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PESQUISA DE Listeria spp. EM LINGUICAS DO TIPO FRESCAL
COMERCIALIZADAS NO AGRESTE PERNAMBUCANO E SUA
IMPORTANCIA PARA SAUDE PUBLICA

RESUMO

As Doencas Transmitidas por Alimentos (DTAS) sdo enfermidades que se
relacionam com a ingestdo de alimentos que podem estar contaminados com
microrganismos patogénicos ou, substancias quimicas e fisicas. Estudos tem
demonstrado que os embutidos carneos, dentre estes as linguicas do tipo frescal,
tem sido um veiculo de contaminacdo de patégenos, dentre eles o género
Listeria spp., responsavel pela doenca de origem alimentar a listeriose. Essa
patologia representa um grande risco a saude publica, devido ao seu alto grau
de mortalidade (20% a 30%) e sequelas, acometendo principalmente pacientes
imunodeprimidos, gestantes, idosos e criangas. Objetivou-se com esse estudo
avaliar a ocorréncia da Listeria spp. e Listeria monocytogenes em diferentes tipos
de linguicas frescais comerciais. Das 54 amostras analisadas, cerca de 61,1%
dos isolados encontravam-se em desacordo com os padrdes microbioldgicos
estabelecidos pela Resolucdo da Diretoria Colegiada (RDC) 331/2019 da
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), podendo ser observadas
outras espécies de microrganismos patogénicos, como Salmonella spp.,
Escherichia coli e a Listeria innoccua. A presenca da L. innoccua e de outras
espécies bacterianas patogénicas nas amostras é preocupante, analisando a
probabilidade do microrganismo se proliferar também nos equipamentos e
utensilios utilizados na preparacdo dos embutidos, portanto veiculando os
patdgenos a outros produtos, e aumentando o risco de surtos e infecgbes de

origem alimentar.

Palavras-chaves: Linguica Frescal, Listeriose; Listeria monocytogenes;

Contaminacéo; Surto Alimentar;



SEARCH FOR Listeria spp. IN FRESH TYPE SAUSAGES SOLD IN THE
AGRESTE OF PERNAMBUCANO AND ITS IMPORTANCE FOR PUBLIC
HEALTH

ABSTRACT

Foodborne Diseases (FBDs) are illnesses that are related to the ingestion of food
that may be contaminated with pathogenic microorganisms or chemical
substances. Studies have shown that meat sausages, including fresh sausages,
has been a vehicle for the contamination of pathogens, including the genus
Listeria spp., responsible for the foodborne disease listeriosis. This pathology
represents a major risk to public health, due to its high degree of mortality (20%
to 30%) and sequelae, mainly affecting immunocompromised patients, pregnant
women, the elderly and children. The objective of this study was to evaluate the
occurrence of Listeria spp. and Listeria monocytogenes in different types of
commercial fresh sausages. Of the 54 samples analyzed, around 61.1% of the
isolates did not comply with the microbiological standards established by the
Collegiate Board Resolution (RDC) 331/2019 of the National Health Surveillance
Agency (ANVISA), other species of pathogenic microorganisms can be observed,
such as Salmonella spp., Escherichia coli and Listeria innoccua. The presence
of L. innoccua and other pathogenic bacterial species in the samples is worrying,
analyzing the likelihood of the microorganism also proliferating in the equipment
and utensils used in the preparation of sausages, therefore transmitting
pathogens to other products, and increasing the risk of outbreaks and food-borne

infections.

Keywords: Fresh Sausage; Listeriosis; Listeria monocytogenes; Contamination;
Food Outbreak;



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 - Linguica Frescal de carne bovina
Figura 2 - Processo de fabricacéo de linguica.
Figura 3 — Listeria monocytogenes — microscopia optica/coloracdo de Gram.

Figura 4 - Localizagéo geogréfica dos municipios onde as amostras de linguica
frescal foram coletadas.

Figura 5 — Listeria innocua isolada de uma amostra de linguica frescal sabor
frango sem tratamento por temperatura, apresentando o aspecto de “cabeca de

fésforo”, em agar sangue de carneiro, atraveés do teste de CAMP.

Figura 6 — Listeria innocua isolada de uma amostra de linguica frescal sabor
frango sem tratamento por temperatura, apresentando o aspecto de “guarda-

chuva” em agar SIM, através do teste de motilidade.

Figura 7 — Listeria innocua identificada através do cartao de identificacdo GP do
VITEK 2 Compact®.

Figura 8 — Porcentagem da média e do desvio padréo do teor de umidade obtido

nas linguicas frescais antes e apds tratamento térmico.

Figura 9 — Porcentagem da média e do desvio padrédo do teor de cinzas obtido

nas linguicas frescais antes e apdés tratamento térmico.



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 - Critérios para confirmacdo do diagnéstico laboratorial de doencas
transmitidas por alimentos dos principais microrganismos causadores das DTAs.

Tabela 2 — Microrganismos Gram Negativos isolados de linguigas do tipo frescal
coletadas em municipios do Agreste Pernambucano, antes e apés tratamento

térmico.

Tabela 3— Microrganismos Gram Positivos isolados de linguigcas do tipo frescal
coletadas em municipios do Agreste Pernambucano, antes e apés tratamento
térmico, identificadas com auxilio de VITEK 2 Compact® equipamento, VITEK®
Cartdes de identificagdo GP e software VITEK 2 SYSTEM (BIOMERIEUX, 2015).



