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RESUMO

SILVA, Danilo Augusto Lopes da, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, Julho de
2015. Contaminacdo microbiolégica em acougues e caracterizacdo de Listeria
monocytogenes quanto a potencial patogénico, adesdo e sensibilidade a sanitizantes

Orientador: Luis Augusto Nero.

Listeria monocytogenes pode contaminar produtos carneos principalmente através de
contaminagcdo cruzada de utensilios expostos a produtos Acrgsialidade destes
produtos pode ser ainda estimada através da pesquisa de micro-organismos indicadores
de higiene, 0 que ndo isenta a pesquisa de patdégenos para garantia de inckuidade.
contaminacgao pdr. monocytogenes em ambientes de processamento de alimentos é de
dificil controle, devido a sua ampla disseminacdo e adaptacdo, o que demanda
monitoramento constante e adocdo de procedimentos eficientes para eliminagdo desse
patbgeno. A primeira etapa deste trabalho identificou as principais fontes de
contaminagado microbiolégica no ambiente de processamento de trés acougues, quando
amostras superficiais foram obtiddde mesas, facas, interior do balcdo refrigeracéo,
moedores e amaciadores de carne (20 amostras por area) e submetidas a enumeracao ds
micro-organismos indicadores de higiene, e pesquisa de L. monocytogenes, cujos
isolados obtidos foram caracterizados quanto aos seus sorogrupos e genes de viruléncia.
Os resultados demostraram que ndo houve diferencas n@s déveontaminagcado por
micro-organismos indicadores de higiene entre os trés estabelecimentos anasados
amostras com contagens acima de valores referenciais indicaram ineficiéncianos
procedimentos de higienizacao praticados. 87 amostras apresentaram resultado positivo
para Listeria spp. (60%), sendo 22 amostras de mesa, 20 de moedor, 16 de faca, 13 de
mao, 9 de amaciador e 7 do balcédo de refrigeracdo. Um total de 31 amostrés) (21,5
foram positivas parh. monocytogenes, indicando a presenca do patégeno no ambiente
de processamento de produtos carneos. Na caracterizacdo dos sorotipos, 52 isolados
foram caracterizados como pertencentes aos sorogrupos 1/2c ou 3c, e 22 isolados como
pertencentes aos sorogrupos 4b, 4d, 4a ou 4c. Na pesquisa dos genes de viruléncia,
todos os 74 isolados apresentaram resultados positivos para 0os genes hlyA, iap,plcA,
actA e para o grupo das internalinas (inlA, inlB, inlC e inlJ). Na segunda etapa do
estudo,foi avaliado a ocorréncia demonocytogenes (ISO 11.290 1/2) em utensilios e
ambiente de manipulacdo em um agougue, e os isolados obtidos foram caracterizados

guanto aos seus sorogrupos e genes de viruléncia e ainda avaliados quanto a capacidade
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de adesdo in vitro e sensibilidade a dois sanitizantes (MisteD\@ax2 e B-QUART

SEPT®). Do total de 40 amostrase mesas, facas, interior do balcdo refrigeracéo,
moedores e amaciadores de carne, 75 % foram positivasigiara spp. e 22,5 % para

L. monocytogenes. Todos os isolados obtidos foram caracterizados como sorogrupos
1/2c ou 3c, e apresentaram resultados positivos para todos os genes de viruléncia
analisados. Adicionalmente, todos os isolados apresentaram algum potencial de adesao,
em sua maioria apresentando potenciais de adeséo variando de fraco a moderado, sendo
gue somente um isolado apresentou um forte potencial de adesdo. Os sanitizantes
avaliados apresentaram potencial para inibir da multiplicacéo dos isolados em diferentes
concentracdes (1:256 a 1:512 para Mister & ©, e 1:4.096 a 1:16.384 para B-
QUART SEPT®), e interferiram na formac&o e remocéo de biofilmes pelos isolados.
Apoés avaliacdo, os sanitizantes foram adotados na rotina de higienizacdo do
estabelecimento comercial, e apds 2 meses, amostras superficiais dos mesmos utensilios
e equipamentos foram coletadas e submetidas a andlise de L. monocytogenes, e nenhum
resultado positivo foi identificado. Os resultados obtidos permitiram caracterizar os
sorugrupos dos isolados de L. monocytogenes obtidos bem como a o seu potencial
virulento, foi também demostrado o potencial de adesdo de L. monocytogenes e a
eficiéncia dos sanitizantes Mister MBG1 © e B-QUART SEPT® para o controle da
contaminagdo por esse patégeno. Os resultados indicam que o estabelecimento de
procedimentos adequados para reducdo das contagens microbianas e controle da
disseminacdo de L. monocytogenes nas etapas finais da cadeia produtiva da carne é de
extrema importancia, com reflexos evidentes na qualidade e inocuidade dos produtos
carneos destinados ao consumo humano. Adicionalmente, verificou-se o potencial de
adesdo de L. monocytogenes e a eficiéncia dos sanitizantes Mistdd®1a%-e B-

QUART SEPT® para o controle da contaminacg&o superficial por esse patégeno.



ABSTRACT

SILVA, Danilo Augusto Lopes da, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, July, 2015.
Listeria monocytogenes in butcher shops: occurrence in the environment, adhesion

potential and sensitivity to sanitizers Adviser: Luis Augusto Nero.

Listeria monocytogenes can contaminate meat products primarily through cross-
contamination of utensils exposed to raw products. The quality of these products can
still be estimated through the research of hygiene indicator microorganisms, which does
not exclude the research of pathogens to assure the food safety. Contamination by
monocytogenes in food processing environments is difficult to control due to its wide
dissemination and adaptation, which requires constant monitoring and adoption of
efficient procedures to eliminate this pathogen. In the first step of this study, we
identified the main sources of microbiological contamination in three butchers
processing environment by collecting surface samples from the hands of employees,
tables, knives, inner of butcher display, grinders and meat tenderizers (24 samples per
area). Samples were subjected toenumeration of hygiene indicator microorganisms and
detection of L. monocytogenes, being the isolates characterized for their virulence genes
and serogroups. The results demonstrated absence of differences in the levels of
contamination by hygiene indicators microorganisms analyzed between the three
butcher shops; samples with counts higher than reference values indicated inefficiency
in practiced hygiene procedures. 87 samples were positive for Listeria spp. (60.4 %),
being 22 samples from table, 20 from grind&&from knives, 13 from hands, 9 from

meat tenderizers and 7 from the inner of butcher display. 31 samples (21.5 %) were
positive for L. monocytogenes, indicating the presence of the pathogen in meat
processing environment. 52 isolates were characterized as belonging to serogroup 1/2c
or 3c, and 22 isolates belonged to serogroups 4b, 4d, 4a or 4c. All 74 isolates showed
positive results for hlyA geneggp, plcA, actA and the group of internalins (InlA, inlB

inLC and inlJ). In the second step of the study, we evaluated the occurrence of L.
monocytogenes in the processing environment of a butcher shop, and the obtained
isolates weresolates were characterized as to their serogroups and virulence genes and
further evaluated for in vitro adhesion capaansitivity to two sanitizers (Mister
Max-DG1® and B-QUART SEPT). Of the total of 40 samples hands of manipulators,
tables, knives, inner of butcher display, grinders and meat tenderizers, 75 % were

positive for Listeria spp. and 22,% for L. monocytogenes. All isolates were
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characterized as belonging to serogroup 1/2c or 3c, and showed positive results for all
virulence genes analyzebh addition, all isolates showed some potentiabdhesion

mostly presenting potential of adhesion ranging from weak to moderate, and only one
isolate showed a strong potenti@ihe evaluated sanitizers had potential to inhibit the
multiplication of isolates in different concentrations (1: 256-1: 512 for Mister Diag-

® and 1: 4096-1: 16,384 for B-QUART SEBT and interfered in the formation and
removal of the biofilms. After evaluation, the sanitizers were adoptedby the butcher
shop cleaning routine, and after two months surface samples from the same utensils and
equipment were collected and subjected to L. monocytogenes analysis, and no positive
result was identified.The results allowed to characterize the sorugrupos of L.
monocytogenes isolates obtained as well as their virulent potential, it has also
demonstrated thpotential of adhesion of L. monocytogenes and the effectiveness of
sanitizers Mister Max-DG® and B-QUART SEPT to control contamination by this
pathogen. Results indicate that the establishment of appropriate procedures to reduce
microbial counts and controlling the spread of L. monocytogenes in the final stages of
meat production chain is of utmost importance, with obvious effects on the quality and
safety of meat products for human consumption. Additionally, it was found L.
monocytogenes adhesion potential and the efficiency of the sanitizing MisteD\@ax-

® and B -quart SEPY for the control of surface contamination by these pathogens.

Xii



INTRODUCAO

Devido a sua natureza ubiqua, cepas de Listeriaocytmgenes tém sido
encontradas amplamente distribuidas na naturerao ssoladas de diversas fontes
ambientais e podendo contaminar uma grande vagedadalimentos, principalmente
produtos carneos (Vazquez-Boland et al., 2001jndnocytogenes € motivo de grande
preocupacdo em saude publica, por ser responsdadigteriose, uma doenca infecciosa,
causada principalmente pelo consumo de alimentasiomados (Ghandi et al., 2007) e
que pode provocar entre outras sintomatologiasrt@homeningites, septicemias e
encefalites (Dussurget et al., 2004; Cossart et2804; Pizarro-Cerda et al., 2006).
Listeriose é uma doenca com alta taxa de casas éatpie ocorre em grupos de risco bem
definidos, incluindo individuos idosos, mulheres aviglas, recém-nascidos e
imunocomprometidos (Farber &Peterkin, 1991).

As mudancas nos habitos e caracteristicas alimenta modo de producdo dos
alimentos, a habilidade de sobreviver em condi¢cGessab/ex capacidade de se multiplicar
em temperatura de refrigeracéo, aliado a resist@&uccongelamento, ao calor e a diversos
antibioticos, tornaraml.monocytogenes um micro-organismo emergente e dedgra
importancia entre os patdgenos veiculados por atse e atualmente representa um
grande problema para as industrias de alimentomy&o® oficiais de regulamentacéo
(Donelly et al., 1992).

O monitoramento de parametros de qualidade e bigieas linhas de
processamento de produtos carneos € uma ferraimgueante para garantir a qualidade
dos produtos finais aos consumidoiestudos epidemiolégicos que busquem identificar a
origem da contaminacdo de cepas patogénicas sdandamental importancia para
garantia da qualidade e seguranca microbiol6gicpra@utos carneos. As metodologias
moleculares podem ser aplicadas para uma idegéficaprecisa da origem da
contaminacao, fornecendo informac¢des importanteésesa ecologia, epidemiologia e
variabilidade genética das cepas identificadasa Barantia da seguranca microbiolégica
dos produtos carneos a pesquisa de patdgenos ésaimolivel. Desta maneira, patdgenos
frequentemente associados a carne bovina, como Lcgtogenes, devem ser pesquisados
e controlados em linhas de processamento (Borchir&lér, 2002).

O presente estudo teve como objetivo avaliar aréocia de L. monocytogenes
em ambientes de processamento de produtos carne@s;aigues, pelo isolamento
caracterizacéo desses patdogenos em utensiliospamegntos. Adicionalmente, o estudo

teve como objetivo avaliar o potencial de adesadsdldos obtidos, assim como a
1



sensibilidade a dois sanitizantes comumente wdgadurante a higienizacdo nesses

estabelecimentos comerciais.



REVISAO BIBLIOGRAFICA

1. Ambiente de processamento e inocuidade (monitoramento microbiolégico).

As carnes e seus derivados tém sido frequentemente associados a importantes
surtos de doengas veiculadas por alimentos (Mena et al.,). 2034 processos
envolvidos na producédo, elaboracdo e armazenamento destes produtos os expoe
contaminacgao por bactérias patogénicas entre outros organismos e substancias (Catao et
al., 2001). A contaminacao pés-processamento € uma frequente causa da contaminacao
das carnes e seus derivados, tanto por contaminacdo cruzada, que pode ocorrer dentro
da propria indastria, quanto por contaminacdo no ponto de distribuicdo ou venda do
produto (Carpentier et al., 2011). Desta maneira as instalacfes, 0s equipamentos e
utensilios utilizados no ambiente de processamento destes produtos tem sido alvo de
estudos, que visam identificar os principais focos de contaminagédo deste ambiente bem
como estabelecer sua relagdo com a contaminacao dos produtos finais (Gill et al., 2006).

Para que as carnes e seus derivados atinjam os padrfes internacionais de
qualidade e inocuidade na etapa final da cadeia, 0 monitoramento constante de
parametros de qualidade e higiene nos diferentes ambientes de manipulagdo e
processamento de produtos carneos € crucial. Este monitoramento utiliza sistemas que
frequentemente séo utilizados pelas industrias de alimentos, e sdo também aplicados na
pesquisa sistematica de indicadores biologicos (micro-organismos indicadores de
higiene) em pontos especificos da linha de processamento e manipulagdo de produtos
carneos (Johnston et al., 2000). A eficiéncia destes sistemas é comprovada, e a partir
desses indicadores € possivel a tomada de medidas corretivas a fim de minimizar ou
evitar possiveis contaminacgdes (Gill et al., 2006).

A inocuidade e a qualidade de produtos carneos, bem como as condi¢cdes
higiénico-sanitarias das instalacfes onde sdo processados, podem ser estimadas através
da pesquisa de diversos micro-organismos indicadores de qualidade, como por exemplo,
0os aerbdbios mesdfilos e coliformes (Jay et al.,, 2005). A enumeracdo de aerdbios
mesofilos € realizada a fim de se obter uma estimativa da populagdo geral de micro-
organismos que estdo presentes no ambiente e itens utilizados no processamento de
produtos carneos, onde altos niveis de contaminagcdo estdo associados a
higienedeficiente (Gill et al., 1998; Jay et al., 2005). Os coliformes sao considerados
indicadores de condi¢des higiénico sanitarias inadequadas nas etapas de processamento,

producdo e armazenamento de alimentos, sendo que sua presenca nao indica
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necessariamente contaminacdo fecal recente ou presenca de enteropatdégenos.
Escherichia colé outro indicador classico da provavel presenca de micro-organismos
patogénicos entéricos, sendo que sua presenca em hiveis elevados pode estar associad:
a presenca de outros patdégenos como Salmonella spp.; adicionalmente, cepas de E. coli
sdo bons indicadores de avaliacdo das condi¢cdes da qualidade sanitaria de alimentos
processados (Eisel et al., 1997; Jay et al., 2005).

As superficies de corte, bem como equipamentos e utensilios com higienizagéo
deficiente, tém sido responsaveis, isoladamente ou associados a outros fatores, por
surtos de doencas associadas a consumo de alimentos ou por alteracdes de alimentos
processados (Andrade & Macédo, 1996). Existem relatos de que equipamentos e
utensilios contaminados participam do aparecimento de aproximadamente 16 % dos
surtos de origem alimentar (Freitas, 1995). Equipamentos como cortadores de frios,
bem como amaciadores de carne, entre outros, devem passar constantemente por uma
avaliagdo microbioldgica a fim de se obter o controle da eficiéncia do procedimento de
higienizagdo, evitando-se a contaminagao dos alimentos processados e eventualmente
produzidos (Andrade & Macédo, 1996).

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), os manipuladores séo
considerados responséaveis direta ou indiretamente por até 26 % dos surtos de doencas
bacterianas veiculadas por alimentos (Freitas, 1995). Esse envolvimento € ampliado em
situacbes em que os manipuladores estejam doentes, sejam portadores assintomaticos,
apresentem habitos de higiene pessoal inadequados, ou ainda utilizem métodos néo
higiénicos na preparagéo de alimentos (Cardoso et al., 1996).

