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RESUMO

Por ser a Listeria spp. em especial a L. monocytogenes uma das principais preocupacoes
da industria alimenticia e dos 6rgdos de Saude Publica, pela habilidade de sobreviver e
multiplicar-se em condic¢des tecnicamente indicadas para conservagdo de alimentos
como temperatura de refrigeracdo; aliado a sua resisténcia ao congelamento, ao calor e
aos diversos antibidticos, tornou-se microrganismo emergente e de grande importancia
entre os patdgenos transmitidos por alimentos, como os embutidos de carne, frango cru
e cozido, carne crua, peixes crus e defumados prontos para o consumo. Este trabalho
teve como objetivo avaliar a ocorréncia de Listeria spp. em amostras de embutidos
resfriados. Foram analisadas 48 amostras de presuntos e salsichas, obtidos de mercados
publicos e supermercados distribuidos nas seis Regides Politico Administrativas da
cidade do Recife, quanto a presenca e auséncia de Listeria spp. através de métodos
imunoenziméatico e convencional, além de avaliar o perfil de sensibilidade
antimicrobiana através do método de disco-difusdo. Quanto a presenca de Listeria spp.
destacou-se o sistema VIDAS® LDUO por detectar 28 (58,33%) amostras positivas para
Listeria spp., enquanto que no método convencional detectou-se 27 (56,25%) amostras
positivas, das quais 15 (53,57%) amostras foram identificadas para L. monocytogenes.
Revelando assim, um alto percentual de Listeria monocytogenes nos alimentos analisados e
conferindo ao método uma alta sensibilidade e especificidade para o agente estudado. O perfil
de sensibilidade antimicrobiana das amostras testadas evidenciaram valores entre 92,6% a 100%
para os antibidticos testados, ficando apenas a Ciprofloxacina com perfil de sensibilidade de
78%, destacando ainda a presenca de uma amostra de Listeria monocytogenes multiresistente
para Vancomicina, Ampicilina, Amoxicilina, e Ciprofloxacina. Os resultados obtidos nédo
esclarecem sobre a origem desta contaminacdo, necessitando assim, monitorar as etapas
de producdo desses alimentos nas indlstrias e no comércio varejista e implantar limites
para a L. monocytogenes em alimentos carneos resfriados prontos para 0 consumo, no

intuito de se possibilitar uma garantia na oferta de alimentos de qualidade.

Palavras chave: Listeria spp., Listeria monocytogenes, salsichas e presuntos, sistema
VIDAS® LDUO, sensibilidade antimicrobiana, alimento de qualidade.



ABSTRACT

Because Listeria spp. especially L. monocytogenes, a major concern of food industry
and public health agencies, the ability to survive and multiply under conditions
technically suitable for food preservation as coolant temperature, coupled with its
resistance to freezing, heat and various antibiotics, became microorganism emerging
and very important among the pathogens transmitted by foods such as meat sausages,
raw and cooked poultry, raw meat, raw and smoked fish ready for consumption. This
study aimed to evaluate the occurrence of Listeria spp. in sausage samples cooled. We
analyzed 48 samples of hams and sausages, obtained from public markets and
supermarkets in six regions distributed Political Administration of the city of Recife, the
presence and absence of Listeria spp. through enzyme immunoassay and conventional
methods, and to evaluate the profile of antimicrobial sensitivity by disk diffusion
method. Regarding the presence of Listeria spp. stood out the VIDAS® LDUO system
for detecting 28 (58.33%) samples positive for Listeria spp., whereas the conventional
method were detected 27 (56.25%) positive samples, of which 15 (53.57% ) samples
were characterized for L. monocytogenes. Thus revealing a high percentage of Listeria
monocytogenes in food analysis and giving the method a high sensitivity and specificity
for the agent studied. The profile of antimicrobial sensitivity of the samples tested
showed values between 92.6% to 100% for the antibiotics tested, leaving only the
profile of ciprofloxacin with a sensitivity of 78%, also emphasizing the presence of a
sample of Listeria monocytogenes multiresistant to Vancomycin, Ampicillin,
Amoxicillin, and Ciprofloxacin. The results do not explain the origin of this
contamination and thus require, monitor the steps of producing such food industries and
retail trade and establish limits for L. monocytogenes in meat foods chilled ready to eat

in order to enable a security in the supply of quality food.

Keywords: Listeria spp., Listeria monocytogenes, sausages and hams, VIDAS® LDUO

system, antimicrobial sensitivity, food quality.



INTRODUCAO




As industrias de alimentos, em especial dos produtos de origem animal, vém
investindo em tecnologias de ponta desde a &rea de producdo da matéria-prima até a
area de processamento, tanto para o fornecimento no mercado interno como para o
mercado internacional. Tal fato visa aumentar a seguranca e a qualidade dos alimentos
produzidos pelas industrias brasileiras, ampliando a sua competitividade nos mercados
nacional e internacional. Como também a reducdo de doengas causadas aos

consumidores pela contaminacéo na ingestdo e manipulacdo de alimentos.

Contudo, a melhoria de condic¢des dos servigos publicos de salde e direitos
do consumidor esta evidenciando um aumento no numero de casos de doencas
transmitidas por alimentos, o que exige dos fabricantes de produtos alimenticios, novas
acOes relacionadas a seguranca alimentar. Estimativas realizadas nos Estados Unidos,
pelo CDC, mostram que setenta e seis milhdes de casos de enfermidades relacionadas
ao consumo de alimentos ocorrem a cada ano, onde cinco mil destes casos séo fatais
(MEAD et al., 1999). E a Listeria monocytogenes tem sido constantemente relacionada
como patogénica ao homem, estando envolvida em surtos de origem alimentar e sendo

relatada em produtos de frango.

O aumento da producdo brasileira de carnes de aves e 0 aumento das
exportacOes fazem com que exista uma preocupacédo sobre a possibilidade de ocorréncia

dessa bactéria em carcagas de frangos brasileiros (BARBALHO et al., 2005).



A incidéncia de listeriose tem sido crescente nos Ultimos anos e, dentre as

doencas transmitidas por alimentos, é considerada a de maior taxa de fatalidade.

Além de se encontrar amplamente disseminada na natureza, a L.
monocytogenes possui a habilidade de sobreviver em condicdes adversas, resisténcia a
diversos antibidticos e capacidade de se multiplicar em temperaturas de refrigeragéo, o

que a torna um importante patdégeno de origem alimentar.

Pesquisas de sobrevivéncia de L. monocytogenes em embutidos fermentados
secos tém revelado que, embora o crescimento seja reprimido pela combinacdo de
varios fatores, como: baixo pH, baixa atividade de &gua, presenca de cloreto de sodio e

nitrito de sodio, entre outros, esse microrganismo pode sobreviver no produto final.

Tendo em vista a importancia deste microrganismo no contexto da saide
publica, no que diz respeito a seguranca dos alimentos de origem animal, este trabalho
se propde pesquisar a ocorréncia de Listeria spp. em embutidos resfriados

comercializados em diversos estabelecimentos da cidade do Recife - PE.



OBJETIVOS




Geral

Avaliar a Ocorréncia de Listeria spp. em amostras de embutidos resfriados

comercializados na cidade do Recife-PE.

Especificos

v Pesquisar simultaneamente a presenca de L. monocytogenes e Listeria spp.

através do sistema VIDAS® LDUO.

v’ Detectar a presenca de Listeria spp. em embutidos resfriados por método

convencional.

v' Identificar bioquimicamente as espécies de Listeria spp. isoladas dos

embutidos.

v" Determinar o perfil de sensibilidade antimicrobiana das cepas isoladas de L.
monocytogenes e Listeria spp. dos embutidos, frente aos antibidticos de

uso veterinario e humano.



REVISAO BIBLIOGRAFICA




Género Listeria

Taxonomia, Caracterizagdo Morfoldgica e Bioquimica

A Listeria corresponde a um género de microrganismos em forma de
bastonete Gram-positivo curto, ndo formador de esporos, anaerébios facultativos, com
extremidades arredondadas, medindo 0,4 a 0,5um de diametro por 0,5 a 2,0um de
comprimento e que ndo coram pela coloracdo do &cido rapido. Em relacdo as
caracteristicas bioquimicas, é catalase positiva, oxidase negativa, mével a 20°C,
algumas espécies sdao B hemoliticas em agar sangue e associadas como potencialmente
patogénicas para humanos e animais (L. monocytogenes, L. seeligeri e L. ivanovii) e
apresenta crescimento na faixa de 2,5°C a 44°C, suportando repetidos congelamentos e
descongelamentos (JAY, 2005). Fermenta a glicose produzindo, principalmente, &cido
latico. Apresenta teste positivo para vermelho de metila e VVoges-Proskauer. N&o utiliza
citrato exdgeno e nao produz indol. Hidrolisa piruvato de sédio e esculina. N&o

hidroliza uréia, gelatina e caseina (SEELIGER; JONES, 1986).



Foto: Anizia Lapenda, 2009

Figura 1: Listeria spp. corada pelo método Gram

A diferenca entre as espécies baseia-se em testes de fermentacdo de
carboidratos, producdo de hemolise em agar sangue, incluindo o teste Camp, e o teste de
patogenicidade a camundongos (SEELIGER; JONES, 1986). Segundo DALLAS et al.
(1995), L. seeligeri é menos hemolitica do que L. monocytogenes. Isto pode servir de

diferenciacdo entre as espécies.

A prova de CAMP realizada com Staphylococcus aureus para diferenciar L.
monocytogenes de outras espécies de Listeria, observa-se comumente, uma &rea

retangular de hemdlise acentuada (KONEMAN et al., 2001).

Em estudos sobre fermentagdo de carboidratos foi observado que Listeria
spp. em condi¢des anaerdbias utilizam somente hexoses e pentoses como substrato para
seu crescimento. O crescimento rapido de L. monocytogenes e L. innocua ocorre na
presenca de carboidratos, especialmente, quando é usada a glicose como fonte de

carbono. Enquanto a L. murray utiliza galactose, ja a L. ivanovii e L. seeligeri sdo as



Unicas que fermentam xilose (SEELIGER; JONES, 1986, FARBER; PETERKIN,

1991).

A L. monocytogenes é moével a 20-25°C devido a flagelos peritriquios,
apresentando movimento caracteristico denominado tombamento ou turbilhonamento
que auxilia na sua identificacdo, mas a 37°C a producdo de flagelos é reduzida
notavelmente (FARBER; PETERKIN, 1991; TODAR, 2003). A motilidade de L.
monocytogenes em &gar semi-solido pode ser determinada a temperatura ambiente. E
caracteristico o desenvolvimento, em forma de guarda-chuva, 2 a 5mm abaixo da

superficie do &gar (KONEMAN et al., 2001).

Sua caracteristica psicrotrofica depende da integridade celular e de um
sistema de transporte energético resistente ao frio, que estimula o metabolismo sob
baixas temperaturas, propiciando altas concentragdes de substratos intracelulares e uma

fase lag prolongada em temperaturas de refrigeracdo (FRANCO, 2002).

