autores sugerem um modelo de transmissdo de L. monocytogenes

entre hospedeiros e habitats, o qual pode ser visualizado na Fig. 1.

ANIMAIS

Animais Domésticos

Animais selvagens Ruminant

. . . uminanties

(incluindo peixes) Domésticos

> \
Plantas de
Processamento
Silagem l
Homem
Ambiente
(agua, solo e vegetacgao) < Detritos

Figura 1 — Representacao esquematica da transmissao de L. monocytogenes

entre habitat e hospedeiros
Fonte:lvanek, Grohn & Wiedmann (2006)
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2.5 Listeria monocytogenes e listeriose

Listeria monocytogenes é um patdgeno de origem alimentar, de grande
interesse em salde publica e para a industria alimenticia (GUDMUNDSDOTTIR et
al., 2005) e, embora tenha sido reconhecido como um patégeno humano antes dos
anos 70 (GOMBAS et al., 2003), somente nas trés ultimas décadas foi associado
aos alimentos e classificado como patégeno de origem alimentar.

E o agente etioldgico da listeriose, uma severa infeccdo de origem alimentar, a
qual apresenta taxa de mortalidade entre 20-30% (DUSSURGET, PIZZARO-CERDA
& COSSART, 2004; WALLS & BUCHANAM, 2005). A doenga caracteriza-se por
meningite, encefalite, gastroenterite, aborto e infeccdo perinatal (DUSSURGET,
PIZZARO-CERDA & COSSART, 2004). Contudo, diferindo da maioria das infecgbes
de etiologia alimentar, o quadro clinico, geralmente, evolui para uma sintomatologia
nao entérica (ANTONIOLLO, 2001).

Antes dos anos 80, a listeriose era uma enfermidade associada
exclusivamente a animais, provocando abortos e encefalite em ovinos e bovinos. No
entanto, evidéncias indicam que a listeriose veterinaria era, na verdade, uma doenca
de origem alimentar, devido ao consumo de silagem contaminada, seguida do
adoecimento dos animais e disseminagdo do agente através das fezes e material
proveniente de aborto (INSTITUTE OF FOOD TECHNOLOGISTS, 2004). Como
consequéncia, a bactéria distribuiu-se no ambiente, tornou-se habil em sobreviver
por longos periodos de tempo sob condi¢cdes adversas e de se desenvolver a baixas
temperaturas (INSTITUTE OF FOOD TECHNOLOGISTS, 2004).

Leite e derivados, vegetais, produtos carneos, frangos e seus produtos, sao 0s
alimentos mais freqlentemente implicados na transmissao de listeriose (AUTIO et
al., 2002). Em 2002, um amplo surto de listeriose envolvendo 46 pessoas, sete
mortes e trés abortos, resultou no recall de 12,4 milhdes de quilos de frango e peru,
frescos e congelados prontos para o consumo nos Estados Unidos (NAIR,
VASUDEVAN & VENKINARAYANAN, 2005). Estima-se que, naquele pais, as
infeccdes por L.monocytogenes causam aproximadamente, 2500 casos de doencas
severas e destes, 500 vao a ébito (CZUPRYNSKI, FAITH & STEINBERG, 2002).

O primeiro surto de listeriose veiculado por alimentos, ocorreu no Canada,
envolvendo sete adultos e 34 mulheres gravidas, que adoeceram apds terem
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ingerido coleslaw contaminado (DONACHIE & LOW, 1997; HOF, 2003). Todavia,
segundo McLauchlin (1997 et al apud ALLERBERGER, 2003) a primeira descricao
de listeriose humana, ocorreu no final da primeira guerra mundial, quando um
soldado desenvolveu quadro de meningite.

Um surto nos Estados Unidos, durante o ano de 1985, envolvendo 142 casos,
com 48 mortes foi, provavelmente, o alerta na disseminacdo de listeriose por
alimentos, a qual, desde entdo, tem sido associada a varios surtos de origem
alimentar (ICMSF, 1996). Destaca-se que o primeiro caso de listeriose humana
envolvendo carne ocorreu em 1988, na Inglaterra, sendo frango cozido o veiculo da
contaminacao (KERR et al., 1988 apud JAY, 1996).

No Brasil, os primeiros casos relatados de listeriose ocorreram em 1989, no
Distrito Federal, envolvendo trés pessoas, as quais desenvolveram meningite
bacteriana: um recém-nascido com 10 dias de idade, uma portadora de lupus
eritematoso sistémico, e uma crianca com 8 anos. Destes, somente a mulher
portadora de doenca imunossupressora veio a o6bito. Contudo, ndo foi possivel
estabelecer qual foi a origem de transmissdao de L. monocytogenes a estes
individuos (HOFER, NASCIMENTO & OLIVEIRA, 1998).

Em adultos, a listeriose pode ocorrer de forma invasiva ou nao invasiva. A
primeira ocorre tipicamente em individuos pertencentes a populagdo de risco
(WALLS & BUCHANAM, 2005). A grande maioria das pessoas que adoecem por
listeriose apresenta condicoes que predispdem a infeccao, sendo que 0s grupos de
risco sdo mulheres gravidas, neonatos, etilistas, dependentes quimicos, diabéticos,
HIV positivos, pacientes que recebem tratamento imunossupressor, pacientes com
cancer e idosos. Ocasionalmente, individuos saudaveis sem nenhuma predisposicao
a doenca, podem apresentar sintomas de gastroenterite (AUTIO, 2003, LUKINMAA
et al., 2003, WALLS & BUCHANAM, 2005).

Durante a gravidez, a listeriose ocorre mais freqlentemente no terceiro
trimestre e pode cursar com aborto espontaneo, morte fetal, natimorto, severa
septicemia neonatal ou meningite (ROCOURT; JACQUET & REILLY, 2000). Ao
passo que nas gestantes, a doenca, na maioria das vezes, ndao apresenta
sintomatologia caracteristica e se manifesta similarmente a um resfriado, com
mialgias, febre e cefaléia (CDC, 2005; HOF, 2003). Dessa maneira, L.

monocytogenes infecta, principalmente, individuos com deficiéncia da imunidade
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mediada por células (ROCOURT; JACQUET & REILLY, 2000), ou seja, dos linfocitos
T.

Gastroenterite € a forma nao invasiva da doenca e ocorre em hospedeiros
saudaveis que consomem alimentos contaminados (AUTIO, 2003). Esta forma foi,
recentemente, reconhecida como possivel manifestacdo da infeccao por Listeria
(INSTITUTE OF FOOD TECHNOLOGISTS, 2004) e ja tem sido documentada em
varios surtos (WALLS & BUCHANAN, 2005). Os sintomas, que incluem febre,
diarréia, dor de cabeca, mialgias e vémito, ocorrem apo6s curto periodo de
incubacdo, entre 18-28 horas. A ocorréncia desta variedade da doenga esta
associada a ingestdo de grandes quantidades do patégeno (INSTITUTE OF FOOD
TECHNOLOGISTS, 2004), as quais, segundo Autio (2003), situam-se ao redor de
1,9x10° — 1,6x10° UFC (Unidades Formadoras de Colénia) por grama de alimento.
Usualmente, os individuos imunocompetentes irdo superar a infeccao inicial e
albergardo Listeria por alguns dias no intestino e desta maneira, eliminando-a nas
fezes (HOF, 2003).

Conforme descrito por Trabulsi & Alterthum (2004), o periodo de incubagédo da
listeriose invasiva pode variar de 20 a 30 dias, com dose infectante ao redor de
10°UFC. Contudo, a dose infectante depende de muitas variaveis, tais como status
imunoldgico do individuo, viruléncia do patégeno, tipo e quantidade de alimento
contaminado consumido, concentracdo do patégeno no alimento e niumero repetitivo
de desafios (SCIENTIFIC COMMITTEE ON VETERINARY MEASURES RELATING
TO PUBLIC HEALTH, 1999).

Listeriose € comumente relatada em paises industrializados, com pouco ou
nenhum relato na Africa, Asia e América do Sul, o que reflete diferentes habitos e
padroes de consumo, diferentes suscetibilidades dos individuos ou, ainda,
indisponibilidade de testes diagnésticos (ROCOURT; JACQUET & REILLY, 2000).
Recentes estimativas do CDC, indicam que a incidéncia de mortes causadas por L.
monocytogenes é oito vezes maior que as causadas por Escherichia coli O157:H7
(MARSH et al., 2003). No Brasil ainda nao existem relatos de listeriose humana
associada ao consumo de alimentos contaminados, no entanto, L. monocytogenes
tem sido isolada de uma ampla variedade de alimentos (ANTONIOLLO et al., 2003;
LIMA, 2004; LAER et al., 2005), portanto, ndo se sabe ao certo se ndo ha ocorréncia

ou se é devido aos nossos sistemas de vigilancia serem pouco eficientes.
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2.6 Sorotipos de Listeria monocytogenes envolvidos em listeriose

As cepas de L. monocytogenes possuem diferentes determinantes antigénicos
expressos na superficie celular, incluindo acidos lipoprotéicos, proteinas de
membrana e organelas extracelulares (como flagelos e fimbrias), e essas diferencas
podem ser identificadas pela tipificacdo sorologica (LIMA, 2004). As cepas de L.
monocytogenes sao divididas em 4 sorogrupos (1, 3, 4 e 7) e estes em 13 sorotipos,
baseado nos antigenos somatico (O) e flagelar (H): 1/2a, 1/2b, 1/2¢, 3a, 3b, 3c, 4a,
4b, 4c, 4d, 4e, 4ab e 7 (JARADAT & BHUNIA, 2003).

Qualquer cepa de L. monocytogenes pode ser considerada potencialmente
patogénica para os humanos. Entretanto, vérias observacées sugerem que L.
monocytogenes apresenta viruléncia heterogénea, em funcdo dos sorotipos, 0s
quais estariam associados, de alguma forma, com o potencial de patogenicidade do
microrganismo (JACQUET et al., 2002). Dos 13 sorotipos conhecidos, somente trés
deles (1/2a, 1/2b e 4b) tém sido relacionados a 90% dos surtos e casos esporadicos
de listeriose (CABRITA et al., 2004), sendo as cepas do sorotipo 4b mais
comumente isoladas em surtos, e cepas dos sorotipos 1/2a e 1/2b em casos
esporadicos (FARBER & PERTERKIN, 1991; LIANOU et al., 2006). L.
monocytogenes sorotipo 4b foi responsavel por 60% dos casos de listeriose humana
reportados no Japao, enquanto que as do sorotipo 1/2b foram responsaveis por
cerca de 30% (NAKAMA et al., 1998), predominancia similar a relatada em outros
paises (McLAUCHLIN, 1990; FARBER & PETERKIN, 1991). Entretanto, o numero
de casos associados a cepas do sorogrupo 1/2 tem aumentado nos ultimos anos
(UNNERTAD, 2001). Na Suécia, por exemplo, os casos de listeriose humana foram
igualmente distribuidos entre os sorotipos 1/2 e 4, ao passo que na Finlandia,
recentemente, os sorotipos 1/2 tém sido os mais isolados de pacientes com esta
enfermidade (JOHANSSON et al., 1999). Ja no Brasil, dos trés casos de listeriose
relatados, em dois deles o sorotipo responsavel foi o 4b e no terceiro foi o sorotipo
1/2a (HOFER, NASCIMENTO & OLIVEIRA, 1998). Segundo Czuprynski, Faith &
Steinberg (2002), a relagdo entre o sorotipo 4b e os surtos e casos de listeriose
deve-se a alta habilidade destas cepas em se translocar através da mucosa
intestinal e causar infecgao sistémica.

Lawrence & Gilmour (1995) reportaram que o isolamento recorrente de
isolados do sorogrupo 1/2 de uma ampla variedade de alimentos e de plantas de
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processamentos, pode ser atribuida aos antigenos de superficie presentes nos
exemplares deste sorogrupo, o que, provavelmente, facilitaria a habilidade de L.
monocytogenes em colonizar equipamentos no ambiente de processamento.

