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RESUMO

A producéo de carne suina no Brasil tem dado um grande salto nos ultimos anos, no
seu aspecto quantitativo e qualitativo. I1sso permitiu posicionar o Brasil dentre os
principais atuantes mundiais no setor da suinocultura. A garantia da inocuidade de
alimentos depende da capacidade das industrias em minimizar a contaminacéo de
alimentos por microrganismos patogénicos, principalmente durante o processamento
e estocagem, e controlar para que a garantia continue sendo mantida. Dentre os
patbgenos existentes, destaca-se Listeria monocytogenes que € um importante
patbgeno de origem alimentar emergente e causadora de infec¢Bes localizadas e
generalizadas, levando o individuo ao obito. Neste sentido, o objetivo deste estudo
foi avaliar a qualidade sanitaria do processo produtivo de um abatedouro-frigorifico
de suinos, quanto a presenca de L. monocytogenes. Inicialmente foram
padronizados os métodos para aplicacdo da PCR e andlise de sequenciamento
posteriormente aplicado nas amostras coletadas. Duas coletas foram realizadas em
um frigorifico que abate suinos localizado na regido dos Campos Gerais — PR.
Também verificou-se 0s prazos e custos apresentados por laboratérios particulares
brasileiros, fazendo uma comparacdo com a técnica molecular. A quantidade de
amostras positivas da seunda coleta foi superior em relacdo a primeira, 10 e 3
respectivamente. Com o sequenciamento foi possivel observar que a origem da
contaminagcdo encontra-se no setor de triparia. Também foi possivel verificar que
poucos laboratérios possuem a PCR como método de diagnéstico, e provou-se
ainda que a técnica pode ser uma 6tima alternativa por se apresentar econémica e
viavel para indastria de carnes.

Palavras-chave: abatedouro de suinos, contaminacéo, Listeria sp, sequenciamento
de DNA, PCR.



ABSTRACT

The production of pork in Brazil has taken a great leap in recent years, in quantitative
and qualitative. This allowed position Brazil among the main active worldwide in the
field of pig farming. The guarantee of the safety of food depends on the ability of
industries to minimise the contamination of food by pathogenic micro-organisms,
especially during processing and storage, and to ensure that the guarantee will
continue to be maintained. Among the existing pathogens, stands out Listeria
monocytogenes, which is an important pathogen of food origin emerging and causing
localized infections and generalized, leading the individual to death. In this sense, the
objective of this study was to evaluate the health quality of the production process
from an abattoir-fridge of pigs, as the presence of L. monocytogenes. Initially were
standardized methods for the application of PCR analysis and sequencing of
subsequently applied in the samples collected. Two samples were collected in a
fridge that slaughter pigs located in the region of Campos Gerais - PR. Also it was
found that the deadlines and costs presented by private laboratories Brazilians,
making a comparison with the molecular technique. The number of positive samples
of seunda collection was superior to that of the first, 10 and 3 respectively. With the
sequencing was possible to observe that the source of contamination is in the sector
of triparia. It was also possible to observe that few laboratories have the PCR as a
method of diagnosis, and it has been proved that the technique can be a great
alternative to present economic and feasible for meat industry.

Keywords: slaughter of pork, contamination, Listeria sp., quality programs, PCR.
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1 INTRODUCAO

A producgdo de carne suina no Brasil tem dado um grande salto nos
altimos anos, no seu aspecto quantitativo e qualitativo. Isso permitiu posicionar

o Brasil dentre os principais atuantes mundiais no setor da suinocultura.

No panorama nacional, a suinocultura vem adquirindo um destaque
importante na producdo e na exportagdo, motivada pela introdugédo de novas
tecnologias no sistema de producdo, aumento do consumo interno e conquista

do mercado internacional.

A garantia da inocuidade de alimentos depende da capacidade das
indUstrias em minimizar a contaminacdo de alimentos por micro-organismos
patogénicos, principalmente durante o processamento e estocagem, e controlar
para que a garantia continue sendo mantida. Os fatores mais importantes que
contribuem para a presenca do patdégeno nos processos produtivos séo a falha
na higiene, a contaminacdo cruzada, o armazenamento inadequados, 0S

eguipamentos contaminados e a contaminacdo por manipuladores.

Condicdes sanitarias deficientes durante o abate dos animais, cozimento
inadequado, armazenamento impréprio e falta de higiene durante o preparo
dos produtos carneos sédo condi¢cdes que podem predispor os individuos a se
contaminarem. Deste modo, medidas no controle de qualidade nesse sistema
produtivo sdo de suma importancia. Dentre os controles possiveis, talvez um
dos mais importantes seja 0 microbiolégico, que tem o intuito de identificar
locais de contaminacdo que podem fornecer alguns parametros sobre a
persisténcia das cepas dentro do ambiente de processamento.

Partindo destas afirmacgdes, surge a seguinte pergunta de pesquisa: De
gue maneira os meétodos moleculares podem atuar como controle de qualidade
seguro e eficiente para L. monocytogenes em ambientes de abate e de
processamento industrial?

A pesquisa de L. monocytogenes em alimentos pode ser realizada
utilizando-se meétodos de cultivo tradicionais seguidos de caracterizacdo

bioquimica, ou por meio de técnicas alternativas, como por exemplo a PCR. A
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Gltima destaca-se da convencional devido ao curto prazo, sendo uma técnica
mais precisa a confirmacéao do resultado é confiavel aliado ao baixo custo.

A contaminacéo por L. monocytogenes é de dificil controle, uma vez que
0 organismo é ubiquo no ambiente e possui caracteristicas que permitem sua
multiplicacdo no alimento sob condigcbes usualmente adversas para outras
bactérias patogénicas. O grande desafio no controle de L. monocytogenes na
industria € a prevencao do estabelecimento da bactéria num nicho especifico,
onde as rotinas de limpeza e desinfeccdo possam ser ineficazes, cabendo aos
profissionais inseridos, principalmente, na area de Engenharia de Producéo
esse desafio.

A legislacao brasileira ndo prevé limites de tolerancia para a presenca de
do micro-organismo em carnes e produtos carneos (BRASIL, 2001). Apesar do
grande volume de trabalhos realizados sobre L. monocytogenes, ndo ha
estudos que estabelecam a real ocorréncia do micro-organismo na carne suina
brasileira e que fornecam dados para efetivar medidas de controle especificas
na obtengao e processamento da carne. (BARROS, 2004).

No caso especifico de L. monocytogenes, a analise microbiologica
convencional demanda tempo e pode chegar a 14 dias para a sua confirmacéao,
enquanto que o ensaio de PCR pode ser realizado em menos de 24 horas.
Diante de lote de exportacdo ou de um surto de toxinfeccdo alimentar em que
as caracteristicas da listeriose estejam presentes, a pesquisa convencional
torna-se demorada.

As industrias de alimentos necessitam de metodologias rapidas e
sensiveis para monitorar a incidéncia de L. monocytogenes, principalmente em
razdo do fato das técnicas convencionais de isolamento e identificacdo deste
patégeno, necessitar de etapas trabalhosas e de longa duracdo, o que muitas
vezes pode levar semanas de enriquecimento e de cultivo em meios seletivos,
contradizendo a urgéncia do controle epidemiolégico. (REVOLLEDO et al.
2009).

Com intuito de obter resultados mais rapidos, eficientes e com maior
biosseguranga ao analista, jA que o exclui a utilizacdo de qualquer tipo de
sangue na sua técnica, o diagnéstico por PCR vem sendo apontado como o

método mais utilizado como alternativa de otimizacdo no procedimento de
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analise nas industrias. Mesmo com a crescente utilizacdo dos métodos
moleculares, e aprovada pela Instrucdo Normativa n® 41, de 07 de Junho de
2004, do MAPA em pesquisa sobre microbiologia de alimentos na area da
Garantia da Qualidade, sdo escassas as publicagbes no Brasil que pautem

estas técnicas com este campo (BRASIL, 2004).

1.1PROBLEMA

As infeccbes alimentares representam, ainda hoje, sdo um sério
problema de sanidade publica pela sua frequéncia elevada, mortalidade e pelo
grande numero de micro-organismos que podem estar envolvidos em um
simples evento epidémico. Diversos patdgenos alimentares sdo conhecidos por
causarem doencas, estando veiculados a alimentos e agua, e entre esses
sabe-se que as bactérias constituem um grande grupo de micro-organismos
causadores de doencas. Dentre esses patdgenos, Listeria monocytogenes
apresenta grande risco a saude do consumidor, podendo causar abortos e em
alguns casos, levando o individuo ao 6bito.

L. monocytogenes pode subsistir em locais como camaras de
resfriamento, pela sua capacidade de permanecer viavel apos repetidos
congelamentos e descongelamentos, aderindo as diversas superficies de
contato de alimentos pela formacédo de biofiimes (FRANCO & LANDGRAF,
2008).

No Brasil, as informacfes referentes a vigilancia epidemiolégica dos
casos de listeriose assim como dados relativos ao isolamento de L.
monocytogenes em alimentos ainda sdo escassos. Além disso, a legislacdo
brasileira, de acordo com a Resolugcdo no 12, de 2 de janeiro de 2001, da
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, que fixa padrdes microbiol6gicos para
alimentos, ndo estabelece nem critério de obrigatoriedade para deteccdo nem
niveis de tolerancia de L. monocytogenes em alimentos, determinando
somente gque seja feita pesquisa do patdgeno em queijos (BRASIL, 2001).

Marinello (et. al. 2006) descrevem que os métodos tradicionais de

deteccdo de micro-organismos em alimentos, embora confiaveis e eficientes,
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requerem de varios dias a semanas antes dos resultados serem obtidos. Os
mesmos autores ressaltam que as propriedades fenotipicas pelas quais as
bactérias séo identificadas podem ndo ser expressas e quando sédo, podem ser
dificeis de serem interpretadas e classificadas, além da possibilidade de
existéncia de resultados falso-negativos, devido a dificuldade do técnico em
executar a analise.

A fim de eliminar ou reduzir os inconvenientes do diagnostico
convencional, métodos alternativos sdo desenvolvidos para que os tradicionais
sejam substituidos ou complementados, (ANDRADE et al. 2010). Dentre as
alternativas destacam-se as técnicas da biologia molecular, sendo a Reacéo
em Cadeia pela Polimerase (PCR) a mais indicada para a resolucdo de

possiveis imprevistos com os resultados.

1.2 JUSTIFICATIVA

No caso especifico de L. monocytogenes , a analise microbiologica
convencional demanda tempo e pode chegar a 14 dias para a sua confirmacao,
enquanto que o ensaio de PCR pode ser realizado em menos de 24 horas.
Diante de lote de exportacdo ou de um surto de toxinfeccdo alimentar em que
as caracteristicas da listeriose estejam presentes, a pesquisa convencional
torna-se demorada.

As industrias de alimentos necessitam de metodologias rapidas e
sensiveis para monitorar a incidéncia de L. monocytogenes, principalmente em
razdo do fato das técnicas convencionais de isolamento e identificacdo deste
patogeno, necessitar de etapas trabalhosas e de longa duracdo, o que muitas
vezes pode levar semanas de enriquecimento e de cultivo em meios seletivos,
contradizendo a urgéncia do controle epidemiolégico. (REVOLLEDO et.al.
2009).
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1.3 ESTRUTURA DA PESQUISA

A presente pesquisa se divide em cinco sessdes. A primeira traz a
contextualizacdo e apresentacdo do tema, o problema, os objetivos, a
delimitacdo e justificativa da pesquisa, demonstrando a necessidade da
realizacdo da mesma.

O segundo capitulo apresenta 0 embasamento tedrico, tratando sobre o
controle de qualidade na industria de alimentos, contaminacdo microbiologica
durante o abate e processamento de carnes e derivados, mostrando também
dados sobre Listeria sp e a doenca causada pela mesma. Aborda também os
meétodos de diagndsticos de micro-organismos patdégenos.

Assim, envolve métodos microbioldgicos convencionais e recentes
aplicados no controle microbiolégico de alimentos. Em seguida, h& a descricdo
do diagndstico molecular sobre a técnica PCR.

No terceiro capitulo estdo apresentadas as etapas para a conducédo da
pesquisa, a metodologia, de forma detalhada para que possa ser
compreendida e reproduzida, desde a padronizacdo de protocolos de extracao
de DNA até sua aplicacdo no ambiente produtivo de carne suina.

O quarto capitulo apresenta os resultados alcancados bem como a
discussdo dos mesmos, em se tratando de contaminac¢do por bactérias durante
o0 abate de suinos. Também h& a uma comparacdo, de valores e tempo de
resultado, entre a andlise microbiolégica convencional e PCR, apontando as
consideracdes do uso de diagnéstico molecular em relacdo as técnicas
convencionais na deteccéo de patdgenos alimentares.

O ultimo capitulo traz as conclusGes da pesquisa apontando uma visao
geral sobre Listeria monocytogenes, sobre importancia do monitoramento do
mesmo, enfatizando que outras pesquisas ainda Sao necessarias para
obtencdo de dados concretos sobre a presenca deste patdégeno. Finalizando
com a importancia da biologia molecular na industria de alimentos e desafios
dos profissionais da Engenharia de Producdo a preocupacdo com a seguranca

alimentar dos consumidores finais.
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1.4 OBJETIVOS

1.4.1 Objetivo geral

Avaliar a qualidade sanitaria do processo produtivo de um abatedouro-

frigorifico de suinos, quanto a presenca de Listeria monocytogenes.

1.4.2. Objetivos especificos

e Aplicar estratégias de deteccdo molecular de contaminacdo de Listeria
monocytogenes;

¢ Identificar diferentes pontos do processo produtivo de abate quanto a
presenca de L. monocytogenes via PCR;

¢ Identificar genotipicamente as linhagens de Listeria monocytogenes;

¢ Realizar um levantamento dos sistemas existentes para diagnosticos de
Listeria monocytogenes em laboratérios comerciais.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 CONTROLE DE QUALIDADE NA INDUSTRIA DE ALIMENTOS

A gestéo da qualidade € compreendida como a aproximacédo escolhida e o
aglomerado de técnicas usadas para obter-se, de forma eficiente e eficaz, a
qualidade esperada para o produto. A gestdo da qualidade de uma organizacéo
abrange seus procedimentos e se amplia aos fornecedores e clientes, segundo
Toledo (1997).