Apesar da legislacdo brasileira ndo estabelecer limites para a contagem de
micro-organismos em superficies de processamento de alimentos, a simples presenca de
patdgenos, nos ambientes de manipulacdo e processamento dos produtos carneos
reforca a necessidade de procedimentos de higienizacdo adequados, especialmente em
produtos prontos para consumo, de forma a prevenir a ocorréncia de doengas associadas
ao consumo de alimentos (Maluf et al.,1996; Mendes et al., 2004).De acordo com 0s
padroes do Foods and Drug Administration (FDA) e da American Public Health
Association (APHA), um utensilio pode ser considerado limpo quando possuir
contagem de aerobios mesofilos inferior a 100 UFC/utensilio; para equipamentos, o
valor referencial € 2 UFC/cm2. A Organizacdo Panamericana da Saude (OPAS)
consideraa condicdo higiénica de utensilios conforme a contagem superficial de
aerdbios mesodfilos, como excelente aqueles utensilios que apresentem contagens entre 0

e 10 UFC, bom entre 129 UFC, regular en&r30 e 49 UFC, ruim entre 58 99 UFC,
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e péssimo maior que 100 UFC (Moreno, 1982). Para alguns autores estes padrdes sao
rigorosos para o Brasil, devido as condi¢des climaticas aqui existentes, e adotam 50
UFC/cmz para bactérias mesofilas, e auséncia de coliformes a 45 °C, na &rea amostrada
dos utensilios (Silva et al., 1997). Harrigan & Maccance (1976) estataetegee
equipamentos e utensilios apresentando contagens entre 5 e 25 UFC/cm? deverdo ser
lavados novamente e contagens acima de 25 WiR@idicam situacdo ndo satisfatoria

de higiene.

Além desses indicadores de higiene, a pesquisa direta de micro-organismos
patogénicos no ambiente de processamento de produtos carneos € de extrema
importante para garantia da seguranca de produtos carneos. Desta maneira, patdgenos
frequentemente associados as carnes e seus derivadosL.cononocytogenes Sao

rotineiramente pesquisados e controlados no ambiente e superficies.

2. Caracteristicas de Listeria monocytogenes

O género Listeria pertence a um grupo de bactérias com baixo contetdo de
G+C em seu DNA, variando em torno de 36 % (G) a 42 % (C), é relacionada aos
patégenos Bacillus spp., Clostridium spp., Enterococcus spp., Staphylococcus spp.,
Streptococcuspp. (Monteville et al., 2005).

O género Listeria foi recentemente caracterizado em 17 espécies: L.
monocytogenes, L. innocua, L. seeligeri, L. ivanovii, L. welshimer, L. marthii, L. grayi,

L. rocourtiae, L. weihenstephanensis, L. cornellensis, L. riparia, L. grandensis, L.
fleischmannii, L. aquatica, L. floridensis, L. newyorkensis e L. booriae (Weller,et al.
2015) (Tabela 1). Somente duas espécies, L. monocytogenes e L. ivanovii, sdo
patogénicas. L. ivanovii € considerada patogénica apenas para animais e embora L.
monocytogenes seja a Unica espécie frequentemente associada com a listeriose humana
(Lindsted et al., 2008), h& relatos de L. ivanovii e L. seeligeri relacionadas a casos de
doengas em humanos (Gasanov et al., 2005; Zhang et al., 2007).

Como as demais espécies de Listeria, L. monocytogenes apresenta-se como
bacilos curtos, possuindo aproximadamente 0,4-0,5um de diametro e 1-2um de
comprimento. Sao bactérias Gram-positivas, ndo formadoras de esporos e com auséncia
de cépsula celular (Gray et al. 1966; Low et al. 1997). Em meios de cultura semi-
sélidos, Listeria spp., apresenta motilidade devido & presenca de flagelos peritriquios
quando incubada a 25 °C (Farber & Peterkin, 1991). Essa motilidade tipica é

caracteristica de Listeria spgpcorrendo em forma de “guarda-chuva”, devido a sua
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natureza de microaerofilia (Ryser et al., 1999). As espécies do género Listeria séo
bactérias anaerdbias facultativas com metabolismo fermentativo, e multiplicam-se bem
em ambientes com baixa quantidade de oxigénio e aumento na tensao de gas carbbnico
como no caso de alimentos embalados a vacuo ou em atmosfera modificada (Nilsson et
al., 2000).

L. monocytogenes possui uma ampla capacidade de sobrevivéncia e adaptacao
a situacdes ambientais adversas, tolerando altas concentracdes de sal (10 %), grandes
variacbes de pH (entre 4,3 e 9,4), e atividade de agua de até 0,92 (Hain et al., 2007)
Ainda é capaz de multiplicar-se em uma ampla faixa de temperatura, entre -0,4 °C a 50
°C, sendo a temperatura 6tima 37 °C, suportando ainda repetidos congelamentos e
descongelamentos (Swaminathan et al., 2007). Essa caracteristica psicrotréfica depende
da integridade celular e do sistema de transporte energético resistente ao frio, que
estimula o metabolismo sobbaixas temperaturas, propiciando altas concentracdes de
substratos intracelulares e uma fase lag prolongada em temperaturas de refrigeracao
(Oliveira et al., 1993).

As cepas de L. monocytogenes possuem diferentes determinantes antigénicos
expressos em sua superficie, os quais incluem acidos lipoprotéicos, proteinas de
membrana e organelas extracelulares (Ryser et al., 1999), que sé&o identificadas e
determinadas com base nos antigenos somaticos (O) e flagelars (H).

A classificacdo soroldgica de L. monocytogenes exige tipagem dos antigenos O
e H, efetuada em laboratérios especializagos, utilizada basicamente para estudos
epidemiologicos. Os sorotipos 1/2a, 1/2b e 4b constituem mais & @8s cepas
isolada de seres humanos (Swaminathan et al., 2007). As cepas de L. monocytogenes
tém sido classificadas em trés principais linhagens evolucionarias (Piffaretti et al. 1989;
Wiedmann et al. 1997): (i) a linhagem I, consiste nos sorotipos’2th, 3c e 3b, (ii)
linhagem II, os sorotipos/Za, X22c e 3a e (iii) linhagem Ill, recentemente descrita
contendo os sorotipos 4a e 4c. A grande heterogeneidade antigénica de L.
monocytogenes pode estar relacionada com o grande niamero de hospedeiros animais

nos quais é capaz de multiplicar-se (Jay et al., 2005).



Tabela 1:Caracteristicas bioquimicas de espécies de Listeria de acordo conet\&k{R015.

Caracteristica 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17
Voges-Proskauer + + + + + + - - - - - - Y] - - -
Reducao de nitrato - - - - - - \Y + + + + + + + - + +
Motililidade + + + + + + + - - - - - - - - - -
Vermelho de metila + + + + + + + \Y vV vV + \Vi + + + + +
Hemolise + - + + - - - - - - - - - - - - i,
Arylamidase - + + \Y; \Y; - + - - - - - - - - i, i,
a-Mannosidase + + - - + + Vv - - + - - - - +
PI-PLC + - - + - - - - - - - - - - - -
Acidificacdo de:

D-Arabitol + + + + + + + - + - - \V + - - - +
D-Xylose - - + + + - - + + + + + + + + + +
L-Rhamnose + V - - vV - - + + - + - + + + \Vi +
a-Methyl D-glucoside  + + + + + + + + + + + + + - + + +
D-Ribose - - - + - - + + - + Vv + + + - + \Vj
Glucose 1-phosphate - - - \Y - - - - - - - - - - - - -
D-Tagatose - - - - + - - - - - - - - + - - -
D-Mannitol - - - - - - + + + - - \Y; - - + +
Sucrose + + + + + - - - - - - - vV - - -
Turanose - \% - - - + - - - - - - \V; - - - -
Glycerol \% + + + + - \% + + \ - - + \Y% - + +
D-Galactose \% - - \% - - + + - - + - - - + + +
L-Arabinose - - - - - - - - - \Y + - - + + + +
L-Sorbose \4 V! - V! - V! V! - - - - - \Y - - - -
Inositol - - - - - - - - - - \Y - Vv \Y, - - -
Methyl a-D-mannose - - ND - ND - + - - - - - \Y; - - - -
Maltose + + + + + + + + + + + + + - + + +
Lactose + + + + + + + + \Y! (+) + - + - + + +
Melibiose V! \% - - - \% - + - - \% - \Y2 - - - +
Inulina V! V! - - - - - - - - - - - - - - ;
D-Melezitose \% \% \% \% \% - - - - - - - \Y - - - -
D-Lyxose \% \% - - \% - \% - - - - \Y + - -
D-glucose V! V! + V! + V! + + + + + + + + + + +

Cepas: 1, L. monocytogenes; 2, L. innocua; 3, Ligarél 4, L. ivanovii; 5, L. welshimeri; 6, L. mdiit; 7, L. grayi; 8, L. rocourtiae; 9, L. weihenstemensis; 10, L. cornellensis; 11, L. riparia; 12gtandensis; 13, L.
fleischmannii; 14, L. aquaticd5, L. floridensis; 16, L. newyorkensis; 17, L. b@@iTodas as espécies sdo catalase-positiva e positivas pesdugdo de acido a partir da esculina citratodéyrN-acetilglucosamina,
amigdalina, arbutina, salicina, celobiose, D-frutoseradhose. Todos sdo negativos para a reducéo de nitricalecgio de acido a partir de D-arabinosedbxitol, metilo 3-D-xilopiranosido, rafinose, glicogénio, L-fucose,
gluconato de potassio, 2-ketogluconate e de potagsicetogluconate. +, Positiva; (+) Fracamente positiiegativo; V, variavel (entre replicados e / ofre estirpes); V! variavel entre os estudos (possivelnmdsielo a
diferencas nos tempos e temperaturas de incubacéo eestidos); ND, ndo determinado ou néo registrados. PlghldSphoinositide fosfolipase C.



Em geral, cepas do sorotipo 4b sdo mais frequentemente associadas com surtos
de listeriose, enquanto cepas incluidas nas linhagens que agrupam os sorotipos 1/2 sao
mais relacionadas com produtos alimenticios. Embora os sorotipos 1/2a e 1/2b sejam os
mais isolados de alimentos, sdo as cepas do sorotipo 4b que causam mais de 50% dos
casos da doenca em todo o mundo (Borucki et al., 2003), o que sugere que o sorotipo 4b
€ mais bem adaptado aos tecidos de células de hospedeiros mamiferos do que
osorogrupo 1/2 (Vazquez-Boland et al., 2001). Duas hipéteses que podem explicar a
aparente predominancia das cepas sorotipos 4b, 1/2a e 1/2b em casos de listeriose
humana: 1) os humanos sdo comumente mais expostos a estes sorotipos de L.
monocytogenes; 2) esses subtipos apresentam potencial patogénico para humanos
(Wiedmann et al., 2002).

3. Fatores de patogenicidade de Listeria monocytogenes

A sobrevivéncia a condicbes ambientais estressantes envolve uma resposta
adaptativa mediada por um grupo de proteinas conservadas, quando a bactéria € exposta
a condicbes que prejudicam sua multiplicacdo, como baixos niveis de pH, agentes
oxidantes, choque térmico, restricdo de nutrientes e acdo de compostos quimicos
toxicos. A tolerancia a niveis de pH acidos, como o encontrado determinados alimentos,
no estbmago, ou no interior dos fagossomos, apresentéevante na patogénese de L.
monocytogenes. Nestas condicdes L. monocytogenes sintetisam proteinas que
funcionam como chaperonas, auxiliando na montagem ou na re-conformacao adequada
das proteinas danificadas pelo estresse; ou ainda atuam como proteases, que degradarr
as proteinas danificadas, garantindo um funcionamento correto das vias fisiol6gicas nas
células estressadas (Trabulsi et al., 2005).

Na estrutura genética de monocytogenes, existe uma regido central onde séao
encontrados 0s seis principais genes de viruléncia deste patdgeno. Esta regido é
denominada de LIPI-1 (llha de patogenicidade de Listeria 1) e dela fazem parte os
genes prfA, plcA hly, actA, 22 plcBe Mpl. O gene prfA atua na regulacdo global dos
genes de viruléncia em L. monocytogenes. Seu produto, a proteina PrfA (positive
regulatory factor A), é principal regulador identificado até o momento em Listeria spp.,
diretamente envolvido no controle da expressdo de grande parte dos genes de viruléncia

da bactéria (Vazquez & Boland et al., 2001; de las Heras et al), 2011



A listeriolisina O (LLO) é uma hemolisina (Hly) que pertence a familia das
toxinas formadoras de poros, colesterol dependentes, sendo necessaria para a
sobrevivéncia e proliferacdo de L. monocytogenes dentro de macrofagos e fagécitos, e é
considerada o principal fator de viruléncia do patégeno. Com um pH 6timo entre 4,5 e
6,5 (como no ambiente acidificado dos vacuolos), esta hemolisina é capaz de causar a
lise da membrana do fagossomo, e o rompimento do vacuolo de dupla membrana
formado durante o espalhamento de célula a célula (Vazquez-Boland et al., 1989).
Também permite a multiplicacdo intracelular e a sobrevivéncia da bactéria dentro dos
macrofagos e das células ndo fagocitarias, bem como a resposta imune do hospedeiro. A
acao dessa proteina pode ser visualizada ao redor de coldénias em agar sangue (Cossar
et al. 2002

L. monocytogenes produz duas fosfolipases C, denominadas PIcA e PIcB, que
sdo capazes de promover a degradacdo dos fosfolipidios presentes na membrana dos
fagossomas. A PIcB desempenha um papel primordial na patogénese das infec¢des por
L. monocytogenes, por ser capaz de degradar a maioria dos fosfolipidios de
membrana,enquanto a PICA parece potencializar a atividade da primeira (Niebyhr et al.
1993). Na etapa onde a bactéria fica confinada no vacuolo, a listeriolisina peovoca
formacao de poros e lesdes na membrana, o que facilita o acesso das fosfolipases, que
por sua vez irdo lisar e dissolver a barreira que delimita o compartimento do fagossoma
(Goldefine et al., 2002).

As internalinas sdo proteinas que induzem a internalizacdo .de L
monocytogenes por células epiteliais ndo fagociticas in vitro. Essas proteinas séo
codificadas por uma familia de mdultiplos genes, e dois deles (inlA e inIB) codificam
duas internalinas particularmente importantes para a patogenicidade . de L
monocytogenes: InlA e InIB. Estas internalinas apresentam, em comum, um dominio
repetido rico em leucina (leucine-rich repeats-LRR), envolvido nas interacdes proteina-
proteina. A proteina InlA tem como receptor a E-caderina, uma glicoproteina
encontrada nas gap junctions e na regido basolateral de células epiteliais intestinais
(Pizzarro -Cerda et al., 2006). A E-caderina também esta presente nas células
dendriticas e endoteliais da microvasculatura cerebral, na superficie dos hepatécitos, nas
vilosidades coridnicas da placenta e nas células epiteliais que cobrem o plexo coroide.
(Trabulsi et al., 2005

InlA é restrita as células que expressam E-caderina, enquanto InlB é capaz de
induzir a entrada da bactéria em uma variedade de tipos celulares, incluindo linhagens

epiteliais e de fibroblastos, tais como células Vero, HEp-2, HelLa, CHO, L2 e S180,
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bem como hepatoécitos e células endoteliais (Trabulsi et al., 2005). Existe também a
InIC, que ndo esta envolvida no processo de entrada na célula epitelial, mas pode estar
envolvida na viruléncia, expressada quando a infeccdo estd na fase de espalhamento
intercelular ativo, participando da disseminacédo da infeccdo (Vazquez-Boland et al.
2001). Estudos demonstram a existéncia de outras internalinas presentes no mecanismo
de infeccdo, que séo identificadas como: InIC2, InID, InlE, InlF, InlG e InlH. Porém,
estas proteinas estariam envolvidas na colonizagdo dos tecidos e ainda podem nao estar
relacionadas com a viruléncia (Vazquez-Boland et al., 2001).