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

LF - Linguicas Frescais

DTAs — Doencas Transmitidas por Alimentos

RIMSA — Reunido Interamericana de Saude Ambiental de Nivel Ministerial
OPAS - Organizagéo Pan-Americana da Saude

OMS - Organizacao Mundial de Saude

CDC - Centers for Disease Control and Prevention

GP - Gram Positiva

DP- Desvio Padréo

PE — Pernambuco

RDC — Resolucéo da Diretoria Colegiada

ANVISA - Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria



SUMARIO

I 1 ] 4 o Yo U o T OSSP 16

2. Problema de Pesquisa e HipOtese ........oooevvviiiiiie e 18

2.1.Problema de PeSqUISA ..........uuiiieeeeiiieeiiiiie e ee e e e e eeenns 18

2.2 HIPOLESE ..ot 18

3. ODJELIVOS i 19

3.1.0DJELIVO GEeral ... 19

3.2.0Dbjetivos ESPECIfiCOS .....ccuiiiieiiiiiiiiiiiieeee e 19

4. ReVISA0 U LItEratura ..........uuuuuuuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiuienrieeieeeeeennernennenens 20

4.1.LIiNgUICa Frescal ......cooovvviiiiiie e 20

4.2.Doencas Transmitidas por Alimentos - DTAS......cccooveeeevvvvvvinnnnnn. 22

4.3.Listeria MONOCYLIOgENES ......cveeeeeeeeeiiiee e e e e e 27

4.4 Listeria spp. €m produtoS CAMNEOS ........cceeeerriiiuvriiieieeeaeee e 28

T ] (=] [0 1= ST 29

T =1 =T g = LI 1Y = o Yo [0 P 31

5.1.Area de estudo € amOStragem ..........cc.ccveeveeeeeeeeeeereeeeeeeeeeeeeeennen, 31
5.2.Isolamento e identificacdo de Listeria spp. e Listeria

MONOCYIOGENES .....iieiiieeeeeie e e e e e e eennns 32

5.3.Isolamento e identificacdo nas amostras de linguica .................. 32

5.4.Provas BioqUIMICAS............uuuiiiiiieeeieeeeiiie e 32

5.4.1. Producdo de catalase............ccceevvvviiiiiiiiiieeeeeeeeie e 32

5.4.2. Teste de Motilidade ...........ccccocummmimiiiiiiiiiiiiies 32

5.4.3. CAMP - 1St ..ciiiiiii e 33

5.5.Identificacdo Bioquimica automatizada (VITEK 2 Compact® ..... 33

5.6. Tratamento por TEMPEratural .........coovvrvuiiiiiieeeeeeeeeie e eeeeenns 33

5.7.Determinacgdo de Umidade............ooooeeeeiiiii 33

5.8.Determinacao de CINZAS .......coooeeeeeiieiiiiiiiiee e eeeeeeee e e e eeeenns 34

5.9.Manutencgao dos iSOIAdOS ......cooeieeiiiiiiiii e 34

5.10.ANAliSe EStatiStiCa .....coooveeeeeeeeee e 34

6. Resultad0s € DISCUSSA0.......cccuuuiuiiiiiieeeeeeeeiiiie et e e eeeanes 35

6.1.Caracterizacao fenotipica e identificagéo da Listeria spp............ 35

6.2. Analises Fisico-quimicas das linguicas frescais..............ccccuuuee. 41

o ] ¢ o 11 £ - To TSP 44

8. REfEIENCIAI TOOTICO ovie i e ettt e e reaaans 45



1. INTRODUCAO

Segundo o Regulamento da Inspec¢éo Industrial e Sanitaria de Produtos
de Origem Animal (RIISPOA), linguica é o produto carneo obtido de carnes
cominuidas das diferentes espécies animais, condimentado, com adi¢do ou ndo
de ingredientes, embutido em envoltério natural ou artificial e submetido a
processo tecnoldgico especifico (BRASIL,2020). As linguicas do tipo frescal (LF),
estdo entre os alimentos mais suscetiveis a contaminac¢do, por possuir uma
intensa manipulacdo em sua fabricacdo, alta concentragéo de gordura, alto teor
de umidade e uma atividade de agua elevada (BEZERRA, 2012; AHMED, 2015).

Embora a deteccdo de espécies ndo patogénicas signifique apenas que
os alimentos sdo ou ndo seguros para o consumo, também indica que o
ambiente de producdo ou armazenamento é propenso ao crescimento das
bactérias patogénicas (CHAVADA, 2014; MADJUNKOV, 2017; SINAN, 2019).
Dentre os microrganismos com alto potencial patogénico e capacidade de
desenvolvimento em temperaturas de refrigeracao entre 1,7°C a 3°C, o género
Listeria spp., caracterizado como um bastonete gram-positivo, ndo esporulado,
oportunista e anaerébio facultativo, vem tornando-se uma preocupacao para
seguranga desses alimentos refrigerados (MISHRA, 2011; D’ORAZIO, 2014;
MENDONCA, 2016; CARLIN, 2021; LPSN, 2022).

Por ser um patégeno oportunista, altamente invasivo, de origem alimentar
a Listeria monocytogenes é responsavel por causar a listeriose, uma doenca
sistémica, esporadica e resultante da ingestdo de alimentos contaminados,
podendo ocorrer em qualquer época do ano. Normalmente esta associada a
grupos de riscos bem definidos, como idosos, criancas, recém-nascidos,
pessoas imunocomprometidas e mulheres gravidas (KHEN, 2015; LAMOND,
2018; IBGE, 2020). A transmisséao vertical é de extrema importancia e é nesse
contexto que as gestantes sao classificadas como grupo de maior risco, devido
a sua alta letalidade abortiva ou de morte fetal (PURKRTOVA, 2010; FOX, 2011;
FURQUIM, 2012).

A relevancia da L. monocytogenes em saude publica se deve a gravidade
da patogenia e a alta letalidade (20 a 30%) da listeriose (SOUZA, 2020).
Segundo o Ministério da Saude (BRASIL, 2017), existem mais de 250 tipos de

Doencas Transmitidas por Alimentos (DTAs) no mundo e que sao consideradas
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como importante causa de morbidade e mortalidade, 0 que caracteriza um
grande problema. A Organizacdo Mundial de Saude (OMS, 2020), afirma que

uma em cada dez pessoas adoecem devido a um alimento contaminado por ano.

A Linguica Frescal € um produto bastante comercializado e apreciado pela
populacao, porém muitas vezes é fabricado sem as devidas condicdes higiénico-
sanitarias necessarias para manter a seguridade de contaminagéo do produto
em todos os estados sociais (MATTO, 2019; ARSLAN, 2019). Tendo em vista 0s
principais pontos criticos da comercializacéo de embutidos frescais, como a falta
de treinamento dos produtores na fabricacéo, elaboracdo e armazenamento do
produto, que promove a reducao da sua vida de prateleira ou colocando em risco
a saude da populacéo, objetivou-se avaliar a presenca de Listeria spp. em
linguicas do tipo frescal comercializadas no Agreste Pernambucano e sua

importancia para saude publica.
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2. PROBLEMA DE PESQUISA E HIPOTESE

2.1. Problema de Pesquisa

Linguicas do tipo frescal produzidas no Agreste de Pernambuco podem

estar contaminadas pelo género Listeria spp.
2.2. Hipoétese

Ha contaminacao por Listeria spp. durante a fabricacdo e comercializacao

de linguicas do tipo frescal no Agreste de Pernambuco.