Garvin (1992) conclui que a gestdo da qualidade evoluiu, ao longo dos
altimos cem anos, em quatro fases, as quais chama de “eras” da qualidade e
gue sao: inspecédo, controle estatistico da qualidade, garantia da qualidade e

gestado estratégica da qualidade.

a) Verificacao: reporta-se ao momento em que a gestado da qualidade se
restringia a inspecdo dos produtos acabados. Fala-se de um aspecto
simplesmente de correcdo na inspecéo do produto pronto, com a finalidade de
desmembrar as unidades de ndo conformidade. Geralmente, a metodologia

utilizada ndo possui embasamento cientifico.

b) Dominio nimero da qualidade: diz respeito a area da concepcao dos
sistemas estatisticos de amostragem e de controle estatistico de processo,
dirigidas para o controle da qualidade no processo. O controle do processo é
uma prioridade preventiva centralizado na assisténcia e controle das variacdes
durante o processo que possibilita influenciar na qualidade final do produto. Foi
causador de um amplo salto nos padrdes de qualidade das organizacbes e
pela alta do controle da qualidade ao status de disciplina cientifica.

c) Afirmacdo da qualidade: em se tratando deste era, a gestdo da
qualidade, de uma disciplina restrita ao “chdo de fabrica” ou a producgéao fabril,
adota uma posicao mais acentuada no gerenciamento da empresa. Abandona
a ideia de ser apenas a execu¢do de meétodos estatisticos para preveni-la e o
controle da qualidade, adotando um papel de certificar a qualidade em todas os

setores e atividades da organizacao através de sistemas da qualidade. Estes
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sistemas de garantia da qualidade estdo vinculados a um aspecto
relativamente mais vasto e preventivo, que busca, por meio de um
gerenciamento sistémico, garantir a qualidade em todas as etapas do ciclo do
produto (da identificacdo das necessidades ao uso e descarte do produto).

d) gestao ardilosa da qualidade: Nessa etapa, as empresas gerenciam a
qualidade de forma proativa como fonte de vantagem competitiva, utilizando-se
de um processo de planejamento estratégico para a qualidade e de um amplo
conjunto de acdes (programas, treinamento, grupos de melhoria, ferramentas
de analise e melhoria de processos, qualidade no desenvolvimento do produto,
etc.) para atingir os objetivos de satisfacdo total do cliente. Essa era se
concretiza por meio da gestdo da qualidade total, que se refere a uma visao de
como gerenciar globalmente os negécios com uma visdo orientada para a
satisfacdo total do cliente e para a melhoria continua. E composta por um
conjunto integrado de principios, ferramentas e metodologias que apoiam a

melhoria continua dos produtos e processos.

O progressivo cuidado em que o tema qualidade de alimentos tem
despertado € evidente e, simultaneamente, diversas ferramentas de gestdo da
qualidade tém sido inventadas e usadas na esperanca de suprir a quesitos de
idoneidade em respeito ao consumidor, para apresentar um produto seguro e,
ao mesmo tempo, considerar as normas de negociacdo, sobretudo as de
exportacdo, nas quais as exigéncias sdo bem mais severos. Além destes
quesitos, ha também o abatimento dos custos, causada pela diminuicdo das
perdas e aprimoramento da producdo, entre outras vantagens (FURTINI et.al
2006).

Mesmo com a importancia indiscutivel das industrias que compde o setor
agroalimentar para o pais, o nimero de estudos que relatam a gestdo da
qualidade em tal setor € pouco significativo. Os produtos agroalimentares séo,
totalmente, consumidos pelas pessoas, de tal forma que a saude dos mesmos
pode estar gravemente prejudicada em detrimento da qualidade do produto. A
legislagdo tende, com tudo, a desempenhar um controle severo sobre a
qualidade final desse tipo de produto, por meio de regras de produgéo,

distribuicAo e comercializacdo. Portanto, para determinados setores, a
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qualidade é uma vantagem competitiva importante, e para as industrias
agroalimentares, ela € uma questdo de sobrevivéncia. Um problema de ma
qualidade, no caso extremo de um produto improprio para o consumo humano,
pode comprometer de maneira importante a imagem de uma marca
consolidada no mercado (TOLEDO et.al. 2000).

A qualidade hoje é um beneficio competitivo, que sobrepde uma empresa
de outra, pois os clientes estdo cada vez mais exigentes em relacdo a sua
esperanca no momento de comprar um determinado produto. Assim, as
industrias que ndo se preocuparem com esta procura pela qualidade poderéo
ficar a margem do mercado consumidor (FIGUEIREDO et.al. 2001).

As ferramentas utilizadas na gestdo da qualidade como 5S, e de garantia
da qualidade (BPF, PPHO), ainda sdo rotuladas de modo generalizado, sé&o
obrigatdrias como pré-requisitos para o sistema APPCC e, a série ISO 9000, &
uma ferramenta de controle de processos e gestdo da qualidade, por isso,
precisa do sistema APPCC como complementagcdo para a seguranca sanitaria
(FURTINI et. al. 2006).

Quando se trata de qualidade para a industria de alimentos, o enfoque para
a seguranca do produto é continuamente um fator decisivo, pois algum
problema pode afetar a satde do consumidor. E de se entender, pois, que as
boas empresas que atuam no setor alimentar tenham algum sistema e

ferramenta eficaz para exercer esse controle (FIGUEIREDO et. al. 2001).

2.2 CONTAMINACAO MICROBIOLOGICA DURANTE O ABATE

O contagio pode vir a ocorrer em etapas do processamento de
alimentos, comecando na conferéncia da matéria prima, transformacéo,
conservagao e consumo final dos alimentos. O consumo desses micro-
organismos patogénicos ou das toxinas produzidas pelos mesmos e que estao
nos alimentos é o motivo principal de varias doencas gastrointestinais
(ANDRADE et.al. 2010).
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Durante o processo de abate, a esfola e a evisceracdo séo considerados
pontos criticos de controle que poderdo determinar uma maior ou menor
contaminacdo das carcacas. A esfola é a etapa que mais contribui para a
contaminacdo da carcaca, pois a microbiota do couro é constituida por micro-
organismos provenientes do solo e matéria fecal. Desta maneira, € de extrema
importancia a higienizacdo do animal antes de sua entrada na sala de abate.
Por outro lado, a carcaca inevitavelmente entra em contato com o couro, patas,
pelos, utensilios (facas), equipamentos, manipuladores(uniformes), agua de
lavagem e com o ar do abatedouro. Os equipamentos devem ser sanitizados
eficientemente e os uniformes dos manipuladores bem higienizados assim
como a saude dos mesmos deve ser controlada. Portanto, quanto maior for o
namero de animais abatidos por dia, maior serdo os riscos de contaminacao
cruzada (ANDRADE 2005).

Roga (2004), afirma que a probabilidade de contaminagdo da carne
durante o processo de abate € alta, sua intensidade depende da eficiéncia das
medidas higiénicas adotadas. O autor citado deixa também evidente a
necessidade prevenir a contaminacdo cruzada através da realizacdo adequada
das operac¢fes unitarias praticando procedimentos corretos e padronizados,
adotando boas praticas de higiene e monitorando minuciosamente todas as

etapas da cadeia produtiva.

Segundo Forsythe (2005), testes microbiolégicos do produto final, por si
s6, ndo garantem a producdo de alimentos seguros. O autor salienta a
importancia da realizacdo desses testes como suporte a programas de
qualidade. Nesse sentido Jay (2005) reforca a utilizacdo de programas de
controle de qualidade que pautados por micro-organismos indicadores de

patdgenos e bactérias deteriorantes

Um programa de higiene (limpeza e desinfeccdo) deve ser
implementado na sala de abate, incluindo os utensilios, equipamentos,
manipuladores e o ambiente, assim como na sala de estocagem, desde a
recepcao do animal vivo até a obtencéo do produto final. Portanto, para adquirir
uma matéria prima carnea com qualidade microbiolégica, todos o0s

procedimentos antes e durante o abate, devem ser rigorosamente higiénicos e
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o pessoal envolvido tanto na limpeza como na manipulacdo das carcacas e nos
seus respectivos cortes, devem ser bem treinados, conhecendo nos minimos
detalhes suas funcdes e as possiveis consequéncias da falha das mesmas
(MATARAGAS et.al. 2007).

2.3 CONTAMINACAO MICROBIOLOGICA NO PROCESSAMENTO DE
CARNES E DERIVADOS

bY

As etapas pelas quais o0 alimento deve passar para chegar a mesa do
consumidor sao longas e nhumerosas, e até que se origine a linguica, a carne e
demais ingredientes percorrem uma longa cadeia, que apresenta riscos
potenciais a seguranca do produto. O animal é abatido e transportado a
industria em caminhao frigorifico, onde passa por diferentes processamentos
até ser embalado. O produto final é estocado até o momento de envio para o
comércio varejista, através de nova etapa de transporte seguido de
armazenamento, e finalmente, aquisicdo pelo consumidor, que também
transportara o produto e o estocara, para posterior preparo e consumo
(GERMANO, 2003).

Numerosos fatores influenciam o tipo de micro-organismo que contamina a
carne e os produtos carneos frescos, incluindo a faixa de pH; a adicédo de sal,
nitrito, acucar, fumaca (liquida ou natural), acidulantes e o estado da carne
(aquecida, fermentada, ou seca). ApOs o0 processamento, 0 tipo e a proporcao
da contaminacdo s&o influenciados pela embalagem, temperatura de
armazenamento, composicao final do produto e sobrevivéncia ou multiplicacado
de micro-organismos (ANDRADE, 2005).

O potencial para contaminacdo da carne com perigos quimicos e
microbiolégicos inicia nas &reas de criagdo, portanto um programa adequado
de seguranca deve propor estratégias envolvendo o animal ainda vivo, suas
condicOes de saude e bem estar durante abate, a reducdo de disseminacao de

contaminagdo durante processamento, a temperatura, condicoes de
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armazenamento e distribuicdo, até chegar ao consumidor final (MATARAGAS
et. al., 2007).

Normalmente, considerando as condi¢cdes ambientais e disponibilidade
de certos nutrientes, as bactérias deteriorantes constituem o maior grupo de
micro-organismos presentes nas carnes e seus produtos, as quais levam a
perda de cor, odor desagradavel, formagcdo de muco e de diéxido de carbono
(MATARAGAS et al., 2007).

O tipo de microbiota presente nas unidades produtoras € associado a
diversidade na formulac&o dos produtos embutidos, e pode estar relacionada a
matéria prima utilizada ou ao ambiente de processamento. E composta por
micro-organismos utilizados para fermentacdo e deteriorantes, que podem
causar mudancas negativas na aparéncia, odor, sabor e consisténcia do
produto final devido a sua atividade metabdlica e pode incluir alguns micro-

organismos patogénicos (TALON et. al., 2007).

Pesquisa realizada pelo mesmo autor, em 54 unidades processadoras
de embutidos em pequena escala do leste e sul europeu demonstrou que todas
apresentavam contaminacdo ambiental por micro-organismos deteriorantes
mesmo apos processo de limpeza e desinfeccdo, e que foram encontrados
Salmonella sp.(4,8%), Listeria monocytogenes (6,7%) e Staphylococcus aureus
(6,1%), sendo os pontos criticos os equipamentos utilizados para corte e

embutimento, paredes das camaras frias, mesas e facas.

Na etapa da trituracdo dos ingredientes, o aumento da area superficial
promove a distribuicdo da contaminacdo microbiolégica inicial, antes mais
restrita & superficie da matéria prima, potencializando a deterioracdo do
produto final com maior rapidez (GONCALVES, 2003; MILANI et. al., 2003).
Durante a moagem e mistura dos ingredientes pode ocorrer contaminacao
proveniente do contato da carne com 0s equipamentos, utensilios e pessoal, ou

da adicdo da matéria-prima ou aditivos contaminados (ORDONEZ et al., 2005).

Os condimentos adicionados também podem ser contaminados na

origem, estocagem, transporte ou durante manipulacao, por esporos, fungos,
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leveduras, enterobactérias e bactérias patogénicas como L. monocytogenes.
(PINTO, 2005).

Os envoltérios naturais utilizados para proteger os embutidos frescais
das influéncias externas, dar forma e estabilidade s&o provenientes dos
intestinos de animais, principalmente suinos. Tendo em vista o elevado grau de
contaminagao inicial por micro-organismos patogénico devem ser aplicados
cuidados higiénico-sanitarios intensos no momento do seu beneficiamento e
utilizacdo (PARDI et. al., 1996). JAY (2005) afirma que dentre os ingredientes
da linguica fresca suina, os envoltérios tém demonstrado conter um maior

numero de bactérias.

Devem ser seguidos também procedimentos de higiene relacionados a
manipulacdo da massa durante o0 embutimento, evitando contaminacao
cruzada (PARDI et. al., 1996).

2.4 Listeria sp.

As Listerias estdo vastamente propagadas no meio ambiente e podem
ser restauradas da vegetacao, solo, alimentos, fezes humanas e de animais,
efluente de esgoto e corpos de agua (VAZQUEZ-SALINAS et. al., 2001; QUINN
et. al., 2005).

A L. monocytogenes tem a propensao de se reproduzir dentro de uma
multiplicidade de temperaturas, que vai de 25 a 45°C. No entanto, existem
relatos de multiplicacdo a 0°C. Tem habilidade de tolerar repetidos
congelamentos e descongelamentos sem acontecer nenhuma alteracao,
apesar do pH 6timo para a reproducédo desta bactéria esteja entre 6 e 8, ela
tolera condicdes entre 5,5 e 9,6. Na industria da carne, embutidos e até
mesmo o0s laticinios, este micro-organismo pode ser considerado um problema,
ja que ela sobrevive aos niveis de nitrato de sédio e de cloreto de sédio
recomendados pela legislacdo vigente(120mg/kg de NaNO3; e 3% de NacCl)
(VARNAM, 1991; QUINN et. al., 2005; FRANCO & LANDGRAF, 2008).
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Diversamente diferente da maior parte dos outros micro-organismos
patogenos, dispbe de caracteristicas distintas, podendo desenvolver-se e
multiplicar-se em mantimentos mantidos sob refrigeracéo . Ainda, a resisténcia
do micro-organismo a agentes antimicrobianos (DYKES 2003), os agentes
quimicos como alguns acidos e alcalis tem a habilidade de formacédo de
biofilmes sobre algumas superficies, 0 que deixa complicada sua eliminacao
(TAKHISTOV et. al., 2004).

A resisténcia de Listeria sp. a aerossois resulta na ocorréncia da
bactéria em ambientes de processamentos de alimentos ou em células
aderindo as superficies de contato. Desta forma, proliferando-se em micro
colénias formando biofilme, o que enfatiza inadequada limpeza e higienizacao
(SASAHARA, 1993).

Nas plantas de elaboracdo de alimentos, as superficies Umidas abrigam
Listerias e isso, unido a capacidade de multiplicacdo a temperaturas baixas,
possibilita encontra-las em frigorificos e unidades de refrigeracdo (ICMSF,
1998). Pisos e ralos sdo classificados como origem primaria de L.
monocytogenes nos locais de processamento, entretanto consegue-se
encontrad-la em diversos aparelhos e locais como vedacbes, correias
transportadoras, maquinas de fatiar, cortar e embalar, contentores, facas,
mesas e paredes; muitos pela dificuldade na higienizacdo dessas partes ou
equipamentos (VARNAM, 1991; MORETRO et.al., 2004).

Samelis et.al. (1999) isolaram Listeria sp. em 14,3% dos equipamentos
amostrados, sendo que em 68,8% deles foi observada a presenca de L.
monocytogenes. Em 6,5% das amostras de superficies de ambiente e
equipamentos, pesquisadas na Italia por Peccio et al. (2003), havia L.

monocytogenes.

