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RESUMO

Objetivou-se com esse estudo isolar e identificar Listeria spp. em areas de processamento de
estabelecimentos varejistas de alimentos no estado de Pernambuco, Brasil. Para este estudo
foram colhidas 86 amostras de swabs procedentes de equipamentos, utensilios e instalaces
utilizados para processamento de embutidos, distribuidas em dez estabelecimentos varejistas.
Para identificacdo de Listeria spp. utilizou-se 0 método rapido 3M™, Quick Swab e 3M™
Petrifilm™. A confirmagdo de Listeria monocytogenes foi realizada pela técnica de Reagdo
em Cadeia da Polimerase em Tempo Real (qQPCR). Nos estabelecimentos foi realizada uma
lista de verificacdo para avaliar as condic¢Bes higiénico-sanitarias dos pontos de coletas. Das
86 amostras analisadas, 27 (31,2%) [I.C. 21,81- 42,30%] foram positivas para Listeria spp. e
destas, uma (3,7%) para Listeria monocytogenes. Os pontos de maior contaminacdo foram o
piso (50,0%), placa de polietileno (42,9%) e faca (40,0%). Dos dez estabelecimentos
analisados observou-se que oito (80,0%) tiveram ao menos uma amostra positiva para Listeria
spp. Ao analisar a associa¢do entre as condi¢des higiénico-sanitarias dos pontos de coletas e
exame microbiologico, foi constatado nao haver diferenca significativa (p = 0,700). Diante
dos resultados obtidos conclui-se que a Listeria spp. estd amplamente distribuida nos
ambientes estudados o que pode favorecer a contaminacgdo dos alimentos e consequentemente
oferecer riscos a saude publica. Desta forma, recomenda-se que parametros microbioldgicos
devem ser estabelecidos pelos érgdos reguladores de salde para alimentos carneos e seus

embutidos com o intuito de oferecer um alimento seguro para 0s consumidores.

Palavras-chave: boas praticas de fabricacdo, Listeria monocytogenes, salde publica,

supermercados.



ABSTRACT

The aimed of this study was to isolate and identify Listeria spp. in processing areas of retail
food stores in the state of Pernambuco, Brazil. For this study we collected 86 swabs samples
from equipment, fixtures and facilities used for meat products processing, distributed in ten
retail food stores. For the identification of Listeria spp. was used the 3M™ quick method,
Quick Swab and 3M™ Petrifilm. The confirmation of Listeria monocytogenes was performed
by the technique of Polymerase Chain Reaction in Real Time (QPCR). In the stores was made
a checklist to assess the hygienic-sanitation conditions of the collection points. Of the 86
samples analyzed, 27 (31.2%) [I.C. 21.81 to 42.30%] were positive for Listeria spp. and of
these, one (3.7%) for Listeria monocytogenes. The major points of contamination were the
floor (50.0%), polyethylene plate (42.9%) and knife (40.0%). It was observed that of the ten
stores analyzed, eight (80%) had at least one positive sample for Listeria spp. When analyzing
the association between the hygienic-sanitation conditions of the collection points and
microbiological analysis, we found no significant difference (p = 0.700). Based on these
results it is concluded that the Listeria spp. is widely distributed in the areas that was studied,
which may favor the food contamination and therefore present a risk for public health. Thus,
it is recommended that microbiological parameters should be set by health regulatory

agencies for meat and its meat products in order to provide a safe food for consumers.

Keywords: good manufacturing practices, Listeria monocytogenes, public health,

supermarket
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1 INTRODUCAO

A busca crescente da praticidade destaca-se dentre as principais tendéncias de
consumo de alimentos, pois em funcdo da falta de tempo para o preparo das refeicGes, a
caracteristica praticidade tem sido cada vez mais, valorizada pelos consumidores, com isso, 0S
alimentos pronto para consumo vém ganhando espago no cotidiano das pessoas (MARTINS,
2009). Além de nutritivos e bem aceitos sensorialmente, os alimentos comercializados devem
Ser seguros, em suas caracteristicas fisicas, quimicas e microbiologicas, ndo oferecendo riscos
a satde do consumidor (PIRES, 2005).

Neste contexto destaca-se a Listeria spp., que € uma bactéria patogénica e se encontra
amplamente distribuida na natureza, tendo sido isolada de uma grande variedade de locais e
veiculada ao homem, principalmente, pelos alimentos. Dentre as oito espécies, a L.
monocytogenes é a espécie patogénica para 0 homem e causa a listeriose, que é uma infeccao

alimentar severa, com uma alta taxa de mortalidade.

Em razdo de suas caracteristicas de patogenicidade e resisténcia a condi¢fes adversas,
L. monocytogenes é um risco potencial para alimentos pronto para 0 consumo e

consequentemente para a saude publica (LAPENDA, 2010).

A presenca de L. monocytogenes em dareas de processamento de alimentos pode
ocorrer pela presenca de residuos de terra em calgados, por animais portadores ou que
apresentem couro e superficies contaminadas, por alimentos crus de origem animal e

possivelmente por portadores humanos assintomaticos. (JEONG e FRANK, 1994).

A dificuldade em eliminar esse microrganismo das industrias é potencializada pelas
condicdes de umidade, temperatura e presenca de matéria organica nas plantas de
processamento, que aliadas a habilidade do patogeno em formar biofilmes, podem

desencadear a colonizacéo de superficies de equipamentos e utensilios (SILVA et al., 2009).

Além disso, a higienizacdo deficiente em equipamentos e utensilios tém sido
responsavel, isoladamente ou associado a outros fatores, por surtos de doencas de origem
alimentar ou por alteracdes de alimentos processados (ANDRADE e MACEDO, 1996). Ha
relatos de que utensilios e equipamentos contaminados participam de aproximadamente 16%
dos surtos (FREITAS, 1995).
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Conhecendo-se a ampla distribuicdo da L. monocytogenes na natureza, sua
patogenicidade, capacidade de sobreviver em alimentos refrigerados, resisténcia a tratamentos
térmicos e importancia em relacdo a saude publica, torna-se necessaria a realizacdo de
pesquisas no pais para determinar a ocorréncia desse microrganismo em toda cadeia produtiva
de alimentos e a partir dai, estabelecer medidas eficazes de controle e controle da

contaminacéo.

Diante do exposto, sdo poucas as pesquisas cientificas relacionadas a presenca de
Listeria spp. em equipamentos, utensilios e instalacfes de estabelecimentos processadores de
alimentos no Brasil. Também de acordo com a literatura consultada, na regido nordeste, sao

escassos este tipo de estudo o que justificou a realizacdo da pesquisa.
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2 OBJETIVOS

e Geral

Pesquisar Listeria spp. em areas de processamento de estabelecimentos varejista de

alimentos no Estado de Pernambuco.

e Especificos

« Detectar a presenca de Listeria spp. pelo método método rapido 3M™ Petrifilm™

para monitoramento de listeria ambiental;

» Classificar as espécies Listeria spp. isoladas em L. monocytogenes pela técnica de
gPCR;

« Auvaliar as condi¢bes higiénico-sanitarias e procedimentos de higienizacdo dos

estabelecimentos, através de check-list especifico;

» Avaliar a associacdo entre as condi¢Bes higiénico-sanitarias dos pontos de coletas e

exame microbioldgico.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1. Historico

Listeria monocytogenes € uma bactéria que foi descrita pela primeira vez por Murray e
colaboradores no Reino Unido em 1926, como causa de uma infecgdo com monocitose em
coelhos e cobaias infectadas em laboratério e denominada como Bacterium monocytogenes.
Posteriormente, em 1927, foi renomeada como Listerella hepatolytica por Pirie que também
isolou a bactéria em animais selvagens na Africa do Sul. Murray e Pirie percebendo que se
tratava da mesma bactéria acordaram o nome Listerella monocytogenes. O atual nome foi
dado em 1940 devido a razbes taxonémicas por Pirei (FABER e PETERKIM, 1991;
MANTILA et al., 2007; WAGNER e MCLAUCHLIN, 2008).