Existe a possibilidade de que a alta viruléncia de determinadas cepas de L.
monocytogenes, tal como a Scott A, pertencente ao sorotipo 4b, seja um reflexo da
elevada resisténcia a inativacao pelo baixo pH estomacal (CZUPRYNSKI, FAITH &
STEINBERG, 2002). Conforme descrito por Gahan & Hill (2005), a habilidade dos
patégenos em sobreviverem aos varios micro-ambientes do trato gastrointestinal é
essencial para que estes consigam desencadear enfermidades. Portanto, antes que
Listeria alcance o intestino para aderir-se e invadir os enterdcitos, é necessario que
esta sobreviva as condicoes acidas do estbmago, assim como a elevada
osmolaridade e a presenca de sais biliares no intestino delgado. Estudos recentes
relatam que L. monocytogenes coloniza a vesicula biliar de ratos infectados, o que
aumenta as possibilidades deste 6rgdo atuar como fonte crénica de disseminacao
da bactéria pelo organismo, de maneira similar ao que ocorre com Salmonella Typhi
(HARDY et al., 2004).

2.7 Listeria monocytogenes - risco e ocorréncia nos alimentos

Determinados alimentos sdo considerados de alto risco, por apresentarem
elevada probabilidade de veicular listeriose e, desta maneira, o ILSI Research
Foundation / Risk Science Institute (2005), estabeleceu cinco critérios para um
alimento ser assim considerado. Sao eles: (1) ter potencial de contaminagao por L.
monocytogenes, (2) suportar o crescimento deste patégeno em altos numeros, (3)
ser pronto para o consumo, (4) necessitar de refrigeracao, e (5) ser estocado por
extenso periodo.

L. monocytogenes, por ser psicrotréfico e halotolerante, pode crescer em
alimentos salgados e refrigerados, os quais, freqlientemente, tém extenso periodo
de vida-util. Além disso, produtos que nao recebem qualquer tipo de tratamento
antes da ingestao, os chamados “prontos para o consumo”, tais como, queijos,
carnes e pescado, podem conter altos niveis de L. monocytogenes (HUSS,
JORGENSEN & VOGEL, 2000). Dessa forma, as caracteristicas quimicas e fisicas
dos produtos, assim como o tempo de estocagem, permitem classificar os alimentos

como de alto ou baixo risco.
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Segundo o Research Foundation / Risk Science Institute (2005) alguns dos
alimentos de maior risco, sdo patés e pastas de carne, salmdo defumado, saladas
de frutos do mar, leite ndo pasteurizado e seus derivados, queijos frescais, presunto,
frango ndo curado e sobras refrigeradas. Destacam, ainda, que o processamento de
alimentos a partir da matéria-prima até o produto final, pode envolver um mudltiplo
complexo de etapas que impactam na contaminacdo por L. monocytogenes. Esta
situag@o pode ser observada ao se verificar o status microbiol6gico de uma matéria-
prima (Fig. 2), a qual pode contaminar uma planta de processamento, um

estabelecimento comercial ou, ainda, outros alimentos nos domicilios.

Contaminacao Contaminacao Contaminacao Contaminacao
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Figura 2 - Fatores que influenciam a contaminagao por L. monocytogenes em

alimentos
Fonte: ILSI Research Foundation / Risk Science Institute (2005)
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Vitas, Aguado & Garcia-Jalon (2004) ressaltam que a extensa distribuicdo no
ambiente, combinado com as caracteristicas de crescimento deste patégeno,
representam a principal causa da alta prevaléncia nos diferentes alimentos. De
acordo com Jay (1996), L. monocytogenes € muito comum em carnes € seus
derivados e, desta forma, verificou-se que a prevaléncia dessa bactéria em diversos
tipos de carnes entre os anos de 1971-1994 foi de 17% em amostras de carne de
frango e de carne suina.

Miettinen et al. (2001) relatando sobre a presenca de L. monocytogenes em
frango, reportaram que este patégeno tem sido isolado em varios paises. A exemplo,
dos Estados Unidos, onde 23% das carcacas de frango, oriundas do comércio
varejista apresentaram contaminagcao por essa bactéria, enquanto na Noruega, a
ocorréncia foi de 61%. Contudo, Chasseignaux et al. (2002), avaliando a presenca
de L. monocytogenes em plantas de processamento de frangos e de suinos,
observaram 38,9% e 37% de contaminacao, respectivamente.

A ocorréncia de L. monocytogenes foi avaliada em alimentos crus e
processados provenientes do comércio da Espanha, por Vitas, Aguado & Garcia-
Jalon (2004), os quais, diagnosticaram que, as maiores taxas de contaminagéo
foram obtidas para os alimentos carneos crus. Onde, 34,9% das carnes suinas €
bovinas moidas estavam contaminadas por este microrganismo e que 36,1% das
carnes de frango apresentavam-se na mesma situacao.

Gudbjornsdéttir et al. (2004), pesquisando a incidéncia global de L.
monocytogenes em plantas de processamento de carne, frango e de pescados dos
Paises Nordicos, identificaram que as plantas processadoras de frangos foram o
setor mais problematico, visto que obtiveram elevada contaminacdo de seus
ambientes de processamento, ou seja, entre 20,6 e 24,1%. Entretanto, ao avaliarem
os produtos oriundos destas plantas de processamento, evidenciaram que 39% dos
pescados eram positivos para esta bactéria, seguido por 22,2% de contaminagédo da
carne de frango e 15,6% para carne bovina.

Com relacao aos pescados, a FDA (Food and Drug Administration) publicou
37 recalls entre os anos de 2000 a 2002, devido a contaminagdo por L.
monocytogenes (FDA, 2003). Num outro exemplo, Foley et al. (2005) analisaram
saladas de frutos do mar, na Bélgica, e constataram a presengca de L.
monocytogenes em 27% das amostras. Entretanto, de acordo com Huss, Jorgensen
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& Vogel (2000), os produtos de pescado prontos para o consumo, tais como, peixes
defumados refrigerados, tém sido esporadicamente associados a casos de listeriose.

A presenca de Listeria, tanto em produtos crus quanto em processados, pode
gerar consequéncias econ6micas problematicas para a industria de alimentos. Na
Unido Européia e nos Estados Unidos, sistemas de recusa de alimentos estédo
operantes e tém sido as principais razdes para a rejeicdo de produtos de pescado
refrigerados e congelados contaminados por L. monocytogenes (EKLUND et al.,
1995). Assim, a reducado da incidéncia de listeriose requer controle completo de toda
a cadeia alimentar para minimizar a probabilidade dos alimentos, principalmente, os
prontos para o consumo, de se tornarem contaminados por Listeria (WALLS &
BUCHANAN, 2005). Esse controle é demasiadamente dificili no ambiente de
processamento de alimentos, ja que este patégeno, além de ser capaz de aderir as
superficies que entram em contato com o alimento, apresenta resisténcia a
desinfetantes, tais como os derivados de aménia quaternaria (GUDBJORNSDOTTIR
et al., 2005). Outro importante pré-requisito para o controle de L. monocytogenes é
o conhecimento de seus nichos de contaminagao durante a producao de alimentos
(VOGEL et al., 2001b).

2.8 Listeria monocytogenes e a industria alimenticia

Os surtos e casos isolados de listeriose registrados foram, em sua grande
maioria, associados a produtos processados industrialmente. A contaminacao pés-
processamento tem sido a causa mais freqlente, seja através de contaminacao
cruzada dentro da industria, seja, por contaminacdo no ponto de distribuicdo ou
venda (ROCOURT & COSSART, 1997). As consequéncias dos surtos de listeriose
podem ser devastadoras para as industrias alimenticias envolvidas (MURPHY et al.,
2003). De acordo com Augustin (2003), a geracao de sistemas de vigilancia para a
listeriose em muitos paises, especialmente, nos desenvolvidos assim como, as
modificagbes nos habitos alimentares e o aumento de individuos
imunocomprometidos, podem ter provocado o incremento do numero de casos da
doenca. Além disso, é imprescindivel relatar que as mudangcas na forma de
producdo, processamento e estocagem de alimentos, principalmente no que diz
respeito ao emprego da cadeia de frio, propiciam a multiplicacdo de Listeria spp
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(ROCOURT; JACQUET ; REILLY, 2000). Conforme descrito por Antoniollo (2001), a
refrigeracdo, em virtude de paralisar o crescimento ou até mesmo destruir
determinados microrganismos, pode atuar como forma de pressao seletiva para
espécies psicrotroficas como Listeria spp., permitindo, desta maneira, 0 aumento da
populacdo deste patégeno até niveis potencialmente capazes de comprometer a
saude dos consumidores.

Nas industrias processadoras de carne, L. monocytogenes é considerado o
microrganismo mais importante a ser controlado (HEIR et al., 2004), tendo em vista
que a contaminacdo dos produtos alimenticios por essa bactéria ocorre mais
comumente durante o processamento e é frequente resultar da persisténcia de
algumas cepas na planta processadora (AUTIO et al., 2002). Conforme relatam Laer
et al. (2005), a presenca de L. monocytogenes em 100% das amostras de produto
final de lingtiica mista do tipo frescal analisadas em seu estudo, se deve as praticas
insatisfatérias de producdo, haja vista que as matérias-primas utilizadas para a
elaboracao do produto ndo apresentavam contaminacao detectavel.

Outro fator de grande preocupacdo é a capacidade de L. monocytogenes
produzir biofilme. Alguns autores, tais como Lundén (2004), destacam que apés a
formacao do biofilme, a remocédo dos microrganismos aderidos € dificultada, ja que
esta aderéncia protege os patégenos de agentes sanitizantes e antimicrobianos,
favorecendo, desta forma, o desenvolvimento de resisténcia aos desinfetantes, pela

exposicao a concentragdes subletais.

2.9 Ferramentas para investigacao epidemiologica de Listeria monocytogenes

De acordo com o ILSI Research Foundation / Risk Science Institute (2005), as
estratégias para a reducao da listeriose sao: prevenir a contaminacao dos alimentos
por L. monocytogenes, evitar o crescimento da bactéria em numeros elevados e
educacdo da populacdo de risco. Além disso, a aplicacdo de técnicas
discriminatérias, como sorotipagem e subtipagem molecular, € muito importante em
investigacdes epidemiolégicas para tracar associacoes entre as fontes de
contaminacao e alimentos envolvidos e, desta forma, detectar as possiveis fontes
responsaveis pelos casos e surtos da doenca (ILSI RESEARCH FOUNDATION /
RISK SCIENCE INSTITUTE, 2005).
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A subtipagem, com a conseqiente caracterizagao da cepa, ¢ essencial para
investigar a rota de contaminagao e localizar as fontes do patogeno dentro da planta
de_processamento de alimentos. Assim, conforme descrito por Lima (2004), a
amostragem do ambiente e do produto, ao longo da linha de processamento & uma,
forma de localizar as areas relacionadas a contaminagdo do alimento e de analisar
as_condicSes higiénicas do ambiente de processamento. A identificagao de um
isolado bacteriano em nivel de espécie € suficiente para definir se um alimento esta
contaminado com um patogeno e, desta forma, ser recolhido do mercado, ou, se
pode ser comercializado. Todavia, em diversas ocasides, a subtipificagédo bacterlana
¢ essencial, uma vez que permite a identificagdo da origem de um determinado
isolado proveniente de plantas de processamento e, deste modo, permite inferir em
que local e/ou momento que ele € incorporado no alimento e onde pode ser,
ocasionalmente, eliminado.