A L. monocytogenes entra nas plantas industriais por meio da terra
existente nos sapatos e roupas dos trabalhadores, da equipe de transporte de
alimentos crus de origem animal e possivelmente por meio dos portadores
humanos séos. As fezes e couro dos bovinos também tém sido identificados
como fontes de Listeria sp., incluindo L. monocytogenes. Uma vez instalada no

local, € capaz de aderir a varios tipos de superficie (que incluem o aco
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inoxidavel, vidro e borracha). Sobrevive nos dedos dos operarios apos a
lavagem das maos e nos aerossois (MARZOCCA et al., 2004; PRENDERGAST
et. al., 2007).

Um aspecto notavel que deve ser levado em consideracdo na producao
de alimentos € a ocorréncia de linhagens de L. monocytogenes resistentes,
onde as mesmas tem capacidade de conservar-se meses ou até anos, no
ambiente produtivo, provocando contagios no produto final (MARKKULA et. al.,
2005). O problema em extinguir essa bactéria dos ambientes de producéo
alimenticia é aumentada pelas situa¢cdes no ambiente produtivo, como o de
umidade, temperatura e existéncia de material organico, que ligadas a
capacidade do patdogeno em gerar biofilmes, podendo ocasionar a
contaminacgao de maquinarios e instrumentos de trabalho (UHITIL et. al., 2004).
Entretanto, tais biofilmes tem a capacidade de atuarem como um depdésito de L.

monocytogenes nas industrias (MORETRO et. al., 2004).

A L. monocytogenes € uma bactéria que contamina comum de
alimentos, sendo esta sua principal via de transmisséo. Estudos realizados no
periodo de 1997 até o ano de 2009, relatam o isolamento dessa bactéria em
carne e produtos carneos, leite cru e supostamente pasteurizado, queijos
(particularmente as variedades de maturacdo suave), sorvete, adgua, patés de
carne, molhos de carne crua e fermentada, salsicha, sanduiches, alimentos
prontos para o consumo, arroz frito, saladas, verduras e hortalicas e alimentos
de origem marinha, inclusive alimentos refrigerados e, ainda, nos
manipuladores destes alimentos. Os manipuladores que atuam na funcao do
abate em si também tém sido reportados como portadores assintomaticos
(GARCIA e CHAVES 2007).

A legislacédo brasileira ndo prevé limites de tolerancia para a presenca do
micro-organismo em carnes e produtos carneos (BRASIL, 2001). Apesar do
grande volume de trabalhos realizados sobre L. monocytogenes, ndo héa
estudos que estabelecam a real ocorréncia do micro-organismo na producéo
de carne suina brasileira e que fornecam dados para efetivar medidas de
controle especificas na obtengéo e processamento da carne. (BARROS, 2004)
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2.5 LISTERIOSE EM HUMANOS

A Listeriose € uma doenca de origem alimentar grave, com altos indices
de mortalidade (20% a 30%) em comparacdo a outras doencas transmitidas
por micro-organismos patogénicos transmitidos por alimentos. A doenca, em
grande parte, afeta segmentos especificos da populacdo que tém maior
susceptibilidade, sendo observada principalmente em paises industrializados
(WHO/FAOQO, 2004).

A bactéria de género L. monocytogenes pode causar listeriose invasiva e
nao-invasiva em humanos. A listeriose invasiva esta geralmente associada a
grupos de risco, tais como, gravidas e recém-nascidos, individuos de idade
avancada e em pacientes com sistema imunitario enfraquecido, tais como,
entre outros, doentes oncoldgicos, diabéticos, transplantados, com hepatite ou
com HIV. A investigacdo de surtos recentes tem demonstrado que a infeccao
por L. monocytogenes também provoca gastroenterite febril, especialmente
quando séo ingeridas grandes quantidades do micro-organismo. A listeriose
nao-invasiva pode também afetar pessoas saudaveis (CRUM, 2002).

Nas ultimas décadas tém sido reportados varios surtos de listeriose com
consequéncias graves para a saude publica. Por exemplo, um dos mais
recentes, foi o surto ocorrido no Canada em 2008, com 53 casos confirmados,
6 suspeitos e 20 mortes, devido ao consumo de carne processada, proveniente
de uma das maiores empresas transformadoras de carne em embutidos no
Canada (WARRINER e NANVAR , 2009).

O periodo de incubacao é variavel. Casos de surtos apresentaram um
periodo de 3 a 70 dias ap0s uma simples exposi¢do ao produto implicado, mas
a média é estimada em 3 semanas. (FERRONATO, 2010).
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2.6 METODOS PARA O DIAGNOSTICO DE PATOGENOS

A aplicacéo da microbiologia de alimentos nas industrias fundamenta-se
na importancia dos efeitos que 0s micro-organismos produzem quando
presentes nos alimentos. Em consequéncia de sua atividade metabdlica
natural, eles causam alteragdes quimicas na cor, textura, no odor e no aspecto
do alimento, a chamada deterioracdo microbiana. Sua presenca também pode
oferecer risco a saude, se for patogénico. E sua presenca pode até ser util, no
caso de micro-organismos que causam alteracBes benéficas Os métodos
convencionais sdo chamados assim, pois foram desenvolvidos ha muitos anos
e desde entdo séo utilizados como métodos oficiais na maioria dos laboratérios
brasileiros e também em outros paises. (FRANCO E LANDGRAF, 2008).

Usualmente, nos laboratérios das industrias e nas atividades de rotina
em laboratérios que prestam servicos de avaliacdo microbiolégica em
alimentos, sdo utilizados os métodos convencionais para a deteccdo e
identificacdo de micro-organismos que tem como base a microbiologia classica
que se fundamenta, por exemplo, para deteccdo de uma determinada bactéria
em pré-enriguecimento, enriquecimento seletivo, plagueamento do micro-
organismo alvo em meio de cultura apropriado e na confirmacdo por meio de
testes soroldgicos, bioquimicos e morfolégicos (GANDRA et. al., 2008; LI et. al.
2009; BENETTI, 2009; FDA, 2013). Neste método, usam meios enriquecidos
para crescimento, analise e confirmacdo e estes apresentam, muitas vezes,
alto custo para as industrias. Por isso a necessidade das industrias de
utilizarem métodos alternativos, mais simples, mais rapidos, menos laboriosos
e com custo mais baixo. (BERRADA et. al., 2006).

O tempo gasto para a obtencdo dos resultados é uma desvantagem
muito discutida, pois determinadas analises demandam de varios dias para a
obtencao de resultados conclusivos. Apesar dos progressos na formulacao de
meios de cultura seletivos a detecgdo continua demorada e trabalhosa
(FERRONATO, 2010).
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2.7 ANALISES MOLECULARES

Varios métodos envolvendo genes estao sendo utilizados com éxito na
tipagem molecular de L. monocytogenes (PARISI et. al., 2009;DESTRO et. al.,
2000).

Chen et. al. (2006) constataram que o ingresso de técnicas moleculares
de subtipagem modificou muito o ambito da analises microbiolégicas e
proporcionou o entendimento da estrutura da populacéo de L. monocytogenes
e 0 progresso de contdgio deste micro-organismo. De acordo com Corcoran et.
al. (2006) este ingresso tende a ser benéfico na averiguagéo de ocorréncias de

surtos de listeriose.

2.7.1 PCR

A PCR é uma técnica de biologia molecular, criada em 1980 por Kary
Millis, constituida por um procedimento ciclico in vitro com trés passos:
desnaturacdo do alvo, hibridizacdo dos iniciadores e polimerizacdo da
sequéncia alvo (ALVES, 2010).

Esse método tém sido aplicados em uma ampla variedade de matrizes
alimenticias. No entanto, a ampla aplicagdo no monitoramento em tempo real
ainda é pouco observada, embora representem uma vantagem competitiva
(RODRIGUES, 2013).

A PCR é baseada num ciclo repetitivo de trés reacdes que ocorrem em
diferentes temperaturas de incubagdo, em um mesmo tubo e na presenca de
reagente termo-estaveis. Em adicdo a sequéncia especifica de DNA a ser
amplificada, os reagentes sao dois pequenos oligonucleotideos iniciadores,
denominados primers, sintetizados para serem complementares as sequéncias
conhecidas do DNA-alvo, grande quantidade dos guatro
desoxirribonucleosideos trifosfatados e a enzima termo-estavel Taq
DNApolimerase, isolada de bactéria termofilica (GANDRA et. al.2006).
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Von (2006) realizou trabalho parecido, no qual confrontou a técnica
convencional com a imunoanalise e o método de analise por PCR em cinco
etapas do processamento de abate de frangos, com o intuito de recomendar
um método alternativo para o monitoramento no programa de Andlise de
Perigos e Pontos Criticos de Controle (APPCC). Concluiu-se que a PCR e
foram mais sensiveis, rapidas e praticas do que a metodologia tradicional, e a
PCR, ofereceu despesas similares ao método de técnica convencional,

opostamente ao método imunoanalitico.

Dentre as vantagens de se utlizar a PCR como alternativa a
microbiologia convencional, estdo a simplicidade da técnica, menor custo da
analise, maior sensibilidade, especificidade e rapidez (MALDONADO, 2008).

Na ultima década, o PCR tornou-se a técnica genética mais utilizada em
diagndéstico microbiol6gico. Mesmo com o aumento da utilizacdo das técnicas
moleculares, em estudos de microbiologia de alimentos, escassas sao as
publicacbes em portugués que relacionem estas técnicas com esta area
(GANDRA et.al. 2008).

De acordo com Rodriguez-Lazaro et al. (2007), PCR seré utilizado como
um procedimento de rotina comum em laboratérios de andlise dentro dos

préximos dez anos.
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3 METODOLOGIA

3.1 CLASSIFICACAO DA PESQUISA

A presente pesquisa é classificada do ponto de vista de sua natureza
como aplicada, pois, tem o0 objetivo de gerar conhecimentos para aplicacéo

pratica e dirigida a solucéo de problemas especificos.

Levando em consideragcdo o problema, trata-se de uma pesquisa
guantitativa e qualitativa, pois, como descrito por Gil (1992), a pesquisa
traduzird em numeros opinides e informacgdes para classifica-las e analisa-las,

mas, também o0s dados obtidos serdo analisados indutivamente.

No que diz respeito aos objetivos, ela pode ser classificada como
explicativa. Visa identificar os fatores que determinam ou contribuem para a
ocorréncia dos fendbmenos (GIL, 1992). Esse mesmo autor ainda classifica
quanto aos procedimentos técnicos, no caso desse estudo trata-se de uma
pesquisa experimental, pois sera determinado um objeto de estudo, as
variaveis capazes de influencia-lo serdo selecionadas, e as formas de controle

e de observacao dos efeitos que a variavel produz no objeto serdo definidas.

O método cientifico utilizado serd o do tipo Indutivo. De acordo com
Lakatos e MARCONI (2005), € um método que parte de dados particulares
para obtencédo de uma verdade geral ndo contida nas partes examinadas.

3.2 LOCAL DA PESQUISA E COLETA DAS AMOSTRAS

A pesquisa foi realizada em um frigorifico de suinos e fabrica de
embutidos que atua sob o servico de inspecdo do Parana, para produtos de
origem animal SIP/POA. A empresa localizada na regido dos Campos Gerais,
Parand, possui capacidade de abate média diaria de 400 suinos/dia e producao
diaria de embutidos correspondente a 1,5 toneladas.

A amostragem ocorreu no inicio do primeiro turno de abate, e os

pontos escolhidos tiveram como base os pontos estudados por Monteiro et. al.
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(2014). Houveram amostragens através do sistema de swabs. Os pontos
analisados assim como as areas amostradas, foram codificadas através de

numeros de 1 até 21.



Carroceria Paredes Parede Agua Parede Mesa
do caminhéo _ (Sangria) (Tanque de | == (tanque de (Remocéo de
(pocilga) escaldagem) escaldagem) P.eC)
Parede Mesa 2 Mesa 1 Faca Serra Fac?
(Lavagem da (Evisceragéo (Evisceragéo (Evisceragéo €| (Aberturada (Remocéo de
carcaca) 1) 1) 1) carcaga) P.eC)
Ralo Parede Parede Parede Mesa Faca
(Lavagem da (Camara de (Camara de (Camara de - (Desossa) (Desossa)
carcaca) Resfri. 1) Resfri. 2) Resfri. 3)
Mesa Ralo (Area Ralo
(Evisceragdo | de espera &= | (Camarade
2) das C.) Resfri.3)
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Figura 1 :Fluxograma dos locais amostrados na coleta 1
Legenda: Remocao de P. e C: Remocéo de patas e cabecas. Area de espera das C.: area de espera das Camaras de Resfriamento.

Fonte: Autoria Prépria, 2015.
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Depois de 3 meses, realizou-se outra coleta, ordenando os pontos de
acordo com os resultados obtidos na primeira analise. Partiu-se da ideia de
averiguacdo mais profunda dos pontos positivamente encontrados na primeira

coleta. Os novos pontos estdo demonstrados na figura 2.



35

MESA FACA RALO LIXO MAO DO EVISCERACEO 2
— — —) CONDENADO m===| MANIPULADOR ¢
CAMARA 3
PORTA PISO GANCHO PAREDE RALO
AREA DE
RALO 1 PISO PAREDE GANCHO RALO 2 ESPERA
—) —) —) —)

Figura 2: Fluxograma dos pontos amostrados na segunda coleta.
Fonte: Autoria Prépria, 2015.
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A amostragem ocorreu por meio de Swabs (técnica de esfregaco de
superficie), que consiste na friccdo de um cotonete estéril sobre a superficie a
ser analisada, no interior de um molde estéril com area de 25 cm?, revertendo-
se a direcdo entre as sucessivas passagens (ABNT, 1998; SILVA JUNIOR.,
2001). Os swabs contendo as amostras foram resuspensos em 9mL de caldo
LEB (Caldo de Enriquecimento de Listeria) e mantidas sob refrigeracdo até o
seu processamento. ApOs coletadas, as amostras de swab foram
encaminhadas sob-refrigeracao para o Laboratério de Microbiologia da UTFPR
— Campus Ponta Grossa, para incubacgéo, onde permaneceram 24h sob
temperatura de 37°C. Depois de incubadas seguiram para o Laboratorio de
Bioengenharia da UTFPR — Campus Ponta Grossa para realizacdo dos testes
de PCR.

A amostra de agua foi coletada em frasco estéril, transportada sob
refrigeracdo, para posterior analise de PCR no Laboratério de Bioengenharia

do mesmo Campus.

3.3 EXTRACAO DE DNA DE Listeria monocytogenes

Para o procedimento da extracdo de DNA, o método utilizado foi obtido
por lise térmica. O protocolo foi proposto por Monteiro (2014).

Para a obtencdo do DNA extraido, transferiu-se 2 ml de uma cultura de 24
horas em caldo LEB para um microtubo estéril. Apds centrifugacéo a 5.000 rpm
durante 4 minutos, o sobrenadante foi desprezado, o pellet foi lavado trés
vezes com 500 pl de tampdo TE (10 mM Tris, 1 mM EDTA, pH 7,8) e
submetido a uma centrifugacdo por dois minutos a 5.000 rpm. O pellet foi
suspenso novamente em 100 pl de TE e mantido no banho seco, com
temperatura de 98° por 10 minutos. Em seguida foi feita centrifugagéo a 12.000
g durante 30 segundos e o0 sobrenadante foi estocado a -20°C para posterior

utilizagéo.