Apos descricdo inicial, os primeiros isolados confirmados da bactéria, em individuos
infectados foram feitos em 1929 por Gill proveniente de ovelhas e por Nyfeldt em humanos
com mononucleose (FABER e PETERKIM, 1991).

Na década de 80 houve um crescimento no nimero de casos de listeriose em humanos
e animais na América do Norte e Europa. Conjuntamente, surtos ligados ao consumo de
alimentos contaminados levaram ao conceito que a listeriose era uma doenca de transmisséo
alimentar. Mas essa concep¢do ndo € nova quando em 1926, Pirie ja afirmava que doencas
poderiam ser disseminadas atraves dos alimentos (WAGNER e MCLAUCHLIN, 2008).

Para a salde publica, a Listeria spp. foi reconhecida como agente patogénico apds 0s
surtos na década de 80 na América do Norte e Europa, com consequéncias sérias, invasivas e
com risco de morte, além de alto prejuizo econémico tanto para os 6rgdos publicos quanto
para as industrias, que passaram a demandar maior atencdo para o patdgeno. Ao mesmo
tempo se reconheceu o envolvimento e a importancia dos alimentos na cadeia de transmissao
da listeriose ao homem (FABER e PETERKIM, 1991; GERMANO e GERMANO, 2003;
MANTILLA et al., 2007; WAGNER e MCLAUCHLIN, 2008).

A Listeria spp. € o patogeno responsavel pela listeriose que é uma doenca transmita
por meio dos alimentos e seus surtos ja foram bem documentados (JAY, 2005). Porém no
Brasil, nos ultimos 10 anos ndo houve notificacdo dessa doenca (GERMANO e GERMANO,
2003; BRASIL, 2011).
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3.2 Caracteristicas da Listeria spp. e Listeria monocytogenes

A Listeria spp. € uma bactéria Gram-positiva, bastonete curto, ndo formador de
esporos, anaerdbias facultativas, com extremidades arredondadas, medindo 0,4 a 0,5um de
diametro por 0,5 a 2,0um de comprimento e que ndo se coram pela coloracdo do acido réapido.
Possui carater ubiquitario e por isso sdo encontradas amplamente no ambiente, tendo sido
isolada de plantas, forragem, silagem, aguas superficiais, esgotos domésticos, aguas residuais
de industrias de laticinios e abatedouros, solos, adubo organico e em fezes de animais,
inclusive de humanos. Também ja foi encontrada em ambientes de elaboracdo de alimentos e
0S casos de surtos com esse microrganismo estao relacionados geralmente com os alimentos
de origem animal prontos para consumo (JAY, 2005; RATTI, 2006; WAGNER e
MCLAUCHLIN, 2008; CODEX, 2009; D’OVIDIO, 2011).

Em relacdo as suas caracteristicas bioquimicas, é catalase positiva, oxidase negativa,
movel a 20°C, fermenta a glicose produzindo, principalmente, acido latico, apresenta teste
positivo para vermelho de metila e Voges-Proskauer. Ndo utiliza citrato exdgeno, ndo produz
indol e hidrolisa piruvato de sédio e esculina. Também n&o hidroliza uréia, gelatina e caseina
(D’OVIDIO, 2011).

As necessidades nutricionais sdo comuns das bactérias Gram-positivas. O pH para a
multiplicacdo esta na faixa de seis a oito podendo crescer também entre 4,1 a 9,6. Apresenta
crescimento na faixa de 3°C a 45°C classificando a como psicotrofica, podendo suporta
repetidos congelamentos e descongelamentos (GERMANO e GERMANO, 2003; JAY,2005;
CARPENTIER E CERF, 2011).

De acordo com Franco e Landgraf (2002), no que diz respeito a concentracao de Nacl,
Listeria spp. sobrevive a uma concentragdo entre 10,5% a 13% quando incubados a 37°C,
porém quando submetidos a uma temperatura de 4°C em concentracGes variando de 10,5% a

30,5%, apresenta uma sobrevivéncia acima de 100 dias.

A atividade de agua 6tima para crescimento € proxima a 0,97, porém esse agente tem a
capacidade de multiplicar-se em valores proximos a 0,92, que é considerado um valor muito
baixo para o desenvolvimento de patogenos veiculados por alimentos (JAY, 2005;
D’OVIDIO, 2011).

Atualmente ha oito espécies reconhecidas: L. monocytogenes, L. innocua, L. ivanovii,

L. seeligeri, L. welshimeri, L. grayi, L. marthii e L. rocourtiae. Destas L. monocytogenes é um
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patdégeno oportunista para humanos e L. ivanovii para outros mamiferos. Porém, ja foram
descritos casos isolados de L. seeligeri e L. ivanovii como causa de doencas em humanos
(HANSBRO, 2005; GUILLET, 2010; BARBUDDHE, 2012).

L. monocytogenes é a principal espécie do género envolvida em enfermidades em
seres humanos, porém as demais espécies sdo relevantes por apresentarem caracteristicas
semelhantes a esta espécie e com isso sua identificacdo podem ser considerada como

indicador da presenca de L. monocytogenes (SILVA, 2009).

S&o 12 os sorotipos de L. monocytogenes envolvidos em surtos de doencas, entretanto,
95% das cepas isoladas de casos de listeriose humana sdo de trés sorotipos: 1/2a, 1/2b e 4b. A
ocorréncia destes sorotipos em casos de doencas tem sido documentada em pesquisas em
diferentes paises. Varios surtos de listeriose indicaram alta ocorréncia do sorotipo 4b,
variando de 50 a 70%; por outro lado, estudos sugeriram que o 4b ndo é o principal sorotipo
isolado em alimentos (JAY, 2005). Essa discrepancia entre a ocorréncia da bactéria no
alimento e a ocorréncia da doenca pode sugerir que o sorotipo 4b é o mais virulento que 0s
demais sorotipos (KATHARIOU, 2002).

L. monocytogenes € um microrganismo que exige atencdo em locais de processamento
de alimentos, devido a algumas particularidades que propiciam sua ocorréncia, dentre as quais
se pode destacar a ubiquidade, a sobrevivéncia no ambiente mesmo em condi¢fes adversas, e
com o minimo de nutrientes, a capacidade de multiplicar-se sob temperaturas de refrigeracéo,

tolerancia a altas concentragdes de sal e pH relativamente baixo (MARTINS, 2009).

L. monocytogenes tem a habilidade de produzir biofilme e sobreviver por varios meses
em ambientes processadores de alimentos. A estrutura do biofilme protege o microrganismo
de fatores fisicos (esfregaco) e quimicos (sanitizantes e detergentes). O processo de formacéo
de biolfime ndo é bem esclarecido, mas tem-se mostrado que as diferentes cepas de Listeria
spp. tem variacdo na sua capacidade de formacao do biofilme (CRUZ et al., 2011). Segundo
Carpentier e Cerf (2011), as espécies de L monocytogenes sdo recorrentemente encontradas
nas superficies de industrias de alimentos, em particular em ambientes refrigerados, apesar de

serem limpos e desinfetados.
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3.3. Listeriose

As doencas transmitidas por alimentos (DTA) ocorrem pela ingestdo de alimentos ou
bebidas contaminadas com microrganismos patogénicos que afetam a salde do consumidor
em forma individual ou coletiva (FLORES, 2005).