Em seus estudos, Silva et al., (1998), concluem que a L. monocytogenes é
um halo tolerante de altas concentracdes de NaCl, sendo capaz de crescer em 10% de
NaCl e Atividade de dgua (aw) de 0,93. Algumas linhagens podem tolerar ambientes de
20% de NaCl e de 0,83. Segundo estes mesmos autores, a L. monocytogenes em
ambientes com 25,5% de NaCl, sobrevive por cento e trinta e dois dias a 4°C, trinta e
dois dias a 22°C e cinco dias a 37°C. Ressalta-se que a Listeria pode estar presente,
principalmente em saladas, pratos prontos para consumo e até alimentos refrigerados,

pois suportam bem as temperaturas baixas, como aquelas dos refrigeradores caseiros.

E composta por seis espécies, entre as quais a L. monocytogenes, é o agente

causador da listeriose em homens e animais. (SILVA et al., 2004).
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As espécies reconhecidas sdo: L. monocytogenes, L. ivanovii, L. innocua, L.
welshimeri, L. seeligeri, L. grayi, L. murrayi. A espécie L. denitrificans foi transferida
para 0o género Jonesia. No que diz respeito a sorologia, foram descritos dezesseis
sorovares, sendo quinze antigenos somaticos “O” e cinco antigenos flagelares “H”. A
principal espécie patogénica, L. monocytogenes, é representada por treze sorovares,
alguns dos quais sdo compartilnados com L. innocua e L. seeligeri. Os sorovares mais
frequentemente isolados séo dos tipos 1 e 4. Nos Estados Unidos e no Canada, o sorovar
4b tem sido encontrado em 65 a 80% de todas as linhagens. Em geral linhagens 4b sé&o
mais associados com surtos e parece possuir propriedades de viruléncia maiores que 0s

demais sorovares e sdo mais relacionadas com produtos alimenticios (JAY, 2005).

Apenas L. monocytogenes e L. ivanovii (denominada antigamente L.
bulgarica e L. monocytogenes sorovar 4) estdo associadas com doengas humanas

(KONEMAN et al., 2001).

A sorotipagem de L. monocytogenes apresenta grande importancia
epidemioldgica, ja que, embora esse microrganismo apresente treze sorotipos, trés deles
(1/2a, 1/2 b e 4b) sdo os mais relacionados a casos e surtos de listeriose transmitida por
alimentos, sendo que 95% dos isolamentos realizados em seres humanos acometidos da

doenca pertencem a esses sorotipos (VITAS et al., 2004).

Distribuicdo na Natureza

As Listerias estdo amplamente distribuidas no meio ambiente, e podem ser
encontradas em vegetacdo deteriorada, aguas superficiais, esgotos domesticos, aguas

residuarias de industrias de laticinios e de abatedouros, em solos, insetos, adubo
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orgénico e em fezes de animais e inclusive de humanos. Pode também ser isolada em
diversos produtos alimenticios sejam crus ou apds tratamentos térmicos ou quimicos

(RAMALHO; CEBALLOS, 2001).

Esse microrganismo foi encontrado em mais de quarenta espécies de
mamiferos (incluindo bovinos e ovinos) e treze espécies de aves (domésticas e
silvestres), e também foi isolado de pulgas, carrapatos e crustaceos (KONEMAN et al.,

2001).

A listeriose aparentemente é mais frequente nos climas temperados que nos
tropicais. Ocorre em todas as espécies de animais domésticos, sendo mais comum em

ruminantes, coelhos e aves (CORREA; CORREA, 1992).

Provavelmente por ser tdo ampla a distribuicdo, 0 microrganismo contamine
com frequéncia os alimentos durante a producdo ou processamento dos mesmos

(KONEMAN et al., 2001).

A maior importancia da L. monocytogenes para a industria de alimentos
talvez seja o fato dela poder sobreviver e se multiplicar em temperatura de refrigeracao.
Este fator constitui em obstaculo para a maioria dos patdégenos. Esse dado é relevante
principalmente para os alimentos refrigerados prontos para consumo em caso de serem
insuficientemente processados e/ou contaminados apos o processamento (McCARTHY,

1997).
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Fatores de Viruléncia e Mecanismos de Patogenicidade

Das especies de Listeria, a L. monocytogenes é o patdégeno de importancia
para os humanos e tem como fator de viruléncia mais significativo a listeriolisina O,
responsavel pela producdo de beta-hemdlise em eritrocitos e pela destruicdo de células

fagociticas que os engolfam (JAY, 2005).

A hemolise é uma importante caracteristica, que podera ser diretamente
relacionada com a patogenicidade da Listeria, desde ndo hemolitica Listeria spp. sdo
praticamente consideradas ndo patogénicas (COURTIEU, 1991). A hemolise é o
principal fator de viruléncia de L. monocytogenes, outras duas espécies de L. seeligeri e
L. ivanovii, sdo B-hemoliticas, sendo que a espécie ndo-patogénica (L. seeligeri) forma
um estreito halo de hemdlise, similar ao de L. monocytogenes, ja a L. ivanovii produz

um halo muito maior (KONEMAN et al., 2001).

Foto: Anizia Lapenda, 2009

Figura 2: L. monocytogenes em Agar sangue de carneiro.
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Tem sido observado que todas as amostras de Listeria patogénica sao

hemoliticas, mas nem toda Listeria hemolitica é patogénica (HOF; ROCOURT, 1992).

A listeriolisina “O” é uma importante enzima que ajuda a bactéria a escapar
da acdo de enzimas dos fagossomos do sistema imune do hospedeiro. Dentro do
fagossomo o pH é mais &cido, isso estimula a bactéria a liberar a listeriolisina O que
comega a desestabilizar a membrana do fagossomo, e, assim, induz a formagao de poros
em sua membrana, até o seu completo rompimento. ApGs esse rompimento, enzimas
hidroliticas sdo liberadas no citosol da célula hospedeira, provocando sua destruicdo

(VAZQUEZ-BOLAND et al., 2001).

A patogenicidade de L. monocytogenes depende da habilidade para
sobreviver e multiplicar nos macréfagos e outras células hospedeiras (KREFT;

VAZQUEZ-BOLAND, 2001).

Os genes determinantes da viruléncia de L. monocytogenes, incluem a
hemolisina (listeriolisina “0”), dois fosfolipases, e uma proteina Actina (ActA)
essencial para a mobilidade intracelular do microrganismo patogénico, e fica situada em
um conjunto bem definido do gene no cromossomo da bactéria. Sobre a infecgdo em
celulas hospedeiras, a bactéria é internalizada em vacuolos. A listeriolisina O promove a
saida do vacuolo de dentro do citoplasma, onde o microrganismo se replica. A bactéria
intracitoplasmatica usa a acdo das células hospedeiras, em conjunto com sua proteina
ActA, para promover sua mobilidade intracelular, através de pseudo-invaginacdes para
células hospedeiras adjacentes. Por fim, as bactérias escapam da nova dupla membrana
que limitam o vacuolo por meio da listeriolisina “O” e dos fosfolipases e o ciclo se

repete (TILNEY, 1989 apud KATHARIOU, 2002).
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Fonte: bio-Mérieux

Figura 3: Fator de Viruléncia

Esta mobilidade baseada na Actina é essencial e exige a ActA codificada
por um gene na regido do gene da listeriolisina e 0s mutantes da ActA sdo avirulentos
em ratos. Mecanismos de acdo ActA, ao longo com outros componentes da mobilidade
intracelular patogénica, estendem-se de célula a célula dos hospedeiros e tem sido
extensivamente estudada como também a determinacdo da viruléncia através de altas
inoculagdes (10° a 10%) de bactérias em ratos, provavelmente esclarece 0 que
geralmente observa-se na reprodutibilidade das estimativas da viruléncia

(KATHARIOU, 2002).

Determinantes da Invasao Intracelular

Apdbs a ingestdo da L. monocytogenes pela via oral, ela coloniza o trato

intestinal, invadindo os tecidos, incluindo a placenta em mulheres gravidas, e entra na
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corrente sanguinea, por onde alcanca outras células susceptiveis do corpo. Por ser um
patdgeno intracelular oportunista, ele deve primeiro penetrar em células susceptiveis e
entdo iniciar um processo de replicacdo dentro dessas células, e em estudos mais
intensos as proteinas de superficie, internalina A e a internalina B, tem diferencial
exigido para a infeccdo em tipos diferentes de células reconhecendo os diferentes

receptores nas células hospedeiras (KATHARIOU, 2002).

A associacdo de L. monocytogenes com esses receptores levam a
fosforilacdo de vérias proteinas de células hospedeiras e um complexo sinal em cascata
resulta na internalizacdo do microrganismo. Entretanto, os ratos transgénicos que
abrigam um receptor funcional E-cadherin sdo muito mais sensiveis ao tipo selvagem de
L. monocytogenes do que aos mutantes deficientes isogénicos de InlA, indicando um

papel importante a presenca da InlA na viruléncia in vivo (LECUIT et al., 2001).

L. monocytogenes é considerado um patégeno oportunista, uma vez que a
ocorréncia de infeccdo depende principalmente das condi¢des imunoldgicas dos

individuos afetados (CRUZ et al., 2008).

Dose Infectante e Periodo de Incubacéo

A dose minima infectante de L. monocytogenes ndo é conhecida e depende
de vaérios fatores, tais como, diferencgas de estirpes e a susceptibilidade do hospedeiro.
Particularmente em individuos imunocomprometidos a dose é relativamente baixa entre

10%e 10* células (JAY, 2005).

Segundo a FAO (1999), a partir da analise de alimentos contaminados com

L. monocytogenes, para que ocorra infeccdo, € necessaria a ingestao de contagens baixas



16

do microrganismo (inferiores a 102 UFC/g). Partindo-se desses achados, pode-se dizer

que doses iguais ou maiores de 102 UFC de L. monocytogenes/g podem causar quadro

de toxinfeccdo alimentar.

O Comité de Higiene dos alimentos (CCFH), através da FAO/OMS (2009),

considera trés pontos especificos relacionados aos alimentos prontos para 0 consumo:

Estimar o risco da doenca, L. monocytogenes no alimento, quando o
numero de organismos variarem de auséncia em 25g a 100 UFC por
grama ou mililitro, ou ndo exceder niveis especificos no ponto do

consumo,

Estimar o risco da doenca para consumidores em grupos suscetiveis
da populacdo (pessoas idosas, infantes, mulheres gravidas e

pacientes immunodeprimidos) relativo a populacao geral;

Estimar o risco da doenca nos alimentos que suportam seu
crescimento e alimentos que ndo suportam seu crescimento em
condicBes especificas de armazenamento e do tempo de

conservacgao.

Catdo e Ceballos (2001) e Araujo et al. (2002) propdem a tolerancia zero

para a presenca de Listeria em alimentos e a rigida adocdo de técnicas preventivas de

higienizacdo, pois é justamente a capacidade de se sobrepor as condi¢cdes ambientais

que faz com que a L. monocytogenes seja atualmente de grande interesse na area de

alimentos e explica 0 destaque que estes microrganismos vém ocupando nos ultimos



17

anos no controle de qualidade na industria de alimentos, visto as dificuldades de sua

eliminacéo.

Diferentes condutas sdo adotadas pelos paises no que se refere aos limites
de tolerancia para a L. monocytogenes. O Brasil, por meio da Resolu¢cdo RDC n° 12, de
02 de janeiro de 2001, da ANVISA, determina a auséncia de L. monocytogenes em 259
em varios tipos de queijo. Nos Estados Unidos foi fixada tolerancia zero, ndo sendo

permitida a presenca do patdgeno em 25¢ de qualquer tipo de produto alimenticio.