37

3.4 REACAO DA PCR

Apbs a realizacao da extracdo de DNA, partiu-se para a anélise de PCR,

seguindo o modelo descrito por Monteiro, 2014.

A reagao denominada “mix”, continha 1 pl de cada primer (10 uM), 5 pl
de tampdo de PCR 10 X, 1,5 pl de MgCl, (50mM), 1 pl da mistura de
nucleotideos (10 mM), 0,2 U de Taq polimerase, 3ul de DNA bacteriano e agua
Milli-Q para completar um volume de 25 pl. As condi¢cdes de amplificacao
foram: 5 minutos a 94°C, 35 ciclos de 30 segundos a 94°C, 45 segundos a
temperatura de anelamento dos primers, que foi 50°C e 45 segundos a 72°C, e
uma extensao final de 5 minutos a 72°C, como descrito por AZNAR e
ALARCON (2003).

Apos realizado a PCR, as amostras foram submetidas a Nested PCR,
visando a excluséo de resultados falso-positivos. Como controle positivo da
reacdo, utilizou-se DNA extraido da amostra de Listeria monocytogenes ATCC
19117, e como controle negativo, agua Milli-Q esterilizada. Os primers

utilizados na reacgéo estéo descritos na tabela 1.

Tabela 1 Primers utilizados na reacdo da PCR para Listeria monocytogenes

Primers Gene-alvo Produto Referéncia

amplificado(pb)

CCTAAGACGCCAATCGAA hlyA F 702pb Border et al.
AAGCGCTTGCAACTGCTC hlyA R (1990)

Fonte: Autoria Prépria, 2014

Os fragmentos de DNA amplificados foram separados por eletroforese em
gel de agarose, aproximadamente uma hora utilizando-se 70 volts. O gel de
agarose foi submerso em solucdo de brometo de etidio durante 15 minutos e
fotografado solugdo de brometo de etidio na concentracao de 0,5 pg/mL, por 10

minutos e fotodocumentados em transiluminador ultravioleta utilizando software
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LpiX Image para a visualizacdo das bandas. Utilizou-se marcador de peso

molecular de 100 pb para estimativa do tamanho dos produtos de PCR.

3.5 SEQUENCIAMENTO

As amostras foram sequenciadas no laboratério de Biologia Molecular da
Universidade Federal do Parana, Centro Politécnico. Para as etapas do
sequenciamento seguiu-se os protocolos propostos por Maciel (2010) Como
etapa inerente ao sequenciamento, procedeu-se a purificacdo dos produtos de
PCR. A purificagdo foi efetuada, empregando-se o kit ExoSap (USB
Corporation), Este protocolo funciona de forma enziméatica, sendo utilizadas as
enzimas EXOnuclease | e “Shrimp Alkaline Phosphatase”, que em conjunto da
nome ao kit. A primeira degrada o excesso de DNA fita simples (primers) e a
segunda degrada nucleotideos ndo incorporados durante a reagdo de PCR
(ANTPs).

O protocolo estabelece um volume de 1uL de ExoSAP diluido (1:4,
sendo 1 parte de ExoSAp em 3 de 4gua) a 10uL de produto de PCR, depois foi
levado evar ao termociclador a 37°C por 30 minutos e 80°C por 15 minutos e
por fim as amostras purificadas ficaram armazenadas a 4°C até a reacdo de

sequenciamento.

A purificagdo do DNA foi realizada de acordo com o protocolo descrito
no kit Qia-quick (QIAGEN). O DNA foi armazenado a -20°C para ser,

futuramente, sequenciado.

O sequenciamento do DNA foi realizado por meio do método de
terminacdo em cadeia por didesoxinucleotideos (ddNTPs), utilizando-se o
sequenciador automatizado “MegaBace DNA Analysis System 500" da
AMERSHAM Biociences CORP, sendo empregados 0s mesmos primers
utilizados na amplificacdo. O sequenciamento foi conduzido nas dependéncias
do laboratério de Gendmica, localizado no BIOAGRO.
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As sequéncias obtidas para cada haplotipo foram editadas, utilizando-se
o programa computacional Sequencher versdo 4.1.4 e alinhadas com a
introducédo de gaps (quebra da continuidade da sequéncia de DNA), para

compensar insercoes e delecdes de bases.

As sequéncias completas de nucleotideos dos quatro isolados de
L.monocytogenes , encontradas neste trabalho, foram utilizadas para buscas
de sequéncias similares em bancos de dados, usando-se a ferramenta BLAST
(Basic Local Alignment Search Tool) na pagina do National Center for
Biotechnology Information (http://www.ncbi.nlm.nih.gov, acessado em dez. de
2014). O alinhamento resultante dessas sequéncias foi usado, posteriormente,
para verificar se L. monocytogenes se alocava junto dos demais bactérias

patogénicas da mesma espécie.

Os programas computacionais utilizados para alinhamento e construcao
da arvore filogenética foram, respectivamente, o ClustalW (Thompson et al.,
1994) e 0 MEGA versao 4.0 (Tamura et al., 2007). De posse do alinhamento, a
arvore filogenética foi construida, utilizando-se o método de distancia de
neighbor-joining (NJ) (Saitou & Nei, 1987), com base no modelo evolutivo
Kimura 2 parametros, considerando-se, apenas, as regides do gene que
apresentaram maxima identidade para todas as sequéncias analisadas. Este
modelo foi escolhido, apds verificar que o niumero de transversées foi maior do

gue o esperado, considerando-se a sequéncia de nucleotideos em estudo.

O método NJ se baseia na unido de duas espécies que, além de
estarem proximas umas das outras, também estejam conjuntamente, distantes
do restante das espécies. Este método é utilizado a fim de minimizar a soma
dos tamanhos de todas as arestas da arvore. Assim, se duas espeécies sao
designadas como vizinhas e sao ligadas, uma nova espécie combinada €
criada, sendo que as espécies agrupadas sao retiradas da matriz. O nimero de
especies é reduzido de um e o procedimento € novamente aplicado, para
encontrar novos vizinhos. O ciclo se repete até que 0 numero de espécies se

torne igual a dois.
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A robustez dos nédulos da arvore foi testada, por meio da metodologia
de bootstrap com 99 réplicas, utilizando o programa MEGA, versdo 3 (Tamura
et. al.2007). O procedimento bootstrap consiste na reamostragem de mesmo
tamanho e com reposi¢cao (bootstrapping) do conjunto de dados da amostra

original.

3.6 LEVANTAMENTO DOS SISTEMAS DE DIAGNOSTICO DE Listeria
monocytogenes ENCONTRADOS EM LABORATORIOS COMERCIAIS.

Foram pesquisados, via internet, laboratérios de microbiologia no Brasil.
Depois de organizar uma lista de laboratorios de analises microbioldgicas, Ihes
foi solicitado, via telefone, a técnica utilizada pra o diagnostico, os valores e
tempo total de diagnostico do micro-organismo. Em paralelo foi feito uma
investigacao, via telefone, nos laboratoérios que prestam servigos de diagndstico
molecular, especificamente com analises de PCR. Questionamentos foram
feitos sobre valores cobrados pelo servico e também o tempo estimado para a
entrega dos resultados. Dez laboratérios, denominados L1 ,L.2 L3, L4, L5, L6,
L7, L8, L9 e L10 foram utilizados nesta item da pesquisa.

A fim de se comparar a diferenca de valores entre a microbiologia
convencional e as analises de PCR, foi realizado uma estimativa dos custos de
todos os reagentes envolvidos nas analises. O custo de equipamentos nao foi
inserido devido aos mesmos serem de patrimoénio da Universidade Tecnoldgica
Federal do Parana, Campus Ponta Grossa.

O calculo baseia-se no valor total dos reagentes comprados no ano de
2013. Pegou-se o custo total dos reagentes e dividiu-se pela quantidade de
gramas da embalagem, para se ter o valor exato por grama. ApOS isso,
multiplicou-se pela quantidade que foi utilizada na reagcéo. Assim conseguiu-se
o valor de custo para cada grama. O mesmo ocorreu com 0S reagentes

liquidos, e no final se obteve o valor de cada uL.
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4 RESULTADOS

4.1 EXTRACAO DE DNA DE Listeria monocytogenes

Os teste de extracdo seguiram os protocolos descritos no itens 3.3, para
0s quais foram testados protocolos com base em sal de CTAB desenvolvido
para Listeria monocytogenes. Posteriormente realizou-se os teste para lise
térmica fazendo com q o processo de 12 horas finalize 2 horas.

Os resultados demostraram a possibilidade aplicar a lise térmica nas
amostras. A lise térmica tem como principal acdo a T sobre a amostra a qual
desnatura proteina e expbe DNA para andlise. Estes resultados foram
demostrados nas amostras e descritos com pertinéncia em MONTEIRO, 2014
(ANEXO A).

4.2 REACAO DA PCR

Em relacao a etapa de ajuste de condicdes de reacdo e andlise de PCR,
as mesmas também estdo descritas no artigo citado anteriormente. E foi
repetida em todos os procedimentos que a andlise se fez necesséria.

O primer hylA se mostrou extremamente eficaz para as andlises,

tornando-se assim o Unico utilizado neste estudo.

4.3 ANALISE DE Listeria monocytogenes NO PROCESSO PRODUTIVO.

Das 21 amostras coletadas no estabelecimento estudado, trés
tiveram respostas confirmativas para Listeria monocytogenes, representando
14% do total, sendo uma da mesa de evisceracdo e duas isoladas de ralos do
ambiente frigorifico. As bandas demonstrando o resultado positivo podem ser

observadas na figura 3.
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Figura 3: Resultado positivo para Listeria monocytogenes nos pontos 19, 20 e 21.
M.P.M: Marcador de peso molecular.

Fonte: Autoria propria, 2015.

Os resultados obtidos foram tabelados, visando uma maior compreensao

e visualizacdo do local exato da contaminacao.
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Tabela 2: Deteccéo presencga de L. monocytogenes em ambiente produtivo de
Abatedouro-Frigorifico através de técnica de PCR

LOCAL AMOSTRADO NUMERACAO PRESENCA DE
L.monocytogenes
Carroceria do caminh&o 1 -
Paredes( Pocilga) 2 -
Parede (Sangria) 3 -
Agua (Tanque de escaldagem) 4 -
Parede (tanque de escaldagem) 5 -
Mesa (Remocéao das patas e cabecas) 6 -
Faca (Remocdao das patas e cabecas) 7 -
Serra (Abertura da carcaga) 8 -
Faca (Evisceracdo 1) 9 -
Mesa 1 (Evisceragdo 1) 10 -
Mesa 2 (Evisceracdo 1) 11 -
Parede (Lavagem da carcaga) 12 -
Ralo (Lavagem da carcaca) 13 -
Parede (Camara de Resfriamento 1) 14 -
Parede (Camara de Resfriamento 2) 15 -
Parede (Camara de Resfriamento 3) 16 -
Mesa (Desossa) 17 -
Faca (Desossa) 18 -
Ralo (Camara de Resfriamento 3) 19 +
Ralo (Area de espera das Camaras de 20 +
Resfriamento

Mesa (Evisceracédo 2) 21 +

Fonte: Autoria Prépria, 2015

Esses resultados demonstram que existem pontos de contaminacéo de
Listeria monocytognes em lugares estratégicos na planta de processamento de
carne suina, o que torna-se um fato preocupante devido a periculosidade do

micro-organismo em estudo (ANEXO B).
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Ja na segunda coleta, realizada na sala de evisceracao 2 (triparia, area
de espera das camaras e da camara 3, os resultados foram em maior
quantidade, dos 15 pontos analisados, 9 apresentaram contaminagdo por
Listeria monocytogenes, conforme observa-se na figura 4.

momE1 o 0 o€ [cn §

4= 702 pb.

Figura 4: Resultados da andlise de PCR nos pontos amostrados na coleta 2
Legenda: M.P.M : marcador de peso molecular. Cp: controle positivo. Cn:
Controle negativo
Fonte: Autoria Propria, 2015.

Esses resultados identificam a presenca de L monocytogenes em varios
pontos do ambiente industrial deste estabelecimento, e com isso pode ocorrer
a contaminacdo de produtos em processamento, ou até mesmo dos seus
funcionarios. De qualquer forma, a higienizacao rigorosa do ambiente de
abatedouros-frigorificos deve fazer parte de medidas de controle para prevenir
este micro-organismo, visando evitar os resultados positivos encontrados como
0s encontrados nesta pesquisa.

Alguns patégenos, como é o caso desta em estudo, podem fixar-se no
ambiente da planta de processamento e encontrar nichos onde podem
sobreviver por longos periodos de tempo ( ZANQUETTA et.al. 2013). Uma das

hipoteses para a presenca do micro-organismo nesta planta em questéo, é a
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formacdo de aerossois produzidos durante a etapa de limpeza/desinfeccéao,
esta fase pode estar sendo realizada de forma inadequada ou ineficiente.

No estudo feito por Caselani (2013), analisou 411 amostras de plantas
processadoras de carne de frango e de carne de suinos, sendo que 62 foram
positivas para L. monocytogenes. Essa deteccdo se deu durante o
processamento e apos a higienizacdo, e concluiram que a presenca de
residuos organicos, pH neutro, baixas temperaturas e alta umidade favorecem
a contaminacdo por este micro-organismo. Este dado pode explicar os
resultados confirmativos desta pesquisa, pois esta € uma condicdo rotineira
nos setores de processamento do abatedouro, devido a presenca de residuos
organicos, pedacos de gorduras e sangue, bem como a baixa temperatura do
ambiente.

Apesar da Circular no 354/2004 do Departamento de Inspecédo de
Produtos de Origem Animal (DIPOA) nao estabelecer limites para as
estimativas de Listeria sp. e L. monocytogenes, de acordo com a legislacéo,
resultados positivos frequentes (mais de dois) em amostras ambientais para L.
monocytogenes, indicam a necessidade de realizacdo de testes no produto
final para avaliar a inocuidade do mesmo (BRASIL, 2004).

Resultados positivos em amostras no processo produtivo para L.
monocytogenes, indicam a necessidade de realizacdo de testes no produto
final para avaliar a inocuidade do mesmo. Mesmo nos casos em que os indice
ndo € extremamente alto, como o0s encontrados neste trabalho, s&o
importantes para avaliar os programas de qualidade do local de abate e
processamento, buscando a auséncia de contaminacéo do produto final.

Von Laer (2004) ao analisar amostras coletadas em uma planta de
processamento de linguica mista frescal, localizada na cidade de Pelotas/RS,
Brasil, detectou a presenca de L. monocytogenes em 21% (4) e 20,8% (5) das
19 amostras de ambientes e 24 de equipamentos, respectivamente. Esse
resultado em conjunto com o obtido neste estudo, demonstra que apesar de
ser comum a presenca de Listerias no ambiente produtivo de abate e
processamento de carnes, um fator determinante para evitar a disseminacao
das mesmas nestes locais, seria uma politica de higiene mais eficaz e realizada
da forma correta (SANTOS et.al 2013)
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Este trabalho confirmou resultados registrados na literatura para Listeria
monocytogenes, em que a presenca do micro-organismo nas portas, paredes e
ralos mostrou-se positiva. (MENEZES et.al 2014, CESAR et.al 2011). A
pesquisa de Silveira (2010) verifica ser o piso e os ralos os importantes focos
de contaminagé&o para o produto final, uma vez que todas as amostras de piso
e ralos coletadas apresentaram contaminacdo por L. monocytogenes,
assemelhando-se aos resultados encontrados neste trabalho. A mesma autora
cita em seus estudos que todas as amostras de ralo apresentaram colbnias
tipicas de Listeria sp, evidenciando também a questdo higiene como uma das
principais causas de presenca do patégeno no ambiente de processamento,
mesmo em se tratando de pisos e ralos.