A listeriose é uma importante DTA causada pela L. monocytogenes que se apresenta
como patégeno de mais de 50 mamiferos, incluindo o homem, além de aves silvestres, peixes
e crustaceos (JAY, 2005). Os animais sdo importantes no ciclo epidemiolégico da listeriose
em humanos, pois favorece a manutencdo do patdgeno no ambiente por meio da

contaminacdo fecal da &gua, solo, vegetacdo, pastagem. (D’OVIDIO, 2011).

Essa enfermidade nos seres humanos apresentam sintomas que incluem septicemia,
meningite (ou meningoencefalite), encefalite, infeccdo cervical ou intrauterina em gestantes,
as quais podem provocar aborto (no segundo ou terceiro trimestre) ou nascimento prematuro.
Outras manifestacdes que podem ocorrer sao endocardite, lesdes granulomatosas no figado e
outros Orgaos, abscessos internos ou externos, lesdo cutdnea papular ou pustular. Essas
desordens geralmente sdo precedidas por sintomas semelhantes ao da gripe com febre
persistente. Gastrenterites com nauseas e vomitos podem preceder ou acompanhar as
manifestagbes mais graves da doenga (GERMANO e GERMANO, 2003; JAY, 2005;
D’OVIDIO, 2011).

Ocorrem principalmente em pessoas pertencentes aos grupos de risco, tais como
gestantes, criancas, idosos e individuos imunossuprimidos, devido a utilizacdo de
medicamentos como corticosteroides, drogas para cancer, para transplantados; pacientes com
leucemia, cancer e Sindrome da Imuno Deficiéncia Adquirida (SIDA); diabéticos, cirréticos,
asmaticos e os com colite ulcerativa; idosos e pessoas normais fazendo uso de antiacidos ou
cimetidina (JAY, 2005; MARTINS, 2009). O risco de infeccdo pela L. monocytogenes de
uma gestante para uma mulher saudavel é de 14 vezes, justificado pela diminuic¢do do sistema

imunologico que naturalmente acontece nas gestantes (MARTINS e GERMANO, 2011).

O periodo de incubacdo € longo, podendo variar de trés a 90 dias, o que dificulta a
identificacdo do patdgeno e o rastreamento para a identificacdo do alimento contaminado que
tenha causado a doenga (FORSYTHE, 2002; MARTINS e GERMANO, 2011).

A transmissdo da listeriose para 0 homem pode ocorrer principalmente por intermédio

de alimentos como derivados lacteos, leite cru ou pasteurizado, sorvete e queijos, bem como
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produtos carneos crus ou processados de varias origens (bovinos, caprinos, ovinos, aves),
peixes, embutidos e os alimentos prontos para consumo; incluindo também produtos de
origem vegetal. Vale ressaltar que o microrganismo pode ser eliminado no leite de animais
infectados. Porém, outras vias também séo descritas como: o contato direto com animais
doentes ou assintomaticos, pelo contato do neonato com o canal do parto, por transplantes de
orgdos, além de infeccdes hospitalares ndo relacionadas a alimentos, geralmente em bercarios
(KATHARIOU, 2002; JAY, 2005; LIU, 2008; D’OVIDIO, 2011).

O diagndstico é feito pela identificagdo dos sinais clinicos e sintomas; do isolamento
bacteriano de material clinico como sangue, liquido cefalorraquidiano, liquido amniético,
figado, baco, placenta e feto. A identificacdo também pode ser feita por imuno-histoquimica e
achados histopatologicos (D’OVIDIO, 2011).

A importancia da listeriose em salde publica diz respeito a gravidade da manifestacao
clinica, resultante do comprometimento do sistema nervoso central e pela infecgdo acometer
preferencialmente as gestantes com graves consequéncias aos fetos. As taxas de mortalidade
podem chegar a 70% nos casos de meningite, 50% nos casos de septicemias e exceder 80%
nos casos de infeccdo neonatal (GERMANO e GERMANO, 2003; MARTINS e GERMANO,
2011).

Surtos de listeriose ja foram relatados em diversas localidades incluindo paises da
Ameérica do Norte e da Europa (CRUZ et al., 2008). De acordo com CDC (2011), no periodo
de 1998-2008, em média 2,4 surtos por ano foram notificados. Antes de 2011, o maior surto
ocorreu em 2002, quando 54 pessoas adoeceram com oito mortes de adultos e trés mortes

fetais associados com o consumo de presunto de peru.

A ocorréncia de listeriose de origem alimentar é relatada principalmente em paises
industrializados, com poucos, ou henhum relato em paises em desenvolvimento (CRUZ et al.,
2008). Entretanto, ndo se sabe se isto reflete diferentes taxas de exposicdo, habitos
alimentares e susceptibilidade do hospedeiro ou se falta de sistemas de pesquisas e
informacdes de dados (OVIDIO, 2001).

Alguns relatos sobre a ocorréncia de listeriose no homem tém sido feitos no Brasil.
Foram analisadas 225 amostras do género Listeria isoladas de material clinico humano de
varias regides do pais no periodo de 1969 a 2000 e a maior prevaléncia foi de

L.monocytogenes do sorotipo 4b (HOFER et al.,2006). Também no Estado de S&o Paulo
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foram relatados dois casos de peritonite bacteriana espontanea por L. monocytogenes em
pacientes com cirrose (TOYOSHIMA et al.,2006).

Apesar de muito se ter compreendido nos Gltimos anos sobre a listeriose devido a
ocorréncia de surtos, a maioria dos casos de listeriose humana ocorrem esporadicamente.
Porém esses casos sdo dificeis de estimar devido a subnotificacdes (PITA, 2012). Em seu
estudo, Mead et al. (1999) afirmaram que o nimero real de casos de listeriose equivale a duas

vezes 0 nimero de casos notificados nos Estados Unidos da América (EUA).

3.4. Regulamentacdo de parédmetros microbiol6gicos para L. monocytogenes

em alimento.

Alguns paises estabeleceram limites legais para o nivel de contaminacdo de
microrganismo permitido em alimentos, especialmente para os produtos prontos para
consumo, enquanto outros paises tém sugerido procedimentos ou critérios que ndo tem
amparo legal (JAY, 2005).

Os EUA adotaram a politica de “tolerancia zero”, de modo que a presenga da L.
monocytogenes em 25¢g de qualquer tipo de alimento pronto para consumo é considerada

inaceitavel, caracterizando-o como improprio para consumo humano (MARTINS, 2009).

Ja a comissdo da Comunidade Europeia, pelo do Regulamento CE 2073 (2005),
alterado em dezembro de 2007 pelo Regulamento CE 1441 (2007), estabeleceu que para os
alimentos prontos para consumo a deteccdo deste patdgeno deve ser inferior a 100 UFC/g.
Este parametro aplica-se aos produtos colocados no mercado em toda a sua vida Gtil e para
alimentos ndo suscetiveis ao crescimento da L. monocytogenes. Observa-se que, no caso dos
produtos susceptiveis, existe também o critério de auséncia em 25g na saida do
processamento (MARTINS, 2009).

Na regulamentacdo canadense, os critérios estabelecidos para os alimentos prontos
para consumo estdo dentro de duas categorias, com base no risco para a saude. A categoria 1
contém produtos em que o crescimento de L. monocytogenes pode ocorrer. Estes devem
receber a mais alta prioridade para a verificacdo da industria e controle, bem como atividades
de regulacdo de fiscalizagdo e cumprimento. A categoria 2 contém dois subgrupos: 2A)
produtos alimentares pronto para consumo em que nao limita o crescimento de L.

monocytogenes em niveis superiores a 100 UFC / g, podendo ocorrer ao longo do referido
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prazo de validade; e 2B) produtos alimentares em que o crescimento de L. monocytogenes néo
pode ocorrer durante o tempo de vida til desse alimento (HEALTH CANADA, 2011).