-18 -



3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

Avaliar a presenca de Listeria spp. em linguicas do tipo frescal
comercializadas no estado de Pernambuco e sua importancia para saude

publica.

3.2. Objetivos Especificos

e Verificar a presenca de Listeria spp. em amostras de linguicas do tipo
frescal,

e Averiguar a presenca da espécie Listeria monocytogenes em amostras de
linguicas do tipo frescal devido a sua capacidade de viruléncia;

e Realizar a confirmacdo fenotipica do género e espécie dos isolados
adquiridos;

e Avaliar a presenca da Listeria spp. no produto in natura e apés tratamento

térmico;
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4. REVISAO DE LITERATURA

4.1. Linguica Frescal (LF)

Os embutidos carneos sédo alimentos condimentados que possuem um
envoltorio natural ou artificial, adquiridos de carnes de animais e que podem
passar por processo de maturagdo, cozimento ou comercializados frescos e
produzidos de forma artesanal, como € o caso das LF (BRASIL, 2020). Podendo
ser fabricados com diversos tipos de carnes, como a bovina, suina, de aves,
ovina ou mistas, as LF séo bastante vendidas em acougues, supermercados e
feiras livres (OLIVEIRA, 2010; MARCAL, 2010).

A LF (Figura 1) consiste em um produto curado, que néo € submetido a
processamento térmico ou dessecacdo, possui alta atividade de agua, o que
reduz seu prazo de validade (DIAS, 2005; ORDONEZ, 2005). O consumo das
LF ocorre em diversas situacfes, sejam elas domésticas, em restaurantes e
principalmente como parte obrigatéria de churrascos, sua alta versatilidade,
como seu sabor agradavel e custo acessivel faz com que esse produto seja
muito apreciado pelo consumidor e apresenta um importante destaque na
industria de produtos carneos (DIAS, 2008; GORMLEY, 2010).

Figura 1 - Linguica Frescal de carne bovina (Arquivo Pessoal).

Fonte: Arquivo Pessoal.
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Sao necessarias uma série de etapas (Figura 2) envolvidas na
manipulacéo e fabricacdo das LF, onde ndo requer o uso de equipamentos caros
ou de tecnologias muito avancadas (GOTTARDO, 2011). Diversas etapas
envolvem a manipulagdo das LF, elevando o risco e a possibilidade de
contaminacdo por diversos microrganismos, sejam eles patdgenos ou
deteriorantes, comprometendo a qualidade do produto (SILVA, 2004; MIYASAKI,
2009).

As matérias primas sdo encaminhadas por meio de caminhdes frigorificos,
a uma temperatura ideal de -12°C a -18°C, sendo monitorada até o local de
processamento para a producdo das linguicas. Apds a carne ser selecionada,
esta passa pelo processo de moagem, para que possa ser fragmentada em
porcBes menores. Com a carne ja moida, esta € levada para a etapa de mistura,
que pode ser realizada de forma automatizada ou manual, com adicdo de
diversos temperos e condimentos como: sal, estabilizante, especiarias naturais,
pimenta, alho desidratado e outros. No caso de mistura automatizada o tempo
que é definido é de 2 minutos, enquanto no manual essa mistura dura em média
5 minutos (LANTY, 1989; CTC, 1993; FELLOWS 2006; BRESSAN, 2008;
OLIVEIRA, 2017).

Apoés realizada toda a mistura, 0s recipientes que contém a massa devem
ficar armazenadas a uma temperatura que pode variar de 0°C a 5°C, por um
periodo de 12 a 24 horas. Cumprido o tempo de descanso da massa, estas sédo
levadas novamente para area de producao, onde é depositada na embutideira,
onde ir4 se iniciar o embutimento da massa em tripa bovina. A tripa do animal
tem a vantagem de conservar o0 sabor e manter a suculéncia do alimento. Com
o produto ja embutido, esta passa pelo processo de embalagem para sua devida
conservacao e expedicdo até os estabelecimentos comerciais (INSCA, 1993;
RAMUNDO, 2005; FELLOWS, 2006; MONTEIRO, 2017).

Figura 2 - Processo de fabricacéo de linguica (Adaptado de CORREIA, 2008;
BARROS, 2011)
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surtos de DTAs, por possuirem uma microbiota natural e no processo de
producdo serem submetidos a diversas etapas, estes alimentos ficam mais
susceptiveis a contaminagcdo de microrganismos provenientes da manipulacéo
inadequada, contaminantes do ambiente como o contato com equipamentos,
utensilios sem higienizacéo adequada (SIRTOLI, 2018; ANDRADE, 2019).

Dentre os microrganismos envolvidos em surtos de DTAs, estes sao
divididos em grupos de acordo com sua manifestagéo clinica. As infecciosas
mais importantes e de maior incidéncia sédo a Salmonella sp., Campylobacter
jejuni, Listeria monocytogenes, as principais que causam intoxicacdo sao
Bacillus cereus, Staphylococcus aureus e Clostridium botulinum, além dessas
ainda existem aquelas pertencentes ao grupo das toxigénicas como a E.coli
enterotoxigénica, Vibrio cholerae, Vibrio parahaemolyticus, Clostridium
perfringens e também o Bacillus cereus (BRASIL, 2010; FIB, 2011; FLORES,
2015).

Por ser considerado um dos problemas de saude publica, tanto em paises
desenvolvidos, como naqueles em desenvolvimento, paises da América Latina
estdo em processo de implementacdo de sistemas nacionais de vigilancia
epidemioldgica das DTAs (FORSYTHE, 2013; FREITAS, 2021). Medidas como
estas vém sendo estimuladas através de acordos internacionais, destacando-se
0s subscritos pelo Brasil na VIl Reunido Interamericana de Saude Ambiental de
Nivel Ministerial (RIMSA) e na XXXV Reunido do Conselho Diretor da
Organizacdo Pan-Americana da Saude (Opas) (BRASIL, 2010).