Suinos carregam a bactéria no trato gastrintestinal, como pode ser
observado em estudos que amostraram fezes nas paredes do local de abate e
swabs peri-anais de animais ao abate. A partir desses animais carreadores, as
carcacas seriam contaminadas pelo extravasamento do conteldo intestinal na
linha de processamento (THEVENOT et al., 2006). Esta informaca é compativel
com o resultado obtido neste estudo, onde foram encontrados de L.
monocytogenes apds a evisceracdo, no caso na amostra 21 da primeira coleta
e 1B da segunda, que sdo os locais onde as visceras sdo preparadas para
higienizacdo. Outros estudos demonstram que o local de retirada e estocagem
de visceras albergam populacdes ainda mais elevadas de L. monocytogenes
gue sendo uma importante origem de contaminac¢do (AUTIO et. al., 2000;
THEVENOT et. al., 2006), o que também pode ser confirmado com as
amostras citadas anteriormente..

Comparando os resultados obtidos com os encontrados por Santos et.
al. (2011) que demonstrou Listeria sp e L. monocytogenes nos pontos de
evisceracdo e ralos da refrigeracdo, prova-se que este micro-organismo é
resistente técnicas de higiene usadas em frigorifico. A autora ainda disserta
que a carcaca pode ser contaminada por fezes de animais portadores sadios
ou doentes, durante o abate ou de contaminacgdo oriunda do proprio ambiente
de abate.

A presenca de L. monocytogenes em portas também é bastante comum,

como ja citado anteriormente, porém este fato ndo deveria existir ja que a
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empresa estudada conta com servicos de higienizacdo no inicio e final do
abate, 0 que evidencia mais uma vez que a higiene nao esta sendo efetiva e
conclusiva para a ndo contaminagdo do ambiente, ou seja, os funcionarios nao
estdo executando as medidas de higiene da forma correta ou os produtos que
sdo aplicados no ambiente produtivo ndo esta sendo eficaz na eliminacdo de
residuos dos animais que podem disseminar a contaminacao e proliferacdo de
micro-organismos patogénicos.

A mé&o do manipulador do setor de evisceracdo, denominada amostra
4B, também apresentou amostra confirmativa, demonstrando também o que ja
foi citado anteriormente. O funcionario trabalha com contato direto com as
fezes dos animais, dificultando a auséncia de micro-organismos patogénicos no
local. Mesmo assim, a higienizacdo deste local deveria ser feita da melhor
maneira possivel, j& que as tripas serdo encaminhadas para o processamento
de linguica, podendo levar a contaminacdo do produto final. Segundo a
legislacdo vigente, os manipuladores também podem ser agentes causadores
de contaminacdo por ndo adotarem praticas de higiene pessoal (BRASIL,
2004).

A coleta da faca, mesmo apos a limpeza demostrou g a higienizacéo
nao foi efetiva para a presenca deste micro-organismo, deixando ainda mais
preocupante o resultado deste estudo. Fato que também foi observado por
Eustace et. al. (2007), onde analisaram facas usadas por operadores no
processo de abate, imediatamente ap0s a limpeza, e obtiveram respostas
confirmativas. Uma das explicacbes para tal fato se da a sobrevivéncia de L.
monocytogenes em superficies através da formagéo de biofilme, dificultando
sua eliminagdo somente com agua.

Outro local que apresentou Listeria foi a area de descarte do
estabelecimento, codificada como amostra 5B. Neste local estdo todos os lixos
condenados, como pelos e dejetos dos animais. Neste tipo de ambiente &
comum a presenca de varios patdogenos devido a presenca das fezes, como
cita Caselani (2010), quando diz que peles e pélos impregnados de sujidades e
fezes podem carrear milhdes de bactérias aerdbias e anaerdbias para o interior

dos ambientes de abate e processamento.
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Dos programas utilizados cotidianamente por industrias alimenticias, os
executados neste estabelecimento, sdo as Boas Praticas de Fabricacdo e
Analise de Perigos e Pontos Criticos de Controle (HACCP) (PETTINATI, 2006).
Estes, podem ter influenciado nos resultados dos demais ambientes que
apresentaram resultados negativos para L. monocytogenes, mas ainda assim
nao estdo sendo executados da maneira correta, devido a apresentacdo de
resultados positivos.

O Estabelecimento ja conta com medidas corretivas, visando a
qualidade no processamento e produto final. Foram realizados treinamentos
com os funcionarios com o intuito de promover a conscientizacdo dos
manipuladores com relacdo a veiculacdo da contaminacao oriunda de praticas
inadequadas de higiene, porém novos treinamentos devem ser executados
para a fixacdo da importancia da higiene no processo produtivo.

A implantacdo das BPF € o inicio para o progresso da seguranca
alimentar e para sucesso dessa implantacdo é extremamente importante que
os manipuladores e demais funcionarios estejam compromissados com a
rotina. Lopes, (2008) diz que o trabalhador instruido efetivamente conseguira
perceber as falhas no processo produtivo e também pode assessorar como
agente disseminador. Dessa forma, a higiene pessoal é uma exigéncia seja
qual for a atividade de controle da qualidade.

As BPF séo pré-requisitos indispensaveis para a implantacdo de
qualquer programa de qualidade, e consistem em um conjunto de principios e
regras para a correta manipulacdo de alimentos, considerando desde a
matéria-prima até o produto final. Envolvem ainda as condicbes de
armazenamento, condicdes estruturais de edificios, condicbes de
equipamentos, sanificacdo de equipamentos e estabelecimentos, controle de
pragas, higiene pessoal e tratamento de efluentes. As portarias 326/97 do
Ministério da Saude e a portaria 368/97 do Ministério da Agricultura
determinam a obrigatoriedade da utilizacdo das Boas Préticas de Fabricacdo
nos estabelecimentos produtores e industrias de alimentos (PASCHE et. al.
2013).

A pesquisa de L. monocytogenes em estabelecimentos de abate de

suinos brasileiros merece maior atencdo das autoridades de Saude Publica e
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das instituicbes de ensino e pesquisa visando o bem estar da populacdo e a
qualidade microbiologica dos alimentos produzidos neste pais.

Considerando a incipiente investigacdo nacional de L.monocytogenes no
processo de abate de suinos, os resultados desta pesquisa alertam para a
demanda de novas investigacfes dessa natureza, incluindo a avaliacdo de
riscos, para estabelecer uma condicdo sanitaria mais clara com relacdo aos
possiveis riscos de transmissdo da listeriose ao ser humano a partir do
processo de abate de suinos, dada a grande diversidade de padrdes higiénico-

sanitarios de abate existente no Brasil.

Von Laer (2006), ao analisar, através da PCR, amostras coletadas em uma
planta de processamento de linguica mista frescal, localizada na cidade de
Pelotas/RS, Brasil, detectou a presenca de L. monocytogenes em 21% (4) e
20,8% (5) das 19 amostras de ambientes e 24 de equipamentos,
respectivamente. Demonstrando mais uma vez, a importancia das analises
rapidas no ambiente produtivo, afim de se prevenir a contaminacdo de L.
monocytogenes no processamento de produtos carneos.

De acordo com Rodrigues et al. (2011), é possivel observar que o
diagnéstico molecular via amplificacdo de DNA (PCR) esta em crescimento e
consequentemente as inovacfes relacionadas serdo notaveis nos proximos
anos, com a valorizacdo do limiar de deteccdo e tempo de andlise, o que é
considerado uma inovacao tecnolégica.

Vale reforcar que a industria deve estar atenta a esta tendéncia, pois
pode estar elevando a credibilidade e a vantagem competitiva da empresa, pois
fatores como alta confiabilidade, sensibilidade, especificidade, tempo de
analise, custos, entre outros, sdo aspectos relevantes associados a PCR.

Por mais que L. monocytogenes tenha sido encontrado em locais
cotidianos para sua proliferacdo e que a incidéncia tenha sido baixa no
estabelecimento estudado, observa-se uma evidente preocupagdo com O
controle de qualidade e melhoria no processo de higiene do estabelecimento,
pois 0 mesmo agora conta com servigcos de auditoria e monitoramento das
condi¢cdes microbioldgicas em todo o processo industrial, mantidos sob
inspecéo do SIP/POA.
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4.4 IDENTIFICACAO GENOTIPICA DOS ISOLADOS A PARTIR DE FOCOS
DE CONTAMINACAO

Das 10 amostras submetidas ao sequenciamento, somente 4
apresentaram sequencias possiveis de serem analisadas, sdo elas as
amostras 1(mesa da evisceracao(triparia), 5(lixo condenado do frigorifico),
9(ralo da camara de resfriamento 3) e 10(area de espera das camaras).

Na figura 5, sédo apresentadas os alinhamentos das sequencias, onde foi
possivel observar as regides onde os nucleotideos se repetiam e desta forma

foi gerada uma sequencia padrao.

" Mé: Alignment Explorer - olEl
Data Edit Search Alignment Web Sequencer Display Help
DSES | TamwY vy ®BX mB o hHY R

DNASequences | Translated Protein Sequences

Gzour Name

Figura 5: Alinhamento das sequencias de DNA.

Fonte: Autoria Prépria, 2015

Na figura 6, apresenta-se a arvore filogenética das Listerias
sequenciadas, e a porcentagem de similaridade entre 0s micro-organismos
isolados. Observa-se que todas as amostras sequenciadas possuem 100% de
similaridade entre elas, ou seja, todas sdo da mesma familia génica e 99% de
similaridade coma linhagem Listeria monocytogenes ATCC19116, causador da

listeriose , doenca causadora de Obitos no mundo.
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Listeria_monocytogenes_ isolate_1
Listeria monocytogenes X60035

100 | Listeria_monocytogenes_ isolate_10

Listeria_monocytogenes_ isclate_9

I Listeria_monocytogenes_ isclate_5

Listeria monocytogenes isolate FSL F2-

Listeria monocytogenes ATCC 9525
~{ Listeria monocytogenes strain FSL J2-071
9

Listeria monocytogenes strain ATCC 19116

| Listeria seeligeri isolate FSL S4-200
100 L Listeria seeligeri strain ATCC 35967

Figura 5: Arvore filogenética proveniente do sequenciamento.

Fonte: Autoria Prépria, 2015

A explicacéo para tal, se deve ao fato de existir uma disseminacao da
bactéria em toda a planta do estabelecimento, ja que a sala de evisceracao 2
(triparia), que é o ponto inicial da presenca de Listeria monocytogenes, e onde
possivelmente iniciou-se a disseminacdo da bactéria para o0s demais
ambientes, encontra-se a mais de 20 metros das salas de refrigeracdo onde a
mesma também foi encontrada. O local onde também obteve-se essa
confirmacéo, o lixo contaminado (amostra 5), encontra-se no lado de fora do
abatedouro, e por ser um ambiente com muitos dejetos considera-se comum a

presenca de L. monocytogenes .

O resultado encontrado pode ser considerado um grave problema de
falta de higienizacdo correta no estabelecimento. Apesar de ser inevitavel a
entrada das fezes dos animais, local onde se encontram L. monocytogenes, a
presenca das linhagens que também estdo na sala da triparia, demonstra que
os programas de qualidade nédo estdo sendo executados de maneira eficaz, ou
como ja comentado, pode estar acontecendo uma possivel contaminacdo

cruzada dentro da planta processadora.

Lotfollahi (et. al. 2014) utilizou o sequenciamento para confirmar a
presenca de L.monocytogenes em isolado de creme e salsicha. O autor

trabalhou com o sequenciamento do gene hylA e conseguiu confirmar 24 das
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50 amostras que estudou. O gene utilizado para essa confirmacao foi 0 mesmo
utilizado neste trabalho, evidenciando sua eficiéncia nas analises de

confirmag&o do micro-organismo em estudo.

Isolados de L. monocytogenes apresentando perfis idénticos foram
detectados em diferentes situagdes: provenientes de uma mesma amostra de
produto carneo, de produtos cérneos distintos, coletados em um mesmo
estabelecimento comercial, de produtos céarneos distintos coletados em
diferentes regiées do municipio de Sdo Paulo; de um mesma categoria de
produto carneo coletado em diferentes regifes. Isolados de L. monocytogenes
com perfis diferentes também foram encontrados em uma mesma amostra
(ROWLANDS, 2013), resultados esses, gue assemelham-se aos encontrados
nesse estudo, porém deixando evidenciado que as analises envolvendo
sequenciamento de DNA também podem ser aplicadas em amostras de

produtos alimenticios, e ndo somente ambientais.

Com relacdo a pesquisa de genes que codificam resultados similares, ao
do presente estudo, tém sido descritos, porém com genes diferentes, como o
caso de MAMMINA et al. (2009) detectaram os genes inlA, inlC e inlJ em todos
os 54 isolados de L. monocytogenes, pertencentes aos sorotipos 1/2a, 1/2b e
4b, provenientes de casos esporadicos de listeriose na Italia. WIECZOREC et
al. (2012) verificaram 100% de positividade para esses genes em 85 isolados
obtidos de carne moida bovina, sorotipos 1/2a, 1/2b, 1/2c e 4b, assim como
JAMALI et al. (2013) em 18 isolados de L. monocytogenes, distribuidos em trés

sorogrupos, obtidos de leite cru.

4.5 DADOS DO LEVANTAMENTO DOS SISTEMAS EXISTENTES PARA
DIAGNOSTICOS DE Listeria monocytogenes EM LABORATORIOS
COMERCIAIS

Dos Laboratorios pesquisados somente o L10 ndo possui servicos de
analise de Listeria monocytogenes. Quando questionado se utilizava PCR

como método analitico, apenas um deles, realiza PCR em alimentos, mas
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detecta somente Salmonella sp e exclusivamente em amostras oriundas de
carne bovina.

Os nove laboratdérios restantes executam somente analise microbiologica
convenciona de L. monocytogenes, e alegaram nao ter interesse em partir para
o diagndstico molecular devido ao alto custo dos equipamentos e treinamentos
para os analistas. Os dados sobre valores e tempo das duas técnicas estao

descritos na tabela 3.