No Brasil, os padrdes microbioldgicos para alimentos, estabelecidos pela Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), pela Resolugdo da Diretoria Colegiada (RDC)
n°12, de 2 de janeiro de 2001, definiu a auséncia de L. monocytogenes em 25g somente para
alguns queijos. Para os demais alimentos ndo sdo contemplados limites especificos para essa
bactéria (BRASIL, 2001).

3.5. Alimento pronto para consumo e as boas préticas de fabricacéo

Alimento pronto para o consumo (APC) é todo alimentos que normalmente se ingere
cru ou que foi manipulado, elaborado, cozido ou preparado de outra forma e que nédo sofrem
nenhum tipo de cocgdo ou etapa posterior desse preparo que elimine algum tipo contaminacao
antes do seu consumo (CODEX, 2009).

Um importante aspecto a ser considerado dentre as novas perspectivas do mundo
globalizado é a mudanca de habitos alimentares das populacfes, principalmente em paises
desenvolvidos, onde a busca por praticidade é cada vez maior e com isso alimentos prontos
para 0 consumo, que tem sua producdo aumentada e consequentemente 0s riscos de surtos de
origem alimentar (MARTINS E GERMANO, 2011).

Dentre os APC 0s mais consumidos séo os alimentos fatiados e o aumento de demanda
desses produtos se da pela conveniéncia e a boa aceitacdo por grande parte dos consumidores
(PEREZ-RODRIGUEZ et al., 2010). Essa crescente demanda de produtos industrializados e
minimamente processados tem contribuido para o aumento dos riscos de doencas transmitidas
por alimentos. Com isso também tem aumentado a preocupacdo por parte das industrias e dos
orgdos fiscalizadores para o controle da L. monocytogenes (GERAMANO E GERMANO,
2003; FAl et al., 2011).

A contaminagdo cruzada, ou seja, 0 contato dos alimentos prontos para consumo com
superficies o utensilios contaminados com micro-organismos patogénicos, & uma também
uma via de contagio e dada a dificuldade para impedir a entrada desses patogrenos nas areas
de processamento de alimentos é necessario tomar medidas rigorosas para a remocao durante

0 processo de limpeza e desinfeccdo e conhecer os pardmetros que limitam o seu
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desenvolvimento. Um dos problemas enfrentados pela industria sdo os produtos quimicos
usados para desinfetar superficies, tais como 4&cido peracético, compostos de aménio
quaternario e compostos de cloro, que ndo garantem a eliminacdo do patégeno ou perdem a
sua eficicia na presenca de matéria organica, tais como o cloro. Este problema é agravado
devido a capacidade da L. monocytogenes em formar biofilme em superficies, tornando-se
dificil a acdo de desinfec¢do (LUNDEN, 2004).

Estudos epidemioldgicos e microbiologicos téem demonstrado que a contaminacao
cruzada durante o fatiamento e o crescimento bacteriano na estocagem sdo responsaveis pela
origem da contaminagdo dos APC e a causa das doengas transmitidas por estes alimentos.
Eles sdo contaminados principalmente durante a manipulacdo inadequada nos pontos de
vendas e particularmente, maquinas de fatiar e utensilios de corte sdo apontados como o0s
principais veiculos da contaminagio (PEREZ-RODRIGUEZ et al., 2010).

Para reducdo da contaminagdo dos alimentos e das notificagcbes de surtos de origem
alimentar, as boas préaticas de manipulacdo surgem como importante ferramenta de prevencéo
e como conceito genérico, consiste em procedimentos que devem ser adotados por servicos de
alimentacdo a fim de garantir a qualidade higiénico-sanitaria e a conformidade dos alimentos
com a legislacdo sanitaria com o objetivo de produzir alimentos seguros para o consumidor
(BRASIL, 2004; PEREZ-RODRIGUEZ et al., 2010).

Deste modo, alguns paises tém informado uma reducdo da frequéncia da listeriose que
se justifica, muito provavelmente, pelos esforcos realizados pelas indlstrias e Orgaos
fiscalizadores na efetiva aplicacdo das Boas Préaticas de Higiene (BPH) e a implementacdo do
sistema de Andlise de Perigos e Pontos Criticos de Controle (APPCC), a fim de reduzir a
ocorréncia e o alcance de L. monocytogenes nos alimentos prontos para 0 consumo, como
também a melhoria da manutencdo da cadeia do frio ao longo da producédo, com a finalidade
de diminuir temperaturas inadequadas que favorecem a proliferacdo de L. monocytogenes
(CODEX, 2009).

Com o objetivo de reduzir a ocorréncia de surtos de listeriose, o United State and
Departament of Agriculture (USDA) e o Food and Drug Administration (FDA) em 2001,
elaboraram o Listeria Action Plan (Plano de Acéo Listeria) com foco em derivados de carne e
aves prontos para o consumo. Corroborando com essa meta, a WHO em 2004 langou o
documento Avaliacdo de risco de Listeria monocytogenes em alimentos prontos para o

consumo. Em consonancia, o Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento (MAPA)
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do Brasil publicou em 2009 a Instru¢cdo Normativa n® 09 que instituiu os procedimentos de
controle da Listeria monocytogenes em produtos de origem animal prontos para consumo
(FAI, 2011; WHO, 2004; BRASIL, 2009).

Diante disto, a qualidade higiénico-sanitaria como fator de seguranca alimentar tem
sido amplamente analisada e discutida, uma vez que as doencas veiculadas por alimentos séo
um dos principais fatores que contribuem para os indices de morbidade nos paises da América
Latina e do Caribe. O Comité WHO/FAO considerou que doengas oriundas de alimentos
contaminados seja provavelmente, o maior problema de salde no mundo contemporéneo e
uma das causas seja a contaminacdo cruzada dos alimentos pela falta de préaticas higiénicas

implantadas nos estabelecimentos manipuladores de alimentos (SILVA, 1998).

3.6. Métodos de identificacdo de Listeria spp.

Os varios atributos que possui a Listeria spp. permite seu crescimento e multiplicacao
em diversos alimentos e no meio ambiente, mesmo sob condi¢bes desfavoraveis. Por esta
razao sao necessarios métodos sensiveis capazes de detectar e rastrear esse patdgeno ao longo
de toda a cadeia de producdo e que atendam a diversas necessidades e requisitos de 6rgaos
fiscalizadores, cientistas e industrias alimenticias. Entre as exigéncias, o nivel de detec¢édo
com base em género, espécie ou estirpe sdo informacdes relevantes para que se possa integrar

a andlise de risco e vias de contaminacdo (ZUNABOVIC et al., 2011).

A principio, ensaios fenotipicos, bioquimicos e imunoldgicos, bem como método
genotipico sdo utilizados para uma diferenciacao, deteccado e identificacdo de Listeria spp. e 0
tempo de preparacdo, habilidades e objetividade ao avaliar os resultados diferem entre estes
métodos. Métodos moleculares de cultura independente e cultura dependente fortalece o
conhecimento sobre a diversidade de ecossistemas microbianos, a interacdo associadas aos
alimentos e influéncias no processamento de alimentos sobre questbes de seguranca
microbiologica (ZUNABOVIC et al., 2011).

Métodos tradicionais de cultura e identificacdo envolvem o enriquecimento seletivo e
plagueamento seguido pela caracterizacdo de Listeria spp. com base na morfologia da
coldnia, a fermentacdo de aclcar e propriedades hemoliticas. Estes métodos sdo o padréo
ouro, também conhecido com métodos tradicionais, mas sdo demorados e pode ndo ser

adequado para ensaios de alimentos com vida Gtil curta por exemplo. Com resultados mais
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rpidos foram desenvolvida analise baseadas em anticorpos (ELISA) ou técnicas de biologia
molecular (PCR ou gPCR). Estes testes possuem sensibilidades e especificidade semelhantes,

sdo rapidos e permitem um resultado no prazo maximo de 48 horas. (HANSBRO, 2005).