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS), estima que 600 milhdes de
pessoas adoecem e 420.000 morrem todos os anos devido as DTAs, uma média
de 1 em cada 10 pessoas no mundo. O Centers for Disease Control and
Prevention (CDC), nos Estados Unidos, afirma que 48 milhdes de pessoas
adoecem anualmente, 128 mil sdo hospitalizadas e 3 mil morrem devido a essas
doencas. Ja no Brasil, entre os anos 2007 a 2020, a vigilancia sanitaria notificou
uma média de 662 surtos de DTAs por ano, um envolvimento de 156.691
doentes, 22.205 hospitalizados e 152 6bitos (PORTAL DA SAUDE, 2022).

A fim de controlar a disseminacdo das DTAs, a ANVISA instituiu a RDC
n® 216, de 15 de novembro de 2004, que dispde sobre o regulamento de boas

-23-



praticas para os servigos de alimentacdo (BRASIL, 2004). Essas normas séo de
grande importancia para se conseguir evitar os surtos e problemas causados por
eles, como é demonstrado na tabela 1, adotando-se medidas basicas de controle

e diagnostico laboratorial.

Tabela 1 - Critérios para confirmacdo do diagnostico laboratorial de doencas
transmitidas por alimentos dos principais microrganismos causadores das DTAs
(Adaptacéo de BRASIL, 2010).

-24-



Agente
Etiolégico

Isolamento e tipo de amostra para
deteccédo do patégeno

Associacédo sorotipica

Aumento do titulo sérico ou
numero de microrganismos
recuperados

Deteccéo de toxinas ou
outros critérios

Bacillus cereus

Bacillus cereus em alimento suspeito,

vOomito ou nas fezes do doente

O mesmo sorotipo de B.cereus da amostra de
dejetos deve estar presente na maioria dos doentes
e nos alimentos epidemiologicamente implicados,

mas nao nos controles.

Isolamento >10° de células de B.

cereus/g de alimento suspeito

Clostridium

perfingens

Clostridium perfringens em fezes do
doente e alimento que néo tenha sido
refrigerado (o agente pode ser inativado
em temperaturas baixas)

O mesmo sorotipo de C. perfringens da amostra de
dejetos deve estar presente na maioria dos doentes
e nos alimentos epidemiologicamente implicados,

mas nao nos controles.

Isolamento >10° de células de C.
perfringens/g do alimento suspeito.
Isolamento acima de 10° de col6nias
de C.perfringens/g de fezes do

doente é prova presuntiva

Deteccéo de toxina nas

fezes

Escherichia
coli

Escherichia coli em fezes e alimento
suspeito.

O mesmo sorotipo de E.coli da amostra de dejetos
deve estar presente na maioria dos doentes e nos
alimentos epidemiologicamente implicados, mas

ndo nos controles.

Dose infectante ndo especificada.

Demonstracao da
enterotoxigenicidade com
alca intestinal, rato recém
nascido, cultivo de tecido,
invasdo com producéo de
conjuntivites nos olhos da

cobaia ou outra técnica.

Salmonelose

Salmonella spp. e Salmonella enteritidis
em alimento suspeito, fezes ou “swab”
retal. Se houver sintomas septicémicos, na

urina ou sangue.

O mesmo sorotipo de Salmonella da amostra de
dejeitos deve estar presente na maioria dos
doentes e nos alimentos epidemiologicamente

implicados, mas ndo nos controles.

Isolar e quantificar 10t a 10°

unidades no alimento
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Gastroenterite
estafilococica

Staphylococcus aureus em vomito, fezes e
alimento suspeito.

O mesmo sorotipo no alimento suspeito, vomito e
fezes de doentes. “Swab” nasal ou de lesdo de pele

de manipuladores de alimentos.

Isolamento >10° de célula de S.
aureus/g de material biologico e

alimento suspeito.

Deteccéo de enterotoxina no
alimento suspeito.

Colera

Vibrio cholerae em fezes, swab retal ou
vOomitos de doentes ou em alimento

suspeito.

Mesmo bidtipo e sorotipo no alimento e no material

biolégico.

Aumento do titilo sérico durante a
fase aguda ou convalescente precoce
da doencga e queda do titulo durante a

ultima fase da convalescéncia em
pessoas ndo imunizadas. Isolamento

de 103 — 10%? de células/g de alimento

Demonstracdo de cultivo ou
filtrado enterotoxigeno por
al¢a intestinal, ratos recém-
nascidos, cultivo de tecido

ou outra técnica biologica.

Vibrio
parahaemolytic

us

Vibrio parahaemolyticus em fezes,
alimento que nao tenha sido refrigerado (o
agente pode ser inativado em

temperaturas baixas).

Isolamento de V.parahaemolyticus Kanagawa

positivo do mesmo sorotipo das fezes dos doentes.

Isolamento >10° de células de V.
parahaemolyticus de alimento

suspeito.

Deteccdo de toxinas

Campilobactari

ose

Campylobacter spp. em alimento suspeito

e nas fezes de quase todos os doentes.

Detecc¢édo do sorotipo

Titulo de aglutinagcdo no sangue
aumentado em 4 vezes entre a
amostra coletada no inicio dos

sintomas e 2 a 4 semanas apos.

Isolamento de 102 - 10° células/g de
alimento (variavel de acordo com a

cepa).

Listeriose

Listeria monocytogenes em liquido
cefalorraquidiano, sangue, liquido
amnidtico, placenta, lavado géstrico e

alimento suspeito.

Deteccgéo do sorotipo
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4.3. Listeriamonocytogenes

O género Listeria consiste em um grupo de bactérias gram positivas, em
forma de bastonetes (Figura 2), curtos ndo esporulados, hemoliticos, anaerdbios
facultativos, moéveis pela presenca de flagelos com movimento caracteristico de
turbilhamento ou aspecto “guarda-chuva”, a temperatura ambiente (20-15°C) e
nao sintetiza esses flagelos em temperatura corporal de 37°C (JUNTTILA, 1988;
FABER, 1991; LOW, 1997). A Listeria monocytogenes € um bacilo gram-positivo,
pequeno, curto, com extremidades arredondadas, que pode se apresentar em
forma de cocos ou filamentos, em culturas com 2-3 dias, podendo ser observado
isolado ou em cadeias curtas (TORRES, 2005; SCHUPPLER, 2010).