Tabela 3: Comparacao de valores e tempo propostos por Laboratdrios Particulares

LABORATORIO VALOR TEMPO TOTAL DE TECNICA
ANALISE UTILIZADA
L1 R$ 90,00 10 dias Microbiologia
convencional
L2 R$ 75,00 10 dias Microbiologia
convencional
L3 R$85,00 12 dias Microbiologia
convencional
L4 R$110,00 10 dias Microbiologia
convencional
L5 R$ 80,00 12 dias Microbiologia
convencional
L6 R$ 95,00 13 dias Microbiologia
convencional
L7 R$ 100,00 10 dias Microbiologia
convencional
L8 R$ 95,00 10 dias Microbiologia
convencional
L9 R$70,00 11 dias Microbiologia
convencional
L10 R$70,00 02 dias (amostra de PCR

Salmonella sp

Fonte: Autoria Prépria, 2015

Os beneficios e vantagens sao grandes estimuladores para a escolha
das técnicas moleculares. A melhoria nas analises sdo necessarios e técnicas
rapidas para economizar trabalho, tempo e custo sdo demanda urgente. (TANG
et. al. 2009).

Com a pesquisa feita em Laboratoérios particulares, observou-se poucas
opcOes de andlise de L. monocytogenes. Estes laboratérios foram escolhidos
por estarem localizados estrategicamente para atender grande parte do Brasil.
Porém constata-se, que existe uma falta de locais especializados e
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profissionais treinados para executar a analise do micro-organismo, mesmo se
tratando da microbiologia convencional, que é a rotineiramente utilizada.

Outro fator interessante verificado, é que somente um Laboratorio
fornecia diagnostico molecular como técnica aplicada. Este, ainda ressalta que
as amostras devem ser somente de carnes bovinas, suinas e ovinas, e também
analisam somente Salmonella sp., ndo avaliam presenca de varios outros
micro-organismos de alta periculosidade e de suma importancia para a
qualidade de derivados carneos e demais alimentos.

Almeida (2010) relaciona fatores condicionantes como barreiras a
adocdo da técnica de diagnostico molecular. Neste contexto, a auséncia de
capacitacdo dos profissionais, a auséncia de qualificacdo no mercado, 0s
procedimentos burocraticos, principalmente com relacao a legislacoes, e a falta
de recursos financeiros representam 0s principais para 0 avango nas pesquisas
com PCR.

De acordo com Rodrigues et. al. (2011), € possivel observar que o
diagndstico molecular via amplificagcdo de DNA (PCR) est4 em crescimento e
consequentemente as inovacdes relacionadas serdo notaveis nos préximos
anos, com a valorizacao do limiar de deteccdo e tempo de andlise. A autora
citada anteriormente, enfatiza ainda, que a PCR pode ser indicada como o ato
de inovacao tecnolégica.

Vale reforcar que a industria deve estar atenta a esta tendéncia, pois
pode estar elevando a credibilidade e a vantagem competitiva da empresa, pois
fatores como alta confiabilidade, sensibilidade, especificidade, tempo de
analise, custos, entre outros, sdo aspectos relevantes associados a PCR.

Uma estimativa de valores da extracdo de DNA e PCR executado nesta
pesquisa, a fim de se comparar os valores com o apresentado pelo laboratério
L10 e também como o apresentado pelos demais laboratérios. Nesses valores
nao estdo inclusos valores dos equipamentos, nem a hora de trabalho do
executor da analise, por se tratar de uma pesquisa de cunho cientifico. Foram
expressos valores gastos somente com o0s reagentes utilizado e materiais
descartaveis como ponteiras e luvas. Os dados foram tabulados e constam na
tabela 4.
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TABELA 4: Levantamento de custos dos reagentes para extracdo de DNA e
reacdo de PCR

REAGENTE VALOR COMERCIAL VALOR GASTO
TE R$ 180,00 R$ 0,10
DNTP R$328,00 R$ 0,16
BUFFER R$ 3500,00 R$ 1,75
PRIMER R$960,00 R$ 0,96
MgCl, R$160,00 R$ 0,24
Taq DNA polimerase R$ 284,00 R$ 0,17
Marcador de Peso Molecular R$ 650,00 R$ 1,95
Ponteiras 10 ul R$ 36,00 R$ 0,21
Ponteiras 1000ul R$ 48,00 R$ 0,10
Ponteiras 20ul R$ 65,00 R$ 0,20
Luvas descartaveis P R$ 20,00 R$ 0,40

Fonte: Autoria Prépria, 2015

A tabela 5 demonstra o valor total gasto na Extracdo de DNA e reacéo
de PCR.

Tabela 5: Valores totais de custos na extracdo de DNA e reacdo de PCR
(incluindo o Nested PCR)

CUSTO PROCEDIMENTO
R$ 0,10 Extracdo de DNA
R$ 12,28 Amplificacdo de DNA (PCR)

Fonte: Autoria Prépria, 2015

Como o protocolo de extracdo de DNA utilizado neste experimento € de
liste térmica, o custo & extremamente baixo, devido a utilizacdo de somente um
tipo de reagente, evidenciado o baixo custo da analise de PCR em comparagéo
com a Microbiologia Convencional, pois esta demanda de muitas fases para
sua confirmacdo e muitos meios de cultivo, tornando a analise cara e
trabalhosa. O fato das analises convencionais serem trabalhosas podem ser
um fator determinante para o custo elevado para sua realizagao.

Quando se compara o valor obtido neste estudo, com o proposto pelo

Laboratério L10, os valores ndo sdo completamente diferentes, ja que como
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dito anteriormente, neste calculo ndo foi inserido os gastos com a compra de
equipamentos, nem energia elétrica, agua e funcionarios. Contudo, o valor
expresso pelos demais laboratérios de microbiologia convencional é
consideravelmente maior do que o apresentado pelo L10 de andlises
moleculares.

Andrade et. al. (2010) comenta que na microbiologia tradicional, diversos
caldos seletivos de enriquecimento e agares disponiveis para recuperacao e
multiplicacdo de L. monocytogenes a partir de espécimes ambientais e de
alimentos.

Além disso, sdo necessarios varios testes bioquimicos para a
classificacdo taxondbmica dos isolados e confirmacdo do género para
identificacdo da espécie, 0 que pode ser o responsavel pelo alto custo das
analises convencionais apresentados neste estudo. Andrade et. al.(2010) relata
ainda, que as técnicas moleculares estardo sendo utilizadas com mais
frequéncia com o decorrer dos tempos, a sua utilizagcdo vem contribuir com as
técnicas tradicionais proporcionando, assim, diagndsticos cada vez mais
precisos e em curto prazo de tempo.

Ressaltando que o diagnéstico molecular € um campo em franco
avanco cientifico e tecnoldgico, no qual novas técnicas moleculares estdo em
desenvolvimento para o diagnostico de bactérias em ambientes de
processamento e também no produto alimenticio.

Outro elemento determinante para escolha da analise de PCR para
deteccdo de patdgenos € o tempo. O Unico laboratério que usa esta técnica
habitualmente determinou um prazo de dois dias para entrega dos resultados
assemelhando-se ao tempo usado para deteccdo de L.monocytogenes neste
estudo.

Sendo que um dia seria para todo procedimento de analise e o outro
para dificuldades e demoras com laudos, demonstrando mais uma vez
vantagem em relacdo a outra técnica comparada, pois as demais apresentaram
prazos consideravelmente demorados.

Na técnica executada neste experimento, o tempo total envolvendo
desde a etapa de extracdo de DNA até a demonstracdo do resultado final foi de

24h, o que se assemelha ao apresentado por L10.
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Quando se compara o tempo de duracdo da andlise, a PCR apresenta
vantagem por ser uma técnica rapida, com cerca de 30 horas para obtencéo do
resultado, enquanto a microbiologia convencional pode levar de cinco a 15
dias, dependendo do micro-organismo analisado (MALDONADO, 2008).

Nas ultimas décadas, a utilizacdo das técnicas de PCR na deteccao e
identificacdo de L. monocytogenes tem se demonstrado eficiente, segundo
varios trabalhos (MCGINNIS, 2006; ANDRADE et. al. 2010). O sucesso da
PCR reforca a possibilidade da realizacdo da andlise direta em alimentos (sem
isolamento de colbnias), o que facilita o diagnéstico devido a reducéo de tempo
e trabalho. (KARAHAN et. al. 2007).

O tempo da PCR é uma vantagem de destaque também para Passo
(2009), que afirma levar de cinco a vinte e quatro horas para produzir um
resultado de deteccédo, o que também é observado nesta pesquisa.

5 CONCLUSAO

Este trabalho reforgcou a importancia do controle e monitoramento de L.
monocytogenes no ambiente e equipamentos no matadouro de suinos
estudado, evidenciando, neste caso, que a sala onde séo higienizadas as tripas
para posterior processamento, sdo importantes pontos de disseminacéo de L.
monocytogenes dentro do ambiente frigorifico. A mesa de evisceragdo também
se mostrou como possivel foco inicial de contaminacdo cruzada por este micro-

organismo devido a presenca em grande quantidade de fezes.
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Outro ponto importante observado com contaminacao foi que a faca
utilizada pelo manipulador, apresentou resultado confirmativo para L.
monocytogenes, evidenciando a ineficiéncia do processo de higienizacdo dos
equipamentos utilizados nesta unidade produtiva.

Um dos pontos cruciais deste estudo, a etapa de sequenciamento,
demonstra que o setor da triparia pode ser apontado como foco inicial de
contaminacdo na empresa, ja que apresentou micro-organimos da mesma
familia filogenética, ou seja, apresentando 100% de similaridade na amostra
coletada no setor citado, com a que se encontra nas camaras de resfriamento.

Cabe aos profissionais diretamente ligados a Engenharia de Producéo e
areas afins, o desafio de adequacédo de novas tendéncias aos principios de
seguranca alimentar sustentado pelas industrias de alimentos mais
preocupadas em servir com qualidade e exceléncia seus clientes: o0s

consumidores.

Esforcos se dado especificamente para reduzir o tempo de deteccéo e
aumentando a sensibilidade e especificidade da deteccdo de qualquer do
organismo ou da toxina. As diversas metodologias baseadas na biologia
molecular, vem contribuindo enormemente a seguranca alimentar, tornando a

pesquisa de agentes de infec¢cdes de origem alimentar mais eficiente.
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Resumo: Listeria monocytogenes € um patdgeno transmitido por alimentos
que pode causar sérias doencas, principalmente em individuos
imunodeprimidos. A identificacdo rapida e precisa desta bactéria nos alimentos
€ uma grande aliada na prevencdo da sua transmissdo. Os métodos
moleculares tém se mostrado efetivos no que se refere a estes quesitos, no
entanto, ainda é dificil determinar a melhor técnica de extracdo do DNA em
funcdo das caracteristicas de cada micro-organismo. A eficiéncia da PCR
depende de DNA em quantidade e qualidade satisfatorios. O presente trabalho
teve por objetivo avaliar duas técnicas de extracdo de DNA, uma por
detergente CTAB e outra por lise térmica. Foram utilizadas quatro cepas de L.
monocytogenes, sendo uma ATCC 19117 e trés isoladas de ambiente industrial
(ralos de um frigorifico), previamente identificadas por métodos convencionais
e confirmadas por métodos moleculares. A extracdo por lise térmica
apresentou resultados satisfatérios, proporcionando a visualizacdo de bandas
visiveis e sem interferentes na reacdo de PCR. A lise térmica mostrou-se um
bom protocolo de extracdo, pois além de fornecer DNA na quantidade e
qualidade necessaria para a amplificacdo, € uma técnica simples, rapida e
barata. Palavras-chave: Métodos moleculares; microbiologia; detergente
CTAB; lise térmica.

Introducao

O género Listeria compreende seis espécies: L. monocytogenes, L.
innocua, L. ivanovii, L. seeligeri, L. welshimeri e L. grayi (Liu, 2006). S&o
bactérias resistentes a grandes variagées de pH, temperatura e concentracdes
salinas; em fungdo destas caracteristicas, podem estar presentes em ampla
variedade de ambientes, incluindo solo, agua, efluentes e alimentos (Gandhi et
al., 2007). Somente duas espécies do género sdo consideradas patogénicas, L.
monocytogenes para 0 homem e outros animais e L. ivanovii para outros
mamiferos (Liu, 2006). A doenca causada no homem inclui infec¢des severas,

como septicemias, encefalite, meningite e aborto, com altas taxas de
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hospitalizacbes e mortes. Acomete principalmente pessoas idosas, recém-
nascidos, gestantes e individuos imunocomprometidos (Swaminathan &
Gerner-Smidt, 2007).

A listeriose em humanos, apesar de apresentar menor incidéncia em
comparacdo com outras doencas veiculadas por alimentos, tem sido
responsavel por até um terco dos Obitos em decorréncia desse grupo de
enfermidades (EFSA, 2013). Os casos de listeriose em humanos sédo causados
quase que exclusivamente por L. monocytogenes, portanto essa espécie tem
sido o foco dos critérios microbiol6gicos em legislacbes concernentes a
inocuidade dos alimentos. O parametro auséncia de L. monocytogenes tem
sido adotado, de acordo com o pais, para alimentos de pronto consumo em
geral, ou apenas para agueles que serdo consumidos por grupos de risco, ou
que propiciam a multiplicacdo da bactéria (Yang et al., 2006; EFSA, 2013).

Os métodos tradicionais de isolamento de L. monocytogenes, aprovados
por agéncias regulamentares, requerem varios dias para serem concluidos,
pois exigem enriquecimento seletivo, plaqueamento em meios seletivos e
confirmacéo bioquimica dos isolados (Gasanov et al., 2005).

Véarios métodos envolvendo genes estdo sendo utilizados com éxito na
tipagem molecular de L. monocytogenes (Parisi et al., 2010; Destro, 2000). De
acordo com Corcoran et al. (2006), o ajuste de técnicas envolvendo os
processos fenotipicos com genotipicos tende a ser benéfico na averiguacao de
ocorréncias de surtos de listeriose, ja que os fenotipicos sdo Uteis para uma
primeira despistagem, relativamente a vicéncia de relacdo de afinidade entre
estirpes, e 0s genotipicos para a sustentacdo das relacdes existentes. Dentre
as técnicas existentes, destaca-se a PCR (Reacdo em Cadeia pela
Polimerase), a qual tornou-se o método genético mais conhecida e utilizada
em diagndstico microbiologico (Malorny et al., 2003).

Uma das etapas decisivas nas analises moleculares € o isolamento do
DNA bacteriano em quantidade e qualidade suficiente para amplificacdo pela
PCR. Para extracdo de DNA podem ser empregados varios procedimentos de
rompimento da parede celular em bactérias, que podem ser classificados em
meétodos enzimaticos, quimicos, ndo-mecanicos e mecanicos (Persson et al.,

2011). No entanto, ha uma grande diferenca na quantidade e na qualidade do



76

DNA obtido em funcéo da técnica de extracdo utilizada (Quigley et al., 2012). A
extracdo e purificacdo do DNA bacteriano é uma etapa fundamental para o
sucesso da reacdo de PCR, considerando que os alimentos, assim como
outras amostras organicas, apresentam grande quantidade de inibidores, que
interferem diretamente na amplificacdo do DNA (Liu, 2008).

Existem diversos métodos para a extracdo do DNA a ser utilizado nas
analises moleculares, o que dificulta a escolha de um protocolo padrdo. O
presente trabalho tem por objetivo avaliar o uso de duas metodologias para
isolamento de DNA gendmico de L. monocytogenes, de modo a estabelecer

um protocolo eficiente na identificacdo deste micro-organismo.