A Australia requer a auséncia de L. monocytogenes em cinco amostras de
259 de muitos queijos. A Franca determinou auséncia de L. monocytogenes em
amostras de 25¢g de alimentos para individuos de risco. Na Alemanha a tolerancia zero é
irreal, classificando os alimentos em quatro niveis de risco e fazendo o recolhimento dos

que apresentarem crescimento > 10*/g (JAY, 2005).

A ltélia, na Conferéncia Internacional de Alimento Seguro, em 1995,
considerou o risco da listeriose para alguns consumidores, classificando os alimentos
em trés grupos: | - alimentos para populacdo de risco; Il - alimentos aquecidos e
acondicionados apds tratamento; 11l - alimentos crus ou susceptiveis a re-contaminacao
apos tratamento. E tracou como objetivo obter amostras de alimentos livres de L.
monocytogenes em 25¢g de alimentos, entretanto quando néo for possivel tentar diminuir

0s niveis, tolerando 100 UFC por grama de alimento analisado (LAHELLEC, 1996).

O Canada possui uma politica que regulamenta a reducdo de riscos de
contaminacdo por L. monocytogenes em alimentos prontos para consumo com base no
risco a saude. Este regulamento baseia-se na combinacdo de inspecdo, amostragem e
testes de produtos com niveis de tolerancia de 100UFC/g de alimentos (FARBER,;

HARWING, 1996).
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O periodo de incubacdo da doenca em adultos varia de uma a muitas
semanas, dificultando a descoberta da fonte de contaminagdo no caso de surto da doenca
e estd relacionado com a dose infectante do microrganismo e com a imunidade do
hospedeiro (FARBER; PETERKIN, 1991). Podendo variar de trés a noventa dias

(KONEMAN et al., 2001).

Listeria em Alimentos

Segundo Koneman et al. (2001), a transmissdo de L. monocytogenes nos
alimentos é responsavel pela maioria dos casos de listeriose epidémica e esporadica,
outras formas de transmissao também tém papel importante. De acordo com a literatura
32% dos casos esporadicos de listeriose sdo atribuidos ao consumo de agua e alimentos

contaminados (CRESPO et al., 2009).

Em geral, o microrganismo parece ser capaz de sobreviver na carne
processada mesmo apds sofrerem tratamento durante o processo de industrializagdo. A
refrigeracdo, a desidratacdo, a cura da carne e 0 empacotamento a vacuo parece nao

diminuir a infectividade desta bactéria (FARBER; PETERKIN, 1991).

Segundo Barretto et al. (2001), o maior risco de contaminacdo com L.
monocytogenes provém da contaminagdo pos-processamento depois da cocgdo, quando
ndo observados os cuidados necessarios, no que se refere & manipulacdo de alimentos
crus e mal cozidos, como € o caso de leite e produtos lacteos (queijos brancos), ovos,
sorvetes, hortalicas (adubadas com fezes de animais), mariscos, mexilhdes, carnes e

produtos carneos (fiambre, salsicha, embutidos) e, ainda, dos préprios manipuladores de
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alimentos, onde os magarefes de matadouros tém sido reportados como portadores

assintomaticos.

A L. monocytogenes ja foi isolada de uma ampla variedade de alimentos,
incluindo aves frescas e congeladas, carnes vermelhas e produtos a base de carne,
pescado, produtos lacteos crus, como queijo e sorvetes, frutas e vegetais crus, além de
fezes de pessoas sadias e sintométicas, como também de animais (KONEMAN et al.,

2001).

No Brasil € muito comum o consumo de linguicas mistas do tipo frescal,
produtos de origem animal que apresentam alta atividade de &gua e, por serem
intensamente manipulados e ndo serem submetidos a tratamentos térmicos podem
conter microrganismos patogénicos. Este produto, que tém grande aceitacdo de
consumo, tem sido relacionado com surtos de toxinfecgdes alimentares, principalmente
causados por fraco cozimento ou contaminacio cruzada. E um produto muito perecivel

e que requer cuidado adicional para garantir a seguranca alimentar (SILVA et al., 2004).

Aragjo et al. (2002), ressaltam que o aumento de surtos de listeriose humana
a partir dos anos oitenta e a possivel relacdo com alimentos contaminados vem
preocupando as autoridades sanitarias. Segundo estes autores, S&0 NUMErosos 0S casos
individuais esporadicos de listeriose, provocados pela ingestdo de produtos tais como,
queijo macio, carne de frango mal cozida, salsicha inadequadamente reaquecida e
alimentos provenientes de delicatessen. Ainda destaca, que a associacdo entre produtos
derivados de carne e casos de listeriose nos paises desenvolvidos indicam que o0s
refrigerados e pratos prontos congelados e inadequadamente reaquecidos, podem
constituir um risco para a saude publica, que é potencialmente maior em produtos que

nédo sofrem aquecimento antes da ingestao.
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A listeriose ocorre tanto em epidemias de doengas transmitidas por
alimentos como em casos esporadicos; cerca da quarta parte (23%) a quase trés quartas
partes (70%) das infec¢Oes causadas por L. monocytogenes em alimentos resultam em
morte, sendo esta taxa maior do que a de outras enfermidades transmitidas por

alimentos (KONEMAN et al., 2001).

De acordo com o grupo de trabalho da OMS em listeriose de origem
alimentar, a L. monocytogenes € um microrganismo ambiental, cuja transmissdo ao
homem se da através de alimentos contaminados durante a producéo industrial na planta

de processamento (GRAVANI, 1999).

A presenca de qualquer espécie de Listeria nos alimentos de origem animal
é indicativa de condig&o higiénica deficiente da matéria prima, assim como, em alguma
etapa do processo industrial. A coexisténcia de mais de uma espécie em um mesmo

alimento é comum (LACIAR et al., 2006).

Listeriose

A listeriose é a denominacdo da doenca causada em 98% dos casos pela L.
monocytogenes e inclui septicemia, meningite (ou meningoencefalite), encefalite e
infeccdo cervical ou intra-uterina em gestantes, podendo provocar aborto (no segundo

ou terceiro trimestre) ou nascimento prematuro.

O primeiro caso identificado de listeriose humana ocorreu em 1929, na
Dinamarca, estabelecendo-se a partir de entdo a correlacdo entre L.monocytogenes e
meningite em humanos (MANTILLA et al., 2007). Em 1966 verificou-se a transmisséo

desta bactéria através dos alimentos; a partir de entdo casos esporadicos de listeriose
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comecaram a ser observados em pessoas que mantinham contato com animais
infectados (FARBER; PETERKIN, 1991). As ocorréncias de casos de listeriose em sua
forma neuroldgica tém aumentado consideravelmente no Brasil nos dltimos anos

(SCARCELLI; PIATTI, 2002).

A maioria dos casos de listeriose estd associada aos individuos com
comprometimento imunoldgico, como gestantes e seus fetos, neonatos, idosos,
individuos HIV positivos. Nas pessoas que estdo sendo submetidas a tratamentos
quimioterapicos, o nivel de mortalidade esta entre 20 e 30%. Os casos em individuos
sadios com idade adulta raramente sdo fatais, além de ndo existirem disponiveis dados
confidveis, uma vez que a grande maioria destes casos é diagnosticada como sendo uma

simples gripe (OPHS, 2005).

A incidéncia anual de listeriose na Europa varia de 0,1 a 11,3 casos por
milh&o de habitantes, nos Estados Unidos, a incidéncia comunicada em 1992 foi de 7,4
casos por milhdo de habitantes (KONEMAN et al., 2001); somente no ano de 2006,
foram registrados 138 casos de listeriose com uma taxa de incidéncia superior (0,31) a
meta estabelecida pelo pais (0,25); estima-se que o custo anual de casos agudos de

listeriose seja de cerca de 2,3 bilhGes de ddlares (MEAD et al., 1999).

A doenca comumente é precedida por sintomas semelhantes aos da gripe
com febre persistente. Sintomas gastrointestinais como nausea, vomitos e diarreia,
podem preceder ou acompanhar as manifestacbes mais graves da doenca, como
meningite, meningoencefalite ou encefalite. Aborto, nascimento prematuro ou com o
feto morto s@o consequéncias frequentes da listeriose em mulheres gravidas. Ha relatos
no Reino Unido de 46% de mortalidade entre criangas em estagio pre-natal e adultos

(JAY, 2005).
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Surtos

A emergéncia de L. monocytogenes como patdgeno alimentar data da
década de 1980, com a ocorréncia de diversos surtos e casos esporadicos de listeriose
ligados a mudanca de habitos alimentares, como a maior ingestdo de alimentos
industrializados e ao consumo de alimentos contaminados (FARBER; PETERKIN,
1991; SILVA et al., 2004; JAY, 2005) e tem provocado inumeras discussdes em todo o
mundo, 0 que por sua vez tem estimulado pesquisadores a buscar respostas para as

varias questdes que tém surgido sobre a relacdo entre Listeria spp. e listeriose.

No Brasil e em alguns paises ndo existem surtos de listeriose documentados
causados por alimentos, entretanto, isto ndo significa que estejam livres deste problema
emergente. O que vem ocorrendo é a subnotificacdo, uma vez que trabalhos publicados
recentemente relatam a presenca do microrganismo em alimentos, tornando-se uma
preocupacao devido a ingestdo de produtos de origem animal ser considerada a principal

fonte de transmissdo para o homem (LOVETT; TWEDT, 1988; INTERLAB, 2002)

No Brasil trabalhos recentes relatam a presenca da L. monocytogenes em

produtos de aves (ARAUJO et al., 2006).

No periodo de fevereiro a junho de 1989, foram diagnosticados no Instituto
de Saude do Distrito Federal (ISDF) trés casos de meningite bacteriana associada a L.
monocytogenes, em pacientes recém-nascidos, uma crianca e um adulto, sendo que este

ultimo resultou em ébito (HOFER et al., 1998).

No Hospital das Clinicas de Porto Alegre (HCPA), durante o ano de 2000,

foram realizadas coletas de dez placentas provenientes de abortos ou partos prematuros.
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A partir de anélise microscépica e avaliagdo imunohistoquimica foi observado que 50%
das amostras analisadas foram positivas para L. monocytogenes (SCHWAB;

EDELWEIS, 2003).

Das duzentas e sessenta e seis amostras de material clinico humano,
coletadas entre 1969 e 2000 em Pernambuco, Bahia, Goias, Distrito Federal, Minas
Gerais, S8o Paulo, Rio de Janeiro, Parana e Rio Grande do Sul, duzentas e quarenta e
cinco foram identificados como L. monocytogenes isoladas de individuos com

meningite purulenta (FONTOURA, 2006)

Em 2000, o CDC relatou que, de todos os patogenos em alimentos
monitorados, a L.monocytogenes teve a segunda maior taxa de fatalidade (21%) e a

maior taxa de hospitalizagéo (90.5%).

No Canada em 2008, um surto de listeriose, matou quatro pessoas e deixou
dezessete hospitalizadas apds consumir carne bovina contaminada pela L.
monocytogenes. Tal fato provocou o fechamento da fabrica de Alimentos (Maple Leaf
Foods), como também a retirada de varios carregamentos de carne que estavam prontos

para ser enviados para os estabelecimentos comerciais (LUSA, 2008).

A maioria dos casos diagnosticados se concentra na Europa e Estados
Unidos. Recentemente o nimero de casos informados vem aumentando, provavelmente
devido a um melhor diagnéstico laboratorial juntamente com um aumento da populagdo
susceptivel; além da alta prevaléncia da bactéria no ambiente e héabitos inadequados de

manuseio, preparo e armazenamento dos alimentos (CRESPO et al.,2009).

Em estudo realizado na Australia, com o objetivo de quantificar o risco no

consumo de alimentos contaminados por L. monocytogenes, pode-se estimar que 40%
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dos casos foram relacionados as carnes processadas conforme dados epidemioldgicos

disponiveis (ROSS et al., 2009).

Segurancga Alimentar

Conforme informacdes da ANVISA em 2006, no Brasil vém sendo
implantado, desde 1999, o Sistema Nacional de Vigilancia Epidemiolédgica de Doencas
Transmitidas por Alimentos e Agua através do Centro Nacional de Epidemiologia do
Ministério da Saude. Por meio deste novo 6rgdo se pretende colocar a disposicdo de
todos os estados brasileiros 0s conhecimentos necessarios relacionados aos principais

problemas no tocante a satde dos consumidores de alimentos industrializados.

Importante destacar que a qualidade dos alimentos tem sua importancia cada
vez maior devido também a globalizacdo de mercados e queda das barreiras para o livre

comércio internacional.

Segundo Roque-Specht (2002), a industria alimenticia tem passado por
varios avancos tecnoldgicos, relativos ao processamento e a conservacdo de alimentos,
com vistas a conquistar mais mercados, tanto internos quanto externos. Assim, a
seguranca alimentar passou a ser um requisito exigido pelos consumidores, que estdo

atentos a qualidade do alimento.

Apb6s sua contaminacdo na inddstria de alimentos, a Listeria spp.
dificilmente é eliminada e pode facilmente entrar na cadeia alimentar humana. 1sso
ocorre devido ao fato da grande capacidade dessa bactéria em formar biofilmes, que séo

complexos ecossistemas microbioldgicos aderidos a um substrato e embebidos em uma



25

matriz de polimeros orgénicos. Grande parte da contaminacdo dos alimentos por essas

bactérias ocorre durante o processamento dos alimentos (AUTIO et al., 1999).

Uma vez constituidos, os biofilmes agem como pontos de contaminagdo
constante, liberando células de microrganismos patogénicos e/ou deterioradores,
podendo comprometer assim, a qualidade microbiol6gica de matérias primas, produtos

pré acabados e acabados (FUSTER-VALLS et al., 2008).

Em fung&o dos riscos inerentes a L. monocytogenes em alimentos de origem
animal prontos para o consumo, 0 MAPA instituiu a IN n°® 09, em 08 de abril de 2009,
com o0 objetivo de monitorar e assegurar a inocuidade destes alimentos em

estabelecimentos que possuem o SIF.

Neste contexto, entende-se que a deteccdo controle, por diagndsticos
laboratoriais, da presenca de agentes patolégicos em amostras de alimentos € a
ferramenta que permite o controle e prevencdo de ocorréncias de natureza

epidemioldgica e sanitéria relacionadas ao consumo de produtos alimenticios.

Listeria spp. em embutidos

Os estudos e procedimentos para isolamento e enumeracao de Listeria spp.
e L. monocytogenes em alimentos tém aumentado muito nos dltimos anos. As mudangas
nas caracteristicas e nos habitos alimentares, a forma em que os alimentos sdo
produzidos, a habilidade da Listeria de sobreviver em condi¢des adversas, tornaram esse
microrganismo emergente e de grande importancia entre os patégenos transmitidos por
alimentos e atualmente representa um grande problema para as inddstrias de alimentos e

orgaos oficiais de regulamentacéo.
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Silva et al. (2004) isolaram Listeria spp. em 100% das quarenta e uma
amostras de linguicas mistas do tipo frescal analisadas em Pelotas/RS. Dentre as
diferentes espécies, L. innocua foi isolada com maior freqliéncia (97,6% das amostras)

seguida por L. monocytogenes (29,3%) e L. welshimeri (24,4%).

Em estudo realizado por Coelho (1997), conclui-se que durante o
processamento de embutidos fermentados em Vigosa/MG, os fatores presentes tais
como: temperatura, pH, dextrose, cloreto de sodio e nitrito de sodio, isoladamente néo

foram capazes de impedir o crescimento de Listeria.

De acordo com os resultados obtidos por Bersot et al. (2001), das trinta
amostras de mortadela analisadas, onze (36,7%) foram positivas para Listeria spp.,

sendo oito (26,7%) para L. monocytogenes.

Araujo (2002) encontrou em 80% das amostras de blanquet de peru fatiado
e em 90% das amostras de presunto de peru fatiado contaminagdo por Listeria spp. em
Niter6i/RJ. Destas, cinquenta e duas cepas eram L. monocytogenes, sendo 51,9%,

34,6%, 7,7%, 5,8%, pertencentes aos sorotipos 4b, 1/2c, 1/2b e 1/2a, respectivamente.

Comi et al. (1992) encontraram em cento e oitenta e nove amostras de
salsichas comercializadas na Italia, vinte e sete (14,2%) amostras contaminadas por L.
monocytogenes, onde na sorotipificacdo demonstrou que o sorotipo 4b foi o segundo

mais identificado.

Em pesquisa realizada por Ichiro Sakate et al. (2003), em S&o Paulo foram
detectadas trés (6,7%) amostras positivas de L. monocytogenes em quarenta e cinco
amostras de salame fatiado analisadas, sendo a populacdo de 9,2 NMP/g para todas as

amostras positivas.
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Na determinacédo da prevaléncia de sorotipos de L. monocytogenes em cento
e catorze amostras de linguica mista do tipo frescal comercializadas em Pelotas/RS,
foram encontrados 6,2% das amostras pertencentes ao sorotipo 4b, e 14% aos sorotipos

la e 1b e 65,8% ao sorotipo 1c, em estudos de Araujo et al. (2007).

Mottin et al. (2006), detectaram 3,99 (13,3%) amostras contaminadas por L.
monocytogenes dos trinta apresuntados de carne suina, fracionados e embalados e

prontos para o consumo em Porto Alegre.

A ocorréncia de L. monocytogenes foi avaliada em oitenta amostras de
quatro diferentes tipos de salame fermentados em S&o Paulo (Friolano, Hamburgués,
Italiano e Milano), sendo detectada em 13,3% das amostras de salame do tipo Italiano,
enquanto que L. innocua ocorreu em 6,7% das amostras do tipo Italiano e 16,6% das
amostras do tipo Milano. As demais amostras foram negativas para Listeria spp,

conforme Borges et al.(1999).

No estudo realizado por Fai et al. (2007) em Fortaleza, das quarenta
amostras de presunto suino cozido sem capa de gordura analisados, foram constatados

42,5% de contaminagéo por L. monocytogenes.

A presenca de Listeria spp. e L. monocytogenes em salsichas fermentadas na
Turquia foi detectado em sessenta e trés (21%) e trinta e cinco (11,6%) respectivamente,

em estudos de Colak et al. (2007).

Degenhardt e Santana (2007), pesquisando a presenca de L.monocytogenes
em trinta e uma amostras de embutidos carneos coloniais (vinte salames e onze
linguigas) produzidos no Vale do Rio do Peixe, Santa Catarina, detectaram a presenga

de Listeria ssp. em dezoito amostras (90,0%) de salames, sendo que quinze
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apresentaram L. innocua (75,0%), duas L. gray (10,0%) e uma amostra L.
monocytogenes (5,0%). Em linguicas, das onze amostras, cinco apresentaram-se

positivas para L. innocua (45,4%).

Resisténcia Antimicrobiana

As bactérias séo classificadas em sensiveis, intermediarias e resistentes aos
antimicrobianos, logo, o uso excessivo de antimicrobianos no tratamento e como
medida profilatica nos animais produtores de alimentos, acelera a emergéncia da
resisténcia bacteriana e favorece a presenca de residuos de antimicrobianos nos
alimentos e, conseqlientemente, a selecdo de bactérias resistentes que podem ser
transferidas aos humanos, comprometendo uma possivel antimicrobianoterapia

(MARTINS et al., 2003).

As cepas de L. monocytogenes variam quanto a sensibilidade in vitro a

diversos agentes antimicrobianos.

No estudo de Kasnowski (2004), todas as cepas analisadas foram resistentes
a ampicilina, sendo este o farmaco de eleicdo no tratamento da listeriose. Entretanto
foram encontradas cepas sensiveis a teicoplamina, vancomicina, cefalotina, gentamicina

e tetraciclina.

De modo similar, Gongalves (1998), em suas analises com peito de frango,
observou cepas resistentes a antibioticos utilizados no tratamento da listeriose humana,
sendo duas cepas resistentes ao cloranfenicol, trés a ampicilina, duas a eritromicina e

uma a tetraciclina.
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Esses achados encontram respaldo na literatura, pela existéncia de
plasmidios e transposons os quais conferem resisténcia a esses antimicrobianos e que
podem ser transferidos de uma célula para outra. Esse fato, associado ao uso excessivo
de promotores de crescimento e de antimicrobianos no tratamento de animais doentes
e/ou como medida profilética, favorecendo a presenca de residuos de antibioticos nos

alimentos, acelerando a resisténcia bacteriana a antimicrobianos (FRANCO, 2002)

O efetivo tratamento da listeriose é usualmente baseado na administracéo de
ampicilina ou penicilina associada a gentamicina ou a combinacdo sulfonamidas-
trimetropim. E possivel que as cefalosporinas, e talvez o cloranfenicol, sejam ineficazes
para tratamento de pacientes imunossuprimidos com listeriose, embora as provas de
sensibilidade a antimicrobianos in vitro possam sugerir que o isolado seja sensivel. Até
0 momento ndo € possivel considerar que L. monocytogenes seja sensivel a tetraciclina,
minociclina ou a trimetropina. A vancomicina € uma alternativa para o tratamento de

pacientes com septicemia ou endocardite (KONEMAN et al., 2001).

Em estudo de susceptibilidade antimicrobiana de L. monocytogenes, em
alimentos na Grécia, as amostras foram susceptiveis para dezesseis antimicrobianos
determinada pela diluicdo, exceto em uma amostra a qual apresentou resisténcia para
tetraciclina (MIC > 32ug/ml). Esta amostra transporta 0 gene tet de resisténcia a

tetraciclina (FILIOUSIS et al., 2009).

Estudando a susceptibilidade antimicrobiana das quarenta e sete amostras de
Listeria spp, isoladas de alimentos na Turquia, detectou-se resisténcia a penicilina
(12,8%), cloranfenicol (8,5%), amicacina (4,3%), tetraciclina (2,1%), e cefaclor (2,1%),

e sensibilidade ou intermediaria para amoxicilina - &cido clavulanico, vancomicina,
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gentamicina, ciprofloxacina, rifampin e sulfametoxalone-tripmetropim, (ARSLAN;

OZDEMIR, 2008).

Alonso-Hernando et al. (2009), verificando a opinido dada pelo Comité da
Unido Europeéia, em que sugerem a existéncia de um potencial aumento da resisténcia
antimicrobiana pelo uso de produtos descontaminantes, resolveram expor quatro cepas
(L. monocytogenes sorovar 1/2a, L. monocytogenes sorotipo 4b, Salmonella
Typhimurium e Salmonella Enteritidis) ao aumento de concentra¢fes sub-inibitorias de
descontaminantes de fosfato trissodico (&cido cloridrico de sddio, &cido citrico, dioxido
de cloro ou acido peracético) e testa-los contra quinze antibidticos por meio da norma
técnica de disco difusdo (NCCLS, 2009). Os padrdes de resisténcia aos antibioticos
foram comparados antes e ap0s a exposi¢do aos descontaminantes, observando-se um
aumento da resisténcia a estreptomicina, cloranfenicol e cefalotina em cepas de L.

monocytogenes apds a exposi¢do a produtos quimicos, especialmente &cido cloridrico.

Em estudos de Pesavento et al. (2009), detectando a presenca de Listeria
spp. e L. monocytogenes e analisando a resisténcia a antibioticos em carnes cruas e
alimentos vendidos a granel na Italia, observou-se a prevaléncia total de 11,7%, das
quais o maior percentual de prevaléncia para L. monocytogenes foi encontrado em
amostras de presunto (37,5%), enquanto que em salmdes defumados e saladas prontas
ndo havia contaminacdo. A sensibilidade das cento e sessenta e oito cepas de Listeria
spp. foi determinada pelo método de difusdo em disco, e foram encontradas cinquenta e
uma (30,4%) estirpes resistentes a trés ou mais antibidticos. Todas as estirpes isoladas,
exceto uma, foram suscetiveis a pelo menos um dos antibiéticos de primeira escolha
(ampicilina e gentamicina) ou ao sulfametoxazol-trimetoprim, usado como antibidtico

de segunda escolha no tratamento da listeriose humana. Cepas isoladas de alimentos
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prontos para consumo mostraram alto nivel de resisténcia a ampicilina, gentamicina e

meticilina.

Embutidos

Entende-se por "embutido” todo produto elaborado com carne ou 6rgéos
comestiveis curados ou ndo, condimentado, cozido ou ndo, defumado e dessecado ou
ndo, tendo como envoltoério natural tripa, bexiga ou outra membrana animal (BRASIL,

1952).

A selecdo dos ingredientes é uma etapa importante no processo tecnolégico
de elaboracdo de qualquer produto carneo, ja que as caracteristicas organolépticas
tipicas dos produtos finais dependem de sua natureza e proporcao. Tendo como matéria-
prima exclusivamente carne bovina, ovina, suina e/ou de aves, gordura e outros tecidos.
Preferem-se carnes de animais adultos para embutidos maturados e a de animais mais
jovens para produtos cozidos por terem maior capacidade de retencdo de agua

(ORDONEZ, 2005).

Segundo Pardi et al. (2007), mortadela é o produto de salsicharia de massa
emulsionada, normalmente embutido em envoltérios naturais ou artificiais, elaborado a
base de carne bovina e/ou suina, tratado por sais de cura, condimentado, defumado ou
nédo e cozido por tempo proporcional ao seu volume e natureza, com sua temperatura

interna devendo alcancar pelo menos 71°C.
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Os embutidos sdo classificados:

e Embutidos Frescais: S&o produtos carneos embutidos em envoltoério

natural e/ou artificial e conservados pelo frio.

e Embutidos Maturados: S&o produtos carneos embutidos em
envoltorio natural e/ou artificial, curados, defumados e maturados
por tempo de acordo com sua tecnologia, conservados em

temperatura ambiente

e Embutidos Cozidos: Sdo produtos carneos embutidos em envoltério
natural e/ou artificial, cozidos, defumados ou néo, obedecendo a sua

tecnologia e conservados pelo frio (DICKEL, 2009).

Os embutidos fermentados secos sdo 0s embutidos que tem no seu
processamento a fermentacdo como medida para minimizar perdas, aumentar o sabor e
a seguranca dos produtos e ndo sao submetidos a tratamento térmico. Desse modo, a
seguranca microbioldgica e preservacao desses produtos sdo dependentes da associagao
de vérios fatores, incluindo baixa atividade de &gua, presenca de cloreto de sddio e
nitrito de sodio, baixo pH e presenca de substancias antimicrobianas adicionadas ou

formadas durante o processamento (OLIVEIRA; MENDONCA, 2004).

As matérias-primas utilizadas no preparo de salsichas e presuntos sdo as
carnes mecanicamente separadas (CMS) de frango, carne suina e/ou carne bovina,
miudos e toucinho. Esses embutidos sdo considerados produtos carneos cozidos e
resfriados. E o fluxograma do processo consiste dentre outros, a adi¢cdo de condimentos

(sal, acucar, po de cebola e alho, etc), aditivos (nitrito/nitrato, polifosfato, eritorbato,
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etc), etapa de cozimento a uma temperatura média de 80°C por trinta minutos até atingir
uma temperatura no centro do produto de 71°C, esta etapa é seguida do resfriamento
rpido, onde o produto sofre um choque térmico, depois segue para embalagem e

estocagem entre 0 e 4°C (SEBRAE, 2000).

Metodologias utilizadas para isolamento de Listeria

E necessario elaborar métodos sensiveis para a enumeracdo de L.
monocytogenes a fim de determinar e quantificar a presenca e o crescimento de niveis
baixos (< 100/g) do microrganismo em alimentos preparados para 0 consumo e em

amostras tomadas do ambiente (FAO, 2000).

Métodos Convencionais

Segundo Silva et al. (1998), os meios de isolamento que tém sido
desenvolvidos para a recuperacdo do patdgeno, envolvem a combinag¢do com um prévio

procedimento de enriquecimento.

De acordo com Health Canada (2006), entre as metodologias mais indicadas
para a deteccdo de L. monocytogenes, dependendo do nivel de contaminacdo do
alimento, sdo as que empregam um ou dois estagios de enriquecimento anterior ao

plagueamento.

Métodos tradicionais e métodos rapidos de deteccdo de Listeria utilizam
uma etapa de enriquecimento da amostra para aumentar 0 microrganismo alvo, que

pode estar em baixos niveis, injuriado ou subletalmente danificado (DONNELL, 2001,
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SILK et al., 2002). Logo, a deteccdo do patdgeno em produtos alimentares pode ser
limitada pelo desempenho do meio de enriquecimento utilizado para a recuperacgdo do

microrganismo (SILK et al., 2002).

O enriquecimento seletivo, realizado em duas etapas (a primeira em caldo
UVM, e a segunda em caldo Fraser), tem a finalidade de inibir a microbiota
acompanhante, permitindo a recuperacdo de baixos numeros de células de Listeria spp.
O efeito seletivo do caldo UVM é exercido pela associagdo de &cido nalidixico e
acriflavina, e no caldo Fraser pelo cloreto de litio, acido nalidixico, acriflavina e citrato
de ferro. O enegrecimento do meio evidencia a presenca de Listeria spp. Apos 48 horas
de incubacéo, as culturas que ndo enegrecem, sdo consideradas negativas (DIFCO; BBL

MANUAL, 2009).

Besse et al. (2010), ao estudar os fatores responsaveis pela velocidade de
crescimento em meios de enriquecimentos pelas diferentes espécies de Listerias,
verificaram que dentre vérios fatores observados a competi¢do nutricional pode ser um
importante papel na inibicdo de crescimento de algumas espécies menos competitivas e
apesar da L. innocua ter mais vantagens sobre a L. monocytogenes durante a fase de
enriquecimento de cultura, ndo foi observado em seu estudo diferencga significativa na

producdo entre essas duas espécies em caldo Fraser.

Outros procedimentos de enriquecimento tém sido usado, como o caldo de
enriquecimento para Listeria da Merck. Segundo informes do Laboratério Merck
(2006), este contém acido nalidixico e acriflavina como agentes seletivos, o caldo

triptose adicionado de 2% de citrato de sodio.

Segundo Schwab et al. (2004), a incorporacdo de agentes seletivos e

diferenciais a base de litio aos meios de enriquecimento, os quais devem inibir o
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crescimento de outros microrganismos que ndo a Listeria, mostrou-se vantajosa em
relacdo ao enriquecimento a baixas temperaturas. O periodo de enriquecimento pode ser
reduzido a poucos dias e a temperatura de incubagdo pode ser a 6tima de crescimento do

microrganismao.

Com o objetivo de avaliar os meios solidos, pesquisadores tém desenvolvido
diversos estudos enfocando a recuperagdo e contagem de L. monocytogenes em
alimentos, utilizando-se 0 método de plaqueamento direto. Verifica-se que a eficiéncia
dos meios de cultura depende do tipo de alimento analisado, da populacdo de L.

monocytogenes e da microbiota acompanhante (BRASIL, 2006).

Na selegéo e isolamento em AP, observa-se a ndo fermentagdo do manitol e
a formacdo de esculetina pela hidrélise da esculina, reacdo revelada pela presenca de
ferro trivalente. Palcam é meio sélido onde se encontram presentes as substancias
sulfato de polimixina B, cloreto de litio, ceftazidina e cloridrato de acriflavina, com a
finalidade da inibicdo da biota acompanhante. L. monocytogenes hidrolisa a esculina,
dando como resultado a formagdo de um halo negro ao redor das colbnias. Este agente
ndo fermenta o manitol, o que o diferencia de contaminantes como Enterococcus e
Staphylococcus. A incubacdo em condi¢des microaerdfilas inibe o desenvolvimento de
aerobios, como espécies de Bacillus e Pseudomonas que podem desenvolver-se sobre o

meio (DIFCO; BBL MANUAL, 2009).

Em estudo realizado por Duarte (2005), durante a avaliagdo da sensibilidade
do método analitico, demonstrou que os meios seletivos adotados (ATN e o &gar
Oxford) foram capazes de promover o crescimento e a multiplicacdo de L.
monocytogenes 4b a partir de um baixo nimero de células viaveis (10?) utilizadas para

fortificacdo das amostras controle.
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A alta velocidade de crescimento de L. innocua em meio liquido seletivo
(Palcam e Oxford) comparado com L. monocytogenes pode resultar em um alto nimero
de falsos negativos, quando em comparagcdo com 0 meio LMBA detectando mais
amostras positivas para L. monocytogenes que com os meios Palcam e Oxford. Em
funcdo de que no LMBA zonas hemoliticas se formam ao redor das coldnias de L.
monocytogenes distinguindo de outras espécies ndo hemoliticas como a L. innocua
frequentemente presente em alimentos, reduzindo assim o tempo e material para

confirmacéo (PINTO et al., 2001).

Em trabalhos anteriores, Yokoyama et al. (1998), concluiram que a maioria
das cepas de L. innocua produz uma bacteriocina que age contra a L. monocytogenes,

podendo inibir o crescimento durante a cultura de enriquecimento.

Aradjo (2002) explica que a identificagdo dos isolados é realizada através
das caracteristicas morfoldgicas e pela coloracdo da col6nia de acordo com o meio de
isolamento. S&o utilizadas as técnicas de coloracdo de Gram, motilidade celular,
producdo de indol, H,S, urease, catalase, e &cidos a partir de glicose, lactose e sacarose;
reducdo do nitrato, fermentacdo de xilose, rhamnose e manitol com e producdo de
hemolisina, sendo que os resultados obtidos sdo comparados as caracteristicas classicas

do microrganismo.

Meétodos Rapidos

De acordo com informagdes de Health Canada (2006), os métodos rapidos
para isolamento da L. monocytogenes surgiram a partir da década de 70. Estes sdo

resultantes de estudos que procuraram oferecer respostas a necessidade de se abreviar o
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tempo para a obtengdo de resultados analiticos e de se melhorar a produtividade
laboratorial. Esses métodos também tém por objetivo simplificar o trabalho laboratorial,
reduzir custos e aumentar a especificidade e sensibilidade propria dos métodos

convencionais.

Em seu processo de producdo de géneros alimenticios as industrias
demonstram a necessidade de metodologias rapidas e sensiveis para monitorar a
incidéncia de L. monocytogenes. As técnicas convencionais de isolamento e
identificacdo de Listeria envolvem etapas trabalhosas de longa duracéo e, muitas vezes,
consumindo semanas de enriquecimento e de cultivo em meios seletivos, o que é

contrario a prépria natureza de urgéncia do controle epidemiolégico.

A bioMérieux possui um sistema de detec¢do simultanea e diferenciada num
Unico teste de Listeria spp. e L. monocytogenes tanto para produtos alimenticios como
para amostras ambientais, denominado teste VIDAS® LDUO, que se baseia no método
ELFA, o qual consiste na captura do antigeno alvo através de anticorpos especificos
tratados previamente que melhoram sua sensibilidade e especificidade, e um segundo
anticorpo conjugado com uma enzima (alcalina fosfatase) fixa-se ao antigeno capturado

e a detec¢do é dada pela intensidade da fluorescéncia interpretada pelo sistema.

O teste VIDAS® LDUO, combinado com o caldo de enriquecimento LX,
permite um crescimento mais rapido das bactérias e uma melhor deteccdo que da assim

resultados superiores.
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Fonte: bio-Mérieux

Figura 4: Barrete e Cone do kit VIDAS® LDUO

Outro método utilizado pela bioMérieux é o API Listeria, que é um sistema
padronizado para a identificacdo de Listeria em 24h. Através de testes miniaturizados
constituidos por dez microtubos contendo substratos desidratados que permitem
verificar o desempenho enzimatico ou fermentacdes de acUcares, através de padrdes
pré-estabelecidos. A diferenciacdo entre L. monocytogenes e L. innocua € baseada na
presenca ou na auséncia de arylamidase (teste DIM) hidrolise da esculina, presenca de
amanosidase e producdo de D-arabitol, D-xilose, L-ramnose, a- mwtil-D-glicose, D-
ribose, glicose- 1- fosfato e D- tagatose. Com este Kit o0s testes de atividade hemolitica e
ou reacdo de CAMP podem ser omitidos, reduzindo-se assim, consideravelmente, o
tempo necessario para a identificacdo. Deste modo os resultados estdo disponiveis entre

18 e 24 horas.
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Foto: Anizia Lapenda, 2009

Figura 5: API Listeria

Paziak-Domanska et al. (1999), na Poldnia, avaliaram em 46 amostras de
Listeria ssp. isoladas de produtos carneos, que no API teste a L. monocytogenes foi mais
frequentemente identificada em carnes do que outras espécies de listéria e
posteriormente conduzidas ao PCR para listeriolisina O apresentando amplificacdo para

todas as amostras de L. monocytogenes.

Estudos revelam, portanto, que métodos rapidos servem como instrumento

econdmico e seguro para detectar bactérias contaminantes em alimentos nas industrias.
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RESUMO

O objetivo desse estudo foi detectar a presencga de Listeria spp. em especial Listeria
monocytogenes, espécie patogénica ao homem e disseminada por alimentos. Foram
analisadas 48 amostras de salsichas e presuntos resfriados de quatro marcas diferentes,
sendo vinte e quatro amostras de salsichas tipo hot dog marcas A e B e vinte e quatro
amostras de presuntos lights marcas C e D, comercializados a granel em mercados
publicos e supermercados, nas seis Regibes Politico Administrativas (RPA) da cidade
do Recife, PE. Para a pesquisa utilizou-se o sistema qualitativo automatizado VIDAS®
Listeria DUO da bioMérieux, que permite a deteccdo simultanea e diferenciada de L.
monocytogenes e Listeria spp, 0 que detectou 28 amostras positivas (58,33%) e o
método convencional baseado na metodologia do MAPA, em sua instrugdo normativa
n° 62 que apresentou 27 amostras positivas (56,25%) para Listeria spp., das quais 15
(53,57%) amostras foram confirmadas para L. monocytogenes o que representa, nas
amostras totais, uma contaminacdo de 31,25%, indicando uma alta contaminagéo nos
alimentos analisados e associados a alta sensibilidade pelo sistema VIDAS® LDUO. A
sensibilidade antimicrobiana foi realizada através da técnica de disco-difuséo
preconizada pelo NCCLS e observou-se um perfil de sensibilidade aos antibioticos
testados entre 92,6% a 100%, ficando apenas a Ciprofloxacina com perfil de 78%;
apresentou-se ainda, em uma amostra de L. monocytogenes perfil de multiresisténcia a

Vancomicina, Amoxicilina, Ampicilina e Ciprofloxacina.

Palavras chaves: Listeria monocytogenes; sistema VIDAS® LDUO; Sensibilidade a

antimicrobianos; Técnica de disco-difusdo; Salsichas; Presuntos.
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ABSTRACT

The aim of this study was to detect the presence of Listeria spp. in particular Listeria
monocytogenes, a species pathogenic to humans and spread by food. We analyzed 48
samples of sausages and hams cooled from four different brands, and twenty-four
samples of sausages hot dog brands A and B and twenty-four samples of hams lights
marks C and D, sold in bulk in public markets and supermarkets in six Regions Political
Administration (RPA) from the city of Recife, PE. For the research used the qualitative
system automated VIDAS® Listeria DUO bioMérieux, which allows the simultaneous
detection and differentiated from Listeria spp. and Listeria monocytogenes, which
detected 28 (58.33%) positive samples and the conventional method based on the
methodology of MAPA (Ministry of Agriculture Livestock and Supply), in its
normative n°. 62 had 27 (56.25%) positive samples for Listeria spp., 15 (53.57%) of
which samples were confirmed for L. monocytogenes which represents, in all samples, a
contamination of 31.25%, indicating a high contamination in foods analyzed and
associated with high sensitivity by the VIDAS ® LDUO. The antimicrobial sensitivity
was performed using the technique of disk diffusion NCCLS and there was a profile of
sensitivity to antibiotics tested between 92.6% to 100%, leaving only the profile of
ciprofloxacin with 78%, presented yet, in a sample of L. monocytogenes profile of

multidrug resistance to Vancomycin, Amoxicillin, Ampicillin and Ciprofloxacin.

Key words: Listeria monocytogenes; System VIDAS® LDUO; Antimicrobial

sensitivity; Disk diffusion; Sausages; Hams.
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1. Introducéo

Listeria monocytogenes € uma bactéria Gram-positiva considerada por
muitos autores como a Unica espécie patogénica para 0 homem e, consequentemente, a
de maior importancia para a saude publica, devido a sua alta taxa de letalidade que varia
de 20 a 50% dos casos, envolvendo principalmente gestantes, recém-natos e
imunocomprometidos (MANTILLA et al., 2007). No Brasil, nenhum foco foi relatado,
contudo, varios estudos apontam a existéncia da Listeria monocytogenes em alimentos

(FRANCO, 2005).

Bactérias do género Listeria, principalmente L. monocytogenes, também sédo
utilizadas como indicadores higiénicos em todos os estagios da cadeia de processamento
de alimentos. Esta bactéria pode sobreviver por longos periodos em alimentos, em
plantas de processamento, em residéncias, ou no meio-ambiente, particularmente na
refrigeracdo ou armazenadas em temperatura de congelamento. Pode ainda, ser
detectada em embutidos fermentados secos e esse conjunto de caracteristicas faz com
que seja considerado um patdgeno emergente de grande importancia na area de

alimentos (APHA, 2001; JAY, 2005).

A deteccdo de L. monocytogenes em embutidos pode ser decorrente da
presenca deste patdgeno na matéria prima, sobrevivéncia ao processo tecnolédgico ou,
ainda, devido a contaminacdo cruzada durante o processo de fatiamento (LATHI et al.,

2001).

Atualmente, no Brasil ndo existe um limite especifico na legislagcdo para a
presenca de L. monocytogenes em produtos carneos, mas, apenas para queijos

(BRASIL, 2001); entretanto, séo considerados produtos de condigdes insatisfatorias
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aqueles que demonstram a presenga de microrganismos patogénicos (MANTILLA et

al., 2007).

Por ser um patogeno intracelular oportunista, tornou-se uma importante
causa de infeccdo alimentar no mundo. Por isso, testes diagnosticos rapidos, especificos
e sensiveis que possam diferenciar L. monocytogenes de outras espécies de Listeria sdo

importantes para o controle efetivo da listeriose (L1U, 2006).

O tratamento da listeriose é baseado na administracdo de antibioticos como:
ampicilina ou associacdes de penicilina com gentamicina ou sulfonamidas com
trimetropim. O uso da vancomicina € uma alternativa para o tratamento de pacientes

com septicemia ou endocardite (KONEMAM et al., 2001).

Embora a maioria dos isolados de Listeria spp. e L. monocytogenes serem
sensiveis a antibidticos eficientes contra bactérias gram-positivas, a resisténcia tem sido

relatada em isolados de casos clinicos esporadicos, alimentos ou ambiente (JAY, 2005).

Jalali (2008) afirma que o0 primeiro passo para convencer autoridades
fiscalizadoras e a industria privada da importancia da Listeria em alimentos é

fornecendo dados de ocorréncia desta bactéria em varios tipos de alimento.

Considerando a importancia deste patégeno para a saude publica no
contexto da seguranca alimentar, sua frequente presenca nos alimentos e pela
necessidade de diagndsticos seguros com a finalidade de monitorar os produtos carneos
prontos para consumo, este trabalho teve por objetivo detectar a presenca de Listeria
spp., e tracar o perfil de sensibilidade antimicrobiana das amostras isoladas em

embutidos resfriados comercializados a granel no municipio de Recife - PE, Brasil.



57

2. Material e Métodos

2.1. Amostras

Foram adquiridas quarenta e oito amostras de embutidos de quatro marcas
distintas, sendo vinte e quatro amostras de salsichas tipo hot dog (marcas A e B) e vinte
e quatro amostras de presuntos light (marcas C e D), comercializados a granel em
mercados publicos e supermercados distribuidos nas seis Regides Politico-

Administrativas (RPA) da cidade do Recife - PE, Brasil.

Todas as amostras foram produzidas em estabelecimentos sob Inspecéo

Federal e estavam dentro do prazo de validade indicado pelo fabricante.

2.1.2. Colheita

As coletas foram realizadas durante os meses de outubro e novembro de
2009, onde cada amostra continha 300g, embaladas individualmente em sacos plasticos
no proprio estabelecimento, acondicionadas em recipientes isotérmicos com gelo
reciclavel, e em seguida transportadas e mantidas sob refrigeracdo até o inicio das
andlises, que foram realizadas no LANAGRO/PE e no Laboratério de Inspecdo de

Carne e Saude Publica da UFRPE.

Foram utilizadas como controle positivo nas provas de identificagdo, as
cepas de L. monocytogenes (ATCC 19114) e Staphylococcus aureus (ATCC 25923),
cedidas pelo setor de microbiologia de alimentos do LANAGRO-PE e a cepa de
Rhodococcus equi, cedida pelo Laboratorio de Bacterioses do Departamento de

Medicina Veterinaria Preventiva da UFRPE.
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2.2. Métodos
2.2.1 Pesquisa

As analises foram realizadas seguindo-se o protocolo do sistema VIDAS®
Listeria DUO (LDUOQ), da bioMérieux, e para 0 método convencional utilizou-se a
Instrucdo Normativa n® 62 do Ministério da Agricultura Pecuéria e Abastecimento de 26
de agosto de 2003, que oficializa os métodos analiticos para pesquisa de L.
monocytogenes em produtos de origem animal. Inicialmente, em uma cabine de
seguranca bioldgica, as amostras foram identificadas por codigo e pesadas

assepticamente 25g + 1g de cada (presunto e salsicha) em saco estéril.
2.2.2 Método Convencional

Para 0 enriquecimento seletivo cada amostra composta por 25 + 1g foi
homogeneizada com 225 ml do Caldo UVM (da DIFCO) por 2 minutos e incubadas em
estufa bacteriolégica a 30°C + 1°C por 24h. Posteriormente foram pipetadas aliquotas de
0,1ml e adicionadas em tubos de ensaio contendo 10 ml do Caldo Fraser (DIFCO)
suplementado com 0,1ml da solucdo de citrato de aménio e ferro Il a 5%, sendo

incubados sob as condigdes acima citada.

Para o isolamento cada tubo contendo caldo Fraser foi semeado em placas
com ATN DIFCO, e AP DIFCO, suplementadas com sulfato de Polimixina B e

incubadas a 30 + 1°C por 24h e 48h, respectivamente.
2.2.3 Método VIDAS®

As amostras foram homogeneizadas usando duplo enriquecimento,

inicialmente com Caldo LX (enriquecimento primario) em Stomacher e incubadas a
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30°C + 1°C por 24h e posteriormente, foram aliquotadas 0,1ml das amostras para tubos
com Caldo LX (enriquecimento secundario) e incubadas a 30°C + 1°C por 24h. Em
seguida, foi retirada aliquota de 2ml da amostra em caldo LX para aquecimento a 95°C
por 5 minutos; e posteriormente, 0,5ml de cada amostra foi inoculado no “barrete” e
colocado no equipamento mini VIDAS® para realizacdo do ensaio, que tem duracéo de

127 minutos, ocorrendo, ao término, a impresséo do resultado.

Os resultados foram interpretados como auséncia de Listeria spp. e L.
monocytogenes; auséncia de L. monocytogenes e presenca de Listeria spp.; ou, ainda,
presenca de L. monocytogenes e Listeria spp. As amostras positivas, a partir do caldo
LX sem aquecimento, foram confirmadas através do repique em meios seletivos como

AP e ATN, baseado na IN n° 62, do MAPA (BRASIL, 2003).
2.2.4. Confirmacéo e Identificacéo do género

Trés a cinco coldnias suspeitas de Listeria spp. foram selecionadas e
repicadas em tubos com Agar Nutriente, incubados a 36°C + 1°C por 24h e em seguida
submetidas as provas de Gram, reacao de catalase, prova de motilidade a + 25°C, e 0s
testes bioquimicos complementares através do API-Listeria® da bioMérieux, seguindo
protocolo descrito pelo fabricante, o qual é composto das seguintes provas: DIM (teste
diferencial entre L. innocua/L. monocytogenes), ESC (hidrdlise da esculina), a-MAN (o-
manosidase), DARL (acidificacdo do D-arabitol), XYL (acidificacdo da D-xilose), RHA
(acidificacdo da ramnose), MDG (acidificacdo da a-metil-D-glucosidase), RIB
(acidificacdo da ribose), G1P (acidificacdo da glicose-1-fosfato), TAG (acidificacdo da D-
tagatose); fermentacdo de carboidratos manitol, ramnose e xilose; além dos testes de -

hemdlise em Agar sangue de carneiro a 8% e CAMP-teste em Agar Columbia (BBL)
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acrescido com 4&cido nalidixico e 5% de sangue de carneiro desfibrinado, com

Staphylococcus aureus e Rhodococcus equi.

As caracteristicas fenotipicas e bioquimicas apresentadas pelas amostras
foram comparadas com as caracteristicas compativeis com o género Listeria conforme

(Tabela 1).

Tabela 1. Caracteristicas fenotipicas e bioquimicas utilizadas na discriminacdo de Listeria spp.

L.monocytogenes  L.ivanovii  L.innocua L.welshimeri L.seeligeri L. grayi

Hemdlise + + - - + -
CAMP-teste SA + - - - + -
CAMP- teste RE \Y; + - - - -
Manitol - - - - +
Ramnose + - \Y; \% - -
Xilose - + - + + -
Gram + + + + + +

Fonte: BRASIL, 2003

2.2.5. Teste de Sensibilidade Antimicrobiana

Todos os isolados foram submetidos ao teste de antibiograma, utilizando a

técnica de difusdo em discos (BAUER et al., 1966).

Os in6culos foram preparados em caldo Miiller-Hinton e incubados a 37°C
por duas a seis horas, ajustando-se a turbidez com a solugéo padréo de McFarland 0,5.
Foram utilizados suabes estéreis para cada inéculo e semeado em toda superficie da
placa contendo &gar Mueller-Hinton, deixando-os em temperatura ambiente por 5
minutos. Posteriormente os discos de antibi6ticos Glicopeptideos - Vancomicina
(30mcg) e Gentamicina (10mcg); B-lactamicos - Ampicilina (10mcg) e Amoxicilina
(10mcg); Macrolideos - Eritromicina (15mcg) e Estreptomicina (300mcg); Tetraciclinas
(30mcg); Quinolonas e Sulfonamidas - Cotrimazina (25mcg) e Ciprofloxacina (5mcg) e

Cloranfenicol (30mcg) foram distribuidos na superficie das placas e incubados a 37°C
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por 16 a 18 horas. Em seguida, realizou-se a leitura com uma régua milimétrica,
medindo-se o halo de inibicdo, que foi interpretado em sensivel ou resistente de acordo

com o NCCLS (2003).

Para a analise estatistica dos dados seguiu-se as recomendacdes de Sampaio
(1998) para o estudo da correlagdo entre as varidveis através do teste exato de Fisher
com nivel de significancia de 0,05 e auxilio do programa Epi-Info, versdo 6.04, sendo

as tabelas e gréficos editados nos programas Word e Excel.
3. Resultados e discusséo

Das quarenta e oito amostras analisadas pelo sistema VIDAS® LDUO, vinte
e oito (58,33%) foram positivas, sendo detectada positividade simultanea para Listeria
monocytogenes e Listeria spp. em vinte e uma amostras (43,75%) e positividade sé para
Listeria spp em sete amostras ( 14,58%). No método convencional, 27 amostras
(56,25%) foram positivas para Listeria spp. (Tabela 2). Destas amostras, quinze
amostras (53,57%) foram confirmadas para L. monocytogenes, dez amostras (35,71%)
para L. innocua e duas amostras (7,14%) para L. welshimeri, ficando uma amostra de
Listeria spp. positiva no sistema VIDAS® e ndo confirmada no método convencional.
Estes resultados representam nas amostras analisadas um percentual de contaminacao

por L. monocytogenes de 31,25% e para Listeria spp. de 25% (Tabela 3).

Tabela 2. Detecgdo de L. monocytogenes e Listeria spp. pelo sistema VIDAS® e método
convencional nas 48 amostras de embutidos analisados por RPA

RPA VIDAS® LDUO Convencional
Listeriaspp. L. monocytogenes + L. spp Total Listeria spp

I 4 3 7 7

I 1 4 5 4

i 1 4 5 5
v 0 4 4 4

\% 1 4 5 5
VI 0 2 2 2

Total 7 14,58%) 21(43,75%) 28(58,33%) 27 (56,25%)
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Tabela 3. Confirmacdo das amostras positivas de Listeria spp. isoladas de embutidos por
Regido Politica Administrativa (RPA)

RPA VIDAS® LDUO Convencional Confirmacéo
Listeria spp. Listeria spp. L. Monocytogenes L. innocua L. welshimeri

I 7 7 2 4 1

I 5 4 2 2 0

i 5 5 3 1 1
v 4 4 4 0 0

\ 5 5 3 2 0
VI 2 2 1 1 0

Total 28 (58,33%) 27 (56,25%) 15 (31,25%)  10(20,83%) 2 (4,16%)

A alta ocorréncia de L. monocytogenes, mesmo ndo havendo correlagdo com
dados epidemioldgicos de listeriose no Brasil, é preocupante e vem sendo relatada na
literatura, em diferentes tipos de alimentos. Contudo, no estado de Pernambuco ndo ha
dados referentes a sua presenca em embutidos. Outros trabalhos realizados no Brasil por
Pettinati et al. (2006) verificaram a presenga de L. monocytogenes em 218 (55,4%) das
394 amostras de salsichas tipo hot dog comercializadas na cidade de S&o Paulo; Borges
et al. (1999) observaram que, dos 12 isolados positivos para Listeria spp., seis (50%)
foram identificados como L. monocytogenes em 81 amostras de salames, na cidade do
Rio de Janeiro; Fai et al. (2007) pesquisando L. monocytogenes em quarenta amostras
de presunto cozido sem capa de gordura, constataram 42,5% de contaminagao por este

agente;

E importante salientar que a presenca de espécie patogénica pode acarretar
graves problemas a salude publica, em especial as pessoas do grupo de risco, pelo
consumo destes alimentos contaminados, uma vez que o0s presuntos sdo alimentos

resfriados e normalmente consumidos sem nenhum tratamento térmico.

A presenca de outras espécies de Listeria, ndo patogénicas para o homem,
nas amostras analisadas &€ uma consequéncia dos procedimentos de sanitizagdo

inadequados, constituindo assim, um fator de risco em relagdo a seguranca alimentar
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(SILVA et al., 2004, e NALERIO et al., 2009). Também é um indicativo da
possibilidade da presenca de L. monocytogenes, desde que Listeria spp. habita 0 mesmo

nicho ecoldgico (KARAKOLEYV, 2009).

Dentre varios fatores observados na inibicdo de crescimento de algumas
espécies menos competitivas, a competicdo nutricional pode ser um importante papel
(BESSE et al., 2010). A alta velocidade de crescimento de L. innocua em meios
seletivos (Palcam e Oxford), quando comparado com o crescimento de L.
monocytogenes, pode resultar em um alto ndmero de falsos negativos (PINTO et al.,
2001); e estudos realizados por Yokoyama et al. (1998), concluiram que a maioria das
cepas de L. innocua produz uma bacteriocina que age contra a L. monocytogenes,

inibindo seu crescimento.

O ndo crescimento em meio sélido, de uma amostra positiva de Listeria spp.
detectada pelo sistema VIDAS®, dentre as analisadas no RPA 11, pode ser atribuida &
existéncia de um baixo nimero de células vidveis presentes no indculo e ndo cultivaveis
em meio solido conforme Duarte (2005). Também pode estar relacionado a fatores de
estresse celular, (RYSER; DONNELLY, 2001) podendo ter seu crescimento inibido

pela microbiota acompanhante.

Entre os embutidos analisados, verificou-se que as salsichas apresentaram
0s maiores indices de contaminacdo para Listeria spp. com 18,75% e 16,67% e para L.
monocytogenes com 10,42% e 14,58% em mercados publicos e supermercados
respectivamente. Ja os presuntos apresentaram indices de 10,42% e 12,50% para
Listeria spp. e 6,25% e 12,50% para Listeria monocytogenes (Tabelas 4 e 5). E
importante destacar que grande parte da contaminacdo por essas bactérias ocorre

durante o processamento dos alimentos (AUTIO, 1999), e provavelmente sua ampla
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distribuicdo na natureza, contamine com frequéncia os alimentos (KONEMAN et al.,
2001), sobrevivendo em carnes processadas mesmo apos sofrerem tratamento durante o

processo de industrializacdo (FARBER; PETERKIN, 1991).

Tabela 4. Distribuicdo das amostras detectadas para de Listeria spp. em embutidos (salsichas e
presuntos) de quatro marcas distintas (A, B, C e D) por RPA

Mercado Pablico Supermercado
RPA salsicha presunto salsicha Presunto
A B C D A B C D
I + + + + + + +
I + + + + +
"I + + + + +
AV + + + +
V + + + + +
VI + +
Total 9 (18,75%) 5 (10,42%) 8 (16,67%) 6 (12,50%)

Tabela 5. Distribui¢do das amostras detectadas para L. monocytogenes em embutidos (salsichas
e presuntos) de quatro marcas distintas (A, B, C e D) por RPA

Mercado Pablico Supermercado
RPA salsicha presunto salsicha Presunto
A B C D A B C D
[ + + +
I + + + +
i + + + +
AV + + + +
V + + + +
VI + +
Total 5 (10,42%) 3 (6,25%) 7 (14,58%) 6 (12,50%)

Verificou-se ainda, que entre as amostras analisadas dos supermercados
quanto a presenca de L. monocytogenes, os indices de contaminacao foram superiores as
amostras dos mercados publicos, contrariando estudos de que em mercados publicos,
pelas condicGes precérias de instalagdes, equipamentos, confirmadas pela auséncia das
Boas Préticas de Manipulacdo, aliado na maioria pela presenca de microrganismos,
tornam-se importantes veiculos de contaminagdo aos alimentos (OLIVEIRA et al.,

2008).
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Analisando estatisticamente os resultados entre as amostras de salsichas
quanto a presenca de Listeria spp. e L. monocytogenes em relacdo as marcas (A/B) e aos
estabelecimentos (mercados publicos e supermercados), verificou-se que ndo houve
diferenga significativa (p = 0,500), totalizando oito amostras positivas em cada
estabelecimento. Fato também encontrado entre as marcas (C/D) de presuntos em
relagdo & ocorréncia nos estabelecimentos, totalizando seis e cinco amostras,
respectivamente. Contrariando estudos de que a deteccdo da Listeria spp. pode ser
decorrente também do processo de fatiamento, havendo um risco maior de
contaminacdo cruzada (LATHI et al.,, 2001) e a presenca de qualquer espécie é

indicativa de deficiente condicdo higiénica (LACIAR et al., 2006).

No estudo da sensibilidade antimicrobiana nos 27 isolados de Listeria spp.
demonstraram um perfil de sensibilidade entre 92,6% e 100%, frente as drogas
utilizadas no tratamento da listeriose, e resisténcia a seis antibi6ticos (Vancomicina -
7,4%, Gentamicina - 3,7%, Amoxicilina - 7,4%, Cloranfenicol - 3,7%, Ampicilina -
7,4% e Ciprofloxacina - 11,1%) para os dez agentes testados. A Ciprofloxacina foi a
droga que apresentou o menor perfil de sensibilidade antimicrobiana com 77,8%,
enquanto que a Tetraciclina e Eritromicina apresentaram um perfil de sensibilidade de
100% para as amostras testadas (Tabela 6). Em geral os estudos de suscetibilidade de
amostras de Listeria spp. apresentam sensibilidade a maioria dos antibidticos testados.
Resultados semelhantes foram relatados por Arslan e Ozdemir (2008). Analisando a
sensibilidade em 47 amostras de Listeria spp., observaram resisténcia a Ampicilina
(2,1%) e Cloranfenicol (8,5%), este sendo, 0 segundo mais resistente. Filiousis et al.
(2009) estudando 30 amostras de L. monocytogenes isoladas de produtos carneos,
verificaram sensibilidade antimicrobiana a 16 antibidticos, entre eles a Eritromicina,

observando resisténcia a Tetraciclina em apenas uma amostra. Nos estudos de
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Pesavento et al. (2009) avaliando a sensibilidade antimicrobiana nas 168 amostras de
Listeria spp. verificaram a sensibilidade em 99,4% das amostras a pelo menos um dos

antibioticos de primeira escolha (Ampicilina e Gentamicina).

Tabela 6. Perfil de sensibilidade dos isolados de Listeria obtidos de embutidos resfriados
comercializados no Recife, PE

N° de isolados (%)

Antibioticos Resistente Intermediario Sensivel
Estreptomicina - 1(3,7%) 26 (96,3%)
Cotrimazol - 1(3,7%) 26 (96,3%)
Vancomicina 2 (7,4%) - 25 (92,6%)
Tetraciclina - - 27 (100%)
Gentamicina 1(3,7%) 1(3,7%) 25 (92,6%)
Amoxicilina 2 (7,4%) - 25 (92,6%)
Cloranfenicol 1(3,7%) 1(3,7%) 25 (92,6%)
Ampicilina 2 (7,4%) - 25 (92,6%)
Ciprofloxacina 3(11,1%) 3 (11,1%) 21 (77,8%)
Eritromicina - - 27 (100%)

Ao analisar a distribuicdo da resisténcia frente as amostras de L.
monocytogenes e L. innocua isoladas, verificou-se que as amostras de L. monocytogenes
apresentaram o maior nimero de amostras resistentes, com cinco (18,5%) amostras, e a
L. innocua com apenas uma (3,7%) amostra resistente, das quais uma amostra de L.
monocytogenes (n° 23) apresentou multiresisténcia a Vancomicina, Ampicilina,
Amoxicilina e Ciprofloxacina, sendo uma preocupacgdo a Saude Publica no controle da
listeriose pelo uso excessivo de antibidticos na terapéutica e como medida profilatica
nos animais produtores de alimentos, podendo favorecer a resisténcia bacteriana e
contribuir com a presenca de residuos de antimicrobianos nos alimentos e esta selecédo a
bactérias resistentes podem ser transferidas ao homem e a existéncia cada vez mais de

microorganismos multiresistentes (MARTINS, 2003).

A Ciprofloxacina foi a droga que apresentou mais resisténcia para as duas

espécies, seguindo da Vancomicina, Amoxicilina e Ampicilina com duas amostras
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resistentes e Gentamicina e Cloranfenicol com apenas uma amostra resistente (Tabela

7).

Tabela 7. Avaliacdo da resisténcia as amostras de L. monocytogenes e L. innocua isoladas dos
embutidos

Antibioticos L. monocytogenes L. innocua
Estreptomicina - -
Cotrimazol - -
Vancomicina (13, 23) -
Tetraciclina - -
Gentamicina 42 -
Amoxicilina 23 14
Cloranfenicol 02 -
Ampicilina 23 14
Ciprofloxacina (21, 23) 14
Eritromicina - -
Total de amostras 5 (18,5%) 1 (3,7%)

Esses achados encontram respaldo na literatura pela existéncia de
plasmidios e transposons que conferem resisténcia a esses antibiéticos podendo ser
transferidos de uma célula para outra (FRANCO, 2002). Estudos na Grécia relataram
uma baixa prevaléncia da resisténcia adquirida de Listeria em salsichas, contudo, a
resisténcia a multiplas drogas emergiu em um isolado clinico de L. monocytogenes,

causando meningite em um recém-nascido (TSAKRIS et al., 1997).

4. Concluséao

A alta contaminagdo por Listeria spp. e L. monocytogenes nos produtos
embutidos analisados, considerando o processo de cozimento e que 0s mesmos foram
manipulados nos estabelecimentos, representa uma preocupacdo a salde publica,
sugerindo falhas nos procedimentos de manipulacdo, higienizacdo de equipamentos,
utensilios e manipuladores como também na manutencdo da cadeia de frios,
necessitando uma melhor adequacdo das boas préticas e analise dos pontos criticos de

controle, visando a oferta de alimentos seguros.
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O sistema de diagndstico VIDAS® Listeria DUO é uma ferramenta til pela
sua especificidade, sensibilidade e rapidez podendo auxiliar industrias, 0Orgédos
fiscalizadores, laboratorios e toda a populagéo no controle e prevencao deste agente nos

alimentos de origem animal resfriados e prontos para o0 consumo.

As amostras de Listeria spp. isoladas dos embutidos demonstraram um
perfil de sensibilidade antimicrobiana entre 92,6% e 100%, frente as drogas utilizadas
no tratamento da listeriose, ficando apenas a Ciprofloxacina com perfil de 78%;
apresentando em uma amostra de L. monocytogenes, pardmetro de multiresisténcia a
Vancomicina, Ampicilina, Amoxicilina e Ciprofloxacina, sendo uma preocupacao a
Saude Puablica no controle da listeriose, pela existéncia cada vez mais de

microorganismos multiresistentes.
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O percentual de L. monocytogenes e Listeria spp. isolado nos embutidos
analisados é bastante preocupante para a satde publica, visto que pode acarretar graves
problemas, em especial as pessoas do grupo de risco (idosos, criancas,
imunocomprometidos), uma vez que esses produtos sdo consumidos sem nenhum
tratamento térmico. Dessa forma medidas publicas de saude devem ser tomadas para
prevenir a proliferacdo desse patdgeno, monitorando todas as etapas de producao desses
alimentos nas indUstrias e no comércio varejista, ja que ndo se sabe onde se origina a

contaminagéo.

Faz-se necessario ainda, a implantacdo de limites para a L. monocytogenes
em alimentos cérneos resfriados prontos para 0 consumo, no intuito de se possibilitar

uma maior garantia na oferta de alimentos de qualidade.

O sistema de diagnéstico VIDAS® Listeria DUO é uma ferramenta Gtil pela
sua alta especificidade, sensibilidade e rapidez podendo auxiliar inddstrias, 6rgdos
fiscalizadores, laborat6rios e toda a populacdo no controle e prevencdo deste agente nos

alimentos de origem animal resfriados e prontos para consumo.

As amostras de Listeria spp isoladas dos embutidos demonstraram um perfil
de sensibilidade entre 92,6% e 100%, frente as drogas utilizadas no tratamento da
listeriose, apresentando em uma amostra de L. monocytogenes, parametro de
multiresisténcia a Vancomicina, Ampicilina, Amoxicilina e Ciprofloxacina, sendo uma

preocupacdo a Saude Publica no controle da listeriose.

Considerando que todas as cepas de L. monocytogenes sdo patogénicas ao
homem, novos estudos sdo necessarios para identificar os sorotipos das amostras

isoladas.