A proteina ActA (Actin Nucleating Factor) € uma proteina baseada em actina
secretada pela célula bacteriana tendo um papel essencial na motilidade. L
monocytogenes é capaz de se mover através do citoplasma da célula hospedeira
impulsionada por uma longa cauda de actina polimerizada. As bactérias
intracitoplasmaticas, apos escaparem do fagossomo, sdo envolvidas por uma camada de
mond&meros de actina, que posteriormente sdo reorganizados em um dos polos do micro-
organismo, formando caudas que atingem até 40um de comprimento. Esta
reorganizacao € codificada por um Unico gene, actA. A proteina ActA madura possui
trés dominios distintos e importantes para o0 movimento da célula bacteriana: N-terminal
rico em residuos catibnicos; regido central rica em unidades repetidas de prolina e
dominio C-terminal, hidrofébico, que ancora a proteina em uma das extremidades da
célula bacteriana. (Kockset al., 1992). Alguns dos fatores envolvidos na polimerizacao
da actina e que auxiliam na montagem e regulacdo dos filamentos sédo: a VASP
(Vasodilatador Stimulated Phosphoprotein) e as proteinas Arp2 e Arp3. (Cossart et al.,
2002).

A p60 é outra proteina que € codificada pelo gene iap (invasor-associated
protein) e esta associada com o fenétipo rugoso que ocorre espontaneamente quando L.
monocytogenes é semeada em placas de &agar. As bactérias com esse fendtipo séo
caracterizadas pela formacao de estruturas filamentosas longas, compostas por cadeias
de células individuais (Hess et al., 1995).

Codificada pelo gene mpl a metaloprotease contribui indiretamente para a
viruléncia da L. monocytogenes, estando possivelmente envolvida no processamento da
fosfolipase PIcB; esta relacionada com a maturacao de PIcB, ja que esta é secretada pela
bactéria na forma de proenzima inativa (Vazquez-Boland et al., 2001). O ferro € um
elemento importante para a multiplicagdo de L. monocytogenes nos tecidos do

hospedeiro, servindo como cofator para uma grande variedade de enzimas e proteinas
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essenciais envolvidas nos processos de transporte de elétrons. Ele também é importante
na regulagcéo da expressao de genes de viruléncia (Trabulsi et al., 2005).

A pesquisa do grupo de genes conhecidos como internalinas (inlA, inlB e inlC),
que estdo associados com o ciclo de viruléncia de L. monocytogenes, ou ainda a
investigacdo da presenca de diferentes fatores de viruléncia utilizando primers que
ligam regides altamente conservadas como as regides dos genes hlyA (listeriolisina O,
uma toxina formadora de poros; p-hemolisina), iap (gene associado a invasao), inl
(grupo de internalinas), &k (proteina associada a mobilidade célula-célula) e prfA
(proteina reguladora para ativacao de cluster de viruléncia) é importante para indicar o
potencial patogénico de cepas isoladas (Liu et al. 2007; Zubanovic et al. 2011).

A figura 1 representa as etapas envolvidas na patogénésendaocytogenes
ilustrando os principais processos e genes envolvidos.

A utilizacdo de técnicas moleculares tem sido empregada na pesquisa dos
genes relacionados a viruléncia em L. monocytogenes, de maneira a caracterizar as
cepas que abrigam este potencial virulento bem como esclarecer a verdadeira
contribuicdo desses genes na patogénese deste micro-organismo. A reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) possui a capacidade de amplificar seletivamente alvos especificos,
que poderdo estar ou ndo associados a viruléncia, sendo bastante empregada na
caracterizagdo de L. monocytogenes. Oferece ainda excelente sensibilidade,
especificidade e facilidade de automacéo na deteccao laboratorial de L. monocytogenes.
Esta técnica possltta detectar diferentes espécies de Listeria em uma Unica corrida, ou
ainda a investigar a presenca de diferentes fatores de viruléncia. Trabalhos descrevem a
deteccdo simultanea de varios desses fatores de viruléncia, por meio da utilizacao de
primers que ligam regifes altamente conservadas como as regides dos genes hlyA
(listeriolisina O, uma toxina formadora de poros; f-hemolisina), iap (gene associado a
invasdo), inl (grupo de internalinas), actA (proteina associada a mobilidade célula-
célula) e prfA (proteina reguladora para ativacao de cluster de viruléncia) (Vazquez
Boland et al., 2001; Liu et al., 2006). A PCR contribui para uma rapida caracterizacéo
de isolados obtidos de diferentes ambientes. A PCR multiplex para identificagdo dos
genes inlA, inICe inlJ descrito por Liu et al. (2007) mostrou-se eficiente na
caracterizacdo da viruléncia de L. monocytogenes isolados de vegetais prontos para
consumo comercializados na cidade de Sao Paulo, Brasil.

Além dos mecanismos relacionados a viruléncia, a capacidade de L.
monocytogenes de se estabelecer em diferentes superficies mesmo sob condi¢des

ambientais adversas tem tornado o potencial de adesédo destas cepas outro importante
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foco de estudo. Estudos mostram que L. monocytogenes € capaz de aderir e formar
biofilme em superficies que frequentemente entram em contato com alimentos
(Blackman et al., 1996), tais como poliestireno,vidro e ago inoxidavel.

A formacéo de biofilmes determina risco no ambiente de processamento de
produtos carneos, pois pode representar uma importante fonte de contaminacdo de
materiais ou alimentos que entram em contato com eles, bem como a capacidade de
resistir a dessecacao, a tratamentos com raios UV e agentes sanitizantes (Borucki et al.,
2003; Folsom et al., 2006).
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Figura 1. Esquema representativo da patogenicidade de Listeria monocytegeptsdo de las Heras et
al., 2011) (A) O ciclo de infecg&o intracelular de Listeria. (1) a invasé@o celular é prompeidduas
proteinas de superficie, as internalinas InlA e InIB, que através usl@minios (LRR) interagem com
ligantes especificos na superficie da célula hospedeira (E-caderina e o fatscomerito de hepatdcitos
0 receptor tirosina cinase c-Met, respectivamente). (2) Isto resulta sadnmapgressiva de bactérias por
meio do mecanismo conhecido como "zipper" em um processo reemtésde fagocitose mediada pela
claritina. (3) O vacuolo fagocitico € lisado através da agdo de trés fatorsigmena membrana celular:
formacéo de poros pela toxina listeriolisina O (LLO), e fosfolipases @lglaB (sendo o processamento
deste Ultimo realizado pela metaloprotease Mpl apds secre¢do). (4) As célulasnaactedabzam uma
rapida multiplicacdo no citosol da célula hospedeira sendo mantidas por célulasadetigadsfatos
hexoses, obtidas atrevés da Hpt permase. Uma caracteristica fundamental da patedésesad a
capacidade de se disseminar através de tecidos do hospedeiro, permanetegida gontra as defesas
do hospedeiro extracelulares via propagacédo direta célula-célula. Este mecanisnzalé patal proteina
de superficie ACTA, que subverte a sinaliza¢do do sistema imune do diosmethduz a polimerizagéo
de actina, impulsionando a bactéria através do citoplasma. ACTA, tambésidienmelacionada em
contribuir para a internalizacdo celular. (6) Quando a bactéria alcanca a perifegtulda elas se
projetam no interior da célula através de estruturas semelhantes a pseudopademadas
'listeriopods’, que determinam a invasdo das as células vizinhas. Estwsprécauxiliado pela menor
internalina secreta (inlc), que relaxa tensé@o das juncdes celulares através da interacityBémumn
regulador do complexo de jung8es celular. (7) A fagocitose destas estrotucgtufas adjacentes resulta
na formacdo de um vacuolo de membrana dupla a partir do qual a Lisideiangvamente escapar da
célula hospedeira, iniciando um novo ciclo de proliferacdo, motilidade & &assinh e propagagdo
intercelular (Suarez et al.,, 2001; Chico-Calera et al., 2002; Hamon &0@6; Scortti et al., 2007,
Rajabian et al., 2009
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A fixacdo bacteriana a superficies € influenciada por propriedades fisico-
quimicas, por caracteristicas de superficie (hidrofobicidade) e do préprio micro-
organismo (hidrofobia, capacidade de formacéo de flagelo e de motilidade), bem como
por propiedades ambientais como condi¢cdes de pH e temperatura (Moltz et al., 2005). A
temperatura regula uma variedade de genes relacionados a patogenicidade, bem como
genes relacionados a adaptacdes as condi¢cdes ambientais em L. monocytogenes, 0 que
pode resultar em alteracfes de superficie na célula bacteriana afetando desta maneira a
adeséao (Folsom et al., 2006

A colonizacdo microbiana das superficies € um processo que envolve
fenomenos fisico-quimicos e biol6gicos (Monds et al., 2009), tendo inicio com o
contato entre a célula bacteriana e a superficie, desencadeando uma adeséo irreversivel
entre os dois corpos através das interacdes eletrostaticas e acido-base, bem como
interac6es de Van der Waals (Bellon-Fontaine et al., 1990).Quando um patégeno chega
até determinada superficie no ambiente de processamento de alimentos, € provavel que
esta ja tenha uma bio-pelicula residente ao invés de uma superficie estéril. Uma vez
integradas na comunidade residente da superficie, as bactérias podem encontrar uma
ampla diversidade de micro-ambientes locais que geram populacdes heterogéneas de
células com diferentes padrbes de resisténcia ao estresse, sendo que micro-ambientes
locais especificos podem ser favoraveis a aptiddo de patégenos em multiplicarem-se em
condicOes adversas (Stewart & Franklin, 2008).

Os biofilmes permitem que as bactérias sejam capazes de aderir as superficies e
ancorar em ambientes aquosos, de modo que as células adquirem vantagens especificas
ao invadir os tecidos, tais como a resisténcia ao stress causado por antimicrobianos e
forcas de cisalhamento. Cada etapa na formacédo do biofilme requer a reprogramacao da
expressao génica, e esta reprogramacdo ocorre em resposta as mudancas ambientais
(Pruss et al.,, 2006). O metabolismo, os fatores envolvidos na modulacdo, os genes
responsaveis pelo desenvolvimento, bem como o mecanismo responsavel pela
comunicacao (quorum sensing) entre células organizadas nos biofilmes, sdo o alvo de
estudos que procuram elucidar os mecanismos de desenvolvimento dessas estruturas
(Dyer et al., 2007; Fuquay, 2011). Sabe-se que a producao de biofilmes esta relacionada
a inUmeros genes que, em resposta a estimulos externos, codificam diversas estruturas,
como proteinas e substancias poliméricas extracelulares (como os exopolissacarideos,
EPS), envolvidas no desenvolvimento e estabelecimento dos biofilmes (Domka et al.,
2007; Dyer et al., 2007; Flemming et al., 2007).
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A maioria dos agentes patogénicos envolvidos em doencas de origem alimentar
€ capaz de aderir e formar biofiilmes em uma ampla variedade de materiais e em quase
todas as condi¢cdes ambientais encontradas em unidades de producdo produtos carneos
L. monocytogenes 10403S foi capaz de aderir a 17 tipos de materiais aprovados para uso
no processamento de alimentos, incluindo metais, borrachas e polimeros (Beresford et
al., 2001). No caso de L. monocytogenes, a carga eletrostatica da parede celular
bacteriana conferido pelos &cidos teicdico anidnicos peptidoglicano e hidrofobicidade
de superficie celular, aumentada pela presenca de &acido latico, sdo relacionadas
regulacdo de sua fixacdo em supmeel (Briandet et al., 1999). A presenca de proteinas
ancoradas a parede celular pode afetar drasticamente o comportamento microbiano nas
interfaces, sendo que para L. monocytogenes, a inativacdo da via de exportacdo da
proteina SecA2 impossibilita a formacéao de biofilme (Renier et al., 2013).

A eliminacéo e a persisténcia de patdgenos de origem alimentar no ambiente de
processamento de produtos alimenticios esté intimamente relacionada a capacidade do
patégeno em responder a intervencédo de fatores bidticos e abidticos (Davey e O'Toole ,
2000; Winkelstroter et al., 2013). L. monocytogenes € sensivel uma variedade de
desinfetantes, tais como &cido per-acético, compostos de amoénio quarternarios (Qacs),
hipoclorito, dicloisoanurato (SDC), e outros agentes como como iodofores (Sallaw et al.
1992; Aarniselo et al. 2000; Belessi et al. 2011). Segundo Buffet et al. (2012) a
utilizacdo de compostos a base de amobnios quaternarios, em procedimentos de
sanitizacdo e re-sanitizacdo mostrou-se eficaz na eliminacdo de Listeria spp. Além
disso, 0 uso de Qacs (600ppm) em duas apresentém@es mais efetivas para reduzir
L. inncua do que o uso de compostos clorados (Clorine 200ppm) em superficies de
fatiadores sem procedimentos prévios de higienizacdo (Yater et al., 2015).

Normalmente o uso de boas praticas de sanitizacdo € capaz de eliminar L.
monocytogenes do ambiente. No entanto, em casos de altos niveis de contaminag&o ou
procedimentos de sanitiza¢do inapropriados algumas cepas transientes podem resistir no
ambiente, se multiplicar e tornarem-se persistentes (Gram et al., 2007; Campdepadrés et
al., 2012)A resisténcia a produtos sanitizantes também ¢é reforcada por genes
associados ao stress, que sdo expressadosdurante a formacéo biofilme (Abge et al.
2011; Wood et al., 2011). Estudos mostraram também que as formacdes de biofilmes
sado capazes de se espalhar pelo ambiente, sendo esta dispersdo desencadeadapc
mudancas ambientais ou nutricionais em sua comunidade (Wood et al., 2011 ); estas
formacOes sdo capazes ainda de desenvolver caracteristicas adpativas emaresposta

exposicao repetida aos biocidas (Bridier et al.,, 2011). Estes e outros fatores
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mencionados acima tornam o controle e erradicacdo de biofilmes um desafio no
ambiente de processamento e manipulacdo de produtos carneos. Mnyandu et al. (2014)
investigaram o efeito de diferentes agentes (SédioDodecylSulfato, Acido Levulinico e
Hipoclorito de Sodio) sobre a inativacdo de biofilme formado pela cepa L.
monocytogenes ATCC 644 e verificaram que os biofilmes ainda estavam viaveis apés o
tratamento com estes sanitizantes; no mesmo estudo foi verificado que a aplicacao de
sanitizantes utilizando-se diferentes tempos de contato, ou a combinagdo de agentes
podem ser eficazes na reducdo dos biofilmes em ambientes de processamento de

alimentos.

4. Relevancia de Listeria monocytogenes em alimentos

Dentre os patdgenos de origem alimeritamonocytogenes é um desafio para
a industria de alimentos, sendo o agente causador de listeriose, uma doenca infecciosa,
com altas taxas de mortalidade (Zhang et al., 2004). Nos EUA, onde h& uma eficiente
rede de monitoramento de enfermidades associadas a consumo de alimentos
contaminados, estima-se que a listeriose € responsavel por pelo menos 500 mortes
anualmente (Williamset al., 2011). Na ultima década, o ano de 2009 destacou-se
apresentando um aumento na incidéncia desta doenca (0,32/100,000 habitantes)
(MMWR, 2010). Na Europa, o numero de casos de listeriose também aumentou durante
0s ultimos anos, com 1.645 casos confirmados, registrados também ene 2G8%a
de letalidade foi de 16,6 % (EFSA, 2011).

A listeriose humana € uma doenca esporadica que pode ocorrer durante todas
as estacfes do ano, sendo que os picos de ocorréncia sdo observados nos meses mai
guentes. Em adultos, a doenca caracteriza-se por duas principais sindromes: uma forma
invasiva da doenca e uma forma ndo invasiva. As manifesta¢es clinicas da listeriose
invasiva sao usualmente severas e incluem septicemia, meningoencefalite e meningite
(llsi et al., 2005; Ramaswamy et al., 2007).