Essa obtencdo de resultados em um periodo mais curto de tempo possibilita a
realizacdo de agdes corretivas durante o processamento do alimento, a retirada de um lote do
comércio, bem como a verificacdo das condicbes de higiene das areas de manipulacdo de
alimentos (FRODRE, 2005).

3.7. Listeria spp. nas areas de manipulacao de alimentos

A presenca da Listeria spp. em matérias-primas, tais como leite e seus derivados,
carne, embutidos carneos, peixes e vegetais, reforca a necessidade dos estabelecimentos
processadores de alimentos estabelecerem barreiras que minimizem a entrada nas &reas de
processo dos alimentos, especialmente em locais onde o alimento considerado pronto para o
consumo seja manipulado. Portanto, esses estabelecimentos devem ser providos de barreiras
sanitarias, controle dos uniformes de pessoal, lavagem das méos e o controle de visitantes nas
suas instalacdes. (SCHOBITZ et al., 2009).

Lakicevic et al. (2010) isolaram 16,3% (23/141) de Listeria spp. em ambientes de

processamento de alimentos em Belgrado, Sérvia.

Blatter et al. (2010) na Suica, detectatam L. monocytogenes em 3,5% (70/2028) de
swabs procedentes de locais de processamento de alimentos pronto para 0 consumo.
Gianfranceschi et al. (2003) realizaram um levantamento na Italia e identificaram uma
contaminacdo de 6,1% (58/958) de L. monocytogenes em ambiente processadores de
alimentos. Mas, Parisi et al. (2013) identificaram em ambientes processadores de alimentos
44,9% (19/43) de L. monocytogenes também na Italia

Em trabalho realizado na Argentina, foram encontradas 5% de L. monocytogenes dos
20 pontos coletados de utensilios e geladeiras de areas de fatiamento de presuntos.
(ALVAREZ et al., 2004).

Silva e colaboradores (2004), no seu estudo em Pelotas, Rio Grande do Sul,
verificaram a ocorréncia de L.monocytogenes na planta de processamento de linguica mista

frescal e isolaram em 100% das 41 amostras analisadas nos trés estabelecimentos estudados.
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Além disso, observou que ha disseminacdo do patdgeno durante o processamento,

promovendo assim a contaminacao recorrente no produto final.

Em pesquisa realizada por Silva et al. (2003) das 228 amostras coletadas, 17% foram
positivas para Listeria spp. provenientes do ambiente de manipulagdo de alimentos. As cepas
isoladas foram a 4b e 1/2a, onde ambas sdo frequentemente envolvidas em surtos de listeriose.

Barros et al. (2004), em sua pesquisa determinaram a ocorréncia de L. monocytogenes
em diversos pontos de plantas de processamento de carne bovina em um abatedouro e cinco
casas de carnes no Parana. Os resultados indicaram frequéncias de 6,25% de L.
monocytogenes; 68,75% de L. innocua; 18,75% de L. welshimeri; 4,17% de L. seeligeri e
2,08% de L. grayi, provenientes de equipamentos de casa de carnes como caixas plasticas e

amaciador.

Cesar e colaboradores (2011) em estudo colheram 16 pools de swabs ambientais de
uma em salsicharia em Goias nos quais 37,5% foram positivas para Listeria spp.. Destas, 50%

foram positivas para L. monocytogenes.

Cruz et al. (2008) identificaram que das 63 amostras coletadas de superficie de contato
com os alimentos, 44% eram positivas para Listeria spp. € 32% para L. monocytogenes. Para
as superficies que ndo entravam em contato com os alimentos, das 44 amostras coletadas,

55% e 43% foram positivas para Listeria spp. e L. monocytogenes, respectivamente.

No geral, o controle da Listeria spp. no ambiente de manipulacdo de alimentos é
dificultado pelo fato da bactéria ter sua origem no ambiente. Desta forma, hé necessidade da
analise frequente para a detec¢do da L. monocytogenes em produtos e amostras ambientais
objetivando o controle efetivo deste patdgeno nos estabelecimentos manipuladores de
alimentos (BARANCELLI et al., 2011).

Em estudo realizado por Bersort e colaboradores (2008) foi avaliada a multiplicacéo
de L. monocytogenes naturalmente presente em mortadelas fatiadas, embaladas a vacuo e
estocadas a 5°C durante sua vida de prateleira, que indicou a multiplicagdo durante o
armazenamento. Com isso, a estocagem sob refrigeracdo néo foi suficiente para o controle da
multiplicacdo de L. monocytogenes em mortadelas fatiadas, reforcando que boas praticas de
fabricacdo e um sistema de analise de perigos e pontos criticos de controle (APPCC)

implantado s&o importantes para garantir a seguranga dos alimentos.
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RESUMO

Objetivou-se com esse estudo isolar e identificar Listeria spp. em areas de processamento de
estabelecimentos varejistas de alimentos no Estado de Pernambuco, Brasil. Para este estudo
foram colhidas 86 amostras de swabs procedentes de equipamentos, utensilios e instalacfes
utilizados para processamento de embutidos, distribuidas em dez estabelecimentos varejistas.
Para identificacdo de Listeria spp. utilizou-se 0 método rapido 3M™, Quick Swab e 3M™
Petrifilm™. A identificacdo de Listeria monocytogenes foi realizada pela técnica de Reacéo
em Cadeia da Polimerase em Tempo Real (qQPCR). Nos estabelecimentos foi realizada uma
lista de verificacdo para avaliar as condicBes higiénico-sanitarias dos pontos de coletas. Das
86 amostras analisadas, 27 (31,2%) [I.C. 21,81- 42,30%] foram positivas para Listeria spp. e
destas, uma (3,7%) para Listeria monocytogenes. Os pontos de maior contaminacdo foram o
piso (50,0%), placa de polietileno (42,9%) e faca (40,0%). Dos dez estabelecimentos
analisados observou-se que oito (80,0%) tiveram ao menos uma amostra positiva para Listeria
spp. Ao analisar a associacdo entre as condi¢Bes higiénico-sanitarias dos pontos de coletas e
exame microbiolégico, foi constatado ndo haver diferenca significativa (p = 0,700). Diante
dos resultados obtidos conclui-se que a Listeria spp. estd amplamente distribuida nos
ambientes estudados o que pode favorecer a contaminacgdo dos alimentos e consequentemente
oferecer riscos a saude publica. Desta forma, recomenda-se que parametros microbioldgicos
devem ser estabelecidos pelos érgdos reguladores de salde para alimentos carneos e seus

embutidos com o intuito de oferecer um alimento seguro para 0s consumidores.
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ABSTRACT

The aimed of this study was to isolate and identify Listeria spp. in processing areas of retail
food stores in the state of Pernambuco, Brazil. For this study we collected 86 swabs samples
from equipment, fixtures and facilities used for meat products processing, distributed in ten
retail food stores. For the identification of Listeria spp. was used the 3M™ quick method,
Quick Swab and 3M™ Petrifilm. The idetification of Listeria monocytogenes was performed
by the technique of Polymerase Chain Reaction in Real Time (QPCR). In the stores was made
a checklist to assess the hygienic-sanitation conditions of the collection points. Of the 86
samples analyzed, 27 (31.2%) [I.C. 21.81 to 42.30%] were positive for Listeria spp. and of
these, one (3.7%) for Listeria monocytogenes. The major points of contamination were the
floor (50.0%), polyethylene plate (42.9%) and knife (40.0%). It was observed that of the ten
stores analyzed, eight (80%) had at least one positive sample for Listeria spp. When analyzing
the association between the hygienic-sanitation conditions of the collection points and
microbiological analysis, we found no significant difference (p = 0.700). Based on these
results it is concluded that the Listeria spp. is widely distributed in the areas that was studied,
which may favor the food contamination and therefore present a risk for public health. Thus,
it is recommended that microbiological parameters should be set by health regulatory

agencies for meat and its meat products in order to provide a safe food for consumers.