Figura 3 — Listeria monocytogenes — microscopia 6ptica/coloracdo de
Gram (TRABULSI, 2015).

Possuem uma enorme capacidade de adaptacdo e sobrevivéncia a
diversas situacdes ambientais, dentre elas a sobrevivéncia a altas
concentracbes de sal, em torno de 10%, variacdes de pH, entre 43 e 9,4 e
atividade de agua de até 0,92, o que faz com que este género bacteriano se
torne extremamente resistente e dificulte o seu controle ambiental (ARSLAN,
2019; DAMAITRE, 2020).

Sendo um motivo de preocupac¢do para a saude humana, esta bactéria é

capaz de causar uma seéria doenga invasiva, além de ser considerada uma
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bactéria intracelular facultativa, capaz de se multiplicar em fagdcitos e células
epiteliais (SILVA, 2012; MATTO, 2019). Sdo microrganimos que nao apresentam
capsulas e ndo sdo formadoras de esporos, porém, sdo capazes de suportar a
desidratacdo e o congelamento, sendo considerado uma bactéria psicrotroéfica,
portanto torna-se um perigo para alimentos congelados, resfriados, ou prontos
para o consumo (KRUGER, 2006; SIMPSON, 2010).

Relacionado a caracterizacdo e identificacdo bioquimica da
L.monocytogenes, é considerada como oxidase negativa, catalase positiva e
fermentadora de glicose. Usualmente séo utilizados testes fenotipicos para a
diferenciacéo das espécies de Listeria, como motilidade in vitro, fermentacéo de
acucares (dextrose, ramnose, manitol e xilose), producdo de beta-hemolise em
agar sangue e CAMP teste positivo e caracteristico, com aspecto de “cabeca de
fésforo” (ZHANG, 2007; ZHU, 2012; WANG, 2013).

4.4. Listeria spp. em produtos carneos

Os alimentos s&o as principais fontes de transmissdo da Listeria, este
patdbgeno é capaz de contaminar uma grande variedade de alimentos crus e
processados, incluindo produtos carneos, lacteos e derivados, peixes, frutos do
mar e 0s minimamente processados como as frutas e legumes (PINHO, 2006;
OLIVEIRA, 2010). De acordo com o artigo 276 para fins do decreto do
Regulamento Industrial de Inspecédo Sanitaria de Produtos de Origem Animal
(RIISPOA), carnes sdo massas musculares, procedentes de diferentes espécies
animais, aptas para o consumo humano e julgadas através de uma inspecao
veterinaria oficial (BRASIL, 2020).

A carne € um tipo de alimento altamente nutritivo, contendo um alto teor
de umidade, alta atividade de agua, rico em minerais, aminoacidos tornando-se
um excelente substrato para o crescimento bacteriano (POTHAKOS et al., 2015;
RYU et al., 2018). A vida util, também conhecida como validade da carne e é
determinada por diversos fatores relacionados ao preparo do alimento no abate,
na forma em que é armazenada, composicdo da embalagem, umidade relativa
do alimento e do ambiente em que esta armazenado e a atuagao microbiana
(MATARNEH, 2017; FERREIRA, 2018).
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A diversidade de microrganismos existentes na carne € proveniente
principalmente do trato gastrointestinal do animal, de sua alimentacéo, do solo,
da agua, da préatica do abate, do processamento do alimento, manuseio e
armazenamento do produto (CAMARGO, 2013). A contaminacgédo da carne se da
principalmente no momento do abate, na retirada do couro e das visceras
(CASELANI, 2013). Fazendo parte de sua microbiota € comum encontrar 0s
microrganismos aerobios mesofilos e os psicotroficos, podendo incluir tanto o
grupo de microrganismos deteriorantes como patégenos (GOH et al., 2012;
IGLESIAS, 2017).

Dentre a classe de patdgenos e psicotroficos, encontra-se a L.
monocytogenes como um risco potencial a satde humana, acompanhada dos
patégenos Salmonella spp., Campylobacter spp. e Escherichia coli (MANTILLA,
2006). A presenca deste patdégeno no trato gastrointestinal dos animais facilita a
contaminacdo dos abatedouros e consequentemente da matéria prima, por
conta principalmente de sua intensa capacidade de adaptacdo a diversos
ambientes, como a adesdo a superficies (BHUNIA, 2018; MAKLON, 2010).
Estudos tem observado a presenca deste patégenos no couro do animal, nas
carcacas antes e apo0s a retirada de todas as visceras, como também apés
lavagem no preparo para o resfriamento, sendo observado em uma diversidade
de produtos céarneos em diferentes paises e localizacdes geogréficas
(WIECZORECK et al., 2012; WHANG et al., 2013).

45. Listeriose

Listeriose € uma doenca de origem alimentar, conhecida desde 1980.
Sendo uma doenca de tamanha importancia para a saude publica, ela esta
relacionada com a gravidade da infeccdo causada pela L.monocytogenes, onde
possui uma taxa de mortalidade que pode atingir até 30%, onde 0s grupos de
risco sdo aqueles individuos transplantados, gestantes, criancas, idosos e 0s
imunocomprometidos, como por exemplo portadores da AIDS (Sindrome da
Imunodeficiéncia Adquirida) e pacientes diagnosticados com cancer (POHL et
al., 2019; SILK et al., 2012; VOETSCH et al., 2007).

A maioria dos casos de listeriose por transmissdo alimentar é

subdiagnosticada, devido a variedade de sorotipos de L. monocytogenes.
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Mesmo podendo ser causada por qualquer um dos 13 sorotipos da L.
monocytogenes, o0s 1/2a, 1/2b e 4b sdo os mais frequentemente isolados em
alimentos contaminados por esta espécie bacteriana. Contudo, a listeriose em
humanos esta diretamente associada ao sorotipo 4b, responsavel por mais de
50% dos casos diagnosticados, principalmente os mais graves (CHARLIER et
al., 2014; DANION et al., 2017; CHERSICH et al., 2018).