Tal enfermidade ocorre principalmente em paises industrializados: ndo se sabe
se as diferencas nas taxas de prevaléncia entre os paises desenvolvidos e em
desenvolvimento ocorrem devido as diferencas geograficas, habitos alimentares ou
ainda falhas no diagndstico de casos. A dificuldade em se recuperar 0 micro-organismo
envolvido no surto, a subnotificacdo e a demora na realizagdo de andlises convencionais
sao alguns dos principais fatores que retardam o diagndéstico, principalmente em paises

em desenvolvimento (Arruda et al., 2006). Até 0 momento, a notificacdo dos casos em
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gue L. monocytogenes determinou doenca em humanos nédo € compulséria no Brasil, o
gue determina a falta de dados que ilustrem a magnitude da listeriose nesse pais. Apesar
da deficiéncia na descricdo de surtos de listeriose de origem alimentar no Brasil,
trabalhos recentes indicam a presenca de L. monocytogenes nas carnes € Seus
subprodutos (Arruda et al., 2006).

L. monocytogenes pode estar presente em diversos alimentos, dentre eles
vegetais prontos para consumo e crus, leite cru, leite com pasteurizagéo ineficiente,
sorvetes, queijos, frango cru ou cozido, embutidos de carne de origem variada, carne
crua de origem variad®, até peixes crus ou defumados (Williams, et al., 2011). Este
patdgeno é responséavel por altas taxas de mortalidade, em torno de 20 % a 30 %, e a
mais elevada taxa de internacao hospitalar (90 %) entre todos os agentes patdgenos de
origem alimentar (Zhang et al., 2004).

Araujo et al. (2002) descrevem gque mesmo havendo probabilidade de risco
para todos os consumidores, L. monocytogenes é uma bactéria potencialmente perigosa
para neonatos, prematuros, idosos, gestantes e individuos com a imunidade
comprometida. A susceptibilidade do hospedeiro desempenha um papel importante na
apresentacao da doenca clinica, de maneira que muitos pacientes com listeriose tém um
comprometimento fisiolégico ou patolégico que afetam a sua imunidade celular (Farber
& Peterkin, 1991).L. monocytogenes é considerada entdo uma bactéria oportunista
(Cossart et al., 2008), uma vez que produz principalmente doenca em individuos com o
sistema imune comprometido (Thévenot et al., 2006).

A ampla distribuicdo de Listeria spp. na natureza e nas fezes dos
animaisexplica que sua presenca em carnes cruas € quase inevitavel. A presenca em
carnescruas pode variar de zero a 68 %. Ristori et. al. (2014) avaliaram a predaléncia
L. monocytogenes em 552 amostras de produtos carneos variados, provenientes de
supermercados em S&o Paulo, Brasil: L. monocytogenes foi detectada em 48,7 %, sendo
a maior prevaléncia obtida em carne moida (59,4 %), seguido por coxas de frango (58
%), linguicas suinas (38,9 %) e por fim salsicha (34).7

Recentes estudos tém mostrado a presenca de L. monocytogenes em produtos
carneos ao redor do mundo; Mashak et al. (2015) avaliou a presenca de L.
monocytogenes em 410 amostras, incluindo cortes de peru, frango, cortes bovinos e
ovinos, e ainda carne moida e figado de frango, foi verificado uma frequénci&de 28
ertre as amostras analisadas sendo que os cortes bovinos apresentaram a maior taxa de

contaminacgéao por este patdégeno.
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Wang et al. (2015) investigaram a prevaléncia de L. monocytogones de cortes
suinos congelados em supermercados e feira-livres na China, obtendo a prevaléncia de
5,5 % (26) em 476 amostras coletadas. Em outro e3tudet al. (2014) avaliarara
presenca de L. monocytogenes em 954 amostras de carnes cruas e cozidas de origem
variadas, compradas em supermercados também na China, encontrando uma taxa de
positividade para L. monocytogenes de 6,2 % (59 amostras), com a maior positividade
em produtos crus 7,4 %, e para produtos cozido%6,7

Em um estudo realizado por Yuiet al. (2005), 146 amostras de carnes bovina
inteira e moida e de frango, cruas e cozidas, foram analisadas em relacdo a peesenc
Listeria spp. Destas, 79 amostras (54,1 %) apresentaram-se contaminadas por Listeria
spp., sendo que a maior ocorréncia de isolamento (86,4 %) ocorreu na carne bovina
moida crua; L. monocytogenes foi isolada em nove das 79 amostras (6,16 %), sendo L.
innocua isolada em 68 amostras (46,57 %). Silva et al. (2004), isolou Listeria spp. em
100 % das 41 amostras de linguicas mistas do tipo frescal analisadas. Dentre as
diferentes espécieg,maior frequéncia de isolamento foi para L. innocua (97,6 % das
amostras).

De um total de 400 amostras de carne moida analisadas, sendo (211) dovinas
(189)suinas, Fanteli et al. (2001) isolaram 43 cepas de L. monocytogenes (10,75 %).
Destas, 19 cepas pertenciam ao sorotipo 1/2a, duas ao sorotipo 1/2b, 12 ao sorotipol/2c
e dez ao sorotipo 4b.

Kasnowski et al. (2005) isolou um total de 173 cepas de Listeria spp. de
amostras de carne bovina (alcatra). Destas, 72 (41,62 %) foram originadas da carne
inteira e 101 (58,38 %) da carne moida. A espécie mais isolada_fanhaocua 6a,
totalizando 91 cepas, seguida damonocytogenes 4b com 45 cepas identificadas.
Também foram isoladas 11 cepasLdénnocua 6b, uma deinnocua rugosa, 18 de L.
innocua nao tipavel e sete de L. monocytogenes 1/2b. No trabalho realizado por
Samadpour et al. (2006) de um total de 512 amostras de carne moida analisadas através
da “Polymerase Chain Reactid(PCR) seguido pela confirmacéo da cultura, 18 (3,5

%) foram positivas parfa monocytogenes.

5. Distribuicdo de Listeria monocytogenemsm ambiente de processamento de

produtos carneos

Durante o processo de producdo, elaboracdo, transporte, armazenamento e

distribuicdo, qualquer alimento esta sujeito a contaminacdo por bactérias patogénicas
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entre outros organismos e substancias. Desta maneira, a higienizacdo e seguranca na
producdo de alimentos é questdo de saude publica. Para manutencdo da saude do
consumidor o ambiente de processamento de alimentos deve atingir um estagio em que

os produtos sejam livres de patdégenos e estejam sob um rigido controle de qualidade

(Catéo et al., 2001) sobretudo no padréao de higiene das instalacdes, dos equipamentos e
utensilios, das operacdes e pessoal.

L. monocytogenes tem sidoisolado de diversas fontes ambientais,
consequentemente, diversos alimentos tém sido relatados por estarem associados com
casos esporadicos e surtos de listeriose, evidenciando-se as carnes e seus derivados
(Autio et al., 2002). A contaminagcdo poOs-processamento é a causa mais frequente da
contaminacgao de alimentos, tanto por contaminagao cruzada, que pode ocorrer dentro da
prépria industria, quanto por contaminacdo no ponto de distribuicdo ou venda do
produto (Carpentier et al., 2011).

Devido essa natureza ubiqua, L. monocytogenes pode se estabelecer em
ambientes variados, tendo sido recuperada inclusive de ambiente doméstico, incluindo
superficies de cozinhas e refrigeradores (Azevedo et al., 2005). A presenca dessa
bactéria no ambiente de processamento de produtos carneos, mesmo apos a
higienizagdo, representa risco microbiolégico para os produtos. Devido a sua
capacidade de formar biofilmes (Medrala et al., 2003; lIsi et al., 2005), espécies d
género Listeria podem permanecer neste ambiente por meses ou até mesmo anos
(Berrang et al., 2002; Autio et al., 2003), ocasionando uma possivel contaminacdo do
produto final (Torres et al., 2005).

Uma variedade de estudos mostra fuenonocytogenes é capaz de aderir e
formar biofilme em superficies que frequentemente entram em contato com alimentos
(Blackman et al., 1996; Chae et al. 2006; Bonaventura et al. 2008; Bonsaglia et al.
2014), tais como poliestireno,vidro e aco inoxidavel.s@perficies como aco, vidro,
polipropileno, pléstico, borracha, férmica e ferro podem acumular residuos organicos,
como residuos carneos decorrentes da ma higienizagdo, que por sua vez atuam como
substrato para a multiplicacdo e persisténcia deste micro-organismo no ambiente de
processamento e manipulacao de produtos carneos (Lopes et al., 2008).

Simmons et al. (2014), em um estudo que avaliou os padrdes de contaminacao
por L. monocytogenes em 121 estabelecimentos que produziam embutidos carneos
variados nos Estado Unidos, obteve positividade para este patdgeno em pelo menos

60% dos estabelecimentos analisados; L. monocytogenes estava presente em 14,2 % das
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superficies que ndo entravam em contato com alimentos, e em 4,5 % das superficies que
entravam em contato com alimentos.

Lariviere-Gauthier et al. (2014) avaliou a prevaléncia de L. monocytogenes em
uma planta de abate e processamento de carne suina, obtendo 41 amostras positivas pare
ede patégeno em equipamentos, e 30 amotras positivas em supericies do ambiente de
sala de desossa.

Barros et al. (2007) também avaliaram a frequéncia de Listeria spp. em
instalagcbes e equipamentos de estabelecimentos que processam produtos carneos,
observando um total de 74 amostras positivas para Listeria spp. em equipamentos e 23
amostras positivas em instalacbes, e a frequéncia obtida para L. monocytogenes nos
mesmos pontos foi de 7 amostras para equipamentos e 2 amostras para instalagoes.

Os relatos do isolamento de L. monocytogesreambiente de processamento
de produtos carneos na Zona da Mata Mineira sdo escAssagerficies de corte bem
como equipamentos e utensilios com higienizacdo deficiente tém sido responsaveis,
isoladamente ou associados a outros fatores, por surtos de doencas associadas a
consumo de alimentos ou por alteracdes de alimentos processados (Andrade et al.,
1996). Adicionalmente, as evidéncias de que equipamentos e utensilios contaminados
participam do aparecimento de aproximadamente 16 % dos surtos de origem alimentar
alerta para a necessidade de controle da contaminacdo microbiolégica nesses locais
(Freitas et al., 1995). Equipamentos como cortadores de frios, bem como amaciadores
de carne, entre outros, devem passar constantemente por uma avaliacdo microbiolégica
para controle da eficiéncia do procedimento de higienizacdo, de modo a peevenir
contaminagado dos alimentos processados e eventualmente produzidos (Andiade et
1996.
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OBJETIVOS

Obijetivo geral

O presente estudo teve como objetivo avaliar a ocorréncia de L. monocytogenes
em ambientes de processamento de produtos carneos em agougues, pelo isolamento
desses patdgenos em utensilios e equipamentos. Adicionalmente, o estudo teve como
objetivo avaliar o potencial de adeséo de isolados obtidos, assim como a sensibilidade a

dois sanitizantes utilizados durante a higienizacdo nesses estabelecimentos comerciais.

Obijetivos especificos

- Verificar a ocorréncia de L. monocytogenes em ambiente de processamento de carnes
em agougues

- Caracterizar 0s sorogrupos e genes relacionados a viruléncia de L. monocytogenes

- Verificar o potencial de adesdo de L. monocytogenes

- Verificar a sensibilidade de L. monocytogenes a duas substancias sanitizantes: um
detergente alcalino clorado em gel (Mister Max 1 - DG1) e um desinfetante para
superficies (B-QUART SEPT).
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CAPITULO 1. Contaminagdo por micro-organismos indicadores de higiene e

Listeria monocytogenes em agougues

Danilo Augusto Lopes da Silva et al.

Trabalho a ser submetido ao periddico Journal of Food Protection, apés correcdes e

sugestdes da banca.
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Resumo

Listeria monocytogenes pode contaminar produtos carneos principalmente através de
contaminagdo cruzada de utensilios expostos a produtos Acrgsialidade destes
produtos pode ser ainda estimada através da pesquisa de micro-organismos indicadores
de higiene, 0 que ndo isenta a pesquisa de patdgenos para garantia de inocuidade. Para
identificar as principais fontes de contaminagdo microbiolégica no ambiente de
processamento de trés acougues, amostras superficiais forans alpaidir de maos

dos manipuladores, mesas, facas, interior do balcdo refrigeracdo, moedores e
amaciadores de carne (24 amostras por area) e submetidas a enumeracdo de micro-
organismos indicadores de higiene, e pesquisa de L. monocytogenes, cujos isolados
obtidos foram caracterizados quanto aos seus sorogrupos e genes de viruléncia. Os
resultados demostraram que ndo houve diferenca no nivel de contaminacdo por micro-
organismos indicadores de higiene entre os trés estabelecimentos anaksados
amostras com contagens acima de valores referenciais indicou ineficiéncianos
procedimentos de higienizacao praticados. 87 amostras apresentaram resultado positivo
para Listeria spp.(60%), sendo 22 amostras de mesa, 20 de moedor, 16 de faca, 13 de
mao, 9 de amaciador e 7 do balcéo de refrigeracdo. Um total de 31 amostrés) (21,5
foram positivas parh. monocytogenes, indicando a presenca do patégeno no ambiente
de processamento de produtos carneos. Na caracterizacdo dos sorotipos, 52 isolados
foram caracterizados como pertencentes aos sorogrupos 1/2c ou 3c, e 22 isolados como
pertencentes aos sorogrupos 4b, 4d, 4a ou 4c. Na pesquisa dos genes de viruléncia,
todos os 74 isolados apresentaram resultados positivos para 0os genes hlyA, iap,plcA,
actA e para o grupo das internalinas (inlA, inIB, inlC e inlJ). O estabelecimento de
procedimentos adequados para reducdo das contagens microbianas e controle da
disseminacdo de L. monocytogenes nas etapas finais da cadeia produtiva da carne é de
extrema importancia, com reflexos evidentes na qualidade e inocuidade dos produtos

carneos destinados ao consumo humano.

Palavras-chave: Listeria monocytogenes, ambiente, acougue, indicadores de higiene
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Abstract

Listeria monocytogenes can contaminate meat products primarily through cross-
contamination of utensils exposed to raw products. The quality of these products can
still be estimated through the research of hygiene indicator microorganisms, which does
not exclude the research pathogens for food safety. To identify the main sources of
microbiological contamination in three butchershops processing environment, surface
samples were obtained from the hands of employees, tables, knives, inner of butcher
display, grinders and meat tenderizers (24 samples per area). All samples were
subjectedto enumeration of hygiene indicator microorganisms and detection ofL.
monocytogenes, being theobtained isolates characterized for their virulence genes and
serogroups. The results demonstrated absence of differancabe levels of
contamination by hygiene indicator microorganisms from the three butcher; shops
samples with counts higher than reference values indicated inefficiency in adopted
hygiene procedures. A total of 87 samples tested were positive for Listeria spp. (60.4
%), being 22 from table, 20 from grinders, 16 from knives, 13 from hands, 9 from meat
tenderizers and 7 from the inner of butcher display. A total of 31 samples (21.5 %) were
positive for L. monocytogenes, indicating the presence of the pathogen in meat
processing environment. 52 isolates were characterized as belonging to serogroup 1/2c
or 3c, and 22 isolates belonged to serogroups 4b, 4d, 4a or 4c. All 74 isolates showed
positive results for hlyA genes, iap, plcA, actA and the group of internalins (InlA, inlB
inLC and inlJ). The establishment of appropriate procedures to reduce microbial counts
and controlling the spread of L. monocytogenes in the final steps of meat production
chain is of utmost importance, with obvious effects on the quality and safety of meat

products for human consumption.

Keywords: Listeria monocytogenes, environment, butchershop, hygiene indicator

microorganisms
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Introducao

Carnes e seus derivados séo rotineiramente associados a surtos de toxinfec¢des
alimentares (Mena et al., 2004). Durante os respectivos processos de producéo,
elaboracdo e armazenamento, qualquer alimento esta sujeito a contaminacdo por
bactérias patogénicas (Catéo et al., 2001). A contaminacdo pds-processamento € a causa
mais frequente da contaminacdo de alimentos, tanto por contaminagdo cruzada, que
pode ocorrer dentro da propria industria, quanto por contaminacdo no ponto de
distribuicdo ou venda do produto (Carpentier et al., 2011). Para que os produtos carneos
estejam de acordo com os padrbes internacionais de qualidade e inocuidade, o
monitoramento constante de parametros de qualidade e higiene nos diferentes ambientes
de manipulacéo e processamento de produtos carneosa @rolehston, 2000).

Esses sistemas de qualidade sao utilizados pelas industrias de alimentos, e sédo
aplicados na pesquisa sistematica de indicadores em pontos especificos da linha de
processamento e manipulacdo de produtos carneos (Gillet al., 2006). A eficiéncia destes
sistemas é comprovada, e a partir desses indicadores € possivel a adocdo de medidas
corretivas a fim de minimizar ou evitar possiveis contamina¢fes (Rodrigues et al.,
2008). A inocuidade e a qualidade de produtos carneos podem ser estimadas através da
pesquisa de diversos micro-organismos indicadores, como 0s aerobios mesofilos e
coliformes (Ghafir et al., 2008). A enumeracdo de aerdbios mesdfilos fornece uma
estimativa da populacdo geral de micro-organismos que estdo presentes no ambiente e
itens utilizados no processamento de produtos carneos, onde altos niveis de
contaminacgao estao associados a baixa qualidade de higiene (Gill et al., 1998; Jay et al.,
2005). Os coliformes sao indicadores de condi¢des higiénicasanihadequadas nas
etapas de processamento, producdo e armazenamento de alimentos. Escheré&hia coli
um indicador classico da provavel presenca de micro-organismos patogénicos
entéricos,e bons indicadores da qualidade higiénica de alimentos processados (Eisel et
al., 1997; Jay et al., 2005). Além desses indicadores, a pesquisa direta de p&#ogenos
fundamental para garantia da inocuidade de produtos carneos, assim, patdgenos
frequentemente associados as carnes e seus derivadod,.amgmocytogenes, devem
ser pesquisados e controlados no ambiente e superficies (Johnston, 2000).

O controle de L. monocytogenes no ambiente de manipulacdo e processamento
de produtos carneos é desafiador, uma vez que esse patdégeno sobrevive e se aultiplica
temperaturas de refrigeracdo, tolera condicbes ambientais adversas e apresenta grande

capacidade para formar biofilmes em superficies de equipamentos de processamento de
32



alimentos (Gandhi e Chikindas, 2007). Estudos apontam que a contaminacdo pos-
processamento por L. monocytogenes é extremamente importante, e frequentemente a
origem da contaminagéo do produto final pode ser os equipamentos de processamento,
particularmente, no corte e na embalagem de produtos carneos, além de maos e
vestimenta dos manipuladores (Keto-Timonen et al., ;20@8tro et al., 1996). L.
monocytogenes pode persistir nas unidades de processamento de produtos carneos por
longos periodos, até anos, indicando que a limpeza de rotina pode nao ser eficiente na
eliminacao desse patdégeno (Wagner et al., 2006).

Esse estudo teve como objetivo avaliar o nivel de higiene e a inocuidade dos
utensilios e equipamentos de agougues, através da pesquisa de micro-organismos
indicadores de higiene e L. monocytogenes, incluindo seu potencial de viruléncia,

buscando a caracterizacdo das principais fontes de contaminacao.

Material e Métodos

Amostragem

Trés acougues localizados na cidade de VichKa, Brasil, foram incluidos
nesse estudo considerando a concordancia dos proprietarios e fiscalizacdo oficial da
Vigilancia Sanitaria do municipio.Nesses estabelecimentos ocorria a manipulacdo ea
comercializacdo de carne em natureza de diferentes espécies animais e a falwicacao
produtos cérneos, principalmente linguigas.Os estabelecimentos foram denominados
como A, BeC.

Cada estabelecimento foi visitado em 8 oportunidades, quando amostras
superficiais do ambiente de manipulacdo (interior do balcédo refrigerado, mé&o de
manipuladores e superficies de corte das mesas), equipamentos (amaciadores de carne €
moedores) e utensilios (faca) foram amostrados superficialmente. A obtencéo de todas
as amostras foi concomitante ao manuseio e processamento dos produtos carneos, sem
procedimentos prévios de higieniza¢cdo. O numero de amostras coletadas para cada fonte
analisada, bem como o meio de obtencdo das mesmas sao apresentados na Tabela 1.

Os pontos selecionados foram amostrados por esfregaco de superficie em duas
areas de 50 m{uma éarea limitada com um molde esterilizado de 5 x 10, cm)
utilizando-se duas esponjas estéreis (3M Microbiology, St. Paul, MN, USA)
previamente umedecidas em uma solucdo de 10mL de (R&5% m/v) peptonada

tamponada(0,% m/v) (PBS, Oxoid Ltd., Basingstoke, England), e mantidas sob
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refrigeracdo até a analis€ada conjunto de duas esponjas por amostra foi transferido
para um saco estéril e adicionou-se 80 de PBS (volume final de 100 mL por
amostra), homogeneizados por 60 segundos (Stomacher 400 circulator, Seward Ltd.,
Leste Close, Sussex, Reino Unido), e submetidos a analise microbioldgica, sendo que 1

mL do homogeneizado correspondeu a 1 cm? de cada amostra (Cossi et al., 2013).

Andlises microbioldgicas

Enumeracdo de micro-organismos indicadores de higiene

Uma aliquota de cada amostra superficial coletada foi submetida a diluicédo
seriada em escala decimal, utilizando-se NaCl 0,85 % (m/v). Duas diluicbes de cada
amostra foram selecionadas, considerando o seu provavel nivel de contaminacéo
microbiolégica, e semeadas em PetriffthAerobic Count (3M Microbiology, St Paul,

MN, EUA) para a enumeracdo de aerobios mesbfilos (AM), Petrifi
Enterobacteriacea (3M) para enumeracdo de enterobactérias (EB), e Pé&#ifilm
Escherichia coli (3M) para enumeracado de coliformes totais (CT) e E. coli (EC). Todas

as placas foram incubadas a 35 °C, por 24 a 48 horas, quando as col6nias formadas
foram enumeradas considerando as caracteristicas fenotipicas de cada grupo: AM:
colénias vermelhas formadas apds 24 h; EB: colénias amarelas associadas ou ndo a gas,
e colénias associadas a gas, formadas apés 24 h; CT: colbnias vermelhas e azuis
associadas a gas, formadas apés 24 h; EC: colbnias azuis associadas a gas, formadas
apos 48 h. Todos os resultados foram expressos em Unidades Formadoras de Colbnia
(UFC) por en2

As contagens de AM, EB, CT e EC foram convertidas emy,l@yaliadas
quanto a distribuicdo normal e homogeneidade, e submetidas analise de variancia
(ANOVA) e Tukey para identificacdo de diferengas significavas entre as amostras
obtidas dos diferentes estabelecimentos analisados (p < 0,05). Adicionalmente, as
amostras foram categorizadas conforme o nivel de contaminacdo por indicadores
utilizandose valores referenciais para uma boa condicdo de higiene: 50 UEQ¥am
AM e EB, e 10 UFC/cm? (limite de deteccéo da técnica) para CT e EC (Silva et al.,
1997); essas frequéncias foram comparadas pelo teste Chi-quadrado e pelo
procedimento de Marascuilo, para verificagdo de diferencas significativas entre os

estabelecimentos avaliados (p < 0,05). Todas as analises foram realizadas utilizando-se
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os softwares Statistica 7.0 (StatSoft Inc., Tulsa, OK, EUA) e XLSat 2010.2.03
(AddinSoft, New York, NY, EUA).

Isolamento de Listeria spp. e Listeria monocytogenes

As amostras superficiais foram submetidas & pesquisa de Listeria spp. e
Listeria monocytogenesonforme metodologia ISO 11.290-1(ISO, 192604). Uma
aliquota de 40 mL da suspensdo obtida, conforme descrito anteriormente, foi
centrifugada e o sedimento ressuspenso em caldo half fraser (Oxoid), incubado a 30 °C
por 24 h. Logo apos, realizou-se semeadura em placas de chromogenic listefia agar
(ALOA, Oxoid) e listeria selective agar ba%éOxford, Oxoid) incubadas a 37 °C por
48h. Simultaneamente, uma aliquota de 0,1 mL foi transferida para tubo contendo 10
mL de caldo fraser (Oxoid) e incubados a 35 °C por 24h. Posteriormente foi realizada
semeadura em placas agar ALOA e agar Oxford, incubadas 37 °C por 48h.

As colbnias caracteristicas obtidas foram submetidas as provas bioquimicas de
acordo com Pagotto et al. (2011), para producdo de catalase, motilidade a 25 °C,
fermentagdo de carboidratos (dextrose, xilose, ramnose e¢ manitol), producao de [3-
hemdlise em agar sangue de equino, e em seguida classificadas.A presenca ou auséncia
de Listeria spp. e L. monocytogenes foi expressa em 40 cm?, valor correspondente a
aliquota analisada.

As frequéncias de amostras positivas para Listeria spp. e L. monocytogenes
foram comparadas pelo teste Chi-quadrado e pelo procedimento de Marascuilo, para
verificacdo de diferencas significativas entre os estabelecimentos avaliados (p < 0,05).
Todas as analises foram realizadas utilizando-se os softwares Statistica 7.0 (StatSoft
Inc., Tulsa, OK, EUA) e XLSat 2010.2.03 (AddinSoft, New York, NY, BUA

Analises moleculares
Caracterizacdo dos sorogrupos de Listeria monocytogenes

Osisolados positivos para L. monocytogenes na classificagdo bioquimica foram
recuperados em placas de tryptic soya bPqfiSB, Oxoid) e submetidos & extracao e
purificagdo do DNA através do kit Wizard Genomic DNA Purification (Promega Corp.,
Madison, WI, USA).O DNA extraido de cada isolado foi submetido a PCR multiplex

descrita por Borucki & Call (2003) para categorizacdo das principais divisbes
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filogenéticas utilizando os oligonucleotideos iniciadores (primer) D1 (divisédo | e lll,
gue compreende o0s sorogruposl/2b, 3b, 4b, 4d, 4e 4a, e 4c) e D2 (diviséo I, sorotipos
1/2a, 1/2c, 3a, e 3c). A mistura de amplificacdo foi composta por 12,5 pL de GoTaq
Green Master Mix (Promega), 2 uL DNA, 40 uM dos primers D1 e D2 e agua ultrapura
de PCR (Promega) obtendo-se uma reacao final de 25uL. As sequéncias de cada primer
utilizado estéo representadas na Tabela 2.

Conforme Borucki & Call (2003) as condi¢cbes das reagbes de PCR foram: 25
pL, 95 °C por 3 min, 25 ciclos (primers D1, D2 e GLT) ou 30 ciclos (primer flaA) a 95
°C por 30 s, 45 a 59 °C por 30 s (59 °C para D1 e D2; 45 °C para GLT; 54 °C para
flaA), 72 °C por 1 min, 72 °C por 10 min. Aliquotas de 5 pL dos produtos de PCR
foram submetidas a eletroforese em géis de agarose a 2,0 % (m/v) e tampao de 0,5 M
Tris/borato/EDTA (TBE), coradas com GelRed (Biotium Inc., Hayward, CA, EUA), e
visualizado em um transiluminador.

Todos os isolados previamente submetidos ao PCR multiplex foram também
submetidos as reacbes de PCR simplex para deteccdo dos genes GLT e flaA para
caracterizacdo dos sorogrupos, as condicdes de PCR foram as mesmas descritas por
Borucki & Call (2003) para cada gene pesquisado. Para cada regido de DNA alvo,
foram observados os seguintes tamanhos de produtos de PCR: 214 pb para D1, 140 pb
para D2, 538 pb para flaA e 483 pb para GLT. Em todos os ensaios moleculares, as
estirpes de L. monocytogenes Scott A, ATCC 7644, foram utilizados como centrole
positivos .

Os isolados positivos para D1 e negativos para o gene GLT foram classificados
como sorogrupos 4b, 4d (divisdo 1) ou 4a, 4c (divisdo lll, raramente encontrada). J& os
isolados que apresentaram resultado positivo para D1 e GLT, foram classificados como
pertencentes aos sorogrupo 1/2b ou 3b. Os isolados positivos para D2 e negativos para o
gene A foram caracterizados como pertencentes ao sorogrupo 1/2c ou 3c (divisao II),

e resultados positivos pataA caracteriza o sorogrupo 1/2a ou 3a (divisao II) (Borucki
& Call, 2003).

Potencial de viruléncia de Listeria monocytogenes
Adicionalmente, os isolados foram submetidos a testes moleculares para
verificagdo da presencga de genes de viruléncia, conforme protocolos descritos por Liu et

al.,(2007) e Rawool et al., (2007). Reacdes de Multiplex e Simplex PCR foram
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utilizadas para a deteccdo dos seguintes genes de viruléncia inlA, inlB, inlC, inlJ, plcA,
hlyA, actA e iap.

Conforme Liu et al. (2007) as condi¢Oes de reagbes para o Multiplex PCR
(inlA, inlC einld) foram: 25 pL, 94 °C por 2 min, 30 ciclos a 94 °C por 20 s, 55 °C por
20's, 72 °C por 50 s, 72 °C por 2 min. As condicdes para o Simplex PCR (inIB) foram:
25 pL, 94 °C por 2 min, 30 ciclos a 94 °C por 20 s, 55 °C por 20 s, 72 °C por 50 s, 72
°C por 2 min. As condi¢cOes para o Multiplex PCR (hlyA ,actA, iap), conforme Rawool
et al. (2007), foram: 25 pL, 95 °C por 2 min, 35 ciclos a 95 °C por 15 s, 60 °C por 30 s,
72 °C por 1.5 min, 72 °C por 10 min. Para o Simplex PCR (plcA): 25 pL, 95 °C por 2
min, 35 ciclos a 95 °C por 15 s, 60 °C por 30 s, 72 °C por 1.5 min, 72 °C por 10 min. As
reacdes foram compostas por 25 pL, sendo 12,5 pL de GoTaq Green Master Mix
(Promega), 2,0 uL do DNA extraido, 1,0 uL de cada primer, e agua ultrapura de PCR
(Promega) para perfazer o volume final. Os produtos de PCR foram separados e
visualizados como descrito na caracterizacado dos sorogrupos. L. monocytogenes ATCC
7644 foi testado em paralelo como um controle positivo para os genes de viruléncia

testados.

Resultados e Discussao

Os resultados da enumeracédo de micro-organismos indicadores de higiene em
cada estabelecimento analisado sdo apresentados na Tabela 3. De maneira geral, o
resultados demostraram que ndo houve diferencas significativas nads déve
contaminacgao pelos micro-organismos indicadores de higiene pesquisados entre 0s trés
estabelecimenta®<0,05).

Todas as fontes amostradas nos trés estabelecimentos apresentaram alguma
contagem, tanto para a enumeracao de AM quanto para EB (Tabela 3). A presenca
desses micro-organismos € indicativa que a manipulacdo das variadas superficies em
todos os acougues esté sendo feita sem higiene adequada, e que os alimentos produzidos
nessas superficies sofrem algum risco de deterioracdo (Silva et al.,, 2007).
Particularmente 0AM séo todos aqueles capazes de se multiplicar em temperaturas de
35-37 °C em condic¢des de aerobiose, e indicam a qualidade sanitaria com que o produto
foi processado, sendo que elevadas contagens indicam condi¢bes de insalubridade,
mesmo que ndo haja micro-organismos patogénicos. A pesquisa de EB tem sido
utilizada como importante ferramenta para os sistemas de qualidade, por indicarem,

quando presentes, deficiéncias na higienizacdo; este grupo abriga ainda micro-
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organismos patogénicos como Salmonella gpp.coli, que representam perigos ao
consumidor final (Forsythe et al., 2002).

O estabelecimento B apresentou um nivel de contaminacdoQiarem
moedor significativamente superior aos demais (Tabela 3, p < 0,05). Os coliformes séo
um grupo de enterobactérias presentes nas fezes, no ambiente, no solo e em superficies
variadas, como equipamentos e utensilios. Fazem parte deste grupo micro-organismos
dos géneros como Escherichia, Enterobacter, Citrobaélebsiela, sendo que E. coli
tem como habitat primario o trato intestinal dos animais, sugerindo uma contaminacgao
de origem fecal quando presente (Rodrigues et al., 2003). Além disso, esse grupo indica
condicbes sanitdrias inadequadas durante o0 processamento, producdo ou
armazenamento, e altas contagens podem significar contaminacdo pos-processamento,
limpezas e sanitificacdes deficientes.

A Tabela 4 apresenta as frequéncias de amostras com contagens acima de
valores referenciais de micro-organismos indicadores de higiene. Apesar de nao ter
havido diferenca estatistica entre os trés acougues, o status de contaminacéo entre eles
foi equivalente. Amostras com contagens acima de valores referenciais indicam
ineficiéncia nas técnicas de higienizacdo praticadas nos trés estabelecimentos (Tabela
4). Do total de 144 amostras analisadas 54 (%j,8presentaram contagens acima do
valor referencial para AM, enquanto para EB foram 24 amostras%d6Em relacéo a
CT e EC, as frequéncias de amostras com contagens acima dos valores referenciais
foram 7 (4,%6) e 3 (2,1%), respectivamente (Tabela 4).

Particularmente as amostras obtidas com contagens acima dos valores
referenciais para AM foram mais frequentes em moedores (11lamostras), mesas e balcéo
de refrigeracdo (10 amostras), amaciadores e maos de manipuladores (9 amostras
Conforme preconizado pelos padrdes do Foods and Drugs Administration- (FDA) e da
American Public Health Association - (APHA) é considerado limpo, aquele utensilio
que possui menos de 100 UFC, sendo que para equipamentos € tolerado a contagem de
2 UFC/cm2.

Em relacdo a EB, os moedores apresentaram a maior frequéncia de amostras
com contagens acima do valor referencial (Tabela 4). Por serem equipamentos de dificil
higienizagdo, amaciadores e moedores podem acumular matéria organica, favorecer
multiplicagdo microbiana e reduzreficiéncia dos procedimentos de sanitizacdo. Na
identificacdo dos principais pontos de contaminagdo microbiolégica em uma linha de

processamento de carne no Parana, Bated. (2007) considaram amaciadores e
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moedores como 0s principais pontos de contaminacdo por micro-organismos
indicadores de higiene.

Em relacdo as contagens de CT e EC, amaciadores e moedores apresentaram
maiores frequéncias de amostras com contagens acima dos valores refpsssimis
como maos de manipuladores e facas (Tabela 4). Germano et al. (2000) salientam a
importancia da manipulagéo inadequada como principal fonte de contaminacdo entre
alimentos crus e processados, ressaltando a importancia da contaminacao cruzada para a
transmissdo dos micro-organismos patogénicos e deteriorantes. Conforme Silva et al.
(1996) o padréo satisfatorio para EC e CT é a auséncia de micro-organismos (nenhuma
contagem), de modo que as contagens acima do valor referencial evidenciam a&s prética
inadequadas de higiene adotadas nos estabelecimentos bem como o potencial de abrigar
possiveis enteropatdégenos.

Na avaliacdo da ocorréncia de Listeria spp. e L. monocytogenes, entre as 144
amostras analisadas foram obtidas 87 (60,4 %) amostras positivas para Listeria spp, e
31 (21,5 %) para L. monocytogenes (Tabela 5). Todas as fontes amostradas
apresentaram resultados positivos para Listeria spp. em todos os estabelecimentos
analisados. A frequéncia de 60,4 % de amostras positivas para Listeria sppaindica
disseminacdo deste género no ambiente de processamento de produtos céarneos,
enfatizando a importancia dos pontos analisados como possiveis fontes de
contaminacgao dos produtos fina

De acordo com a Tabela 5, a frequéncia de amostras positivas..para
monocytogenes (21,5 %) demonstrou a presenca do patégeno nas superficies que
mantém um contato direto e constante com o0s produtos carneos, determinando a
possibilidade de contaminag¢do dos produtos finais. Todas as superficies ambientais
foram positivas para Listeria spp. e L. monocytogenes quando analisadas em conjunto.
As amostras com maior frequéncia de Listeria spp. foram mesas (91,6 %) e moedores
(83,3 %), sendo que as frequéncias de L. monocytogenes nos mesmos pontos foram de
20,8 % em mesas e 29,% em moedores, que junto aos amaciadores apresentaram a
maior frequéncia de resultados positivos para o patégeno.Barros et al. (2007) também
avaliou a frequéncia de Listeria spp. em instalacfes e equipamentos de estabelecimentos
gue processam produtos carneos, observando uma frequéncia para Listeria spp. de 51,4
% (74 amostras) em equipamentos e 35,4 % (23 amostras) em instalagbes, e a
frequéncia obtida para L. monocytogenes nos mesmos pontos foi de 9,2 % (7 amostras)

e 10,5 % (2 amostras), respectivamente.
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A Tabela 5 indica ainda que o estabelecimento A apresentou um nivel de
contaminagdo por Listeria spp. e L. monocytogenes no amaciador superior ao
estabelecimento B, e inferior ao C (p < 0,05). A presenca desse patdbgeno no ambiente
de processamento de produtos carneos, mesmo apés a higienizacdo, representa perigo
microbioldgico para os produtos finais. Devido a sua capacidade de formar biofilmes,
Listeria spp. podem permanecer neste ambiente por meses ou até mesmo anos,
ocasionando uma possivel contaminacdo do produto final e uma possivel exposicéo a
espécie patogénica (Heir et al.,, 2004; Torres et al.,;20@8rala et al., 2003; llsi,

2005 Autio et al., 2003; Berrang et al., 2005

Do total de 31 amostras positivas para L. monocyotogdoesbtida uma
colecdo de 74 isolados. Na caracterizagdo dos sorogrupos, 52 isolados foram
caracterizados como pertencentes aos sorogrupos 1/2c ou 3c, e 22 isolados como
pertencentes aos sorogrupos 4b, 4d, 4a ou 4c. Os sorogrupos 4a e 4c pertencentes a
diviséo Il podem ser diferenciados por um PCR com o primer MAMA-C (Jinneman &

Hill, 2001), no entanto os isolados n&do foram submetidos a este PCR pois estes
sorogrupos sdo raramente relacionados a contaminacgao de produtos alimenticios e casos
clinicos (Borucki & Call 2003; Orsi et al., 2011).

As frequéncias de resultados positivos para cada sorogrupo de acordo com 0s
pontos amostrados séo apresentadas na Tabela 6. A maioria dos isolados obtidos (70,3
%) pertence ao sorogrupos 1/2c¢ ou 3c, que juntamente aos sorogrupos 1/2a ou 3a, 1/2b
ou 3b, tem sido identificados no ambiente de processamento de alimentos em diferentes
estudos (Doumith et al., 200de las Heras et al., 2011; Orsi et al., 2011).

A frequéncia de 29,3 % foi obtida para isolados pertencentes aos sorogupos 4b,
4d, 4a ou 4c,de maneira semelhante Camargo et al. (2015) avaliou isolados
provenientes de ambiente de processamento de produtos carneos, em que todos foram
classificados como pertencentes aos sorogrupos 4b,4d, 4a ou 4c, 1/2a ou 3a, e 1/2b ou
3b, relacionados a maioria dos surtos e casos esporadicos de listeriose.

Na caracterizacdo de viruléncia, todos os 74 isolados foram positivos para os
genes hlyA, iap,plcA, actA e também para o grupo das internalinas (inlA, inIB, inIC e
inlJ), assim como observado por Camargo et al. (2014) em isolados obtidos de couro e
carcaca bovina no estado de Minas Gerais, Brasil. Estes genes desempenham um
importante papel nos mecanismos de viruléncia deste patégeno, e estdo envolvidos em
diferentes estagios da sua patogénese (Cabanes et al., 2002). Apés a invasdo da célula
hospedeira, alguns genes de viruléncia adicionais sdo expressos, incluindo o hlyA, que

esta envolvido com a producédo de listeriolisina-O. O gene pIcA esta associado a
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producdo de fosfolipase-C; ja 0 gene actA esta relacionado a expressao da proteina
actA; o gene iap por sua vez, atua na expressao da proteina p60, relacionada a invasao e
sobrevivénciaem células intestinais (Vazquez-Boland et al., 2001). Em outro estudo
que avaliou isolados obtidos do ambiente de processamento de alimentos, produtos
carneos e casos clinicos oriundos de 11 estados brasileiros entre os anos de 1978 e
2013, Camargo et al. (2015) verificou que todas as cepas de L. monocytogenes dos
sorotipos 4b,1/2a, 1/2b e 1/2c foram positivas para os genes inlA& imlC

Liu et al. (2007), detectou os mesmos genes do grupo das internalinas (inlA,
inlB, inIC e inlJ) em isolados das divisfes | e Il pertencentes aos sorotipos reconhecidos
como mais patogénicos (4b, 1/2a, 1/2b e 1/2c). Em outro trabalho, Shen et al. (2013)
detectaram a presenca dos genes @idJ em todos isolados (97) das divisdes | e Il
(sorogrupos 4b, 4d, 4e; 1/2b, 3b, 7; 1/2a, 3a; 1/2c, 3c) obtidos de produtos €arneos.
grupo das internalinas, que por sua vezsao proteinas que induzem a internalizacédo de L.
monocytogenes por células epiteliais, sdo codificadas por uma familia de multiplos
genes, sendo que dois deles (inlA e inIB) codificam duas internalinas particularmente
importantes para a patogenicidade de L. monocytogenes. O gene inlC, que ndo esta
envolvido no processo de entrada na célula epitelial, parece estar envolvido na
viruléncia, participando da disseminagdo da infeccdo. O gene inlJ é diretamente
relacionado a passagem de L. monocytogenes através da barreira intestinalz(Vazque
Boland et al., 2001; Liu et al., 2007).

Conclusao

Conforme o0s resultados obtidos na enumeracdo de micro-organismos
indicadores de higiene, as condi¢des higiénico-sanitarias do ambiente de processamento
de produtos carneos dos acougues analisados encontravam-se inadequadas,
representando risco de contaminacdo microbiolégica ao produto final. Os resultados
demostraram que ndo foram verificadas diferencas significativas nos niveis de
contaminagcdo entre os trés estabelecimentos analisados na pesquisa de indicadores de
higiene, e as frequéncias de amostras com contagens acima de valores referenciais para
cada indicador evidenc@mn préaticas inadequadas de higiene adotadas pelos
estabelecimentos.

Adicionalmente, a deteccéo de Listeria spp. indica a disseminacdo deste género
no ambiente de acougues, sendo que o isolamentond@nocytogenes no ambiente de

processamento de produtos carneos € indicativo de possivel contaminacao dos produtos
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finais destinados aos consumidores, que por sua vez podem determinar contaminagao

cruzada para outros alimentos. O presente estudo identificou a presenca de sorogrupos
de L. monocytogenes reconhecidos como patogénicos, bem como a presenca dos genes
de viruléncia, indicativos da potencial exposi¢cdo dos consumidores a cepas patogénicas.

As mesas juntamente aos moedores e amaciadores foram identificadoasdontes

de maior contaminacdo para a espécie patogénica em questdo, evidenciando uma maior

atengdo aos cuidados de limpeza dedicados a estes pontos especificos.
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Tabelal: Numero de amostras e procedimentos de coletas, em diferentes pontos de estabelecimentos egunedcitiis darneos, localizados no

estado de Minas Gerais, Brasil.

Origem Amostra Especificacao Area amostrade Amostras Total Método?
A B C

Ambiente Balc&o refrigerado interior do balcéo refrigeradc 100cnf 8 8 8 24 swab
Maos maos de manipuladores 100cnt 8 8 8 24 swab
Mesas superficie de corte 100cnt 8 8 8 24 swab

Equipamento  Moedor - 100cnt 8 8 8 24 swab
Amaciador - 100cn? 8 8 8 24 swab

Utensilio Faca - 100cn? 8 8 8 24 swab

1Conforme descrito por Cossi et al., 2013
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Tabela 2: Genes alvo e sequéncias de primers utilizados para identificagcdo dos sorogrupos e caratdepateginal de viruléncia, do isolados

obtidos no presente estudo.

Andlise Genes Alvo Sequéncia do primer Referéncia
Sorogrupos D1 (F: CGATATTTTATCTACTTTGTCA; R: TTGCTCCAAAGCAGGGCAT) (Borucki and Call 2003)
D2 (F: GCGGAGAAAGCTATCGCA; R: TTGTTCAAACATAGGGCTA) (Borucki and Call 2003)
FlaA (F: TTACTAGATCAAACTGCTCC; R: AAGAAAAGCCCCTCGTCC) (Dons et al. 1992)
GLT (F: AAAGTGAGTTCTTACGAGATTT; R: AATTAGGAAATCGACCTTCT) (Lei et al. 2001)
Genes inlA (F: ACGAGTAACGGGACAAATGC; R: CCCGACAGTGGTGCTAGATT) (Liu et al. 2007)
viruléncia iniB (F: TGGGAGAGTAACCCAACCAC: R: GTTGACCTTCGATGGTTGCT) (Liu et al. 2007)
inlC (F: AATTCCCACAGGACACAACC; R: CGGGAATGCAATTTTTCACTA) (Liu et al. 2007)
inlJ (F: GTAACCCCGCTTACACAGTT; R: AGCGGCTTGGCAGTCTAATA) (Liu et al. 2007)
plcA (F: CTGCTTGAGCGTTCATGTCTCATCCCCC; R: ATGGGTTTCACTCTCCTTCTAC (Notermans et al. 1991)
hlyA (F: GCAGTTGCAAGCGCTTGGAGTGAA; R: GCAACGTATCCTCCAGAGTGATQG (Paziak-Domanska et al. 1999)
(Suarez and Vazquez-Boland 200.

actA (F: CGCCGCGGAAATTAAAAAAAGA; R: ACGAAGGAACCGGGCTGCTAG)
iap (F: ACAAGCTGCACCTGTTGCAG; R: TGACAGCGTGTGTAGTAGCA)

(Furrer et al. 1991)
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Tabela 3: Médias (+ desvio padrdo) de micro-organismos indicadores de higiene para

cada fonte amostrada, em cada estabelecimento analisado.

Indicador Amostra Acougue ANOVA!
A B C

AM Faca 1,59+0,98 1,16+0,73 1,40+x0,9 F( 17=0,40;p=0,678
Mao 1,75+0,99 156+095 1,40+0,56 F(;17=0,26;p=0,770
Mesa 1,71+0,84 1,64+0,83 1,52+1,03 F( 15=0,70; p=0,930
Moedor 1,98+0,42 1,23+0,81 1,90+0,87 F(;15=191;p=0,180
Amaciador 1,80+0,75 0,93+0,97 1,73+0,97 F 11=1,84;,p=0,190
Balcao ref. 143+1,03 2,04+0,78 158+1,16 F( 15=0,71, p=0,500

EB Faca 1,50+0,42 0,43+04 108=%1,17 F(;14=3,17;p=0,072
Mao 1,08+0,84 1,48+0,83 1,56+1,34 F(;13=0,41;p=0,670
Mesa 1,17+0,85 1,07+0,96 0,84+0,76 F 13=0,20;p=0,820
Moedor 1,78+0,78 1,65+0,49 1,57+0,46 F (2 13=0,14;p=0,870
Amaciador 1,72+0,51 0,85+0,61 1,13+0,62 F, 1= 3,30; p=0,080
Balcao ref. 0,59+0,83 0,66+0,88 2,12+0,83 F( 5=2,23;p=0,200

CT Faca 0,60+0,0 - 2,78+0,0 -
Mao 1,43+04 030+00 1,79+0,83 F(;,=1,76;p=0,360
Mesa 0,84+0,69 - 1,60 +0,52 F 3 4=2,30; p=0,200
Moedor 1,04 +0,08 1,90+0,29 0,60+0,0 F 3=21,99;p=0,016
Amaciador 1,97+0,0 - 1,65+0,0 -
Balc&o ref. - - - -

EC Faca 0,0+£0,0 - 2,72+00 -
Mao 099+04 0,0+£0,0 1,33+£0,78 F(22=1,31;p=0,430
Mesa 0,200,385 - 1,31+0,8 F( 4=17,80;p=0,01
Moedor 0,69+0,08 060+0,42 0,30+0,0 F »=0,24;p=0,820
Amaciador 1,20+0,0 - 151+00 F 1=0,06;p=0,840
Balc&o ref. - - - -

1 Médias com letras diferentes indicam diferencas significativas por ANOVA (p < 0.05).
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Tabela 4: Frequéncias de amostras com contagens de micro-organismos indicadores de higiene acima de valores referenciais.

Indicador Amostra Acougue Estatistica
A B C

Aerdbios mesofilos Faca 3/8 1/8 1/8 *=2,02, DF =2, p=0,364

(50 UFC/cm?) Mao 3/8 3/8 3/8 x*>=0,00, DF =2, p= 1,000
Mesa 3/8 3/8 4/8 ¥*=0,34,DF =2, p=0,842
Moedor 5/8 2/8 4/8 ¥*=2,34, DF =2, p=0,308
Amaciador 5/8 1/8 3/8 ¥*=4,26,DF=2,p=0,118
Balcao ref. 2/8 5/8 3/8 x> =2,40,DF =2, p=10,301

Enterobactérias Faca 3/8 0/8 1/8 y*=4,20,DF =2, p= 0,122

(50 UFC/cm?) Mao 1/8 2/8 1/8 x> = 0,60, DF =2, p=0,740
Mesa 2/8 1/8 1/8 x*=0,60, DF =2, p=0,740
Moedor 3/8 3/8 2/8 ¥*=0,37, DF =2, p= 0,830
Amaciador 2/8 0/8 1/8 ¥*=2,28, DF=2,p=0,318
Balcao ref. 0/8 1/8 1/8 ¥*=1,09, DF = 2, p = 0,580

Coliformes Faca 0/8 0/8 1/8 ¥?=2,08, DF=2,p=10,352

(10 UFC/cm?) Mao 1/8 0/8 1/8 v*=1,09, DF =2, p= 0,580
Mesa 0/8 0/8 1/8 y*=2,08, DF =2, p=0,352
Moedor 0/8 2/8 0/8 y*=4,36, DF =2,p=10,112
Amaciador 1/8 0/8 0/8 ¥*=2,08, DF =2, p=0,352
Balcéo ref. 0/8 0/8 0/8 -

Escherichia coli Faca 1/8 0/8 0/8 y*=2,08, DF=2,p=0,352

(10 UFC/cm2) Mao 1/8 0/8 0/8 x*=2,08, DF =2, p=0,352
Mesa 0/8 0/8 0/8 -
Moedor 0/8 0/8 0/8 -
Amaciador 1/8 0/8 0/8 y?=2,08, DF=2,p=10,352
Balcéao ref. 0/8 0/8 0/8 -

“alores Referénciais
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Tabela 5: Frequéncias de amostras positivas paralisteria spp. e Listeria monocytogenes egre, aathiipamentos e utensilios, em trés

estabelecimentos comerciais analisados.

Alvo Amostra Acougue Estatistica
A B C

Listeria spp. Faca 7/8 5/8 4/8 ¥?=2,62,DF=2,p=0,269
Mao 4/8 5/8 4/8 x> = 0,33, DF =2, p= 0,845
Mesa 8/8 8/8 6/8 ¥=436,DF=2,p=0,112
Moedor 8/8 6/8 6/8 x> =2,40,DF =2, p=10,301
Amaciador  3%/8 0°/8 698 ¥?=9,60, DF =2, p = 0,008
Balcaoref. 1/8 3/8 3/8 y*=1,61,DF=2,p=0,446

Listeria monocytogenes Faca 2/8 3/8 1/8 v*=1,33,DF=2,p=0,513
Mao 2/8 1/8 0/8 ¥ =2,28,DF=2,p=0,318
Mesa 3/8 2/8 0/8 y*=3,53,DF=2,p=0,170
Moedor 1/8 3/8 3/8 y*=1,61,DF =2, p=0,446
Amaciador 2?8 08 598 ¥? = 4,66, DF =2, p= 0,021
Balcao ref. 0/8 1/8 2/8 =228 DF=2p=0,318

1 Médias com letras diferentes indicam diferencas significativag o 0.05).
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Tabela 6: Frequéncias de amostras identificadas como positivas para diferentes sorogrupos de Listeria monocytogenes (nimero de isolados), er

ambiente, equipamentos e utensilios, em trés estabelecimentos comerciais analisados.

Alvo Fonte Acougue
A B C
Sorogrupo Faca 1/8 (5) 1/8 (1) 0/8
4b, 4d, 4a ou 4c Mao 1/8 (3) 0/8 0/8
Mesa 1/8(2) 1/8 (1) 0/8
Moedor 1/8(1) 0/8 0/8
Amaciador 2/8 (6) 0/8 2*/18 (2)
Balcao ref. 0/8 1/8 (1) 0
Sorogrupo Faca 1/8(1) 2/8 (2) 1/8 (1)
1/2c ou 3c Mé&o 1/8 (1) 1/8 (1) 0/8
Mesa 2/8 (2) 1/8 (5) 0/8
Moedor 0/8 3/8 (13) 2/8 (9)
Amaciador 1*/8 (1) 0/8 4*/8 (8)
Balcao ref. 0/8 0/8 2/8 (6)

* uma amostra positiva para ambas divisbes de sorogrupo.
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CAPITULO 2. Potencial de ades&o in vitro e viruléncia de Listeria monocytogenes
sensibilidade aos sanitizantes Mister Max-DG% e B-QUART SEPT®

Danilo Augusto Lopes da Silva et al.

Trabalho a ser submetido ao periédico Food Control, apds correcdes e sugestdes da
banca
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Resumo

A contaminacdo por Listeria monocytogenes em ambientes de processamento de
alimentos é de dificil controle, devido a sua ampla disseminacdo e adaptacdo, o que
demanda monitoramento constante e adocdo de procedimentos eficientes para
eliminacdo desse patdégeno. Este trabalho avaliou a ocorréncia de L. monocytogenes
(ISO 11.290 1/2) em utensilios e ambiente de manipulacdo em um acougue, e 0S
isolados obtidos foram caracterizados quanto aos seus sorogrupos e genes de viruléncia
e ainda avaliados quanto a capacidade de adesdo in vitro e sensibilidade a dois
sanitizantes (Mister MaRG1 ® e B-QUART SEPT®). Do total de 40 amostrage

mesas, facas, interior do balcdo refrigeracdo, moedores e amaciadores de crne, 75
foram positivas parhisteria spp. e 22,5 % para L. monocytogenes. Todos os isolados
obtidos foram caracterizados como sorogrupos 1/2c ou 3c, e apresentaram resultados
positivos para todos os genes de viruléncia analisados. Adicionalmente, todos os
isolados apresentaram algum potencial de adesdo, em sua maioria apresentando
potenciais de adesdo variando de fraco a moderado, sendo que somente um isolado
apresentou um forte potencial de adesdo. Os sanitizantes avaliados apresentaram
potencial para inibir da multiplicacdo dos isolados em diferentes concentragdes (1:256 a
1:512 para Mister MaPG1 ®, e 1:4.096 a 1:16.384 para B-QUART SEPJ e
interferiram na formacdo e remocéo de biofilmes pelos isolados. Apés avaliacdo, os
sanitizantes foram adotados na rotina de higienizacdo do estabelecimento comercial, e
apds 2 meses, amostras superficiais dos mesmos utensilios e equipamentos foram
coletadas e submetidas a andlise de L. monocytogenes, e nenhum resultado positivo foi
identificado. Os resultados obtidos permitiram caracterizar os sorugrupos dos isolados
de L. monocytogenes obtidos bem como a o seu potencial virulento, foi também
demostrado o potencial de adesé@o de L. monocytogenes e a eficiéncia dos sanitizantes
Mister MaxDG1 ® e B-QUART SEPT® para o controle da contaminacdo por esse

patdgeno.

Palavras-chave: Listeria monocytogenes, adesao, biofilmes, sanitizantes
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Abstract

Contamination by Listeria monocytogenes in food processing environments is difficult
to control due to its wide dissemination and adaptation, which requires constant
monitoring and adoption of efficient procedures to eliminate this pathogen. This study
evaluated the occurrence of L. monocytogenes in the processing environment of
butcher shop, and the obtained isolates weoéates were characterized as to their
serogroups and virulence genes and further evaluated for in vitro adhesion capacity
sensitivity to two sanitizers (Mister Ma@61® and B-QUART SEPT). Of the total of

40 samples hands of manipulators, tables, knives, inner of butcher display, grinders and
meat tenderizers, 75 % were positive for Listeria spp. and 224 %or L.
monocytogenes. All isolates were characterized as belonging to serogroup 1/2c or 3c,
and showed positive results for all virulence genes analyredddition, all isolates
showed some potential @fdhesion mostly presenting potential of adhesion ranging
from weak to moderate, and only one isolate showed a strong pot&heatvaluated
sanitizers had potential to inhibit the multiplication of isolates in different
concentrations (1:256 - 1:512 for Mister MBG1 ®, and 1:4.096 - 1:16.384 for B-
QUART SEPT®, and interfered in the formation and removal of the biofilms. After
evaluation, the sanitizers were adoptedby the butcher shop cleaning routine, and after
two months surface samples from the same utensils and equipment were collected and
subjected to L. monocytogenes analysis, and no positive result was iderittied.
results allowed to characterize the sorugrupos of L. monocytogenes isolates obtained as
well as their virulent potential, it has also demonstrategttential of adhesion of L.
monocytogenes and the effectiveness of sanitizers Mister D@&- and B-QUART

SEPT to control contamination by this pathogen.

Keywords: Listeria monocytogenes, adhesion, biofilm, sanitizers
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Introducao

Listeria monocytogenes é um patdbgeno emergente associado a doencas
causadas por ingestdo de alimentos contaminados, dentre eles, diversos produtos
carneos. A contaminagao por esse patdogeno € de dificil controle, devido a sua ampla
disseminacédo e capacidade de adaptacdo, o que permite 0 seu desenvolvimento sob
condi¢cbes desfavoraveis, o que € motivo de preocupacdo na cadeia produtiva de
alimentos (Uhitil et al., 2004; Tasara et al., 20Bfvesen et al., 2000).

A habilidade de adeséao e formacéao de biofilme por L. monocytogenes € motivo
de preocupacdo no ambiente de processamento de produtos cérneos, sendo este
patbgeno extremamente resistente a dessecacdo, acdo de raios UV, e agentes
antimicrobianos (sanitizantes e desinfetantes). A presenca de L. monocytogenes neste
ambientes pode levar a persisténcia através da formacéo de biofilmes e contaminacao
cruzada de produtos finais. Para garantir a eliminacdo deste patégenos no ambiente de
processamento e prevenir a contaminacgéo dos produtos finais, é importante a adocdo de
procedimentos adequados de sanitizacao (Carpentier et al., 2011; Ferreira et al., 2014).

A facilidade do uso, o baixo custo, a alta atividade antimicrobiana e completa
dissolucdo em &gua, fazem com que o0s agentes clorados sejam frequentemente
utilizados como desinfetantes em estabelecimentos produtores de alimentos. Além do
cloro, h& outros sanitizantes quimicos que também podem ser aplicados no controle
microbiolégico como compostos quaternarios de amobnio, compostos iodados,
clorhexidina, acido peracético, peréxido de hidrogénio e alcoois. Antes da aplicacao dos
sanitizantes, ha necessidade de conhecer fun¢bes, concentragdes de uso, modo de acac
como e onde serdo empregados e a forma correta de prepara-los (Andrade et al., 2008).

O presente estudo teve como objetivo avaliar o potencial de adesao & vitro
viruléncia de isolados de L. monocytogenes obtidos de um ambiente de processamento
de produtos cérneos, e a eficiéncia dos sanitizantes Mister Max 12 BBIQUART

SEPT® sobre esse patégeno, assim como para prevencgao e eliminacao de biofilmes.
Material e Métodos
Amostragem

Para o presente estudo foi selecionado um agougue da cidade de Vigcosa, MG,

Brasil, ap0s concordancia do proprietario. Esse estabelecimento é regularmente
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fiscalizado pelo Servico de Vigilancia Sanitaria do municipio, e manipula produtos
carnes de diferentes espécies animais.

O estabelecimento foi visitado em 8 oportunidades, quando amostras
superficiais foram obtidas durante os procedimentos convencionais de manipulacédo de
produtos carneos. As amostras foram coletadas do ambiente de manipulacdo (balcéo
refrigerado e mesas), dos equipamentos (amaciadores de carne e moedores) e dos
utensilios (&ca) sendo 8 amostras por ponto, totalizando 40 amostras.

As superficies das fontes analisadas foram amostrados por esfregaco de
superficie em duas areas de B ¢uma area limitada com um molde esterilizado de 5
x 10 cm), utilizando-se duas esponjas estéreis (3M Microbiology, St. Paul, MN, USA)
previamente umedecidas em uma solugcéo de 10 mL de (R&5I1% m/v) peptonada
tamponada(0,1 % m/v) (PBS, Oxoid Ltd., Basingstoke, England), e mantidas sob
refrigeracdo até a andlise. Cada conjunto de duas esponjas por amostra foi transferido
para um saco estéril e adicionou-se 80 mL de PBS (volume total de 100 mL por
amostra), homogeneizados por 60 segundos (Stomacher 400 circulador, Seward Ltd.,
Leste Close, Sussex, Reino Unido), e submetidos a analise microbioldgica, sendo que 1
mL do homogeneizado correspondeu a 1 cm? de cada amostra (Cossi et al. 2013).

Apartir desses procedimentos foram realizados o isolamento, a identificagdo e
a verificacdo do potencial de adesédo de L. monocytogenes bem como estudos da sua

sensibilidade a sanitizantes utilizados no acougue selecionado.
Isolamento e caracterizacdo de Listeria monocytogenes
Andlises microbiolégicas convencionais

As amostras superficiais foram submetidas a pesquida d®nocytogenes
conforme metodologia ISO 11290-1(1SO, 1926©04). Uma aliquota de 40Lmda
suspensao obtida conforme a amostragem acima foi centrifugada e o sedimento
ressuspenso em caldo half fraSe(Oxoid), incubado a 30°C por 24h. Logo apds,
realizou-se semeadura em placas de chromogenic listeria®a@elrtOA, Oxoid) e
listeria selective agar baSgOxford, Oxoid) incubadas a 37 °C por 48h. Uma aliquota
de 0.1 mL foi transferida para tubo contendo 10 mL de caldo ffag@xoid) e
incubados a 35 °C por 24 h. Posteriormente foi realizada semeadura em placas agar
ALOA e agar Oxford, incubadas 37 °C/48 h.
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As colbnias caracteristicas obtidas foram submetidas as provas bioquimicas de
acordo com o Pagotto et al. (2011), para producdo de catalase, motilidade a 25 °C,
fermentagdo de carboidratos (dextrose, xilose, ramnose ¢ manitol), producdo de B-

hemolise em agar sangue de equino, e em seguida identificadas.