A industria alimenticia carece de ferramentas praticas para tracar as rotas de
contaminacdo, bem como, para avaliar quando os procedimentos de limpeza estao
ou ndo adequados. Nesse sentido, com o desenvolvimento e a popularizacdo das
técnicas baseadas em PCR (reacdo em cadeia da polimerase), as técnicas
moleculares tém sido cada vez mais testadas e utilizadas para a subtipificacdo de
microrganismos patogénicos, principalmente com o intuito de elaborar perfis
epidemiolégicos de microrganismos isolados. Neste contexto, iniUmeras sdo as
técnicas desenvolvidas para auxiliar os pesquisadores na prevencao e na elucidacao
de surtos de listeriose, dentre os quais pode-se citar: PFGE (Pulsed Field Gel
Eletrophoresis) (GUDMUNDSDOTTTIR et al., 2004; THEVENOT et al., 2006), MEE
(Multilocus Enzyme Eletrophoresis) (RORVIC et al.,, 2000), PCR-REA (PCR-
Restriction Enzyme Analysis) (RORVIC et al., 2000; CABRITA, et al.,, 2004) e
sequenciamento genético (ALLERBERGER, 2003). Entretanto, essas técnicas ainda
ndo sao convenientes para as rotinas laboratoriais, além disso, séao
demasiadamente laboriosas e onerosas (BOERLING et al., 1995; BYUN, JUNG &
YOO, 2001).

O desenvolvimento de técnicas de subtipagem acuradas e ageis é importante
para o monitoramento da listeriose. De acordo com Byun, Jung & Yoo (2001), das
inUmeras técnicas de subtipagem utilizadas para diferenciar Listeria em nivel de

subespécie, a sorotipagem € a mais comumente e extensivamente usada. Contudo,
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essa técnica apresenta limitado valor para estudos epidemiol6gicos, devido ao seu
insuficiente poder discriminatério (THEVENOT et al., 2006).

A possibilidade de amplificacdo de segmentos especificos do DNA de um
genoma foi um dos aspectos fundamentais para a revolugéo causada pela PCR, no
entanto, a técnica apresentava limitacdes significativas na obtencao de marcadores
moleculares distribuidos pelo genoma, uma vez que a constru¢ao de primers para a
amplificagdo via PCR dependia do conhecimento prévio das seqiéncias de
nucleotideos que flanqueavam a regiao de interesse no DNA, tornando necessaria
clonagem e sequienciamento dessa regidao (FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1998).
Desta forma, Williams et al. (1990) propuseram a técnica RAPD (Random Amplified
Polymorphic DNA - DNA Polimérfico Amplificado ao Acaso), que se baseia no
emprego de primers mais curtos (entre 8-10 nucleotideos), e de sequéncia arbitraria,
eliminando, assim, a necessidade do conhecimento prévio da seqiéncia alvo.

Umas das peculiaridades dessa técnica é a utilizagdo de um Gnico primer com
seqUéncia arbitraria, que possibilita a analise de polimorfismos de DNA (ZAHA,
FERREIRA & PASSAGLIA, 2003). Além disso, a PCR empregada para a elaboragéao
do RAPD é realizada sob baixas condi¢cées de estringéncia, obtendo-se, portanto,
uma alta variabilidade de perfis, 0s quais sado utilizados para diferenciar os isolados.
Nao obstante, a deteccao de polimorfismos é relativamente simples de ser avaliada
pela visualizacao direta das bandas no gel de agarose (WILLIAMS et al., 1990).

Outra caracteristica interessante citada por aqueles autores é a simplicidade
da técnica, haja vista que ndo se faz necessaria a purificagdo do DNA, com isso, 0
RAPD pode ser executado com DNA nao purificado, e até mesmo com células
integras. Com relacao a essa caracteristica, Medeiros & Farber (2001) padronizaram
uma variacao da técnica RAPD, utilizando células integras, a qual foi comparada
contra diversos kits comerciais para extracdo de DNA, assim como, contra
tratamento com Triton-X-100 e fervura de suspensdo bacteriana. O resultado dos
testes evidenciou que, o emprego de células integras foi mais reprodutivel e mais
rapido. Essa mesma forma de utilizagcdo de DNA foi utilizada por outros autores
(DESTRO, 1995; SILVA et al, 2001; LIMA, 2004), com resultados altamente
satisfatorios.

RAPD foi a técnica molecular escolhida por diversos autores devido ao
conjunto de vantagens oferecidas, dentre as quais pode-se citar: poder
discriminatério, simplicidade, rapidez e sensibilidade (BOERLIN et al., 1995;
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YOSHIDA et al., 1999; BYUN, JUNG & YOO, 2001; SILVA et al., 2001; MARTINEZ
et al., 2003; LIMA, 2004; CABRITA, et al., 2004; ERTAS & SEKER, 2005).

Ferreira & Grattapaglia (1998), compararam RAPD e RFLP (Restriction
Fragment Lenght Polymorphism — Polimorfismo no Comprimento dos Fragmentos de
Restricdo) e relataram, entre outros atributos, que, enquanto os marcadores RFLP
se baseiam na hibridizacdo de DNA, os marcadores RAPD se baseiam na
amplificacdo de DNA. Neste aspecto, estas diferencas resultam em uma série de
vantagens praticas que podem ser resumidas em duas caracteristicas: simplicidade
e rapidez. Entretanto, ressalta-se que essa técnica ainda apresenta baixa
reprodutibilidade, especialmente quando os dados sdo comparados entre
laboratérios (FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1998).

Com relacao, particularmente, a L. monocytogenes, diversas pesquisas tém
utiizado RAPD como ferramenta para estudos epidemioldgicos. Boerlin et al.
(1995), comparando RAPD com outras cinco técnicas de subtipagem (sorotipagem,
ribotipagem, fagotipagem, MEE e REA), relataram que esta técnica alcangou o
melhor poder discriminatério, além de ter apresentado boa reprodutibilidade.
Entretanto, ressaltam que os problemas relatados por outros autores na
padronizacdo do RAPD devem ser resolvidos antes da execucéao da técnica.

Diversos pesquisadores tém relatado a dificuldade de padronizacdo e de
reprodutibilidade do RAPD. Entretanto, seu bom poder discriminatério tem sido
frequentemente relatado em diversos estudos. Vogel et al. (2001a), por exemplo,
avaliaram PFGE, AFLP (polimorfismo de comprimentos de fragmentos amplificados)
e RAPD, demonstrando que essa ultima técnica apresentou poder discriminatério

semelhante as outras duas, as quais sao mais laboriosas e caras.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Estabelecimentos avicolas

As amostras foram coletadas entre agosto de 2005 e maio de 2006, em
estabelecimentos avicolas pertencentes a produtores cooperados a um abatedouro-

frigorifico localizado na regiao sul do Rio Grande do Sul.

3.1.1 Processo de amostragem

O monitoramento de Listeria foi realizado em 35 lotes de frango de corte, a
partir de amostras de swabs cloacais € de swabs de arrasto das camas dos
galpbes, conforme preconizado pelo Programa Nacional de Sanidade Avicola
(PNSA, 1994), e pela Portaria n° 126, de 03 de novembro de 1995, com algumas
modificacdes, conforme descrito a seguir. Cada swab cloacal representava duas
aves, totalizando 8 aves por coleta. J& para os de arrasto, cada swab
representava 1 galpdo. Os swabs foram imersos em frascos contendo agua
destilada estéril e transportados para o laboratério para o processamento das

amostras.

3.2 Frigorifico-abatedouro

As amostras foram coletadas entre novembro de 2005 e maio de 2006, em

uma planta de abate de frangos, localizada na regiao sul do Rio Grande do Sul. O
estabelecimento possui inspecado sanitaria realizada por Médicos Veterinarios do



24

Servico de Inspecdo Federal (SIF), do Ministério da Agricultura Pecuaria e
Abastecimento, abatendo ao redor de 22 mil aves por dia.

Segue, abaixo, uma breve descricdo da linha de abate e processamento de
frangos da industria avaliada, assim como um fluxograma simplificado representado
na Fig. 3.

As aves chegam a industria através de caminhdes, acomodadas em caixas
plasticas de transporte, agrupadas em lotes de 8 a 10 por caixa. Na plataforma de
desembarque, sdo penduradas na norea, onde recebem atordoamento através de
eletronarcose, com 50 volts. As aves sao conduzidas pela nérea até chegarem a
sala de sangria, onde sofrem seccdo manual da veia jugular, esse procedimento de
sangria se estende por até 4 minutos. Decorrido este periodo as aves, sdo
encaminhadas para a escaldagem com agua a 58°C, onde permanecem por 2 a 3
minutos e, em seguida, sdo direcionadas a depenadeira. Apds, sdao submetidas a
consecutivas lavagens com agua clorada a temperatura ambiente e, sdo dirigidas a
sala de evisceracao, para a retirada das visceras. As visceras comestiveis (coracao,
moela e figado) sdo conduzidas até um resfriador (chiller) de visceras e, as demais,
sdo direcionadas para a graxaria. ApOos esse procedimento, as carcagcas Sao
encaminhadas, através da nérea, para a sala de resfriamento, onde permanecem no
pré-resfriador (pré-chiller) em torno de 12 minutos, até alcangarem temperatura de,
no maximo, 14 a 16°C. Quando essa temperatura € atingida, sdo retiradas desse
equipamento, com auxilio de uma rosca sem fim, e direcionadas para o resfriador
(chiller), onde permanecem por 24 a 25 minutos, até alcangarem a temperatura final
de, no minimo, 4°C.

Transcorrido o resfriamento, as carcacas sdo enviadas para a sala de cortes e
colocadas em uma esteira plastica, para serem embaladas e armazenadas em

camara fria.
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Figura 3 — Representacdo esquematica da linha de abate e processamento de
frangos e dos pontos de coleta em cada etapa
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3.2.1 Processo de amostragem

Todos os procedimentos de amostragem foram executados conforme os

protocolos propostos pela APHA (2001).

Amostras de frango e de carcacas

As amostras de frango e de carcagas foram coletadas em trés diferentes
fases do abate: no inicio do processamento (inicio), na fase intermediaria
(intermediaria), e ao final do abate (término). E para tanto, em cada uma dessas
fases, cinco frangos eram escolhidos aleatoriamente na plataforma de
desembarque, amostrados superficialmente com o auxilio de swabs e marcados
com lacres de diferentes cores, formando uma amostra composta referente a cada
uma das fases. As quinze aves marcadas foram amostradas ao longo da linha de
processamento e a forma de coleta da amostra dependia da etapa de
processamento. Dessa forma, na plataforma de desembarque, a amostra referia-se
a swab de superficie (penas, pele e cloaca) dos frangos; na linha de processamento,
foi realizada pela agua utilizada nas lavagens dos frangos e das carcacas; € nos
produtos prontos para a comercializacdo, por lavagem da carcaga com agua
peptonada 0,1% (Tab. 2).
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Tabela 2 — Pontos de amostragem em uma linha de abate e processamento de

frangos do sul do Rio Grande do Sul

Periodo das
Ponto amostrado Forma de coleta atividades do
abate
Inicio
Plataforma de desembarque  swab de superficie de frangos Intermediario
Término
] , Inicio
. A residual de lavagem L
Sangria gua residual de lavagem dos Intermediario
frangos Térmi
ermino
Depenagem Agua residual de lavagem dos Inicio_, ,
Intermediario
frangos e
Término
] , Inicio
. ~ A residual de lavagem L
Evisceracao gua residual de lavagem dos Intermediario
frangos Térmi
érmino
, Inicio
Pré-resfriamento Agua de lavagem das carcacas Intermediario
Término
Inicio
Resfriamento Agua de lavagem das carcagas Intermediario
Término
Carcacas prontas para Inicio
gas prontas p Agua de lavagem das carcacas Intermediario
comercializacao Término

A amostragem da superficie dos frangos na plataforma de desembarque foi
realizada com swabs esterilizados umedecidos no préprio Caldo de Enriquecimento
para Listeria (LEB UVM — 1, Oxoid®) adicionado do suplemento SR141E (Oxoid®),
no momento em que as aves foram retiradas das caixas plasticas de transporte e
penduradas na nérea.