Keywords: good manufacturing practices, Listeria monocytogenes, public health,

supermarket

INTRODUCAO

A Listeria spp. € uma bactéria Gram-positiva, bastonete curto, ndo formador de
esporos, anaerdbias facultativas, possui carater ubiquitario. Atualmente had oito espécies
reconhecidas: L. monocytogenes, L. innocua, L. ivanovii, L. seeligeri, L. welshimeri, L. grayi,
L. marthii e L. rocourtiae. Destas, a L. monocytogenes é um patdgeno oportunista para

humanos e L. ivanovii para outros mamiferos. Porém, ja houve casos da L. seeligeri e L.
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ivanovii como causa de doencas em humanos (HANSBRO, 2005; GUILLET, 2010;
BARBUDDHE, 2012).

L.monocytogenes € um micro-organismo que exige atencdo em locais de
processamento de alimentos, devido a algumas particularidades que propiciam sua ocorréncia,
dentre as quais, destaca-se a distribuicdo e sobrevivéncia no meio ambiente, mesmo em
condicdes adversas. Esta espécie requer um minimo de nutrientes, e possui capacidade de se
multiplicar sob temperaturas de refrigeracdo, tolerancia a altas concentracfes de sal e pH
relativamente baixo (MARTINS, 2009).

Estudos realizados no Brasil identificaram a presenca de Listeria spp em industrias e
casa de processamento de carne bovina. Barros et al. (2004), no Estado do Parana, isolaram
em equipamentos, instalacdes e utensilios, L. monocytogenes (6,25%); L. innocua (68,75%);
de L. welshimeri (18,75%); de L. seeligeri (4,17%) e de L. grayi (2,08%). No estado de Goias,
estudo conduzido por Cesar e colaboradores (2011) identificou em 37,5% (6/16) de swabs do
ambiente, a presenca de Listeria spp. das quais 50,0% (3/6) foram confirmadas como Listeria

monocytogenes.

Estudos epidemiolégicos e microbiolégicos tém demonstrado que a contaminagao
cruzada durante o fatiamento e o crescimento bacteriano durante a estocagem sdao um dos
principais responsaveis na contaminacao dos alimentos prontos para consumo (APC) e como
consequéncia causa das doencas transmitidas por esses alimentos (PEREZ-RODRIGUEZ et
al., 2010). Com isso também tem aumentado a preocupa¢do por parte das inddstrias e dos
orgédos fiscalizadores para o controle da Listeria spp. (GERAMANO E GERMANO, 2003).

No Brasil a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), através da
Resolucéo da Diretoria Colegiada (RDC) n°12, de 2 de janeiro de 2001, estipula os padrdes
microbioldgicos para L. monocytogenes em queijos, ndo sendo contemplado a pesquisa de

Listeria spp. em outros produtos de origem animal e instalagdes das industrias de alimentos.

De acordo com a literatura consultada, na regido nordeste do Brasil, ndo ha estudos
relacionados a pesquisa de Listeria spp. em inddstrias e comércio varejista de alimentos.
Neste sentido a pesquisa deste micro-organismo se faz necessaria em areas de processamento
de alimentos de origem animal, para subsidiar os 6rgéos de vigilancia em saude na garantia de
oferecer um alimento seguro para os consumidores. Desta forma, objetivou-se com este
estudo pesquisar Listeria spp. em areas de processamento de um estabelecimento varejista de

alimentos no estado de Pernambuco, Brasil.
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MATERIAIS E METODOS

Amostras

A pesquisa foi realizada em dez estabelecimentos varejistas de alimentos nas cidades
de Caruaru, Jaboatdo dos Guararapes e Recife do estado de Pernambuco, sendo analisados 86
pontos procedentes de &reas de manipulacdo de embutidos. A amostragem foi ndo
probabilistica por conveniéncia.

Os pontos de amostragem foram: balanca, placa de polietileno, faca, mesa de
manipulagdo, fatiador, balcdo refrigerado, parede, piso e ralo, sendo uma amostra de cada por
loja.

Nas coletas foi utilizada a técnica de esfregaco de superficies com Quick Swabs 3M™
de acordo com o preconizado pelo fabricante e com moldes estilizados de aco inox de 10cm?
conforme a metodologia de Lakicevic et al. (2010). A utilizagdo de cada um dos moldes foi
determinada de acordo com a dimens&o do ponto amostrado, e quando o formato ndo permitia
a adequacao dos mesmos, toda a superficie foi amostrada, neste caso a faca e o ralo foram os
pontos onde toda a superficie foi amostrada.

As amostras dos Quick Swabs 3M™ foram mantidas sob-refrigeracéo e encaminhadas

em caixa isotérmica contendo gelo reciclavel para o laboratério para posterior anélise.

Analise microbioldgica para Listeria spp.

As amostras foram processadas em placas 3M Petrifilm™ contendo meio especifico
para isolamento de Listeria spp. Apos 0 processamento as mesmas foram incubadas em estufa
microbioldgica a 37°C £ 1°C por 28-30 horas. Ap0s esse periodo as coldnias suspeitas foram
armazenadas em tubos do tipo de eppendorff com solucdo Tampao fosfato-salino (PBS) para

posterior identificacéo.

Identificagcdo molecular de Listeria monocytogenes

Para a extracdo de DNA foi utilizado kit comercial Mericon DNA Bacteria Plus Kit
(Qiagen®, Hilden, Germany), de acordo com o protocolo do fornecedor para bactérias gram
positivas. Foram utilizados como pares iniciadores o LL5 (5’-AACCTATCCAGGTGCTC-3")
e LL6 (5’-CTGTAAGCCATTTCGTC-3’), descritos nos estudos de Barocci et al. (2008),
desenhados a partir do gene listeriolysina O (hlyA), da L. monocytogenes patogénica,

amplificando uma sequéncia de 267 pares de base (pb).
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As reacOes de amplificacdo foram realizadas em um volume final de 25ul contendo:
12,5ul do QuantiFast TM SYBR® Green PCR Kit (Qiagen®, Hilden, Germany); 1,0ul de
cada primer (LL4 e LL5) a 30pMol; 5ul de DNA gendmico, huma concentragdo media de
7ng/mL; e 5,0ul de dgua ultrapura Nuclease-Free (Amresco®, Ohio, EUA). O perfil térmico
das etapas de reacOes foi realizado em um termociclador Rotor-Gene Q (Qiagen®, Hilden,
Germany), consistindo de uma desnaturacdo do DNA inicial a 95°C por 5 minutos, e seguida
de 35 ciclos a 95°C por 10 minutos para a desnaturacdo, 60°C por 30 segundos para 0
anelamento e extensdo, seguindo protocolo descrito pelo fornecedor para QuantiFast TM
SYBR® Green PCR Kit.

Como controle positivo da reagdo, foi utilizado DNA de amostras positivas para L.
monocytogenes confirmadas através de isolamento microbioldgico e testes bioquimicos para
confirmacéo das caracteristicas fenotipicas; e como controle negativo da reacdo, foi utilizada
agua ultrapura Nuclease-Free (Amresco®, Ohio, EUA).

O resultado foi captado por fluorescéncia e analisado através de software Rotor-Gene

Q Series Software versao 1.7.

Avaliacdo das condic¢des higiénico-sanitarias

Uma lista de verificacdo foi aplicada durante as coletas para avaliacdo dos niveis de
higienizacdo dos equipamentos e de cada estabelecimento estudado, com foco na area de
manipulacio de embutidos (BRASIL, 2004; PEREZ-RODRIGUEZ, 2010). (Apendice 1)

Andlise estatistica

Os resultados microbioldgicos foram analisados por estatistica descritiva através da
obtencdo da distribuicdo absoluta e relativa. Para analise de associacdo entre as condicdes
higiénico-sanitarias dos pontos de coletas e exame microbioldgico foi utilizado o teste de qui-
quadrado com auxilio do programa computacional EPI INFO verséo 3.5.1.