Manifestando-se como septicemia, infec¢cdes do sistema nervoso central
e materno- fetal, na listeriose, a L. monocytogenes induz o paciente a uma
gastroenterite benigna e capaz de se resolver de forma rapida em individuos
imunocompetentes (MORGAND et al., 2018). Geralmente o periodo de
incubagéao da listeriose invasiva difere significativamente de acordo com a forma
clinica da doenca, sendo mais longa quando associada a gravidez, média de 27
dias, na neurolisteriose, cerca de 9 dias, bacteremia, em 2 dias e gastroenterite,
em 24 horas (GOULET, 2013; PILMIS, 2019).
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5. MATERIAL E METODOS

5.1. Area de estudo e Amostragem

Foram coletadas 18 amostras de LF cruas, dos seguintes tipos de carne:
bovina, aves, suina, caprina, ovina e charque. As amostras foram transportadas
e acondicionadas em caixas isotérmicas contendo baterias de gelo reciclavel e
encaminhadas ao Laboratério Biotech Solucdes para a sua Saude e Laboratorio
de Carnes e Derivados da Universidade Federal Rural de Pernambuco, sendo
mantidas sob refrigeracdo (5°C + 2°C) e processadas em um periodo de até 24
horas apds a coleta.

As amostras foram adquiridas de forma aleatoria nos estabelecimentos de
producdo e em trés municipios distintos (seis amostras em cada), sendo eles:
Caruaru (1); Cachoeirinha (2) e Sanhar6 (3), sendo estas pertencentes ao
Agreste Meridional de Pernambuco, como observado na figura 4. Apés o
processamento as mesmas submetidas a tratamento em duas temperaturas

totalizando 54 amostras.

Figura 4 — Localizacdo geografica dos municipios onde as amostras de
linguica frescal foram coletadas (Elaborado com recurso digital Google Maps,
2023).
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5.2. Isolamento e identificagdo de Listeria spp. e Listeria monocytogenes

A pesquisa e isolamento de Listeria monocytogenes e Listeria spp. a partir

das amostras de LF estiveram conforme descrito na 1ISO 11290-1:2017.
5.3. Isolamento e identificacdo nas amostras de linguicas

Amostras de 25 g de LF foram inoculadas em 225 mL de Caldo Half Fraser
por 24-48h a 37°C. Em seguida, uma aliquota de 0,1 mL foi transferida para um
tubo contendo 10 mL de caldo Fraser e incubado a 37°C por 48h. Apds, foi
realizado o cultivo em placas Listeria acc. Ottaviani & Agosti ALOA (Sigma-
Aldrich, EUA) e incubadas por 24-72h a 37°C (ISO 11290-1:2017, 2017) para

avaliar a atividade de producéo de fosfolipase C (PI-PLC).
5.4. Provas Bioquimicas

Nas cepas caracteristicas para Listeria sp. foram realizadas a coloracéo de
Gram, para confirmacdo de bacilos gram positivos e as seguintes provas
biogquimicas: teste de catalase, teste de motilidade, Chistie-Atkins-Munch-
Peterson (CAMP test).

5.4.1. Producéao de catalase

Em uma lamina de vidro, colocou-se 50ul de agua oxigenada a 3% e foram
retiradas dos cultivos crescidos em agar ALOA, coldnias caracteristicas para o
género Listeria sp. A prova foi considerada positiva quando ocorreu a
efervescéncia sobre o in6culo bacteriano, devido ao desprendimento de Oz em
funcdo da presenca da enzima catalase (PROCORP et al, 2018).

5.4.2. Teste de Motilidade

As amostras cultivadas em agar ALOA, foram semeadas em tubos de
ensaio contendo Agar Sulfeto Indol Motilidade (Meio SIM), com auxilio de uma
alca de platina do tipo agulha de inoculagéo , com semeio em picada no centro
do meio. Apds 48 horas a 25°C, a prova foi considerada positiva quando se forma
um redemoinho com o formato de “guarda-chuva’ na linha de inoculacao
(PROCORP et al, 2018).
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5.4.3. CAMP —test

Teve por objetivo detectar cepas fracamente hemoliticas de
L.monocytogenes e auxiliar na diferenciacdo género de espécie. Para o teste foi
utilizada uma cepa de Staphylococcus aureus e duas cepas controles uma de
Listeria monocytogenes (ATCC 19117) e uma de Listeria innocua (ATCC 12612).
As amostras foram plaqueadas em agar sangue de carneiro 5%, juntamente com
as cepas controle. A prova pode ser considerada positiva para L.monocytogenes
quando ocorre a formacao de uma hemolise, com caracteristica de uma “cabeca

de fésforo” em direcéo a cepa de S. aureus (PROCOP et al, 2018).
5.5. Identificacdo bioquimica automatizada (VITEK 2 Compact®)

De cada isolado foi preparada uma suspensao em solucéo salina a 0,45%,
onde esta foi submetida a identificacédo pelo VITEK 2 Compact® equipamento,
VITEK® Cartdes de identificacdo GP e software VITEK 2 SYSTEM
(BIOMERIEUX, 2015), conforme procedimento indicado pelo fabricante, com
periodo em média de 5h de incubacdo por amostra. Em todas as analises
realizadas utilizou-se como controle a cepa padréo de L. monocytogenes ATCC
7644.

5.6. Tratamento por temperatura

Os isolados preparados com os mesmos condimentos foram porcionados
em pedacos menores de aproximadamente 100mg e submetidos a duas
temperaturas diferentes, proporcionando caracteristicas sensoriais semelhantes
as quais os consumidores normalmente costumam se alimentar. De tal maneira
foram analisadas as amostras cruas, mal- passadas a uma temperatura de 55°C
e assada considerando uma temperatura de 74°C, com o auxilio de um
termémetro de uso culinario adequadamente higienizado, por um tempo variavel
de 5 a 10 minutos até se atingir a temperatura desejada, dessa maneira nao
afetando as caracteristicas organolépticas do alimento como principalmente a

umidade.
5.7. Determinacédo de Umidade

O conteudo de umidade das amostras de LF foi calculado apés dessecacgao
em estufa a 105 + 3°C até peso constante (SAMELIS, 1994).
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5.8. Determinagéo de Cinzas

O teor de cinzas das amostras de LF foi quantificado de acordo com os
procedimentos, baseados na carborizacdo da matéria organica por aguecimento
a 550°C (AOAC, 2000).