A amostragem dos frangos e das carcacas na linha de processamento, foi
realizada utilizando-se aliquotas de 100mL da agua que escorria apds a lavagem de
cada frango marcado com lacre, as quais foram coletadas em frascos de vidro
esterilizado contendo 0,1mL de tiossulfato de sédio a 1%. Os pontos de coleta
dessas amostras foram: sangria, depenagem e evisceragdo. Nas carcagas
amostradas durante as etapas de pré-resfriamento, resfriamento e produto final, foi
empregado lavagem da carcaca inteira, com 225mL de agua peptonada 0,1% estéril.
Retiravam-se aliquotas de 25mL, tanto da agua que escorria dos frangos, quanto



28

das aguas de lavagens das carcacas, inoculava-se em 225mL de LEB e, em
seqguida, incubava-se a 30°C durante 24 horas.

Amostras de equipamentos e ambiente

O ambiente de abate foi amostrado instantes antes do inicio das atividades de
abate, com o auxilio de swabs esterilizados umedecidos em LEB. As amostras do
ambiente da planta de processamento foram provenientes dos drenos e pisos da
sala de evisceracdo e dos drenos da sala de resfriamento, enquanto que as
amostras dos equipamentos foram provenientes das caixas plasticas em que os
frangos eram transportados até a industria, das escovas da depenadeira, das mesas
utilizadas para manipular carcacas de frango e visceras (antes e durante o
processamento), do disco de corte de patas, das facas usadas na evisceracéo, da
mesa de transpasse (utilizada para depositar as carcacas apds o corte de patas e
direciona-las para a nérea da sala de evisceragao), das esteiras plasticas (antes e
no final do processamento), onde as carcacas eram conduzidas para serem
embaladas, e da agua de recirculacdo da sala de depenagem (a qual era o residuo
da agua utilizada para a lavagem dos frangos ap6s o processo de depenagem e
reaproveitada, através de recirculacao, durante todo o periodo de abate para carrear
as penas), conforme pode ser melhor visualizado na Tab. 3.
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Tabela 3 — Pontos de amostragem do ambiente e equipamentos em uma planta de

processamento de frangos da regido sul do Rio Grande do Sul

Ponto amostrado

Periodo do abate e

processamento
Gaiolas de transporte Inicio
Gaiolas de transporte Durante
Gaiolas de transporte Final
Escovas de depenagem Inicio
Disco de corte de patas Inicio
Mesa de transpasse Inicio
Pool de facas Durante
Piso da sala de evisceracao Inicio
Dreno da sala de resfriamento Inicio
Dreno da sala de depenagem Inicio
Mesa de separacao de miudos Inicio
Mesa de separacao de miudos Durante
Esteira de cortes Inicio
Esteira de cortes Final
Agua de recirculacédo da sala de depenagem Final

3.3 Amostras obtidas no comércio

Foram avaliadas amostras de carcacas de frango refrigeradas, provenientes
do comércio da cidade de Pelotas/RS, no periodo de agosto a outubro de 2006.
Todas as amostras foram provenientes de industrias situadas no estado do Rio
Grande do Sul.

3.3.1 Processo de amostragem

Foram coletadas 25 amostras compostas, formadas por cortes de frango
refrigerados (coxa, sobrecoxa e peito), tendo em vista que os frangos refrigerados
ndao sao comercializados na forma de carcaca inteiras. Os procedimentos de
amostragem foram realizados de acordo com as recomendagdes de APHA (2001).

Cada amostra composta foi lavada com 225mL de agua peptonada 0,1% e,
em seguida, retiravam-se aliquotas de 25mL, que foram inoculadas em 225mL de
LEB, incubando-se a 30°C durante 24 horas.
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Ap6s a obtencdo das amostras, estas foram acondicionadas em caixas
isotérmicas contendo gelo e transportadas até o Laboratério de Microbiologia de
Alimentos — MICROBIAL, no Departamento de Ciéncia e Tecnologia Agroindustrial,
da Faculdade de Agronomia Eliseu Maciel, na Universidade Federal de Pelotas,

onde foram submetidas a andlise microbioldgica.

3.4 Isolamento e identificacao de Listeria spp.

O isolamento e a identificacdo de espécies de Listeria foram realizados

conforme descrito por Farber et al. (1994) e contempla as seguintes etapas:
3.4.1 Enriquecimento seletivo

O enriquecimento seletivo primario foi realizado semeando-se as amostras
em LEB e incubando-as a 30°C durante 24 horas. Aliquotas de 25mL das amostras
oriundas de agua de lavagem, foram transferidas para 225mL de LEB. Ja as
amostras de swab, que haviam sido inoculadas diretamente em LEB, apds

chegarem ao laboratério foram imediatamente incubadas.
3.4.2 Enriquecimento seletivo diferencial

A partir das amostras previamente enriquecidas em LEB, retirou-se 0,1mL,
inoculou-se em caldo Fraser (Oxoid®) adicionado do suplemento SR 156 (Oxoid®) e
incubou-se a 35-37°C por até 48horas.

3.4.3 Isolamento de coldnias tipicas

Apbés o periodo de incubacdo em caldo Fraser, as amostras que
apresentavam modificacdo do meio, visualizada através de escurecimento - devido a
degradacao da esculina presente no meio de cultura — foram semeadas, com auxilio
de alca de niquel-cromo, em dois agares seletivos e diferenciais: agar Oxford
(Ox0id®) adicionado do suplemento SR140E (Oxoid®) e agar Palcam (Oxoid®)



31

adicionado do suplemento SR150E (Oxoid®). As placas contendo os agares foram
incubadas a 35°C por 48 horas.

3.4.4 Selecao e cultivo de coldnias

A partir de cada um dos meios de cultura seletivos, foram escolhidas 3
colénias caracteristicas de Listeria spp., as quais foram repicadas para caldo
Triptona de Soja com 0,6% de extrato de levedura (TSB-YE, Acumedia® e Vetec®), e

incubadas por 35° durante 24 horas.
3.4.5 Identificacao bioquimica de Listeria spp.

Para a identificacdo bioquimica em nivel de espécie, foram empregados os
seguintes testes: producdo de catalase, motilidade a 25°C em &agar semi-sélido, B-
hemoélise em &gar sangue de cavalo desfibrinado, fermentacdo de carboidratos
(ramnose, dextrose, manitol e xilose), conforme descrito a Tab. 1.

As colbnias presuntivas do género Listeria que haviam sido cultivadas em
TSB-YE, foram repicadas para agar Tripticase de Soja com 0,6% de extrato de
levedura (TSA-YE, Acumedia® e Vetec®), e incubadas por 35°C durante 24 horas,
para posterior manutencao dos isolados.

Para a realizacdo do teste da catalase, produziu-se uma suspensao
bacteriana (retirando-se uma algada do crescimento bacteriano e ressuspendendo
em agua salina 0,85% estéril) em uma lamina de vidro, previamente higienizada com
alcool etilico e, em seguida, adicionou-se agua oxigenada a 3%. A reagao positiva
para o teste, ou seja, a presenca da enzima, é evidenciada com o aparecimento de
bolhas de oxigénio.

A motilidade foi avaliada a partir da inoculagéo dos isolados, com o auxilio de
agulha de niquel-cromo, em 4mL de &gar Motilidade (Motility Test Medium, Difco®),
0s quais foram incubados a 25°C por até 7 dias. Durante esse periodo, os isolados
foram monitorados diariamente, a fim de detectar a motilidade caracteristica de
Listeria spp., a qual se apresenta em formato de guarda-chuva, comprovando desta

forma, a propriedade microerofilica dessa bactéria.
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O teste de B-hemdlise foi realizado em placas de petri contendo agar Sangue
de Cavalo (7%), as quais foram divididas em 20 espacos, onde cada isolado foi
inoculado com a utilizacdo de agulha de niquel-cromo, e incubadas a 35°C durante
24 horas. Finalizado o periodo de incubacao, as placas foram observadas sob luz
clara, a fim de detectar producao de hemolisina. O resultado para cada isolado foi
registrado como B-hemolitico (presenca de zona de clareamento total ao redor do
in6culo) ou como nao B-hemolitico (sem producao de zona de clareamento ao redor
do in6culo).

A fermentacdo de carboidratos foi efetuada com a adigcdo dos respectivos
acucares [xilose (Vetec®), dextrose (Reagen®), manitol (Vetec®) e ramnose (Vetec®)]
isoladamente, em Aagar Purpura de Bromocresol (Quimis®), o qual é o agente
indicador de pH na reacao de fermentacao. As placas de petri, utilizadas para avaliar
a fermentacao de cada carboidrato, foram divididas em 20 espacgos para a posterior
inoculacdo dos isolados a serem testados. Uma vez inoculadas, as placas foram
incubadas a 35-37°C, por 24 horas e, depois de transcorrido este periodo, os
isolados foram considerados positivos para fermentacado de cada carboidrato se, ao
redor do local da inoculagdo, havia a produgdo de um halo amarelo, devido a
degradacao do acucar e conseqlente produgédo de acido e alteracao do pH do meio.
Os resultados negativos eram aqueles em que, ao redor do local da inoculacao, nao
havia mudanca da colorag¢éao do agar.

3.5 Sorotipagem dos isolados de Listeria monocytogenes

Apbés a triagem bioquimica, todos os isolados identificados como L.
monocytogenes foram cultivados em tubos tipo Eppendorf contendo TSA-YE,
incubados por 35-37°C durante 24 horas e, posteriormente, encaminhados para o
Laboratério de Zoonoses Bacterianas do Departamento de Bacteriologia do Instituto
Oswaldo cruz — FIOCRUZ, para serem submetidos a sorotipagem.
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3.6 Analise de DNA polimérfico amplificado ao acaso (RAPD)

3.6.1 Preparo das células

Os isolados de L. monocytogenes, ja sorotipados, foram cultivados em TSB-
YE, a 35-37°C durante 24 horas. Os cultivos bacterianos foram centrifugados a
4000rpm por 15 minutos (Centrifuga Excelsa Baby Il Modelo 206 — R Fanem®), o
sobrenadante foi descartado, os precipitados de células foram ressuspensos em
1mL de solucdo salina 0,85% e transferidos para tubos tipo Eppendorf estéreis.
Essas suspensdes de células bacterianas foram centrifugadas a 16000rpm por 15
minutos (Centrifuge 5415 D Eppendorf®), os sobrenadantes removidos e os
precipitados de células suspensos em 500uL de agua destilada estéril. As
suspensoes foram diluidas com agua destilada estéril até alcancarem uma
densidade 6tica de 1,8 a 600nm (Aeoo) (Espectrofotdmetro UV/ visivel Ultrospec
2000, Pharmacia®). Essas suspensées, contendo aproximadamente 10’ células por
uL, foram utilizadas na reacéo de PCR.

3.6.2 RAPD

A amplificagdo do DNA cromossomal foi executada pela técnica de RAPD,
conforme protocolo proposto por Lima (2004), adaptado de Destro (1996). Foram
utilizados, separadamente, os primers UBC 127 (5’ — CTG GCG GCT G- 3’) e UBC
155 (5 — ATC TGG CAG C — 3’) ambos adquiridos da Invitrogen™.

A reacdo de amplificacdo foi realizada com um volume final de 25pL,
contendo: 2,5uL de tampao de carga 10x, 2mM de cloreto de magnésio, 2,5mM de
dNTPs, 1,5uL de primer (UBC 127 ou UBC 155), 3uL de suspensao de células
bacterianas e 1U de Taq DNA Polimerase (Invitrogen™). A amplificacéo foi realizada
em Termociclador PTC - 100® (Peltier Thermal Cycler), seguindo os seguintes
padrées: um ciclo inicial de desnaturacdo a 95°C durante 5 minutos e, apéds, 40
ciclos de 94°C por 1 minuto, 35°C por 1 minuto e 72°C por 2 minutos. Terminados
esses 40 ciclos, houve uma extensao final a 72°C por 10 minutos. A conservacao
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dos produtos da PCR foi realizada por manutencédo das amostras a 4°C por até 18
horas.

Os produtos de amplificacdo foram submetidos a eletroforese em gel de
agarose (Invitrogen") 1,5%, corado com brometo de etidio e, para efeitos
comparativos, adicionou-se a corrida o marcador de 100 pares de bases
(Invitrogen™).

Finalizada a eletroforese, os géis foram fotografados sob iluminagdo em luz
ultravioleta (TFX 35M, Life Technologies, Gibco BRL®), com conseguinte
comparacao das bandas geradas e, assim, os isolados foram agrupados em perfis
RAPD.

3.7 Analise dos resultados

As bandas obtidas através da técnica RAPD com cada primer foram
comparadas visualmente e os isolados foram agrupados conforme seus perfis
polimérficos.

O poder discriminatério da sorotipagem e do RAPD foi alcancado calculando-
se o indice de discriminagdo D (HUNTER & GASTON, 1988), que preconizam a

equacao:
D=1-[>n(n-1)/N(N—-1)]

Sendo, n = niumero de amostras encontradas em cada um dos subtipos

analisados e N = nUmero total de amostras.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Ocorréncia de Listeria spp.

4.1.1 Ocorréncia de Listeria spp. na cadeia produtiva de frangos do sul
do Rio Grande do Sul

A ocorréncia de Listeria spp. nas 239 amostras coletadas na cadeia produtiva
de frangos foi de 37,2% (89/239), com 28% (67/239) das amostras positivas para L.
innocua, 8,8% (21/239) positivas para L. monocytogenes e 0,4% (1/239) para L.
seeligeri.

4.1.2 Ocorréncia de Listeria spp. nos estabelecimentos avicolas

O monitoramento de plantéis de frangos para a presenca de Listeria foi
realizado através da avaliacdo de 70 amostras obtidas a partir de swabs cloacais e
de arrasto de cama de aviario e, em duas amostras (2,9%), isolaram-se bactérias
pertencentes a esse género. Uma amostra (2,9%) dos 35 swabs cloacais foi positiva
para L. monocytogenes, e em uma (2,9%) das 35 de swabs de arrasto isolou-se L.
innocua.

Petersen & Madsen (2000), investigando a distribuicdo de Listeria spp. a partir
de swabs cloacais coletados em lotes de frango, isolaram L. monocytogenes em 3%
das amostras, dado que corrobora o resultado encontrado neste estudo. Em
contrapartida, esses autores encontraram L. innocua em 13% das amostras de

swabs cloacais, totalizando 16% de ocorréncia de Listeria spp., valores superiores
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aos obtidos neste trabalho. Nesse sentido, Quessy & Messier (1992), estudando a
incidéncia de Listeria em gaivotas, encontraram L. monocytogenes em 9,5% e L.
innocua em 13,6% das amostras de swab cloacal, e alertam que esses passaros sao
capazes de contaminar frutas, vegetais e silagens.

Por outro lado, Ojeniyi et al. (1996), nao isolaram L. monocytogenes de
amostras de ceco de frango, assim como Fenlon et al. (1996), que analisando fezes
de frangos e suinos, ndo detectaram bactérias do género Listeria. Esses ultimos
autores relatam que a presenca deste patdégeno no material fecal esta relacionada
com o tipo de alimentagdo disponibilizada aos animais, uma vez que dietas
baseadas, por exemplo, em silagem, podem ser veiculo de transmissao de Listeria
spp.

As disparidades entre os resultados podem ser originadas pela regiao
geografica, pelas condicbes de criacdo das aves, pelos diferentes materiais
amostrados, bem como, pelos distintos métodos empregados para o isolamento.
Além disso, em face do pequeno numero de relatos disponiveis na literatura com
relacdo a prevaléncia de Listeria no trato intestinal de aves, ha dificuldade na
discussdo dos resultados obtidos neste estudo. No entanto, os frangos podem
carrear L. monocytogenes em seu trato intestinal e, dessa forma, contaminar os
criatérios e abatedouros de frangos. Neste estudo observou-se a presenca de
microrganismos do género Listeria nos plantéis avicolas, o que permite inferir que a
disseminacdao desse patdégeno possa iniciar ja a partir desse ponto da cadeia
produtiva.

4.1.3 Ocorréncia de Listeria spp. na planta de abate de frangos

Das 144 amostras oriundas da planta de abate e processamento de frangos,
55 (88,2%) apresentavam contaminacao por bactérias do género Listeria.

A espécie isolada com maior frequéncia foi L. innocua, com 47 amostras
(32,6%) contaminadas por esse patégeno, ao passo que 15 (10,4%) apresentaram
contaminagdo por L. monocytogenes. E interessante frisar que sete amostras
apresentaram contaminacao simultanea com L. innocua e L. monocytogenes, o0 que
pode ser notado ao observar as ocorréncias deste estudo. A distribuicao de Listeria
spp. na linha de abate e de processamento avaliada pode ser melhor visualizada
através da Tab. 4.
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De forma geral, as bactérias do género Listeria somente nao foram isoladas a
partir da superficie dos frangos, na plataforma de desembarque, e na agua de
lavagem de frangos nas etapas de sangria e depenagem. Ja a espécie L.
monocytogenes nao foi isolada das gaiolas de transporte e da superficie dos frangos
na plataforma de desembarque, assim como, das aguas de lavagens dos frangos
nas etapas de sangria e depenagem, da agua de recirculagédo, dos discos de corte
de patas e dos drenos na sala de depenagem e, por fim, das facas na sala de
evisceracdo. Em contrapartida, Barbalho et al. (2005), estudando a ocorréncia de
Listeria spp. em uma planta de abate e processamento de frangos no estado da
Bahia - Brasil, somente isolaram L. monocytogenes em um ponto desta linha, ou
seja, a partir das carcagas coletadas no setor de embalagem, as quais estavam
prontas para serem encaminhadas ao comércio.

Neste estudo, a presenca de L. monocytogenes foi evidenciada nas escovas
da depenadeira, na mesa de transpasse, na agua de lavagem dos frangos na etapa
de evisceragao, no pré-resfriamento, no resfriamento e no produto final. Além disso,
também foi encontrada em amostras do piso da sala de evisceracao, no dreno da
sala de resfriamento, na mesa de separacao de miudos, assim como nas esteiras de
cortes.

Gudbjornsdéttir et al. (2004), pesquisando a incidéncia de Listeria spp. em
plantas de processamento de carne bovina, de frango e de pescados, observaram
que a maior freqtiéncia foi obtida nas plantas de processamento de frangos, onde,
em média, 45,3% das amostras foram positivas para Listeria spp., € 21,9% para L.
monocytogenes. Frequéncias inferiores foram detectadas por Miettinen et al. (2001),
que investigando a prevaléncia de L. monocytogenes em dois abatedouros de
frangos, da Finlandia, verificaram a presenca desse patégeno em 1 e 11% das
amostras, respectivamente.

Alguns autores, tais como, Chasseignaux et al. (2002), comentam que, nas
diversas plantas de processamento de frangos estudadas, as principais fontes de
contaminacao por L. monocytogenes foram os equipamentos e utensilios, tais como,
esteiras e bandejas, além dos pisos e drenos. Uma vez que, estes mesmos
pesquisadores, evidenciaram o isolamento deste patdégeno em 23,7% das amostras
provenientes do ambiente de processamento. Ja no presente estudo, isolou-se
Listeria spp. em 65% (39/60) das amostras de equipamentos e do ambiente de
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abate e processamento, dos quais, 48,3% (29/60) eram contaminadas por L.
innocua e 16,7% (10/60) por L. monocytogenes.

Nesta pesquisa, o isolamento de Listeria spp. a partir da superficie dos
frangos na plataforma de desembarque pode ter sido dificultado pela elevada carga
microbiana de origem fecal existente nestas amostras. Nas primeiras coletas,
observou-se que as aves permaneciam em gaiolas apresentando condi¢des
inadequadas de higiene, mantendo, dessa forma, um ambiente impréprio para o
desenvolvimento de Listeria, uma vez que esse microrganismo ndo € um bom
competidor. Entretanto, na Ultima coleta, onde as gaiolas de transporte
apresentavam-se em boas condicdes higiénicas, foi possivel isolar L. innocua
(Tab.4).

Martinez et al. (2003), empregando RAPD também ndo conseguiram
estabelecer uma relagédo entre os frangos que chegavam para o abate, e a fonte de
contaminacao dentro da industria. Ja Lawrence & Gilmour (1995), utilizando RAPD
para mapear os pontos de contaminacao por L. monocytogenes em uma planta de
abate de frangos, observaram que a origem da contaminacdo era as aves que
chegavam ao frigorifico para serem abatidas. Através dos dados obtidos por sua
pesquisa, foi possivel verificar a predominancia do genétipo proveniente das aves na
planta processadora, indicando que, ou a matéria-prima atua como continua fonte de
contaminacao, ou, estas cepas aderidas as superficies de contato com os frangos
em processamento, sdo as fontes de contaminacgao cruzada.

A auséncia de Listeria spp. na agua de lavagem dos frangos na etapa de
depenagem, pode ser atribuida a temperatura da agua, a qual situava-se entre 58 e
60°C, o que pode provocar um estresse térmico capaz de injuriar o microrganismo,
dificultando sua recuperacdo nos meios de cultura utilizados. E interessante frisar
qgue, nos pontos de amostragens subseqlentes a esta etapa do processamento, tais
como, nas escovas da depenadeira, foi possivel isolar tanto L. monocytogenes,
quanto L. innocua. Deste modo, é possivel inferir que as escovas, até mesmo por
sua diferenciada estrutura anatémica, a qual dificulta a higienizagdo, podem ser um
dos pontos onde ha persisténcia de Listeria, facilitando, desta forma, a disseminacao
desses microrganismos para as carcagas de frango. Em contrapartida a esses
resultados, Barbalho et al. (2005), obtiveram sucesso ao isolar L. innocua em

carcacas de frangos nos setores de sangria e depenagem.
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Consultando-se a literatura, observa-se que nao ha uniformidade entre os
pontos amostrados nos diferentes abatedouros de frangos referenciados na
literatura, o que dificulta, de certo modo, a comparacao entre resultados. Este fato
pode ser explicado pelos distintos equipamentos utilizados nas diversas plantas de
abate e processamento ao redor do mundo. No entanto, Miettinen et al. (2001),
avaliando duas plantas de processamento na Finlandia, isolaram L. monocytogenes
da esteira no setor de embalagem dos frangos nos dois estabelecimentos,
semelhantemente ao encontrado no presente estudo. Este ponto de amostragem
pode ser um importante sitio de contaminacao por Listeria, haja vista que, através
dela, as carcagcas sao conduzidas para a embalagem, seguido entdo, de
armazenamento para a posterior comercializacdo. Uma vez que, Listeria spp. é um
microrganismo psicrotréfico, a contaminacao nesta etapa prévia a conservagao pelo
frio, pode aumentar o risco de proliferacdo bacteriana associado ao produto.
Miettinen et al. (2001) relatam ainda, que a contaminagdo das carcacas de frango
nos abatedouros também pode ocorrer durante as etapas de resfriamento e de
retirada da pele, ja que o patégeno em questdo nao foi detectado antes desses
procedimentos.

E interessante salientar que num mesmo ponto de amostragem houve
alternancia no isolamento de espécies de Listeria nas diferentes coletas (Tab. 4),
tendo em vista que, por vezes foi observada a presenca de L. monocytogenes e, em
outras, L. innocua. Fato semelhante foi observado por Vitas, Aguado & Garcia-Jalon
(2004), os quais relataram que a contaminacdo com diferentes espécies de Listeria
foi observada em varios tipos de alimentos, em especial os crus, e que, amostras
contaminadas por L. monocytogenes e L. innocua, foi a combinacdo mais frequente.
De acordo com Lawrence & Gilmour (1994), isso se justifica pelo fato dos nichos
ecoldgicos de Listeria spp. se sobreporem e, desta maneira, ndo € rara a ocorréncia
de mais de uma espécie em uma mesma amostra. Esse fato € preocupante do ponto
de vista de saude publica, tendo em vista que, segundo Azevedo et al. (2005), a
presenca de qualquer espécie do género Listeria pode ser indicativa de higiene
inadequada e de cenarios de contaminagdo cruzada, que podem favorecer a
contaminacao e a persisténcia de L. monocytogenes.

A presenca de L. monocytogenes em superficies de equipamentos, tais como
nas esteiras de transporte da sala de cortes é preocupante, devido ao fato delas
poderem contribuir para a disseminacao da bactéria para o produto que esta sendo
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processado, 0 que, possivelmente, ocorreu neste estudo. De acordo com Ojeniyi et
al. (1996), a maior probabilidade de contaminacdo das carcacas por L.
monocytogenes ocorre durante o processamento. Nesse caso, o frango refrigerado,
ao ser manipulado nos domicilios, pode ocasionar contaminacédo cruzada para
outros alimentos, a qual representa o principal fator de veiculagdo de L.
monocytogenes (VITAS, AGUADO & GARCIA-JALON, 2004).



Tabela 4 - Distribuicdo de Listeria spp. e dos sorotipos de L. monocytogenes na linha de abate e processamento de frangos

Periodo do abate e processamento

Ponto amostrado Coleta Inicio Intermediario Final

Espécie Listeria / sorotipo

1 - - -
Swab de gaiolas 2 - - -
de transporte 3 - - -
Plat.:;;fgrma ? L. innocua - -
desembarque Swab de superficie 2 - - -
dos frangos 3 - - -
4 - - -
1 - - -
Sangria Agua residual de lavagem 2 - - -
dos frangos 3 - - -
4 - - -
1 - - -
Agua residual de lavagem 2 - - -
dos frangos 3 - - -
4 - - -
1 L. monocytogenes / 4b NA* NA
Swab das escovas da 2 - NA NA
depenadeira 3 L. innocua NA NA
Depenagem 4 - NA NA
1 NA NA L. innocua
Agua de recirculagao 2 NA NA L innocua
3 NA NA L. innocua
4 NA NA L. innocua
1 L. innocua NA NA
Swab do disco de corte de 2 L. innocua NA NA
patas 3 L. innocua NA NA
4 L. innocua NA NA

* sem crescimento
NA - nao amostrado
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Continuacéao da Tabela 4 - Distribuicao de Listeria spp. e dos sorotipos de L. monocytogenes na linha de abate e processamento

de frangos

Periodo do abate e processamento

Ponto amostrado Coleta Inicio Intermediario Final
Espécie Listeria / sorotipo
1 L. innocua NA NA
2 L. monocytogenes / 1/2b NA NA
Swab da mesa de transpasse 3 | innocua NA NA
Depenagem 4 L. innocua NA NA
penag 1 L. innocua NA NA
2 - NA NA
Swab dos drenos 3 L.innocua NA NA
4 L. innocua NA NA
1 L. innocua - L. innocua
Agua residual de lavagem 2
dos frangos 4 L. innocua - L. monocytogenes (1/2b) / L.
innocua
Evisceracio 1 NA L. innocua NA
¢ Swab do pool de facas 2 NA i NA
3 NA - NA
4 NA - NA
1 NA NA -
2 NA NA L. innocua
Swab do piso 3 NA NA L. monocytogenes (1/2b) / L.
innocua
4 NA NA L. monocytogenes (1/2b)
1 - - -
Resfriamento Agua de lavagem 2 L. innocua L. innocua L. innocua
de carcagas do pré-resfriamento 3 L. monocytogenes /1/2b - -
4 L. innocua L. innocua L. innocua

* sem crescimento
NA - ndo amostrado
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Continuacéao da Tabela 4 - Distribuicao de Listeria spp. e dos sorotipos de L. monocytogenes na linha de abate e processamento

de frangos

Periodo do abate e processamento

Ponto amostrado Coleta Inicio Intermediario Final
Espécie Listeria / sorotipo
1 - - -
Agua de lavagem das carcacas 2 - - -
do resfriamento 3 - - L. monocytogenes /1/2b
4 L. innocua L. innocua L. innocua
1 - NA NA
Resfriamento > L. monocytogenes (1/2b) / L. NA NA
Swab dos drenos innocua
3 L. innocua NA NA
4 L. innocua NA NA
1 L. monocytogenes /1/2b - NA
Swab da mesa de separagao de 2 - L. innocua NA
midudos 3 - - NA
4 - - NA
1 L. innocua NA -
2 L. innocua NA L. innocua
Swab da esteira de cortes 3 L. monocy;ggsgﬁs (1/2b) / L. NA L. monocytogenes /1/2b
Sala de 4 L. monocyz_‘ogenes (1/2b) / L. NA L. monocyt"ogenes (1/2b) / L.
innocua innocua
cortes 1 : . :
2 - - -
Produto Final 3 L. monocytogenes /1/2b L. innocua L. innocua
4 L. innocua L. innocua L. monocytogenes (1/2b) / L.
innocua

* sem crescimento
NA - ndo amostrado
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4.1.4 Ocorréncia de Listeria spp. em frangos refrigerados comercializados na
cidade de Pelotas/RS

A partir das 25 amostras de frangos refrigerados provenientes do comércio
varejista na cidade de Pelotas/RS, isolou-se Listeria spp. em 23 amostras (92%),
sendo 19 (76%) contaminadas com L. innocua, cinco (20%) com L. monocytogenes
e uma (4%) com L. seeligeri.

Miettinen et al. (2001) avaliaram a ocorréncia de L. monocytogenes em cortes
de frango procedentes do comércio finlandés, e encontraram 62% de contaminacao.
Ja Vitas, Aguado & Garcia-Jalon (2004), avaliando alimentos frescos e processados
comercializados na Espanha, observaram que 36,1% dos frangos crus estavam
contaminados por L. monocytogenes, e que L. innocua estava presente em 67,4%
das amostras analisadas.

Esses resultados estdo de acordo com os obtidos neste estudo no sentido de
que L. innocua é mais freqlente que L. monocytogenes. Segundo Yokoyama et al.
(1998), isto se deve ao fato de L. innocua possuir uma taxa de crescimento superior
a de L. monocytogenes, além de produzir substancias semelhantes a bacteriocinas,
que teriam a capacidade de inibir o crescimento de L. monocytogenes durante o
periodo de enriquecimento em meios de cultura. Ressalta-se que o isolamento de
espécies nao-patogénicas de Listeria nao elimina a possibilidade de L.
monocytogenes estar presente na mesma amostra e ndao ser detectada (Curiale &
Lewus, 1994).

Araujo et al. (2002) ao analisarem produtos de carne de peru, constataram
que as amostras adquiridas inteiras ndo estavam contaminadas com bactérias do
género Listeria, ao passo que as amostras fatiadas, apresentavam contaminacao ao
redor de 80-90%. Esses autores relatam, ainda, que a auséncia de Listeria em
produtos inteiros, e a alta ocorréncia em fatiados, sugerem praticas inadequadas de
manipulagdo, higiene e armazenamento nos locais onde s&o realizados o
fracionamento e a venda de produtos carneos. Essas informacbes também sao
validas para os cortes de frango, os quais muitas vezes sao vendidos a granel e,
dessa maneira, sofrem grande manipulacao.

Além disso, é de extrema importancia destacar que, alimentos com atividade
de agua e valores de pH adequados ao crescimento microbiano (tal como a carne de
frango), e estocados sob refrigeracdo, dificultam a multiplicagdo da microbiota
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competitiva e permitem que patdgenos psicrotréficos, como L. monocytogenes,
atinjam densidades celulares elevadas (VITAS, AGUADO & GARCIA-JALON, 2004).

4.2 Subtipificacao dos isolados de L. monocytogenes por sorologia

Através de testes bioquimicos e soroldgicos, obteve-se 83 isolados de Listeria
monocytogenes, o que permitiu tracar um perfil epidemiolégico desse microrganismo
na cadeia produtiva de frangos da regido sul do Rio grande do Sul. A ocorréncia geral
foi de 66,3% (55/83) dos isolados pertencentes ao sorotipo 1/2b, 14,5% (12/83) ao
sorotipo 4b, 12% (10/83) ao sorotipo 1/2a, 3,6% (3/83) ao sorotipo 1/2c e 3,6% (3/83)
ao sorotipo 4e.

Os trés isolados provenientes de swab cloacal pertenciam ao sorotipo 4e. Ao
passo que, na planta de abate, todos os isolados (57) pertenciam aos sorotipos 1/2b
e 4b, havendo prevaléncia do primeiro, com 79% (45/57). Ja nas amostras de
frangos refrigerados do comércio local, foram obtidos 23 isolados, pertencentes aos
sorotipos 1/2a (43,5%), 1/2b (43,5%) e 1/2c (13%).

Varios autores relatam que os sorotipos mais envolvidos em casos e surtos
de listeriose sao o 4b, 1/2a e 1/2b, os quais foram os mais isolados neste estudo. Ja
o sorotipo 1/2c, também obtido neste trabalho, nunca foi envolvido em casos e
surtos de listeriose, embora, todo isolado de Listeria monocytogenes deva ser
considerado potencialmente patogénico ao homem. Esta informagdo contrapde os
resultados encontrados nas pesquisas de Miettinen et al. (2001), que avaliaram
plantas de abate e processamento de frangos, bem como, produtos finais em nivel
de comércio, e detectaram que 65% de todos os isolados pertenciam ao sorotipo
1/2c, 25% ao sorotipo 1/2a e 10% ao sorotipo 4b. Esses resultados vao de encontro
as informacdes obtidas neste estudo, uma vez que o sorotipo 1/2b, 0 mais isolado,
nao foi diagnosticado por aqueles autores, bem como pelo fato do sorotipo 1/2c, ser
o menos freqliente neste trabalho.

Ja Vitas, Aguado & Garcia-Jalon (2004) analisando, dentre outros alimentos,
carnes de frango, encontraram o sorotipo 1/2b como o mais frequente (36,8%),
seguido pelo 1/2a, 4b e 1/2c. Esses dados estdo em concordancia com o0s
resultados obtidos neste estudo, tendo em vista que o sorotipo 1/2b também foi o
mais isolado, e o 1/2c foi o sorotipo menos freqlente.
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Por outro lado, Aradjo et al. (2002), investigando a presenca de L.
monocytogenes em produtos de carne de peru obtidos no comércio da cidade de
Niter6i/RJ, constataram que 51,9% dos isolados pertenciam ao sorotipo 4b, 34,6%
ao sorotipo 1/2c, 7,7% ao sorotipo 1/2b e 5,8% ao 1/2a. Esses resultados divergem
dos encontrados neste estudo, uma vez que, o sorotipo 4b ndo foi encontrado nas
amostras originadas do comércio, no entanto, os outros sorotipos, apesar das
frequéncias de isolamento distintas, sao similares e também os mais relacionados a
produtos carneos.

Thévenot et al. (2006), estudando a distribuicdo de sorotipos de L.
monocytogenes em carne salgada de suino, detectaram que 49,9% das amostras
pertenciam ao sorotipo 1/2a, 20,4% ao sorotipo 1/2c, 12% ao sorotipo 1/2b, 4% ao
sorotipo 4b, e 0,1% das amostras eram positivas para o sorotipo 4e. Os resultados
encontrados por esses autores contrastam com o0s evidenciados neste estudo,
todavia, também detectaram o sorotipo 4e em pequena escala, o que também foi
observado neste estudo. Deve-se salientar que os isolados pertencentes ao sorotipo
4e, obtidos neste estudo, sdo provenientes da cloaca dos frangos oriundos dos
estabelecimentos avicolas.

Qualquer cepa de L. monocytogenes pode ser considerada potencialmente
patogénica para humanos. Entretanto, varias observacées sugerem que L.
monocytogenes apresenta viruléncia heterogénea em funcdo de seus sorotipos, 0s
quais estariam associados, de alguma forma, com o potencial de patogenicidade do
microrganismo (JACQUET et al., 2002). De todos os sorotipos conhecidos, somente
1/2a, 1/2b e 4b foram envolvidos em surtos e casos esporadicos da doenca
(McLAUCHLIN, 1997 apud LIANOU et al., 2006), sendo mais comumente isoladas
cepas do sorotipo 4b em surtos, e cepas dos sorotipos 1/2a e 1/2b em casos
esporadicos (JESUS & WHITING, 2003).

Apesar dos isolados pertencentes ao sorotipo 4b possuirem capacidade
patogénica comprovada, estes ndo sao prevalentes em alimentos e existem algumas
hipéteses que tentam explicar esse fato. Em uma delas, Bruhn, Vogel & Gram
(2005), esclarecem que cepas pertencentes a esse sorotipo sdo mais sensiveis aos
meios seletivos de enriquecimento utilizados para isolamento de L. monocytogenes
do que os demais sorotipos, fato que subestimaria sua presenca em alimentos e em
plantas de processamento.
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A avaliagdo do indice discriminatério obtido para a sorotipagem foi realizada
de acordo com as recomendacoes de Hunter & Gaston (1998), alcancando D=0,53,
0 que é baixo segundo aqueles autores, tendo em vista que é necessario um indice
discriminatério maior que 0,90 para que haja boa diferenciacdo entre as cepas. Os
dados do presente estudo vao ao encontro daquele alcancado por Lima (2004), que
ao analisar seus resultados da sorotipagem constatou que o indice discriminatério

entre seus isolados era de 0,46.

4.3 Subtipificacao dos isolados de L. monocytogenes por RAPD

A avaliacdo do polimorfismo do DNA dos 81 isolados de Listeria
monocytogenes foi realizada através da técnica RAPD com os primers UBC 155 e
UBC 127.

Como certificacao da reprodutibilidade da técnica, todos os ensaios, tanto
o preparo das células, quanto as reacoes de amplificacdo, foram realizados duas
vezes e em dias diferentes. A utilizacdo de células integras bacterianas como molde
para as amplificacbes gerou padrdées de bandas reprodutiveis, tal como foi
previamente relatado por Destro (1995).

O polimorfismo genético gerado a partir do iniciador UBC 155, originou 21
diferentes perfis de DNA, com 1 a 9 bandas distintas, e pesos moleculares variando
entre 200 e 2669 pares de bases (Fig. 4). Ao analisar os perfis RAPD, percebe-se
que 15,7% dos isolados de L. monocytogenes pertenceram ao perfil 5, enquanto
10% estavam albergados no perfil 10. Em cada um dos perfis 2, 13, 18 e 19,
estavam distribuidas 7,1% dos isolados, enquanto os demais isolados pertenceram
aos perfis restantes.

Os 12 isolados pertencentes ao sorotipo 4b, ficaram distribuidos entre os
perfis 1 a 6, sendo que nos perfis 1, 2 e 3 distribuiram-se trés isolados em cada. No
entanto, somente os perfis 1, 3 e 4 foram exclusivos para o referido sorotipo. Ja os
perfis 2, 5 e 6 foram compartilhados com isolados do sorogrupo 1 e com um isolado
do sorotipo 4e, tal como pode ser visualizado na Tab. 5.

O iniciador UBC 127, gerou 18 distintos perfis genéticos, apresentando, da
mesma forma que o primer UBC 155, 1 a 9 diferentes bandas. Contudo, os pesos

moleculares oscilaram entre 200 e 2403 pares de bases (Fig. 5). Neste caso, 0s
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perfis J e P albergaram 17,2% dos isolados cada um, enquanto ao perfil A
pertenceram 10,3% dos isolados e aos perfis B e |, 6,8% em cada. Os isolados
restantes ficaram distribuidos nos demais perfis.

Os isolados do sorotipo 4b distribuiram-se entre os perfis A e E, todavia, com
excegao do perfil A, os demais perfis foram exclusivos a este sorotipo. Os outros
perfis RAPD, gerados com este primer, foram especificos para o sorogrupo 1.

M1 2 3 45 6 7 8 910 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 -

Figura 4 — Eletroforese em gel de agarose (1,5%) dos perfis RAPD obtidos com o
primer UBC 155. Pista M — marcador de peso molecular Ladder 100pb Biolabs®; pista
1 — 21: padrdes de bandas de DNA dos perfis de 1 a 21; pista (-): controle negativo.

M A B CDEF G I J K L M N O P Q R S -

Figura 5 — Eletroforese em gel de agarose (1,5%) dos perfis RAPD obtidos com o
primer UBC 127. Pista M — marcador de peso molecular Ladder 100pb Biolabs®; pista
A — S: padrdes de bandas de DNA dos perfis de A a S ; pista (-): controle negativo.
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4.3.1 Analise dos perfis RAPD individuais

Com o primer UBC 127 observou-se que isolados pertencentes ao perfil J,
foram encontrados na esteira, antes e depois do processamento, bem como no
produto final (Tab. 5). E interessante frisar que as carcagas de frango, antes de
serem embaladas e encaminhadas para o comércio, entram em contato direto com a
esteira e, desta forma, este pode ser um importante ponto de contaminag¢ao cruzada.

No perfil 15, obtido com o primer UBC 155, ficaram alocados dois isolados
provenientes da cloaca de frangos dos estabelecimentos avicolas, ao qual também
pertenceu um isolado do produto final. Se levarmos em consideracdo apenas 0s
resultados obtidos com esse primer, a presenca de isolados com o mesmo perfil
genético nos estabelecimentos avicolas e no frigorifico abatedouro, sugere a
possibilidade de contaminacédo da planta processadora com as fezes destas aves,
possivelmente na etapa de evisceragdo. Entretanto, o DNA dos isolados da cloaca
dos frangos nao amplificou com o primer UBC 127, enquanto o isolado procedente
das carcacas apresentou o perfil O, o que dificultou a analise dos resultados.

Isolados pertencentes ao perfil 5 apresentaram grande dispersao no universo
amostrado (Tab. 5). Nesse perfil estavam alocados isolados obtidos nas 4 coletas
realizadas no frigorifico-abatedouro, um dos isolados provenientes dos
estabelecimentos avicolas, e isolados das amostras de frangos comercializados na
cidade de Pelotas. Ressalta-se que todos os isolados com este perfil molecular e
provenientes do comércio, foram oriundos do frigorifico-abatedouro estudado (dados
ndao mostrados). Dessa forma, pode-se inferir que isolados com esse perfil estdo
distribuidos nessa cadeia produtiva, uma vez que sdo encontrados desde a granja
até o comércio.

E importante destacar que as coletas se estenderam por um periodo de seis
meses e, mesmo assim, isolados com o perfil 5 continuaram sendo obtidos na planta
de processamento. Este resultado sugere praticas de limpeza e de sanitizacido
insatisfatorias, jA que o0 microrganismo persistiu durante esse periodo. Fato
semelhante foi relatado por Gusmundsdattir et al. (2004), os quais observaram que a
contaminacao por L. monocytogenes pode se disseminar através do ambiente de
processamento, desde a matéria-prima até o produto final, e resistir aos
procedimentos de limpeza. De acordo com Lawrence & Gilmour (1995), a

persisténcia de microrganismos em determinados nichos pode reforcar as
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habilidades de adesao e de formacéao de biofilmes, oferecendo, desta maneira, uma
protecdo contra agentes antimicrobianos utilizados no controle de patégenos.

A formagédo de biofilmes e a persisténcia de determinados clones de L.
monocytogenes no ambiente de processamento de alimentos tém sido considerados
importantes do ponto de vista de seguridade alimentar e de garantia da industria em
programas de certificacdo de qualidade. Conforme reportado por Thévenot et al.
(2006), os isolados de L. monocytogenes sao considerados persistentes quando um
mesmo perfil ocorre em amostras coletadas em uma mesma industria € no mesmo
equipamento, depois de um intervalo de, no minimo, duas semanas. Tanto a
prevaléncia do mesmo isolado de L. monocytogenes por longos periodos, quanto a
contaminacao por multiplos isolados, indicam contaminagdo continua, bem como
contaminacao cruzada dos equipamentos, utensilios e/ou funcionarios em uma
industria (MARTINEZ et al., 2003).

4.3.2 Analise dos perfis RAPD compostos

Através dos perfis compostos, gerados a partir da combinacéo dos resultados
obtidos com os dois primers, os 81 isolados de L. monocytogenes foram
reagrupados em 29 perfis, no entanto, observou-se que poucos isolados foram
alocados em cada perfil (1 a 4 isolados). Este fato pode ser atribuido tanto a
diversidade genética apresentada pelos isolados ou quanto a falta de amplificacao
do DNA de alguns isolados bacterianos. O perfil que agrupou o0 maior numero de
isolados foi 0 8l, no qual foram alocados quatro isolados. Ja os perfis 1A, 3B, 10J,
13J, 18P, 19P e 5R, agruparam trés isolados cada, enquanto os demais perfis
alocaram somente um ou dois isolados cada.

Segundo Silva et al. (2001), o numero de perfis genéticos reportados pelos
diferentes grupos de pesquisa que trabalham com RAPD é extremamente variavel.
Isto se deve as distintas seqUéncias de primers utilizadas, fonte dos reagentes,
equipamentos e programas para execugao do RAPD, assim como as caracteristicas
dos isolados.

Ao analisar a Tab. 5, nota-se que o0s perfis compostos obtidos pela
combinacdo dos dois iniciadores geraram perfis exclusivos para os isolados do
sorotipo 4b, assim, pode-se inferir que o RAPD permitiu a diferenciacao entre

isolados oriundos desse sorotipo, informacao que nao seria possivel somente com a
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utilizacdo da sorotipagem. Esta situacao também foi observada por Lima (2004), que
utilizou RAPD com o mesmo conjunto de primers para estudar a disseminacao de L.
monocytogenes em uma planta processadora de lingliica mista do tipo frescal, e
conseguiu diferenciar isolados pertencentes ao sorogrupo 4, contudo, a autora relata
que existiram dois perfis combinados que também contemplavam isolados do
sorogrupo 1. Para Silva et al. (2001), a obtencao de perfis compostos a partir da
combinacao dos resultados RAPD, aumentou a capacidade discriminatéria entre os
sorotipos de L. monocytogenes, o que também foi observado por Byun, Jung & Yoo
(2001).

Com relacao aos demais sorotipos, os primers utilizados nao foram capazes
de aloca-los em perfis exclusivos, capazes de discrimina-los, o que vem ao encontro
de Byun, Jung & Yoo (2001), que relatam que as regides do DNA amplificados na
PCR nao sao sorotipo-especifico.