RESULTADOS

Do total de 86 amostras analisadas 27 (31,39%) foram positivas para Listeria spp. no
isolamento microbioldgico e destas uma (3,70%) foi classificada como Listeria
monocytogenes pelo qPCR (Figura 1). Em relagdo aos estabelecimentos analisados,

constatou-se a ocorréncia de isolamento de Listeria spp em 80,0%.
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Figura 1 — Resultado do gPCR para classificacdo de L. monocytogenes nas amostras positivas para Listeria spp.

Os resultados, por ponto de coleta, obtidos na analise microbioldgica encontram-se
dispostos na Tabela 1. Observou-se o isolamento de Listeria spp. em todos 0s pontos coletados
(100,0%), onde uma maior frequéncia foi identificada no piso (50,0%), ralo (42,9%), placa de
polietileno (40,0%) e faca (40,0%).

Tabela 1 — Pesquisa de Listeria spp. em diferentes ponto amostrais de areas de manipulacdo de embutidos de
estabelecimento varejista em Pernambuco, Brasil.

Pontos de . Listeria spp.
amostragem FA. F.R. (%) IC. (95,0%0)
Balanca 10 3 30 [6,67-65,24]
Placa 10 4 40 [12,15-73,76]
Faca 10 4 40 [12,15-73,76]
Mesa 10 3 30 [69,15-100]
Fatiador 9 1 11,11 [0,28-48,25]
Balcéo refri. 10 3 30 [6,67-65,24]
Parede 10 1 10 [0,25-44,50]
Piso 10 5 50 [18,70-81,29]
Ralo 7 3 42,9 [9,90-81,59]

Legenda — N: Numero da amostra; F.A. Frequéncia relativa; F.R. Frequéncia relativa; IC: intervalo de confianca.
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Ao analisar a associacdo entre as condi¢Bes higiénico-sanitarias dos pontos de coletas

e exame microbiologico, foi constatado ndo haver diferenca significativa (Tabela 3).

Tabela 2 — Associagdo entre as condicdes higiénico-sanitérias e exame microbioldgico de areas de manipulagdo
de embutidos de estabelecimento varejista em Pernambuco, Brasil.

Classificacao Positivo Negativo Total Valor de p
FA. FR (%) FA. F.R (%) F.A. F.R (%)

Inadequada 21 30,4 48 69,6 69 80,23 0,700

Aceitavel 6 35,4 11 64,6 17 19,77

Legenda — F.A. Frequéncia relativa; F.R. Frequéncia relativa;

DISCUSSAO

Este é o primeiro registro da ocorréncia de Listeria spp. em areas de manipulagdo de
alimentos de estabelecimentos varejista no estado de Pernambuco, Brasil. Os resultados
encontrados neste estudo estdo de acordo com os encontrados no Brasil por Barros et al.
(2004), Silva et al. (2010) e Cesar et al. (2011). Resultados diferentes foram relatados por
Lakicevic et al. (2010) que isolaram 16,3% (23/141) de Listeria spp. em ambientes de
processamento de alimentos em Belgrado, Sérvia. A diferenca entre os resultados pode esta
relacionada com os locais de onde foram obtidas as amostras avaliadas e meétodos de
diagnostico utilizados.

A ocorréncia elevada de isolamento de Listeria spp. nos pontos de coleta nos
estabelecimentos estudados é preocupante, pois pode ocorrer contaminacdo cruzada nos
alimentos e causar surtos de listeriose. De acordo com CDC (2011) no periodo de 1998-2008,
em meédia 2,4 surtos por ano foram notificados nos Estados Unidos. Nesse periodo o maior
surto ocorreu em 2002, quando houve notificacdo de 54 casos, com oito mortes e trés mortes

fetais e foram associados com o consumo de presunto de peru.

A transmissdo da Listeria spp. para o homem pode ocorrer principalmente através de
alimentos como derivados lacteos, leite cru ou pasteurizado, sorvete e queijos, bem como
produtos carneos crus ou processados de varias origens (bovinos, caprinos, ovinos, aves),
peixes, embutidos e os alimentos prontos para consumo (GERMANO e GERMANO, 2003;
D’OVIDIO, 2011).

Os alimentos manipulados nas areas estudadas ndo recebiam nenhum tratamento

térmico antes de sua comercializagdo, aumentando o risco de contaminagdo dos
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consumidores, especialmente aqueles pertencentes aos grupos de riscos para listeriose como
gestantes, criancas, idosos e imunodeprimidos.

Em relacdo a identificacdo das espécies de Listeria spp, observou-se que apenas 3,7%
(1/27) foi identificada como Listeria monocytogenes. Esta amostra foi isolada na placa de
polietileno. Corroborando com esse resultado, Blatter et al. (2010) na Suica, detectatam L.
monocytogenes em 3,5% (70/2028) de swabs procedentes de locais de processamento de
alimentos pronto para o consumo. Gianfranceschi et al. (2003) realizaram um levantamento
na Italia e identificaram uma contaminacdo de 6,1% (58/958) de L. monocytogenes em
ambiente processadores de alimentos. Mas, Parisi et al. (2013) identificaram em ambientes
processadores de alimentos 44,9% (19/43) de L. monocytogenes também na Italia. No Brasil,
Cesar et al. (2011) identificaram em seis pools de swabs ambientais, 50% de L.
monocytogenes de industria de salsichas tipo hot dog no estado de Goias. Barros et al. (2004)
indicaram a frequéncia de 6,25% de L. monocytogenes provenientes de equipamentos e

utensilios de casas de carne do estado do Parana.

A baixa frequéncia de Listeria monocytogenes nas amostras analisadas pode estar
relacionada com a competicdo desse micro-organismo com os diferentes patdgenos presentes
no ambiente, assim como com as diversas espécies de Listeria spp. Segundo Mottin (2008) o
crescimento de L. monocytogenes pode ser inibido por fatores como estresse, nimero inicial
da bactéria no ambiente e a inibicdo do crescimento frente a outros micro-organismos
presentes no ambiente.

E importante salientar que o uso da técnica de gPCR mostrou-se rapida, eficaz, facil
manipulacdo, confidvel e altamente especificos, corroborando com os estudos de Barocci et
al. (2008) e Lakicevic et al. (2010).

Dos dez estabelecimentos analisados, observou-se o isolamento de Listeria spp. em
80,0% deles, o que demonstra que essa bactéria estd amplamente distribuida nos
estabelecimentos varejistas de alimentos estudadas e que medidas de controle devem ser
implementadas.

O piso foi o ponto de coleta com maior frequéncia (50,0%) para o isolamento de
Listeria spp. Esse numero poderia ter sido maior devido as condi¢fes higiénico-sanitarias
precarias encontradas durante a coleta, visto que em todas as lojas 0s pisos estavam em
situacOes inadequadas de limpeza, o que pode justificar também uma baixa frequéncia de

isolamento de L. monocytogenes.
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A frequéncia de isolamento para Listeria spp. foi de 42,8% (3/7). Apesar do sistema
de drenagem e piso ndo serem considerados fontes de contaminacgédo para os alimentos, serve

de indicativo de que ha contaminacéo por Listeria spp. na area de processamento analisada.