5.9. Manutencéo dos isolados

Apos a identificacdo e caracterizacao inicial, todos isolados obtidos foram
congelados, utilizando caldo BHI com glicerol 15% em triplicata e armazenados

em ultrafreezer a -80°C, para utilizacdo em ensaios posteriores.

5.10. Analise Estatistica

Todos os dados foram registrados em planilhas do Microsoft Excel®, a
partir das quais passaram por analise estatistica descritiva para a ocorréncia dos
agentes patogénicos pesquisados, bem como também foram analisados os
resultados obtidos no sistema semi-automatizado VITEK®2. As andlises de
caracterizacdo dos microrganismos consistiram em triplicatas e os resultados
avaliados mediante Analise de Variancia (ANOVA), com significancia estatistica

definida por p <0,05.
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1. Caracterizacao fenotipica e identificacao da Listeria spp.

Das 54 amostras de LF submetidas ao tratamento por temperatura, foram
selecionadas 08 colonias com caracteristicas sugestivas de Listeria spp, com
colénias pequenas, cor azul-esverdeadas e presenca de halo em &gar Aloa.
Ressalta-se que, dos 08 isolados selecionados, 05 foram do municipio de
Cachoeirinha e 03 de Sanhard, sendo justificado pela alta producéo e

comercializacdo do produto nestas cidades.

Das 54 (100%) amostras analisadas, 25 (46,30%) foram isolados
microrganismos gram negativos; 21 (38,88%) ndo apresentaram nenhum tipo de
crescimento e 08 (14,82%) foram bactérias gram positivas. Com relacao ao teste
de catalase os 08 isolados caracteristicos de Listeria spp. apresentaram-se
como catalase positiva. Para o teste de Camp (Figura 5) e motilidade (Figura 6),
uma amostra foi caracterizada como Listeria spp., apresentando o aspecto
“‘guarda — chuva”, sendo detectada e confirmada apds o teste de motilidade
caracteristico, com auxilio do VITEK 2 Compact® a espécie Listeria innoccua e
utilizagéo do cartdo de identificagédo GP (Figura 7).

Foi possivel observar que mesmo apds o tratamento convencional por
temperatura por um periodo de 5 a 10min, variando de acordo com a temperatura
desejada, as amostras continuaram apresentando algum tipo de contaminacgéo
e crescimento bacteriano seja por microrganismos gram positivos ou gram
negativos. Podendo assim observar maior susceptibilidade e resisténcia a
temperatura nos dois estagios testados nos tipos de LF: aves, ovino e charque,
0 que pode ser explicado pelo alto teor de gordura que € adicionado a estes

produtos, a fim de prolongar sua validade.

Figura 5 — Listeria innocua isolada de uma amostra de linguica frescal tipo de
ave sem tratamento por temperatura, apresentando o aspecto de “cabecga de

fésforo”, em agar sangue de carneiro, através do teste de CAMP.
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Fonte: Arquivo Pessoal.

Figura 6 — Listeria innocua isolada de uma amostra de linguica frescal sabor
frango sem tratamento por temperatura, apresentando o aspecto de “guarda-

chuva” em agar SIM, através do teste de motilidade.

Fonte: Arquivo Pessoal.

Figura 7 — Listeria innocua identificada através do cartédo de identificacdo GP do
VITEK 2 Compact®.
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Fonte: Arquivo Pessoal.

Tabela 2 — Microrganismos Gram Negativos isolados de linguicas do tipo frescal
coletadas em municipios do Agreste Pernambucano, antes e apds tratamento

térmico.
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Amostra - Linguica Microrganismo Municipio
Charque Crua Proteus spp. Sanhar6 - PE
Mal-passada Escherichia coli
Assada Escherichia coli
Caprina Crua Proteus spp. Sanhar6 - PE
Salmonella spp.
Mal-passada Proteus spp.
Aves Crua Escherichia coli Sanharé - PE
Proteus spp.
Mal-passada Proteus spp.
Escherichia coli.
Assada Escherichia coli
Bovina Crua Proteus spp. Sanhar6 - PE
Escherichia coli
Ovina Crua Escherichia coli Sanharo6 - PE
Mal-passada Escherichia coli
Assada Escherichia coli
Charque Crua Proteus spp. Cachoeirinha - PE

Salmonella spp.

Klebsiella spp.

Mal-passada

Salmonella spp.

Klebsiella spp.
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Assada

Salmonella spp.

Ave

Crua

Proteus spp.

Mal-passada

Proteus spp.

Assada

Proteus spp.

Cachoeirinha - PE

Bovina

Crua

Serratia spp.

Proteus spp.

Mal-passada

Serratia spp.

Cachoeirinha - PE

Ovina

Crua

Proteus spp.
Klebsiella spp.
Yersinia
enterocolitica

Pseudomonas

spp.

Mal-passada

Klebsiella spp.
Yersinia
enterocolitica

Pseudomonas
spp.

Assada

Klebsiella spp.
Yersinia
enterocolitica

Pseudomonas

Spp.

Cachoeirinha - PE

Suina

Crua

Proteus spp.

Cachoeirinha - PE
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Tabela 3— Microrganismos Gram Positivos isolados de linguigas do tipo frescal
coletadas em municipios do Agreste Pernambucano, antes e apds tratamento
térmico, identificadas com auxilio de VITEK 2 Compact® equipamento, VITEK®
Cartdes de identificacdo GP e software VITEK 2 SYSTEM (BIOMERIEUX, 2015).

Amostra - Linguila Microrganismo Municipio
Charque Crua Enterococcus faecalis Sanhar6 - PE
Aves Crua Enterococcus columbae Sanharo6 - PE
Bovina Crua Enterococcus durans Sanharo6 - PE
Aves Crua Listeria innoccua Cachoeirinha - PE

Enterococcus faecalis

Bovina Crua Enterococcus durans Cachoeirinha - PE
Mal-passada Enterococcus durans
Suina Crua Enterococcus faecalis Cachoeirinha - PE

A legislacéo brasileira através da RDC n° 331, de 23 de dezembro de 2019
(BRASIL, 2019), estabelece padrées microbiolégicos para Listeria
monocytogenes em alimentos prontos para o consumo, contendo duas
categorias, 0s prontos para o consumo com limite estabelecido de 102 UFC/25g
e aqueles destinados a lactentes ou para fins especiais, onde este deve conter
a auséncia do microrganismo. No presente estudo nao foi identificada nenhuma

cepa de Listeria monocytogenes.

Gottardo et al. 2011, verificou a qualidade microbiologica e as
caracteristicas fisico-quimicas de embutidos carneos fermentados fabricados
artesanalmente e expostos a venda na regido oeste do Parana. No total de 60
embutidos analisados, a ocorréncia de Listeria monocytogenes foi em apenas
5% das amostras. Valores semelhantes foram obtidos por Dalla Santa, onde 8%
das amostras de embutidos carneos avaliados apresentaram a presenca da L.

monocytogenes.

Gormley, estudou 2.359 LF no Reino Unido e teve como resultado 0,04%
das amostras que estavam improprias para o consumo devido a presenca da
bactéria L.monocytogenes. Karakolev, analisou na Bulgaria a ocorréncia de L.
monocytogenes em 281 amostras de LF e observou que 10% das amostras
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continham a presenca do patégeno. Ja& Winter et al, descreveu que em um
hospital na Alemanha, houve um surto de listeriose envolvendo 16 pacientes que
consumiram embutidos carneos prontos para o consumo, onde foi comprovada

a presenca do patégeno L. monocytogenes.

No presente estudo, a presenca da L. innoccua e a auséncia ou baixa
incidéncia da espécie L. monocytogenes, pode ser explicado devido a outras
espécies do género Listeria serem capazes de produzir determinadas
substancias com caracteristicas inibitérias sobre o desenvolvimento da L.
monocytogenes no alimento. Além de que, o uso de aditivos vem sendo uma
estratégia capaz de controlar e neutralizar a multiplicacdo deste microrganismo,
0 que pode justificar os possiveis resultados negativos para o patdégeno
(CHAITIEMWONG et al, 2014; BUCHANAN et al, 2017; JORDAN, 2018).

Dentre as espécies de Listeria a L. monocytogenes e a L. innocua foram
consideradas as primeiras espécies patogénicas, no entanto a L. innocua
acomete principalmente os animais, diferentemente da L. monocytogenes que
causa a listeriose humana (HITCHINS, 2003; BESSE et al, 2005). Um estudo
realizado por Carvalheira 2010, demonstrou em seus resultados uma redugéo
significativa no nimero de células viaveis de L. monocytogenes apds 24 horas
de crescimento em caldo Fraser na presenca de L. innocua, o que pode resultar
na dificuldade de deteccdo do patégeno, podendo ocasionar um falso negativo,
uma vez que o enriquecimento da amostra favorece o crescimento dos nao
patogénicos e de outras Listerias espécies, reduzindo e dificultando o

desenvolvimento da L. monocytogenes.

6.2. Analises Fisico-quimicas das linguicas frescais

Os resultados obtidos para teor de umidade variaram de 31,23% a 66,85%
com um desvio padréo (DP) variando de 0,46% a 1,68% (Figura 8), e para cinzas
de 1,29% a 4,73% com um DP de 0,15% a 0,86% (Figura 9), estando de acordo
com o que preconiza o Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade de
linguicas (BRASIL, 2000). Pode-se observar claramente uma diminuicdo da
umidade causada pelo emprego de diferentes temperaturas nas amostras, como

consequente aumento da matéria organica ao emprego das mesmas
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temperaturas, explicado pela quantidade de condimentos e aditivos que s&o

adicionados no preparo destas LF.
Figura 8 — Porcentagem da média e do desvio padrao do teor de umidade obtido

nas linguicas frescais antes e apoés tratamento térmico.
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Figura 9 — Porcentagem da média e do desvio padrédo do teor de cinzas obtido

nas linguicas frescais antes e apés tratamento térmico.
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O teor de umidade que foi avaliado logo apés o tratamento, ndo diferiu
significativamente entre as amostras (P>0,05) na figura 8 e figura 9, atendendo
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ao padrdo exigido pela normativa vigente de 70% de umidade para as LF. E
comum a perda da umidade no decorrer da validade desse tipo de alimento,
proveniente de estocagem, diminuicdo e oxidacdo de lipideos e proteinas e
principalmente com a incitag&do ao calor, vindo do cozimento, 0 que aumenta a
evaporacgao da dgua e consequentemente diminui¢cdo da umidade (SILVA, 2006;
SANTOS et al, 2019).

Para o teor de cinzas um estudo realizado por Souza (2017), foi capaz de
detectar um teor de cinzas semelhante ao encontrado no presente estudo,
apresentando uma variacdo de faixa de 2,83 a 3,05%, sendo explicado por
maiores valores de residuos minerais e condimentos adicionados as LF. Em
estudo referente sobre as caracteristicas fisico-quimicas de linguicas e
mortadelas realizado por Guerra et al. (2012) foi capaz de observar teores de

umidade de 68% e cinzas de 2,7% nos produtos analisados.
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7. CONCLUSAO

Por ser um alimento condimentado e armazenado sob refrigeracéo, a
linguica frescal proporciona um ambiente ideal para maior multiplicacdo do
género Listeria spp., j& que este microrganismo € considerado como psicrotréfico
e consegue se multiplicar em baixas temperaturas. Verificou-se neste estudo a
presenca da espécie Listeria innocua apenas em uma amostra de linguica de
frango crua, ndo descartando a possibilidade se encontrar a L. monocytogenes
levando em consideragéo a capacidade da L. innoccua inibir o crescimento da L.
monocytogenes. Em relacdo ao teor de umidade e cinzas, foi possivel perceber
que podem ser influenciadas pelo tipo de matéria prima, como também pela
adicao dos condimentos. Considerando os percentuais de amostras que possam
ser contaminadas por microrganismos indicadores ou patogénicos e
principalmente por ser um produto culturalmente fabricado de forma artesanal na
regido Nordeste, e ndo haver uma padronizacdo na sua linha de producao, faz
com que este tipo de produto fiqgue mais susceptivel a contaminacdo dos
microrganismos patogénicos como 0 género Listeria spp. além de outras
espécies bacterianas patogénicas como foi observado neste estudo. Pode-se
concluir assim, que a qualidade no preparo, armazenamento e da matéria prima
utilizada nas linguicas frescais é preocupante em condi¢des higiénico sanitarias

deficientes e ndo se encontram aptas para comercializacdo e consumo.
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