Observando-se a distribuicdo dos perfis compostos nos pontos de
amostragem na planta de processamento durante a primeira coleta, é possivel
evidenciar que isolados pertencentes ao perfil 3B estavam presentes nas escovas
da depenadeira, bem como na mesa de separacdo de miudos. De acordo com
Johansson et al. (1999), existem muitos pontos criticos nas linhas de producao, mas
0s equipamentos que apresentam dificuldade de limpeza, parecem atuar como
protagonistas na disseminagéao de L. monocytogenes, fato também observado neste
estudo, ja que as escovas da depenadeira possuem uma estrutura anatémica que
dificulta a higienizacdo do equipamento. Além disso, esse resultado, aliado a
distancia fisica entre esses pontos, permite deduzir que houve a disseminagao de L.
monocytogenes nessa planta processadora, o que pode ter ocorrido através dos
funcionarios, haja vista que estes circulam livremente entre um setor e outro,
podendo, dessa forma, ter ocorrido a dispersao do patdgeno através do contra-fluxo
dos trabalhadores.

Na segunda coleta, o Unico ponto no qual se isolou L. monocytogenes foi a
mesa de transpasse, todavia, observou-se uma grande diversidade nos perfis
gerados: 6F, 5G, 6G e 7H. De acordo com alguns pesquisadores (LAWRENCE &
GILMOUR, 1995; BYUN, JUNG & YOO 2001; SILVA et al., 2003; MARTINEZ et al.,
2003), distintos isolados de L. monocytogenes podem ser encontrados em um
ambiente de processamento de alimentos, incluindo a linha de processamento e o
produto final, o que reflete o grau de contaminacdo presente nestes sitios
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(LAWRENCE & GILMOUR,1995). Nesse sentido, Gusmundsdoéttir et al. (2004)
relatam que os equipamentos e 0 ambiente da linha processadora, mais do que as
matérias-primas, sdo as principais fontes de L. monocytogenes no produto final. No
entanto, ndo se pode excluir a possibilidade da matéria-prima ser uma importante
fonte de contaminacgédo inicial da planta de processamento (VOGEL et al., 2001b,
MARTINEZ et al., 2003).

Na terceira coleta, verificou-se que o perfil 8] agrupava isolados provenientes
do piso da sala de evisceracao e também isolados oriundos da agua de lavagem da
carcaga no pré-resfriador, no inicio do processamento. Observando-se o fluxograma
da industria avaliada (Fig. 3), a contaminacdo das carcagas na etapa de pré-
resfriamento, pode ter ocorrido durante seu transporte da sala de evisceracao para
aquele equipamento, ou, até mesmo, pelos funcionarios, através de seu
deslocamento pela planta. De acordo com Gudmundsdoéttir et al. (2004), os
procedimentos convencionais de limpeza nao eliminam completamente Listeria spp.
dos pisos e drenos, 0s quais sao importantes fonte de contaminacéo cruzada.

Ainda na terceira coleta, pdde-se observar que isolados pertencentes ao perfil
composto 10L estavam presentes no produto final, quando se avaliou o inicio do
processamento, bem como nas esteiras, na etapa final do processamento. Dessa
forma, isolados pertencentes a esse perfil, e que contaminavam o produto acabado
na fase inicial do processamento, possivelmente, disseminaram L. monocytogenes
para as esteiras de transporte.

Através dos resultados obtidos com o RAPD, pdde-se observar que as
esteiras representam um importante sitio de disseminacao de L. monocytogenes na
industria estudada. No final do processamento, durante a amostragem da quarta
coleta, além do perfil 10L, ja evidenciado na coleta anterior nesse mesmo ponto,
foram encontrados isolados pertencentes ao perfil 12N, o qual foi exclusivo desse
ponto de amostragem. Além desses perfis compostos, outros isolados cujo DNA
amplificou apenas com um dos primers utilizados gerando, portanto, apenas perfil
RAPD individual (Tab. 5), também foram encontrados neste local. Esses resultados
sdo preocupantes, tendo em vista que por esse equipamento escoa a producao
diaria dessa industria e, a constatacdo de diversidade de isolados de L.
monocytogenes nesse equipamento, demonstra a recontaminagéo deste sitio.

O perfil composto 18P foi encontrado apenas em duas amostras procedentes
do comércio local, contudo, cabe destacar que as amostras foram obtidas em
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coletas diferentes (terceira e quarta coleta), e que uma delas foi proveniente de um
abatedouro de outra regido do Rio Grande do Sul. Como as amostras foram de
frango resfriado e, em alguns casos, comercializadas a granel, existe a possibilidade
de contaminacgdo cruzada no ponto de vendas, ou que estes isolados apresentem
distribuicdo geografica mais ampla. Miettinen et al. (2001), também encontraram
isolados de L. monocytogenes com mesmo perfil genético em cortes de frangos
provenientes de diferentes industrias, e atribuem esse resultado a possibilidade de
contaminagao cruzada em nivel de comércio, ou ainda, que ambos os abatedouros
possuam o mesmo perfil bacteriano em suas linhas de processamento. Nesse
mesmo sentido, Silva et al. (2001), investigando o polimorfismo genético de isolados
de L. monocytogenes oriundos de queijos, relatam que, apesar desses serem
provenientes de distintas plantas de processamento, a presencga de isolados com o
mesmo perfil genético, pode indicar sua difusdo nos estabelecimentos, ou entdo, a
contaminacao pds-processo.

A avaliacao do indice discriminatério obtido pela subtipificacdo dos isolados
de L. monocytogenes através da técnica RAPD foi D=0,97. Entretanto, a utilizacao
dos primers isoladamente também apresentou bom poder discriminatério, haja vista
que com o primer UBC 155 obteve-se D=0,94, e com o primer UBC 127, D=0,91 e,
de acordo com Hunter & Gaston (1988), um indice superior a D=0,90 é necessario
para que haja boa diferenciacao entre isolados. Além disso, a utilizacao conjunta das
técnicas soroldgica e molecular aumentou a capacidade de discriminacao entre os
isolados, obtendo-se D=0,99.

Cabrita et al. (2004), analisando o perfil genético de L. monocytogenes
isoladas de alimentos, com os primers UBC 127, 155 e 156, encontraram poder
discriminatério de 0,86, 0,74 e 0,89, respectivamente. Entretanto, quando esses
iniciadores foram avaliados em conjunto, este indice subiu para 0,91. Como se pode
perceber, os indices discriminatérios alcangados neste estudo sdo superiores aos
encontrados por aqueles autores, os quais relatam que a técnica RAPD provou ser
muito discriminatoria, pois permitiu a diferenciacao entre sorotipos.

Ja Byun, Jung & Yoo (2001), utilizando RAPD com os iniciadores PB1, PB4 e
HLWL74, obtiveram indices de discriminacao de 0,79, 0,74 e 0,72, respectivamente,
0s quais, passaram para 0,98, quando foram avaliados em conjunto. Mesmo indice
foi obtido por Yoshida et al. (1999), ao trabalhar com quatro iniciadores (UBC 127,
D87, MMT1 e CTM4).
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Tabela 5 — Perfis RAPD de 81 isolados de L. monocytogenes provenientes da
cadeia produtiva de frangos do sul do Rio Grande do Sul

_ . Numero do _ Perfis RAPD
Origem do isolado . Sorotipo
isolado UBC 155 UBC 127 Composto
Escovas depenagem 1‘13 22 ; 2 ;’:
(1C°) 5,6 4b 3 B 3B
_ 7 4b 3 B 3B
Mesa separacao de 8 4b 2 B 2B
miudos — antes do 9 4b 4 C 4C
processamento 10 4b 2 D 2D
(1C) ‘ 11 4b 5 D 5D
12 4b 6 E 6E
13 1/2b 6 F 6F
14 1/2b 5 G 5G
Mesa de transpasse 15 1/2b 6 G 6G
(2C) 16 1/20 5 -
17,18 1/2b 7 H 7H
Piso da sala de 19, 20 1/2b 8 | 8l
evisceracao (3C)
Agua de lavagem pré- 21,23 1/2b 8 I 8l
resfriamento — inicio 22 1/2b 5 - -
do processamento
(3C) 25 1/2b 2 - -
26 1/2b 2 - -
‘ 27 1/2b 5 - -
Agua de lavagem o8 1/2%0 9 J 9J
resfriamento- final do 29 i i K i
processamento (3C) 30 1/2b 10 A 10A
31 1/2b - K -
Esteira —antes
processamento (3C) 32 1/2b ) J ]
33, 34 1/2b 10 J 10J
Esteira — final gg 1;2:3 1_0 J
processamento (3C) 37 1/%b : J i
38 1/2b 10 L 10L
39 1/2b 10 L 10L
Produto Final - Inicio 2? xgg 1_0 j 1?"
processamento (3C) 42 1/2b 11 L 1L
' 44 1/2b 12 - -
Agua de lavagem
evisceragao — final 45 1/2b 12 M 12M

processamento (4C)

*namero da coleta
**n&o amplificagédo
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Continuacado da Tabela 5 — Perfis RAPD dos 81 isolados de L. monocytogenes

provenientes da cadeia produtiva de frangos do sul do Rio Grande do Sul

Origem do Numero do Sorotioo Perfis RAPD
isolado isolado P UBC 155 UBC 127  Composto
Piso dasalade 46, 47, 48 1/2b 13 J 13J
evisceracao .
(4C%) 49, 50 1/2b 13 - -
Esteira — antes
processamento 52 1/2b 14 - -
(4C)
Esteira —final 53 1/2b 14 - -
proceffg)me”to 54 1/2b 12 N 12N
Produto final — 55 1/2b 15 O 150
final do
processamento 56 1/2b 5 O 50
. 57 4de 5 - -
Swabs cloacais 58, 59 4o 15 ] )
Frangos do
comércio (2C) 60 1/2a 5 i i
61 1/2a 16 P 16P
Frangos do 62, 63 1/2a 17 P 17P
comércio (3C) 64 1/2b 17 P 17P
65 1/2b 18 P 18P
66 1/2a 19 - -
67 1/2¢ 19 P 19P
68 1/2¢ 19 - -
69 1/2¢ 19 P 19P
Frangos do 70 1/2a 19 P 19P
comércio (4C) 71 1/2a 20 - -
72,73 1/2b 18 P 18P
74 1/2a 18 Q 18Q
75 - - - -
76 1/2b 18 - -
77 1/2a 5 R 5R
Frangos do 78,79 1/2b 5 R 5R
comércio (5C) 80 - - - -
81 1/2b 21 - -

*namero da coleta
**nao amplificagdo

Os resultados obtidos neste estudo evidenciam que ha dispersao de Listeria

spp. e de L. monocytogenes desde os estabelecimentos avicolas até os pontos de

venda do produto final, uma vez que isolados com o mesmo perfil RAPD foram

identificados em todos os pontos da cadeia produtiva. Nao obstante, ao longo dos
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seis meses de coleta, verificou-se a persisténcia de alguns isolados e
recontaminacao de determinados pontos da linha processadora.

E importante destacar que a industria avaliada é fiscalizada pelo Servico de
Inspecdo Federal, entretanto, em funcdo de ser uma planta de processamento
adaptada, seu layout, favorece a introducdo e persisténcia de determinados
microrganismos. Assim sendo, Listeria monocytogenes por suas caracteristicas
peculiares e sua natureza ubiqua pode contaminar os equipamentos e o ambiente
de processamento. E desta forma, se estabelecer, podendo contaminar o produto
final, a menos que medidas efetivas de controle e prevencdo desse microrganismo

sejam efetuadas a fim de evitar a sua instalagdo e multiplicacdo nesses nichos.
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5 CONCLUSOES

Ha presenca de L. innocua e de L. monocytogenes em estabelecimentos

avicolas da regiao sul do Rio Grande do Sul;

. A ocorréncia de Listeria spp. na planta de abate e processamento de frangos

avaliada, bem como nas amostras provenientes do comércio da cidade de
Pelotas, é elevada, havendo presenca de L. monocytogenes;

Ha diversidade de sorotipos de L. monocytogenes no universo amostrado,
entretanto, a ocorréncia de isolados dos sorotipos 4b e 1/2b, denotam
preocupacao do ponto de vista de saude publica;

Ha dispersao de L. monocytogenes e Listeria spp. na cadeia produtiva de

aves avaliada.
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