Material e Métodos

Para a realizacdo deste experimento foram utilizadas 4 cepas de L.
monocytogenes, sendo uma cepa ATCC 19117 e trés isoladas de ambiente
industrial (ralos de um frigorifico), previamente identificadas por métodos
convencionais e confirmadas por métodos moleculares.

As amostras foram incubadas no Laboratério de Microbiologia da
Universidade Tecnologica Federal do Parana — Campus Ponta Grossa - PR,
em caldo BHI a 37 °C por 18h, 24h e 36h para determinacéo do tempo ideal de
incubacdo. Logo apods, foram encaminhadas para o Laboratério de
Bioengenharia do mesmo Campus, para posterior extracdo de DNA e reacgao
de PCR.

Extracdo de DNA
Foram testados dois protocolos de extracdo de DNA bacteriano, um

deles utilizando CTAB e outro utilizando a técnica de lise térmica.
Extracdo com detergente CTAB

Para extragdo de DNA das cepas bacterianas, utilizou-se o protocolo
proposto por Olindo et al. (2009), no qual uma quantidade de 2,5 mL de
amostra foram precipitados em tubos de microcentrifuga com 1,7 mL por meio
de um pulso de centrifugacdo a 14.000 rpm. O sobrenadante foi eliminado e
este processo foi repetido até que todo o volume (2,5 mL) fosse precipitado. Ao
pellet obtido foram adicionados 700 mL de tampéao de extracdo (1,4 M NacCl,
100 mM Tris-HCI, pH 8,0; 20mM EDTA, pH8,0; PVP-40 1%; CTAB 2%;
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Proteinase K, 20mg/mL; &-Mercaptoetanol 0,2%). A solucéo foi misturada em
vortex e incubada por 30 minutos a 65°C em banho-maria, sendo misturada
com o cuidado de nao se fazer movimentos bruscos a cada 10 minutos. Foram
acrescentados 650 pL de cloroférmio:alcool-isoamilico (24:1), a solugéo foi
homogeneizada até formar uma emulséo e centrifugada a 14.000 rpm durante
7 minutos. A fase aquosa foi transferida para um novo tubo e adicionada de
200 mL de tampado de extracdo sem Proteinase K, homogeneizado, e
adicionados entdo 650 pL de cloroférmio:alcool-isoamilico  (24:1),
homogeneizada novamente e centrifugada a 14.000 rpm por 7 minutos. O
processo com 650 uL de cloroférmio:alcool-isoamilico (24:1) foi repetido por
mais duas vezes até que a fase aquosa adquirisse aparéncia translucida. O
DNA foi precipitado com 1 volume de Isopropanol conservado em temperatura
ambiente, homogeneizado e centrifugado a 14.000 rpm durante 7 minutos. O
sobrenadante foi entdo removido e a superficie do precipitado foi lavada por
duas vezes com 70 mL de etanol 70%, preparado um pouco antes do uso. A
cada lavagem o precipitado foi centrifugado por 2 minutos a 14.000 rpm. Em
seguida o pellet foi seco em temperatura ambiente por 30 minutos e
ressuspendido em 40 uL de TE (10 mM Tris-HCI, pH 8,0; 1 mM EDTA, pH 8,0 +
10 mg/uL de RNAse) e deixado em banho-maria a 37°C por 30 minutos.
Extracdo por lise térmica

Para o procedimento de extracdo de DNA, seguiu-se 0 protocolo
utilizado por Peres et al. (2010), utilizando o método de lise térmica com
adaptacdes. Tranferiu-se 2 ml de cada amostra para um microtubo estéril. Apos
centrifugacéo a 5.000 rpm durante 4 minutos, o sobrenadante foi desprezado, o
pellet foi lavado trés vezes com 500 pl de tampéo TE (10 mM Tris, 1 mM EDTA,
pH 7,8) e submetido a uma centrifugagcédo por dois minutos a 5.000 rpm. O
pellet foi suspenso novamente em 100 pl de TE e mantido no banho seco, com
temperatura de 98° por 10 minutos. Em seguida foi feita centrifugacéo a 12.000
g durante 30 segundos e o sobrenadante foi estocado a -20°C para posterior

utilizacao.

Reacdo da PCR
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Para a reacdo de PCR, seguiu-se o protocolo descrito por Peres et al.
(2010) com adaptacbes devido a marcas de reagentes e também
equipamentos. A reagcdo denominada “mix”, continha 1 pl de cada primer (10
pMM), 5 pl de tampéo de PCR 10 X, 1,5 pl de MgCI2 (50mM), 1 ul da mistura de
nucleotideos (10 mM), 0,2 U de Taq polimerase, 3ul de DNA bacteriano e agua
Milli-Q para completar um volume de 25 pl. As condicdes de amplificacdo
foram: 5 minutos a 94°C, 35 ciclos de 30 segundos a 94°C, 45 segundos a
temperatura de anelamento dos primers, que foi 50°C e 45 segundos a 72°C, e
uma extensdo final de 5 minutos a 72°C, como descrito por Aznar e Alarcon
(2003). Como controle positivo da reacao, utilizou-se DNA extraido da amostra
de L. monocytogenes ATCC 19117, e como controle negativo, agua Milli-Q

esterilizada. Os primers utilizados na reacéo estao descritos na Tabela 1.

Tabela 2 - Primers utilizados na reacdo da PCR para identificacdo de Listeria

monocytogenes
Primers Gene-alvo Produto amplificado (pb) Referéncia
CCTAAGACGCCAATCGAA hiyA F 702pb Border et al. (1990)
AAGCGCTTGCAACTGCTC hlyA R

Fonte: Autoria Prépria, 2014

Os fragmentos de DNA amplificados foram separados por eletroforese
em gel de agarose, aproximadamente uma hora utilizando-se 70 volts. O gel de
agarose foi submerso em solucédo de brometo de etidio na concentracéo de 0,5
pMg/mL, por 10 minutos e fotodocumentados em transiluminador ultravioleta
utilizando software LpiX Image para a visualizagdo das bandas. Utilizou-se
marcador de peso molecular de 100 pb para estimativa do tamanho dos
produtos de PCR.

Resultados e Discussao
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O tempo ideal de incubacéo das cepas em caldo BHI foi de 24h a 37 °C.
O Periodo de 18h mostrou-se ineficiente, uma vez que a cultura ndo atingiu a
fase estacionaria da curva de crescimento, ndo produzindo assim a massa
celular necesséria para a extracdo do DNA na quantidade necesséria. Silva
(2010), disserta que ao inocular L. monocytogenes em meio liquido de BHI a 37
°C, observa-se uma turvacdo no meio somente apos 18-24 h.

O periodo de 36h também se mostrou eficiente neste estudo; 0 mesmo
resultado foi relatado Cesar et al. (2011). No entanto, este tempo de incubacéao
pode ser considerado uma desvantagem quando se procura rapidez no
resultado, uma vez que, como observado anteriormente, com 24 horas
consegue-se uma boa quantidade de biomassa para realizacdo das analises
de PCR.

A quantidade de massa celular é importante para facilitar a extracdo do
DNA na guantidade e qualidade necessaria para a reacado de PCR. Avaliando-
se 0s protocolos de extracdo testados, verificou-se que o produto da extracéo
de DNA por CTAB apresentou pouca quantidade e qualidade para a reagao de
PCR. Resultados semelhantes foram observados por Mesquita et al. (2001)
que utilizou protocolo com CTAB e a proteinase K, apresentando baixa
guantidade de DNA e alta quantidade de proteina. Esse fato pode representar
a causa mais provavel da ndo amplificacdo pela PCR do DNA obtido com esta
metodologia de extracao.

No entanto, a extracdo por lise térmica apresentou DNA em quantidade
e qualidade satisfatorios para a amplificacdo pela reacdo de PCR (Figura 1).
Produtos de PCR de boa qualidade a partir de lisado celular de L.
monocytogenes ja foram descritos em outros estudos (Fluit et al., 1993; Aznar
& Alarcon, 2003; Aslam et al., 2003; Ripjens & Herman., 2004). A extragdo por
lise térmica € mais rapida e simples, por utilizar pequenas quantidades de
solugdes-tampéo, sendo assim mais econdmica, oferecendo menos riscos a
saude do manipulador e causa menos impactos ao meio ambiente (Garcia et
al., 2008).
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Figura 1 - Produtos de amplificagdo de 702pb, especificos de L. monocytogenes, obtidos
pelo método de extracdo de DNA por lise térmica (M: marcador de peso molecular; CP:
controle positivo, 1,2,3,4: amostras, CN: controle negativo).

Fonte: Autoria Prépria, 2015.

Fléres et al. (2003) comparam dois métodos de extracdo de DNA — a
extracdo por tratamento térmico e a técnica de extracdo pelo CTAB — em
amostras de 100 ovos de galinha contaminados artificialmente com uma cepa
de L. monocytogenes. O material obtido com as extragbes foi submetido a
PCR. Comparando os métodos de extracdo, observou-se diferenca na
capacidade de deteccéo, considerando o método com CTAB eficaz, mas com
baixa quantidade de DNA, assemelhando-se ao resultado encontrado nesta
pesquisa.

Em outro estudo conduzido por Germini et al. (2009) os autores
descrevem quatro diferentes procedimentos de extracdo de DNA para deteccao
de L. monocitogenes e E. coli em ovos. O melhor desempenho descrito pelos
autores também foi o do método que utiliza a lise celular térmica.

Brankica et al. (2011) constata que a PCR é um método rapido e
eficiente na deteccdo de L. monocytogenes, mas cuja aplicacdo correta a
amostras de alimentos estd limitada, por estes terem geralmente baixas
concentracfes de agentes patogénicos, populagdes bacterianas heterogéneas
e elevados volumes de matriz de alimento que contém substancias que podem
inibir alguns dos compostos da reacéao de PCR .

A PCR destaca-se como técnica complementar, jA& que € utlizada na
confirmacéo de resultados, 0 que é muito comum nas pesquisas cientificas.
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Nestes casos, as técnicas convencionais sao utilizadas nas etapas iniciais da
pesquisa e a PCR substitui a identificacdo bioquimica por ser mais rapida e
confidvel. Além da técnica de PCR apresentar maior sensibilidade que a
identificagdo bioquimica, o tempo de andlise é reduzido significativamente, o
gue € de grande interesse para a industria de alimentos (Frece et al., 2010).

Atualmente sdo encontrados no mercado diversos kits para extracdo
com bons resultados no que se refere a qualidade e quantidade de DNA,
facilitando muito a rotina no laboratério (Quigley et al., 2012). No entanto, estes
kits ainda apresentam elevado custo, inviabilizando muitas vezes a anélise em
laboratoérios de rotina.

Estudos que confirmem a eficiéncia da metodologia para extracdo do
DNA bacteriano facilitam a escolha por pesquisadores no momento de
implementar uma metodologia e contribuem para o desenvolvimento da técnica

de PCR como ferramenta no controle de qualidade na industria de alimentos.

Conclusao

As técnicas moleculares estdo cada vez mais presentes nos laboratérios
de controle de qualidade bem como em laboratérios de pesquisa na area de
alimentos, pois ja comprovaram ser alternativas viaveis e confidveis no
diagnostico de patdégenos. No entanto, o sucesso da deteccdo depende da
escolha correta de protocolos de analise. A extracdo do DNA bacteriano é uma
etapa fundamental deste processo e a escolha do protocolo ideal pode levar
tempo.

A extracdo do DNA de L. monocytogenes por lise térmica se mostrou
eficiente, favorecendo a amplificagdo durante a PCR. Além disso, trata-se de
uma metodologia simples, rapida e barata, o que viabiliza sua utilizacdo na

rotina de um laboratorio.
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OCORRENCIA DE Listeria monocytogenes EM ABATEDOURO-
FRIGORIFICO DE SUINOS DA REGIAO DOS CAMPOS GERAIS - PR

Resumo

Listeria monocytogenes € um micro-organismo que esta vastamente propagado
no ambiente. A contaminacdo por este patébgeno pode ser considerada um
problema de saude publica pois se consumido por gestantes e idosos pode
levar o individuo a 6bito, e 0 mesmo tem a habilidade de sobreviver mesmo
com a aplicacéo dos sanitizantes recomendados pela legislagcéo vigente. Como
alternativa & microbiologia convencional utilizada nas industrias de alimentos,
0s meétodos envolvendo biologia molecular vem se tornando cada vez mais
utilizados, principalmente pelo fato destes apresentarem menor custo da
analise, maior sensibilidade, especificidade e rapidez. Objetivou-se neste
estudo analisar a ocorréncia de L. monocytogenes em ambiente de
abatedouro-frigorifico de suinos localizado na Regido dos Campos Gerais —
PR, através do método de PCR. A pesquisa foi realizada em um abatedouro-
frigorifico de suinos e fabrica de embutidos que atua sob o servigco de inspec¢ao
do Parand, para produtos de origem animal SIP/POA. A empresa localizada na
regido dos Campos Gerais, Parand, possui capacidade de abate média diaria
de 400 suinos/dia e producdo diaria de embutidos correspondente a 1,5
toneladas. As amostras foram coletadas utilizando a técnica de esfregaco de
superficie (Swab). 21 amostras coletadas no estabelecimento estudado, 3
tiveram respostas confirmativas para L. monocytogenes, representando 14%
do total. Este estudo reforcou a importancia do controle e monitoramento de L.
monocytogenes no ambiente e equipamentos de matadouros de suinos.

Palavras-chave: Listeria sp., abate de suinos, PCR.

l.Introducéo

Listeria monocytogenes € um micro-organismo que esta vastamente
propagado no ambiente, podendo ser encontrada na vegetacdo, solo,
alimentos, fezes humanas e de animais, efluente de esgoto e corpos de agua
(VAZQUEZ-SALINAS et al., 2001; QUINN et al., 2005).

A contaminacgéo por este patdgeno pode ser considerada um problema
de saude publica, uma vez que a doenca causada no homem inclui infec¢des
severas, como septicemias, encefalite, meningite e aborto, com altas taxas de

hospitalizacbes e mortes. Acomete principalmente pessoas idosas, recém-
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nascidos, gestantes e individuos imunocomprometidos (SWAMINATHAN;
GERNER-SMIDT, 2007).

E capaz de se reproduzir dentro de uma ampla faixa de temperatura,
que vai de 25 a 45°C. Ainda assim, desenvolve-se e multiplica-se em alimentos
mantidos sob refrigeracdo, mesmo em camaras frigorificas (DYKES, 2003).
Tem habilidade de tolerar repetidos congelamentos e descongelamentos sem
sofrer alteracéo; apesar do seu pH 6timo estar entre 6 e 8, tolera condi¢cdes
entre 5,5 e 9,6. Na industria da carne, embutidos e até mesmo de laticinios,
este micro-organismo pode ser considerado um problema, ja que sobrevive
aos niveis de nitrato de sodio e de cloreto de s6dio recomendados pela
legislacdo vigente (120mg/kg de NaNO3 e 3% de NaCl) (VARNAM, 1991,
QUINN et al., 2005; FRANCO & LANDGRAF, 2008).