A placa de polietileno foi um dos utensilios de maior ocorréncia com 40,0% de
positividade para Listeria spp. e onde foi identificada a Unica Listeria monocytogenes. Este
utensilio € utilizado para a abertura de embalagens e corte das pecas de produtos e por ser de
material plastico, ao corte, acontecem ranhaduras permitindo o acimulo de material organico,
que dificulta a higienizagdo adequada, possibilitando a formacéo de biofilme. Breindt et al.
(2006) descrevem que a formacdo do biofilme é influenciada por vérios fatores como
caracteristicas das amostras, propriedades fisico-quimicas dos substratos de fixacdo da

bactéria, além da fase de crescimento, temperatura e presenca de outros micro-organismos.

Nos fatiadores apesar da frequéncia de Listeria spp ter sido baixa (11,11%), o
processo de fatiar nos alimentos prontos para consumo € considerado um risco de
contaminagdo, pois residuos presentes nesses equipamentos podem resultar em locais de
crescimento do patdgeno, formacdo de biofilme e a contaminacdo do produto durante a

operacao.

Em seus estudos Ratti (2006) isolou L. monocytogenes em equipamento de fatiar e
presunto fatiado em mesmo estabelecimento comercial, 0 que indica que existe o risco da
contaminacdo cruzada através do processo de fatiamento. Ainda segundo Ratti, no Brasil sdo
poucos os relatos sobre a ocorréncia de Listeria spp. em ambientes e equipamentos de
supermercados e devido as suas condi¢cdes de manipulacdo e armazenamento, os alimentos
prontos para consumo sdo veiculadores de patégenos em potencial.

Cesar et al. (2011) afirmam que partes de equipamentos, onde sdo dificeis de
higienizar, como esteiras, picadoras, fatiadoras e embaladoras sdo um dos principais locais de

identificacdo de L. monocytogenes, mesmo apds as operagdes de limpeza.

Outro ponto a ser considerado é que o processo de higienizacdo ndo conforme com as
exigéncias da RDC n° 216 da ANVISA (BRASIL, 2004) instituido nos estabelecimentos
estudados proporciona a contaminagdo do ambiente e ao risco de veicular a Listeria spp. aos

alimentos processados e comercializados.

Mottin (2008) afirma que a presenca de Listeria spp. estd relacionada as condi¢Ges
higiénico-sanitaria do local de processamento dos alimentos, sendo capaz de permanecer no

ambiente, sobrevivendo e multiplicando-se em condic¢Oes adversas. Desta forma, é possivel
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que o processo de higienizagdo utilizado pelos estabelecimentos estudados favoreca a
contaminacdo do ambiente, onde ndo foram visualizados os cronogramas de higienizacdo das
areas, nao ha o controle das pessoas que circulam e o fatiamento acontece no meio da loja

sem a limpeza e climatizacdo adequadas.

Todavia, conforme Lakicevic et al. (2010), a detecgdo de Listeria spp. pode ser
considerada como indicativo de que a higiene ou processo de higienizacdo estdo inadequados
nas areas de producdo de alimentos. Para efeitos de protecdo da salde publica, € importante a
identificacdo de Listeria spp., uma vez que estas aumentam a probabilidade da presenca de L.

monocytogenes e permite a tomada de agdes preventivas.

Segundo Barancelli et al. (2011) o controle deste patdgeno no ambiente de
manipulacdo de alimentos é dificultado pelo fato da bactéria ter sua origem no ambiente.
Desta forma, h& necessidade da anélise frequente para a deteccdo da L. monocytogenes em
produtos e amostras ambientais objetivando o controle efetivo deste patdégeno nos

estabelecimentos manipuladores de alimentos.

Em nenhuma loja foi visualizado o uso correto das luvas. Segundo o Codex (2007) as
préticas de higiene dos colaboradores sdo importantes para a prevencao da contaminacao por
Listeria monocytogenes e se deve proporcionar uma devida capacitagdo e supervisdo para

assegurar o cumprimento dessas praticas.

A maioria das lojas ndo possuia uma pia exclusiva para higienizacdo das médos e em
apenas uma loja havia o procedimento de lavagem de méaos fixado em local adequado. Outro
ponto é que em nenhuma delas fazia-se uso de utensilio para pegar o produto e proceder sua
embalagem para venda. Segundo Hoelzer et al. (2012) as maos e luvas representam um
importante veiculo de contaminacdo cruzada e a implantacdo de melhores préaticas higiénicas
como maior frequéncia da lavagem das maos, a utilizacdo das luvas de forma adequada faz-se

necessaria para diminuir a ocorréncia de Listeria spp. nos alimentos.

Apesar de ndo ter sido identificada uma associacdo entre a qualidade de higiene e o
exame microbioldgico, recomenda-se que medidas de higiene devem ser implementadas nos
locais, pois de acordo com Peréz-Rodriguez et al, (2010) em locais que apresentam uma
higiene insatisfatdria a frequéncia de isolamento de micro-organismos € mais elevada.

A presenca de Listeria spp. nas instalacbes sustenta a necessidade da existéncia e

manutencdo de programas de acompanhamento da presenca desse patdgeno por meio do
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monitoramento ambiental com frequéncia estabelecidas, principalmente em superficies que
entram em contato direto com os alimentos pronto para consumo como é o caso de embutidos
evitando a contaminacdo (CESAR et al., 2011)

Por fim, para reducdo da contaminagdo dos alimentos e consequente diminuicdo das
notificagdes de surtos de origem alimentar, as boas praticas de manipula¢do sdo importantes
ferramentas de prevencdo a fim de garantir a qualidade higiénico-sanitaria e a conformidade
dos alimentos com a legislacdo vigente (BRASIL, 2004; PEREZ-RODRIGUEZ et al., 2010).

CONCLUSAO

Diante dos resultados obtidos neste estudo, conclui-se que a Listeria spp encontra-se
amplamente distribuidas nas areas estudadas, constituindo um fator de risco para a saude
publica.

Medidas de controle higiénico-sanitario sdo necessarias para minimizar fatores que
contribuam com a presenca da Listeria em estabelecimentos varejistas de alimentos, bem
como a implementacdo e intensificacdo de acbes de inspecdo e fiscalizacdo da vigilancia
sanitaria na comercializacdo dos embutidos nesses estabelecimentos.

Desta forma, recomenda-se que pardmetros microbiolégicos devem ser estabelecidos
pelos 6rgdos reguladores de saude para alimentos carneos e seus embutidos com o intuito de

oferecer um alimento seguro para 0s consumidores.
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APENDICE I - Avaliacéo das condigdes higiénico-sanitérias dos estabelecimentos

Projeto Mestrado Listeria - Mariana Siqueira

Avaliacao das Condig6es Higiénico-sanitarias dos Estabelecimentos
Data:
Estabelecimento:
Denominagao: Classificagao:
Nivel de higiene dos manipuladores 0-10
1|Utilizagdo adequada de luvas descartaveis 0/1/2
2|InstalagOes de lavagem adequada das maos 0/1
3|Lavagem das maos apds manipulacao 0/2
4|Utilizacao de utensilios para recolher fatiados 0/1
5|Uniforme compativel com fungdo (completo/ limpo -Avental) 0/1
6|Higiene do manipulador ( unhas limpas/cabelos protegidos/uso adornos/ uso de maquiagem) 0/1
7|Praticas higiénicas ( Tosse, espirros, canto, assobios, fumar, falar, celular) 0/1/2
Nivel de higiene dos equipamentos 0-8
8|Alimentos pronto para consumo separados dos crus e curados 0/1
9|Alimentos pronto para consumo mantidos em embalagens originais 0/1
10{Magquina de fatiar exclusiva para RTE 0/2
11{M4aquina de fatias e todas as superficies de trabalho limpas 0/1/2
12|Cronograma de limpeza da area de fatiamento 0/1/2

Para cada adequacao pontuar.
Classificacdo: (0-8) Higiene Inadequada; (9-13) Higiene acetavel; (= ou acima de 14) Higiene adequada
Observagoes:




