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MONITORAMENTO DE Listeria monocytogenes EM FRIGORIFICOS DA REGIAO
METROPOLITANA DE CURITIBA - PR

Luma Quirino Paini’, Mario Rene Sibut Mares de Souza?

Resumo

A Listeria monocytogenes € um importante patégeno emergente relacionado a alimentos. Essa bactéria se
tornou um grande desafio para as industrias alimenticias assim como para os 6rgaos de vigilancia sanitaria,
pela sua alta capacidade de se desenvolver em condigbes adversas. Os surtos por listeriose tem sido associada
a diversos alimentos, entre eles a carne de frango. No Brasil a carne de frango € essencial para a economia, e
nos ultimos anos o consumo dessa proteina tem aumentado bastante. Diversos estudos revelaram a presenga
de Listeria monocytogenes nesse alimento. Neste trabalho foi realizado o monitoramento de espécies de listeria
no processamento da carne de frango, em trés frigorificos com vigilancia sanitaria, na regido metropolitana
de Curitiba-PR, pois a presenca de Listeria spp. representa risco a saude do consumidor, e demonstra a
necessidade de controles de qualidade mais eficientes. Para isso analisou-se o frango inteiro, mecanicamente
separado (CMS), congelado e o equipamento onde as amostras foram manipuladas. O isolamento e a
identificacéo do género foram feitos por metodologia convencional e a distingao das espécies foi verificada por
testes bioquimicos especificos: teste de motilidade a 25°C; produgéo de catalase (perdxido de hidrogénio a
3%); B hemolisina (Agar Sangue de Coelho a 5%); da fermentagéo de dextrose, ramnose, xilose e 4gar manitol.
Isolou-se Listeria spp. em 50% de 48 amostras analisadas, nos trés estabelecimentos estudados. Dentre as
espécies de Listeria spp. isoladas a encontrada com maior freqiiéncia foi a L. innocuaem 87,5% das amostras.

Palavras-chave: Listeria monocytogenes. Listeria innocua. Carne de frango. Frigorificos.

Abstract

Listeria monocytogenes is an important emerging pathogen related to food. This bacterium has become a
major challenge for the food industry as well as for health surveillance agencies because of its high capacity to
develop under adverse conditions. Outbreaks of listeriosis have been associated with several foods, including
chicken meat. In Brazil chicken meat is essential for the economy, and in recent years the consumption of
this protein has increased greatly. Several studies have revealed the presence of Listeria monocytogenes in
this food. In this work the monitoring of listeria species in the processing of chicken meat was carried out in
three slaughterhouses with sanitary surveillance in the metropolitan region of Curitiba-PR, as the presence of
Listeria spp. poses a risk to consumer health, and demonstrates the need for more efficient quality controls.
For this the whole mechanically separated (CMS), frozen chicken and the equipment where the samples were
manipulated were analyzed. Isolation and identification of the genus were done by conventional methodology
and the species distinction was verified by specific biochemical tests: motile test at 25°C; catalase production
(3% hydrogen peroxide); B hemolysin (5% Rabbit Blood Agar); fermentation of dextrose, rhamnose, xylose
and mannitol agar. Listeria spp. in 50% of 48 analyzed samples, in the three establishments studied. Among
the species of Listeria spp. the most frequently found isolates were L. innocua in 87.5% of the samples.

Keywords: Listeria monocytogenes. Listeria innocua. Chicken meat. Fridges.
1 Introducao

A Listeria monocytogenes é uma bactéria de origem alimentar, que também pode ser
encontrada no ambiente, € considerada uma doenca grave devido sua alta taxa de mortalidade
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cerca de 20% a 30% dos casos (PIERI et al.,, 2010). Segundo Selby et al., a listeriose ocorre
quando um elevado numero de Listeria monocytogenes é ingerido (> 100 UFC/ g ou mL) ou
quando certos antiacidos e/ou compostos contendo cimetidina sao utilizados para sanar ulceras do
estdbmago e azia. A listeriose acomete principalmente individuos imunossuprimidos podendo gerar
consequéncias como: aborto, problemas neurologicos, sepse e disturbios gastrointestinais. Adultos
imunocompetentes podem ser portadores e apresentarem sintomas de resfriado ou até mesmo
desenvolverem problemas gastrointestinais severos. Tem sido associada a diversos alimentos
como é o caso do leite cru, leite supostamente pasteurizado, queijo, sorvete, vegetais crus, carne
de linguiga, frango cozido e cru, carne crua e peixe cru ou defumado (PIERI et al., 2010).

Durante os anos de 1990 e 2004 na Inglaterra e Paises de Gales foram relatados mais de
1932 casos de listeriose (GILLESPIE et al, 2007). No Brasil e no mundo dentre as infecgbes
de origem alimentar, a de maior incidéncia € a salmonelose, em contrapartida a listeriose
apresenta alta taxa de mortalidade. Nos ultimos anos tem se observado um aumento nas
vendas de produtos industrializados, e esses alimentos prontos para consumo tem contribuido
para a ocorréncia de infeccbes alimentares, principalmente os que sdo consumidos sem
nenhum tratamento pds-processamento tais como o presunto cozido (FAlI AEC et al., 2011).
A L. monocytogenes €& considerado um micro-organismo extremamente resistente por isso a
dificuldade em elimina-lo das industrias, algumas pesquisa ja demonstraram que existem cepas
capazes de permanecernoambiente de processamento por meses ou até mesmo anos, levando assim
a contaminacdes recorrentes em varias etapas da produc¢ao do alimento (MARKKULA et al., 2005).
Além disso a bactéria jafoi encontrada nas maos de operarios mesmo apos higienizacao, confirmando
sua persisténcia no ambiente e sua grande capacidade de transmissdo (JOHNSON et al., 2004).
Diversos derivados de carneos tem sido envolvidos em casos de enfermidade, alguns desse casos
s&o surtos por listeriose. Embora as carnes frescas tenham baixas contagens de L. monocytogenes
a medido em que ocorre o processamento esse grau aumenta para contaminagao (SILVA et al.,
2004). Portanto tornou-se relevante monitorar a presenga de L. monocytogenese na carne de frango
em trés frigorificos da regido metropolitana de Curitiba-PR, a fim de auxiliar no controle da bactéria
na linha de processamento e assegurar um alimento de qualidade ao consumidor.

2 Material e Métodos

As amostragens foram coletadas semanais nos meses de outubro e novembro de
2018, sendo utilizadas para a pesquisa: amostras do frango inteiro, mecanicamente separado
(CMS), das superficies onde a amostra foi manipulada e do frango congelado, totalizando
48 amostras. Foi realizada uma coleta em cada estabelecimento comercial, chamados de
frigorifico 1, 2 e 3.

Para avaliagcdo da contaminagao da superficie e da matéria-organica, foram utilizados
swabs de algodao esterilizados, umedecidos com agua salina a 0,85% estéril, sendo
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coletados em 3 pontos (15 cm 2 cada), representando uma superficie total coletada de 45 cm
2. Imediatamente apds a coleta todas as amostras foram colocadas em um enriquecimento
primario em caldo Fraser (Laborclin), segundo metodologia proposta por FARBER et al. (1994)
e FARBER & DARLEY (1995), ap6s foram acondicionadas em caixa isotérmica contendo gelo,
e encaminhadas ao Laboratério de Microbiologia da Universidade Tuiuti do Parana (UTP).

No laboratoério apds 48 horas de incubacao em caldo Fraser (Laborclin) a 35-37°C, as
amostras positivas (turvacdo do meio conforme controle positivo) foram inoculadas em Agar
ALOA meio cromogénico e no Agar Palcam, a fim de se obter coldnias tipicas do génerolisteria.
A confirmacédo do género foi feita através dos seguintes parametros: teste de motilidade a
25°C; produgdo de catalase (peréxido de hidrogénio a 3%); B hemolisina (Agar Sangue de
Coelho a 5%); da fermentacao de dextrose, ramnose, xilose e agar manitol (Tabela 1). Durante
todas as etapas para distingcdo do género foi utilizado um padréao de Listeria monocytogenes
ATCC 7644.

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

Testes L. monocytogenes L. seeligeri L. ivanovii L. innocua L. welshimeri
Motilidade a 25°C + + + + +
Catalase + + + +
Beta hemolisina + + +
Dextrose + + + + +
Ramnose + - - Vv Vv
Xilose - + + _ +
Manitol - - -
V = Variavel
+ = Positivo
- = Negativo

Adaptado de: SILVAet al., 2004

3 Resultados e Discussao

A carne de frango no Brasil representa uma importante economia, e encontra-se em
constante expansao tanto na parte de producao quanto pela exportagdao. O mercado internacional
€ extremamente exigente quanto a controles de qualidade, e devido a alta ocorréncia de L.
monocytogenes em carne de frango, diversas pesquisas tem sido realizadas para monitorar a
ocorrénciadessabactéria, ja que mesmo sendo um patégeno de grande importancia a saude publica
o Programade Redugéode Patdgenos do Mapanao prevé seu monitoramento (NALERIO etal, 2009).
Nos Estados Unidos e na Europa o consumo de produtos industrializados é bem maior, levando a
listeria a ser um grande problema, visando minimizar a ocorréncia dessa bactéria em 2001 a Food
and Drug Administration (FDA) e o United States Departament of Agriculture (USDA) langaram
um plano de acédo principalmente em derivados de carne e aves pronto para o consumo, esses
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esforgos reduziram os surtos em 40% em comparac¢ao a anos anteriores (FAI AEC et al., 2011).
Apesar de na literatura ja ter relatos de casos raros de listeriose causada por espécies
que se encontram no ambiente como a: L. welshimeri, L. seeligeri e L. ivanovii, a Unica da
espécie listeria considerada causadora de doenca em humanos € a L. monocytogenes que
€ composta pelos seguintes sorotipos 1/2a, 1/2b, 1/2c, 3a, 3b, 3c, 4a, 4b, 4c, 4e, 7, sendo
os sorotipos 1/2a 1/2b e 4b responsaveis por 90% dos casos. No ambiente este género é
composto por seis espécies. O fato desta bactéria ser o Unico patdégeno humano se deve a
suas caracteristicas fisioldgicas peculiares que sado potencializadas em condi¢bes de umidade,
em temperaturas abaixo de 3°C e a presengca de matéria organica (MILILO et al., 2012;
MORENO et al., 2012). As listerias sao bastonetes gram-positivos, crescem em temperatura
de 1° a 45°C, mas ja existem pesquisas demonstrando que ela se desenvolve em até 0°C,
além de suportar constantes congelamentos e descongelamentos (MANTILLA et al., 2007).
Embora a L. monocytogenes seja a Unica da sua espécie patogénica aos humanos, a presenca
de Listeria spp. pode indicar uma maior probabilidade de ocorréncia de L. monocytogenes,
sendo entdo um fator de risco se isoladas em alimentos. Todas as espécies de listeria
apresentam um crescimento e comportamento similar frente a situagbes de cultivo. A L.
innocua € a mais prevalente encontrada em alimentos e no ambiente (VOLOKHOQV et al., 2007).
Os resultados obtidos (Tabela 2) indicam que houve presenca de Listeria spp. em 50% das 48
amostras analisadas. Dessas foram isoladas L. innocua em 83,33% das amostras, 12,5 % de L.
welshimerie 4,16% de L. monocytogenes. Esta pesquisa demonstrou também que as listerias estéo
presentes em todas as etapas de processamento do frango, € em todos os pontos amostrados
dos trés frigorificos (Tabela 3) no frango mecanicamente separado (CMS), no frango inteiro, no
equipamento e no frango congelado. O fato de encontrarmos L. innocua e L. welshimeri nas
amostras nos revela um resultado importante, pois, embora a principal patégena dos humanos
seja a L. monocytogenes, a identificagao de outras espécies eleva a probabilidade e nos indica
que ha uma grande chance de encontramos a L.. monocytogenes no alimento, além de transmitir
um dado importante aos estabelecimentos comerciais, que devem adotar novas técnicas de
sanitizagao.

Tabela 2: Ocorréncia de Listeria spp. em 48 amostras (matéria-organica, superficies onde a amostra foram processada,
produto final e amostra congelada) obtidas em 3 frigorificos da regido metropolitana de Curitiba — PR.

Espécies de Listeria Frigorifico 1 Frigorifico 2 Frigorifico3 Total
L. monocytogenes 1/16 0/16 0/16 1/48
L. innocua 4/16 7/16 9/16 20/48

L. welshimeri 116 0/16 2/16 3/48

L. seeligeri 0/16 0/16 0/16 0/48

L. ivanovi 0/16 0/16 0/16 0/48
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Tabela 3: Percentual de isolamento de L. monocytogenes, L. innocua e L. welshimeri em 48 amostras (frango inteiro,
frango mecanicamenteseparado (CMS), frango congelado e equipamento onde o frango foimanipulado). Obtidas de trés
frigorificos na regido metropolitana de Curitiba, PR.

Amostra n' L. monocytogenes (%) L. innocua (%) L. welshimeri (%) E%rizgtaa%?nn;é@
Frango Inteiro 3 0% 66,66% 33,33% 12,5% / 100%
CMS 4 0% 100% 0% 16,67% / 100%
Frango Congelado 9 0% 88,88 11,11 37,5% / 100%
Equipamento 8 12,5% 75% 12,5% 33,33% / 100%

CMS = Frango Mecanicamente Separado
n' = Numero de amostras positivas

O frio causa uma pressao seletiva sobre essa bactéria, estimulando o seu crescimento,
assim em amostras de carneas como o frango que pode ficar até 45 dias refrigerada antes do
consumo, esperavamos encontrar uma maior taxa de Listeria spp. o que foi comprovado com
37,5% de amostras positivas (Tabela 3). Embora a carne de frango sofra tratamento antes do
consumo como aquecimento o que ira destruir as listerias, sua manipulagdo em estabelecimentos
comerciais e domicilios irao causar contaminagdes cruzadas em alimentos prontos para o consumo,
favorecendo sua disseminacao e levando a um risco maior principalmente para criangas, idosos,
gestantes e imunossuprimidos. Outro ponto que favorece a persisténcia das listerias na carne de
frango é o fato das mesmas nao serem destruidas por condimentos e ingredientes, devido o teor
utilizado ser insuficiente para deté-las. O teor de sal (NaCl) e de nitrito considerado suficiente
para impedir o seu crescimento deve ser superior a 10,5%, o que se torna impossivel pois o
nivel maximo permitido pela legislacdo em produtos carneos € de 2 a 3,5% (WELCH, 2007).
Na regido analisada ndo ha registros de casos de listeriose em humanos, entretanto como
demonstramos nesse estudo a Listeria spp. esta presente nos alimentos que consumimos, e
devido sua alta patogenicidade e sua capacidade de formar biofilmes, a ocorréncia desse
microorganismo em matéria organica e equipamentos nos leva a refletir outros controles e
monitoramento da qualidade microbioldgica, para que determinados grupos considerados de
risco, ndo sejam afetados.

Conclusao

Verificou-se a presenca de Listeria spp. no processamento de carne de frango nos frigorificos
analisados, sendo L. innocua em 83,33% das amostras, 12,5 % de L. welshimeri e 4,16% de
L. monocytogenes. O microorganismo listeria é de grande importédncia quando nos referimos a
transtornos alimentares, sua presenga em alimentos representa um grande perigo a saude dos
individuos principalmente imunossuprimidos, 0 nao cumprimento de boas praticas de manipulagao
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no processamento de alimentos pode levar a casos de listeriose. Como demonstrou essa pesquisa
devemos intensificar a fiscalizagdo dos produtos quanto ao controle de qualidade, a fim de assegurar
a saude do consumidor.
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