Pisos e ralos sdo classificados como origem priméaria de L.
monocytogenes nos locais de processamento, entretanto consegue-se
encontra-la em diversos aparelhos e locais como vedacbes, correias
transportadoras, maquinas de fatiar, cortar e embalar, contentores, facas,
mesas e paredes; em muitos casos, pela dificuldade na higienizacdo dessas
partes ou equipamentos (VARNAM, 1991; MORETRO et.al., 2004). Apresenta
grande habilidade de sobreviver mesmo com a aplicacdo dos sanitizantes
recomendados pela legislacdo vigente, o que reforca a preocupacdo da
indUstria com este micro-organismo (VARNAM, 1991; QUINN et al., 2005;
FRANCO & LANDGRAF, 2008).

Roca (2004), afirma que a probabilidade de contaminacdo da carne
durante o processo de abate € alta, sua intensidade depende da eficiéncia das
medidas higiénicas adotadas. O autor citado também evidencia a necessidade
prevenir a contaminagdo cruzada através da realizacdo adequada das
operacOes unitarias, praticando procedimentos corretos e padronizados,
adotando boas praticas de higiene e monitorando minuciosamente todas as

etapas da cadeia produtiva.

Como alternativa a microbiologia convencional utilizada nas industrias de

alimentos, os métodos envolvendo biologia molecular vem se tornando cada
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vez mais utilizados, principalmente pelo fato destes apresentarem menor custo
da analise, maior sensibilidade, especificidade e rapidez (MALDONADO, 2008).
Vérios métodos envolvendo genes estdo sendo utilizados com éxito na tipagem
molecular de L. monocytogenes (PARISI et al., 2009;DESTRO et al., 2000).
Chen et al. (2006) constataram que o ingresso de técnicas moleculares de
subtipagem modificou muito o ambito da analises microbiolégicas e
proporcionou o entendimento da estrutura da populacdo de L. monocytogenes
e 0 progresso de contagio deste micro-organismo. De acordo com Corcoran et
al. (2006) este ingresso tende a ser benéfico na averiguacédo de ocorréncias de

surtos de listeriose.

Considerando os aspectos abordados, objetivou-se neste estudo
analisar a ocorréncia de Listeria monocytogenes em ambiente de abatedouro-
frigorifico de suinos localizado na Regido dos Campos Gerais — PR, através do
método de PCR.

2.Materiais e métodos

A pesquisa foi realizada em um abatedouro-frigorifico de suinos e fabrica
de embutidos que atua sob o servi¢o de inspecdo do Parana, para produtos de
origem animal SIP/POA. A empresa localizada na regidao dos Campos Gerais,
Parand, possui capacidade de abate média diaria de 400 suinos/dia e producao

diaria de embutidos correspondente a 1,5 toneladas.

A amostragem ocorreu durante o primeiro turno de abate e os pontos
escolhidos, tiveram como base o estudo de Schittler (2005), com adaptacdes
guando necessarias. A Figura 1 mostra o fluxograma do sistema de producao
para o abate de suinos e com locais mais susceptiveis a contaminagédo. Os
pontos analisados assim como as areas amostradas, foram codificadas através

de nimeros de 1 até 21, seguindo a sequéncia apontada no fluxograma.
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Figura 1: Sistema de abate de suinos e locais amostrados.

Fonte: Autoria Propria
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As amostras foram coletadas utilizando a técnica de esfregaco de
superficie (Swab), que consiste na friccdo de um cotonete estéril sobre a
superficie a ser analisada, no interior de um molde estéril com area de 25 cmz,
revertendo-se a direcdo entre as sucessivas passagens (ABNT, 1998; SILVA et
al., 2001). Os swabs contendo as amostras foram resuspensos em 9mL de
caldo BHI e mantidas sob refrigeracdo até o seu processamento. Apés
coletadas, as amostras foram levadas sob refrigeracdo para o Laboratério de
Microbiologia da UTFPR — Campus Ponta Grossa, onde permaneceram em
incubacéo por 24h sob temperatura de 37°C. Depois de incubadas seguiram
para o Laboratorio de Bioengenharia da UTFPR — Campus Ponta Grossa para

realizacdo dos testes de PCR.

A amostra de &gua foi coletada em frasco estéril e levado, sob
refrigeracdo, para posterior anélise de PCR no Laboratério de Bioengenharia

do mesmo Campus.

Extracdo de Dna

Para o procedimento de extracdo de DNA, seguiu-se o0 protocolo
utilizado por Peres (2007), utilizando o método de Lise Térmica, sendo que o
mesmo sofreu adaptacdes. Tranferiu-se 2 ml de uma cultura de 18 horas em
caldo BHI para um microtubo estéril. Apés centrifugacéo a 5.000 rpm durante 4
minutos, o sobrenadante foi desprezado, o pellet foi lavado trés vezes com 500
pl de tampédo TE (10 mM Tris, 1 mM EDTA, pH 7,8) e submetido a uma
centrifugacéo por dois minutos a 5.000 rpm. O pellet foi suspenso novamente
em 100 ul de TE e mantido no banho seco, com temperatura de 98° por 10
minutos. Em seguida foi feita centrifugacdo a 12.000 g durante 30 segundos e
0 sobrenadante foi estocado a -20°C para posterior utilizacao.

Reacao da PCR

Para a reacdo de PCR, seguiu-se o0 modelo descrito por Lange et. Al.

(2005), e sofreu adaptacdes devido a marcas de reagentes e também
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equipamentos. A reagdo denominada “mix”, continha 1 pl de cada primer (10
pUM), 5 pl de tampéo de PCR 10 X, 1,5 ul de MgCI2 (50mM), 1 ul da mistura de
nucleotideos (10 mM), 0,2 U de Taqg polimerase, 3ul de DNA bacteriando e
agua Milli-Q para completar um volume de 25 pul. As condi¢des de amplificacédo
foram: 5 minutos a 94°C, 35 ciclos de 30 segundos a 94°C, 45 segundos a
temperatura de anelamento dos primers, que foi 50°C e 45 segundos a 72°C, e
uma extensao final de 5 minutos a 72°C, como descrito por Aznar (2003). Apos
realizado a PCR, as amostras foram submetidas a Nested PCR, visando a
exclusdo de resultados falso-positivos, conforme estudo de Samulak(2013).
Como controle positivo da reacao, utilizou-se DNA extraido da amostra de L.
monocytogenes ATCC 19117, e como controle negativo, agua Milli-Q
esterilizada. Os primers utilizados na reagédo sédo CCTAAGACGCCAATCGAA e
AAGCGCTTGCAACTGCTC, referentes ao gene hlyA, amplificando 702pb,

segundo referencia de Border et.al.(1990).

Os fragmentos de DNA amplificados foram separados por eletroforese
em gel de agarose, aproximadamente uma hora utilizando-se 70 volts. O gel de
agarose foi submerso em solucédo de brometo de etidio durante 15 minutos e
fotografado solucdo de brometo de etidio na concentragdo de 0,5 pg/mL, por 10
minutos e fotodocumentados em transiluminador ultravioleta utilizando software
LpiX Image para a visualizacdo das bandas. Utilizou-se marcador de peso
molecular de 100 pb para estimativa do tamanho dos produtos de PCR. Ao
final da analise, constatando-se um produto de PCR que apresente 700pb,
podera ser confirmada a presenca de L. monocytogenes.

3.Resultados

Os resultados obtidos foram tabelados, visando uma maior compreensao

e visualizacdo do local exato da contaminacgao, conforme a Tabela 1.
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Tabela 1: Resultados demonstrando presencga de L. monocytogenes em ambiente produtivo de

Abatedouro-Frigorifico através de técnica de PCR

LOCAL AMOSTRADO NUMERACAO PRESENCA DE
L.monocytogenes

Carroceria do caminh&@o 1 -
Paredes( Pocilga) 2 R
Parede (Sangria) 3 -
Agua (Tanque de escaldagem) 4 _
Parede (tanque de escaldagem) 5 -
Mesa (Remocéo das patas e cabecas) 6 -
Faca (Remocdo das patas e cabecas) 7 -
Serra ( Abertura da carcaga) 8 -
Faca(Evisceragdo 1) 9 R
Mesa 1 (Evisceracédo 1) 10 -
Mesa 2 (Evisceracédo 1) 11 -
Parede (Lavagem da carcaca) 12 -
Ralo (Lavagem da carcaca) 13 -
Parede (Camara de Resfriamento 1) 14 -
Parede (Camara de Resfriamento 2) 15 -
Parede (Camara de Resfriamento 3) 16 -
Mesa (Desossa) 17 -
Faca (Desossa) 18 -
Ralo (Camara de Resfriamento 3) 19 +
Ralo (Area de espera das Camaras de Resfriamento) 20 +
Mesa (Evisceragéo 2) 21 +

Fonte: Autoria Propria
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Como demonstrado na tabela anterior, das 21 amostras coletadas no
estabelecimento estudado, trés tiveram respostas confirmativas para Listeria
monocytogenes, representando 14% do total, sendo uma da mesa de

evisceracdo e duas isoladas de ralos do ambiente frigorifico.

Esses resultados sugerem que a presenca de L monocytogenes no
ambiente industrial pode levar a contaminacéo de produtos em processamento.
De qualquer forma, a higienizacdo rigorosa do ambiente de abatedouros-
frigorificos deve fazer parte de medidas de controle para prevenir este micro-
organismo, visando evitar os resultados positivos encontrados nesta pesquisa
(NALERIO et. al. 2009).

Alguns patégenos, como é o caso desta em estudo, podem fixar-se no
ambiente da planta de processamento e encontrar nichos onde podem
sobreviver por longos periodos de tempo ( ZANQUETTA et.al. 2013). Uma das
hipoteses para a presenca do micro-organismo nesta planta em questéo, é a
formacdo de aerossois produzidos durante a etapa de limpeza/desinfeccao,

esta fase pode estar sendo realizada de forma inadequada ou ineficiente.

Caselani (2013), analisou 411 amostras de plantas processadoras de
carne de frango e de carne de suinos, sendo que 62 foram positivas para L.
monocytogenes. Essa deteccdo se deu durante o processamento e apds a
higienizacdo, e concluiram que a presenca de residuos organicos, pH neutro,
baixas temperaturas e alta umidade favorecem a contaminacéo por este micro-
organismo. Este dado pode explicar os resultados confirmativos desta
pesquisa, pois esta € uma condigdo rotineira nos setores de processamento do
abatedouro, devido a presenca de residuos organicos, pedacos de gorduras e

sangue, bem como a baixa temperatura do ambiente.

Apesar da Circular no 354/2004 do Departamento de Inspecédo de
Produtos de Origem Animal (DIPOA) nao estabelecer limites para as
estimativas de Listeria sp. e L. monocytogenes, de acordo com a legislacéo,
resultados positivos frequentes (mais de dois) em amostras ambientais para L.
monocytogenes, indicam a necessidade de realizagcdo de testes no produto

final para avaliar a inocuidade do mesmo (BRASIL, 2004).
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Resultados positivos frequentes em amostras ambientais para L.
monocytogenes, indicam a necessidade de realizacdo de testes no produto
final para avaliar a inocuidade do mesmo. Mesmo nos casos em que os indice
ndo é extremamente alto, como o0s encontrados neste trabalho, s&o
importantes para avaliar os programas de qualidade do local de abate e

processamento, buscando a auséncia de contaminac&o do produto final.

Von Laer (2004) ao analisar amostras coletadas em uma planta de
processamento de linguica mista frescal, localizada na cidade de Pelotas/RS,
Brasil, detectou a presenca de L. monocytogenes em 21% (4) e 20,8% (5) das
19 amostras de ambientes e 24 de equipamentos, respectivamente. Esse
resultado em conjunto com o obtido neste estudo, demonstra a fragilidade da
producdo de embutidos quanto a presenca de L. monocytogenes, evidenciando

como é comum sua presenca nesses locais.

Silveira (2010) verifica ser o piso e os ralos os importantes focos de
contaminacgao para o produto final, uma vez que todas as amostras de piso e
ralos coletadas apresentaram contaminacdo por L. monocytogenes,
assemelhando-se aos resultados encontrados neste trabalho. A mesma autora
cita em seus estudos que todas as amostras de ralo apresentaram colbnias
tipicas de Listeria sp, evidenciando também a questdo higiene como uma das
principais causas de presenca do patdgeno no ambiente de processamento,

mesmo em se tratando de pisos e ralos.

Suinos carregam a bactéria no trato gastrintestinal, como pode ser
observado em estudos que amostraram fezes nas paredes do local de abate e
swabs peri-anais de animais ao abate. A partir desses animais carreadores, as
carcacas seriam contaminadas pelo extravasamento do conteludo intestinal na
linha de processamento (THEVENOT et al., 2006). Esta informacdo pode ser
confirmada, ja que os pontos onde houveram confirmacdo de L.
monocytogenes possuiam contato com as fezes dos animais, principalmente
na mesa de evisceracdo, onde é realizada a higiene das tripas para posterior

embutimento.
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Von Laer (2006), ao analisar, através da PCR, amostras coletadas em
uma planta de processamento de linguica mista frescal, localizada na cidade de
Pelotas/RS, Brasil, detectou a presenca de L. monocytogenes em 21% (4) e
20,8% (5) das 19 amostras de ambientes e 24 de equipamentos,
respectivamente. Demonstrando mais uma vez, a importancia das analises
rapidas no ambiente produtivo, afim de se prevenir a contaminacdo de L.

monocytogenes no processamento de produtos carneos.

De acordo com Rodrigues et al. (2011), € possivel observar que o
diagnostico molecular via amplificagdo de DNA (PCR) esta em crescimento e
consequentemente as inovacdes relacionadas serdo notaveis nos proximos
anos, com a valorizacdo do limiar de deteccdo e tempo de analise, o que €&

considerado uma inovacao tecnoldgica.

Vale reforcar que a industria deve estar atenta a esta tendéncia, pois
pode estar elevando a credibilidade e a vantagem competitiva da empresa, pois
fatores como alta confiabilidade, sensibilidade, especificidade, tempo de

analise, custos, entre outros, sdo aspectos relevantes associados a PCR.

Por mais que L. monocytogenes tenha sido encontrado em locais
cotidianos para sua proliferacdo e que a incidéncia tenha sido baixa no
estabelecimento estudado, observa-se uma evidente preocupacdo com O
controle de qualidade e melhoria no processo de higiene do estabelecimento,
poiS 0 mesmo agora conta com servicos de auditoria e monitoramento das
condicbes microbiolégicas em todo o processo industrial, mantidos sob
inspecéo do SIP/POA.

4. Concluséo

Este trabalho reforgcou a importancia do controle e monitoramento de L.
monocytogenes no ambiente e equipamentos no matadouro de suinos
estudado, evidenciando, neste caso, que os ralos sdo importantes pontos de

disseminacgéo de L. monocytogenes dentro do ambiente frigorifico.



97

A mesa de evisceracdo também se mostrou como possivel foco de
contaminagdo cruzada por este micro-organismo, provavelmente por
contaminagdo com fezes. Portanto, estes pontos devem receber atencao
redobrada nos processos de higienizacdo aplicados aplicado nesta planta

processadora de carne suina.

Ressalta-se ainda, a técnica de PCR como uma alternativa de extrema
eficiéncia para deteccdo de patégenos em linhas de processamento de

alimentos, tornando as analises mais céleres e confiaveis.
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