Anélises moleculares

Apés caracterizacdo bioquimica, os isolados identificados como L.
monocytogenes foram submetidos a extracéo e purificacdo do DNA com o kit Wizard
Genomic DNA Purification (Promega Corp., Madison, WI, USA). O DNA extraido de
cada isolado foi submetido a um PCR multiplex proposto por Borucki e Call (2003)
para a caracterizacdo dos sorogrupos associados as principais divisfes: Idivisao
(sorogrupos 1/2b, 3b, 4b, 4d, 4e) e divisdo Il (1/2a, 1/2c, 3a, e 3c). A mistura de
amplificacdo compds 12.5 puL de GoTag Green Master Mix (Promega), 2 uL DNA, 40
HM de cada primer D1(F: CGATATTTTATCTACTTTGTCA; R:
TTGCTCCAAAGCAGGGCAT) e D2 (F: GCGGAGAAAGCTATCGCA; R:
TTGTTCAAACATAGGGCTA) e 4gua ultrapura de PCR (Promega) obtendo-se uma
reagdo final de 25pL. Os primers GLT (F: AAAGTGAGTTCTTACGAGATTT; R:
AATTAGGAAATCGACCTTCT) e flaA (F: TTACTAGATCAAACTGCTCC; R:
AAGAAAAGCCCCTCGTCC) foram utilizados em duas reacdes adicionais para
identificacdo dos sorogrupos relacionados com cada divisdo. As condicbes de
amplificacéo utilizadas foram as mesmas descritas por Borucki & Call (2003) para cada
gene pesquisado. Aliquotas de 5 pL dos produtos de PCR foram submetidas a
eletroforese em géis de agarose a 2,0 % (m/v) e tampéao de 0,5 M Tris/borato/EDTA
(TBE), coradas com GelRed (Biotium Inc., Hayward, CA, EUA), e visualizado em um
transiluminador. Para cada regido de DNA alvo, foram observados o0s seguintes
tamanhos de produtos de PCR: 214 pb para D1, 140 plbgat88 pb para Flafe
483 pb para GLT. Em todos os ensaios moleculares, as cepas L. monocytogenes Scott
A, ATCC 7644, foram utilizados como controles positivos.

Os isolados positivos para D1 e negativos para o gene GLT foram classificados
como sorogrupos 4b, 4d (divisao I) ou 4a, 4c (diviséo lll, raramente encontrada). Ja os
isolados que apresentaram resultado positivo para D1 e GLT, foram classificados como
pertencentes aos sorogrupo 1/2b ou 3b. Os isolados positivos para D2 e negativos para o
gene A foram caracterizados como pertencentes ao sorogrupo 1/2c¢ ou 3c (divisao II),

e resultados positivos pataA caracteriza o sorogrupo 1/2a ou 3a (diviséo Il).
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O DNA de todos os isolados foram submetidos a reacfes de Simplex e
Multiplex PCR para pesquisa de genes relacionados a viruléncia envolvidos nos
processos de invasdo celular e disseminacao célula-célula no hospedeiro. Para pesquisa
dos genes relacionados ao grupos das internalinas foi utilizado o protocolo proposto por
Liu et al. (2007), que considera o0s seguintes genes alvos: inlA (F:
ACGAGTAACGGGACAAATGC; R: CCCGACAGTGGTGCTAGATT), inIB (F:
TGGGAGAGTAACCCAACCAC; R: GTTGACCTTCGATGGTTGCT), iniC (F:
AATTCCCACAGGACACAACC; R: CGGGAATGCAATTTTTCACTA), inld (F:
GTAACCCCGCTTACACAGTT; R: AGCGGCTTGGCAGTCTAATA). Além disso,
os isolados foram submetidos a pesquisa de outros genes relacionados com o ciclo de
viruléncia intracelular: plcA (F: CTGCTTGAGCGTTCATGTCTCATCCCCC; R:

ATGGGTTTCACTCTCCTTCTAC), hlyA (F:
GCAGTTGCAAGCGCTTGGAGTGAA;
R: GCAACGTATCCTCCAGAGTGATCG, actA (F:

CGCCGCGGAAATTAAAAAAAGA

R: ACGAAGGAACCGGGCTGCTAG) e iap (F: ACAAGCTGCACCTGTTGCAG;

R: TGACAGCGTGTGTAGTAGCA), conforme metodologia proposta por Rawool et

al. (2007). As condigbes de amplificagdo foram as mesmas descritas por Liu et al.
(2007)e Rawool et al. (2007), e as reacOes dguRForam compostas por 12,8 de

GoTag Green Master Mix (Promega), 2,0 uL do DNA extraido, 10 uM de cada,primer

e agua ultrapura de PCR (Promega) para completar o volume final. Os produtos de PCR
foram separados e visualizados como descrito na caracterizagdo dos sorogrupos. L.
monocytogenes ATCC 7644 foi testado em paralelo como um controlo positivo para os

genes de viruléncia testados.

Potencial de adeséo por Listeria monocytogenes

De acordo com as recomendacdes de Djordjevic et al. (2002), e Lariviére-
Gauthier et al (2014) os isolados de L. monocytogenes obtidos foram submetidos a
testes de capacidade de adesZasicamente, 2QL de uma cultura overnight de L.
monocytogenes foi transferida para um poco de uma placa de microtitulacdo contendo
130 pl de meio de culturryptic soya broth® (TSB, Oxoid), e incubada a 3T°
durante 24 hApds a incubacdo, o meio de cultura foi descartado, e 0s pocos lavados
com solucéo salina tamponada com fosfato (PBS, pH 7,2) trés vezes consecutivas para

remover células ndo aderidas. As células foram fixadas por adicdo de metanol (Sigma-
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Aldrich), e seco ao ar durante 10 min. Em seguida, a solucao de cristal vidléta (1
m/v) foi adicionada, e apds 15 min as placas foram lavadas com agua. Apos a secagem,
etanol a 95 % foi adicionado a cada poc¢o, e a absorvancia medida apés incubacao
durante 30 min a tempeura ambiente (A = 550 nm, BioTek Instruments, Inc. EUA).
Todos os testes foram conduzidos em 4 replicatas, todos incluindo os devidos controles
negativos e brancos nas placas

Os resultados do teste de adeséo foram avaliados de acordo com a classificagéo
proposta poiStepanovi¢ et al. (2007).Considerando os valores densidades 6pticas
(D.O.) obtidas dos quatro pocos de cada isolado,Gis Bédias foram calculadas e
comparadas com os valores de densidade éptica média dos controles negativos (DO em
branco), e ajustadas de acordo com a seguinte equagao:

DO branco ajus.= valor da média da DO branco+ 3x (desvio padrdo da DO branco)

Baseado nos resultados, cada isolado foi caracterizado de acordo com a seguinte

classificacao:

Auséncia de adeséo DO testBO branco ajus.

Fraca adesao DO branco ajus.< DO teXBO branco ajus.
Adesdo moderada 2DO0 branco ajus.< DO tedi®O branco ajus.
Forte adeséao DO teste > 4DO branco ajus.

Efeito de sanitizantes sobre a adesao de Listeria monocytogenes
Sanitizantes

Considerando recomendagcfes do setor de controle de qualidade do
estabelecimento comercial selecionado para o estudo, dois sanitizantes foram avaliados
quanto a eficiéncia na eliminacdo de L. monocytogenes, assim como na formacéo e
eliminacdo de biofilmes por esse patégeno.O primeiro sanitizante é um detergente
alcalino clorado em gel, Mister Max DG1® (Ingleza) (sanitizante A) cuja formula ndo
€ disponibilizada pelo fabricante; o segundo € um desinfetante para supebBficies,
QUART SEPT (Newdrop) (sanitizante B), cuja férmula #&nsoativo n&o-ibnico,
EDTA, cloreto de alquil dimetil Benzil amoénio, cloreto de didecil dimetil

amonio,corante azul Cl 61.585, coadjuvante, sequestrante e agua.
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Concentragdo minima inibitoria dos sanitizantes sobre Listeria monocytogenes

Todos os isolados de L. monocytogenes obtidos no ambiente de processamento
do acougue foram submetidos a um teste fenotipico para determinacdo das
concentragdes minimas inibitérias (MIC) dos sanitizantes A e B. Uma cultura overnight
de cada isolado foi recuperada em caldo brain heart infli{BHI,Oxoid), onde uma
aliquota de 100 ul de cada cultura foi diluida em 9,9 mL de solucdo salina 0,85 %,(
m/v); posteriormente, uma aliquota de 1mL foi transferida para placas contendo 9,9 mL
de agar BHI. Procedeu-se entdo uma diluicdo seriada (1:1) em agua estéril para cada
sanitizante utilizado, até a 16 2 diluicdo. Através do método de spot, uma aliquota de 10
ul de cada diluicao foi gotejada nas placas de BHI previamente semeada com cada uma
das culturas obtidas dos isolados (NCCLS, 2003); a diluicdo (de maior concentracdo)
onde se verificou a auséncia de desenvolvimento bacteriano (auséncia de halo) foi

considerada a MIC para o isolado em questdo (NCCLS, 2003; Pacheco, 2003).

Efeito dos sanitizantes na formacdo e eliminacdo de biofilmes por Listeria

monocytogenes

Uma aliquota de 20 pL de cada uma das culturas overnight dos isolados
obtidos de L. monocytogenes foi transferida para pocos de uma placa de microtitulacéo
contendo 115 pL de meio de cultura tryptic soya bfoffiSB, Oxoid) adicionado de
15 pL de duas diluicdes do sanitizante A (1:64 e 1:256), e incubadas a 37 °C durante
24h. O mesmo procedimento foi realizado com o sanitizante B (1:1.024 e 1:4.096). As
lavagens e afericdo de absorvancia foram realizadas conforme descrito anterigsmente.
utilizacdo das diluicbes acima apresentadas para cada sanitizante (A (1:64 e B:256) ;
(1:1.024 e 1:4.096)), foi determinada com base nos resultados obtidos nos testes de
determinacdo das concentrac6es minimimas inibtorias

Uma aliguotade 20 puL de cada uma das culturas overnight dos isoéaldos d
monocytogenes foi transferida para pog¢os de uma placa de microtitulacdo contendo 130
uL de meio de cultura tryptic soya bré&tHTSB, Oxoid), e incubada a 37 °C durante
24h. ApGs a incubacédo, o meio de cultura foi descartado e 150 pL de cada diluigdo dos
sanitizantes A (1:.64 e 1:256) e B (1:1.024 e 1:4.096) foram adicionados
individualmente aos poc¢os e novamente incubados a 37 °C por duas horas. apos este

perido realizou-se as lavagens e afericdo de absorvancia como ja descrito anteriormente.
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Todos os testes foram conduzidos em 4 replicatas, e sempre incluindo os
devidos controles negativos e brancos nas placas. As medidas de absorvancia obtidas
para cada isolado foram comparadas com os controles negativos para verificacdo de
diferencas significativas por analise de variancia (p < 0,05), utilizando-se o programa
XLSat 2010.2.03 (AddinSoft, New York, NY, EUA).

Avaliacao in loco do efeito dos sanitizantes sobre Listeria monocytogenes

Apés uma etapa inicial de coletade amostras superficiais (40 amostras
coletadas), por uma determinacao do setor de qualidade do estabelecimento, foi adotado
a utilizacdo dos dois sanitizantes previamente citados, na rotina de higienizacao de
equipamentos e utensilios. Apds um periodo de dois meses, 6 visitas adicionais foram
realizadas nesse estabelecimento para coleta de amostras superficiais do ambiente de
manipulacdo (balcdo refrigerado e mesas), equipamentos (amaciadores de carne e
moedores) e utensilios (faca), sendo 6 amostras por ponto, totalizando 30 amostras.
amostragem foi realizada conforme apresentado anteriormente.

Todas as amostras foram submetidas a pesquisa de L. monocytogenes
conforme previamente descrito. As frequéncias de amostras positivas para o patégeno
nas duas etapas do estudo foram comparadas por Chi-quadrado (p < 0,05), utilizando-se
o programa XLSat 2010.2.03 (AddinSoft).

Resultados e Discussao

Isolamento e caracterizacdo de Listeria monocytogenes

A Tabela 1 apresenta a frequéncia de amostras positivas para Listegd.spp.
monocytogenes obtidas agougue selecionado para esse estudo. De um total de 40
amostras coletadas 30 amostras (75 %) apresentou resultado positivo para Listeria spp.,
sendo que em todas as fontes amostradas o género Listeria foi identificado. L.
monocytogenes foi detectada em 9 amostras (22,5 %) (ndo sendo identificada apenas em
facas); todosos 20 isolados obtidos pertencentes a esta espécie, foram caracterizados
comosarogrupo 1/2c ou 3c (divisao ).

Em um estudo Barresal. (2006) também evidenciaram em um ambiente de
processamento de carne localizado no estado do Parana, a ocorréncia de L.

monocytogenes em equipamentos, instalagbes e produtos finais prontos para
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comercializacdo, sendo identificados os sorotipos 1/2a e 4b. Camargo et al. (2015)
também investigaram a ocorréncia de L. monocytogenes em um ambiente de
processamento de carnes localizado no estado de Minas Gerais, Brasil. A presenca do
patogeno também foi confirmada em mesas e adicionalmente em maos de
manipuladores antes e durante o processamento, bem como cortes finais prontos para
comercializagao. Neste estudo, foi demostrado a ocorréncia de sorotipos reconhecidos
como patogénicos (4b, 1/2b, e 1/2c) em diferentes fontes amostradas.

Em um trabalho conduzido por Martin et al. (2014), os autores avaliaram a
presenca de L. monocytogenes em plantas de processamento de carnes localizados na
Espanha, onde um total de 106 amostras foram coletadas de superficies que entram em
contato com alimentos e produtos carneos, e 0s sorotipos 4b, 1/2b, 1/2c e 1/2c foram
identificados.

As frequéncias de positividade 75 % para Listeria spp. e 22,5 % para L.
monocytogenes, indien expressiva distribuicAo deste género no ambiente de
processamento do estabelecimento avaliado; a positividade para L. monocytogenes
potencialmente virulentas determina riscos aos consumidores, uma vez que este micro-
organismo é frequentemente associado a surtos associados ao consumo de alimentos
contaminados, especialmente produtos carneos (Vazquez-Boland et al., 2001).

A contaminag@o poés-processamento por L. monocytogériggortante na
contaminacdo do produto final, e na persisténcia desse patégeno no ambiente (Keto-
Timonen et al., 2008). L. monocytogenes tem sido isolada do solo, material fecal, agua
bem como alimentos de origem animal; devido sua natureza ubiqua é frequentemente
isolada em ambientes de manipulagéo e processamento de alimentos yDeinake|l
2001; Moltz & Martin 2005). Bh um estudo que avaliou os padrées de contaminacao
por L. monocytogenes em 121 estabelecimentos que produziam embutidos carneos
variados nos Estados Unid&mmons et al. (2014)btiveram positividade para este
patdogeno em pelo menos 60 % dos estabelecimentos analisados; L. monocytogenes
estava presente em 14,2 % das superficies que ndo entravam em contato com alimentos,
e em 4,5 % das superficies que entravam em contato com alimerteere-Gauthier
et al. (2014) avaliaram a prevaléncia de L. monocytogenes em uma planta de abate e
processamento de carne suina, e observaram frequéncia de positividade de 43,9 % em
equipamentos, e de 66,7 % em superficies do ambiente de sala de desossa. Um total de
874 amostras foi obtido em toda a planta, sendo que 108 foram positivas para L.
monocytogenes, que por sua vez foram agrupadas em 4 sorogrupos distintos, sendo que

0 mais prevalente foi o sorogrupo 1/2b ou 3b (diviséo I).
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Todos os isolados edL. monocytogenes obtidos apresentaram resultados
positivos para os genes relacionados a viruléncia pesquisados. A expressao destes genes
capacita este micro-organismo a invadir o organismo do hospedeiro e determinar
infeccdo(Cabanes et al., 2002)liado ao fato de que os produtos carneos muitas vezes
consumidos sem cozimento prévio ou sem praticas adequadas de coccdo mantém
contato direto e frequente com as fontes consideradas positivas para L. monocytogenes
A deteccdo dos genes de viruléncia ém monocytogenesé fundamental na
identificacdodo risco de uma possivel patogénese aos consumidores (Liu et al., 2006).
Similiar ao presente estudo, diversos autores identificaram a ocorréncia dos genes de
virulenciahlyA, iap,plcA, actA (Rawool et al., 2007; Camargo et al. 2014) e inlA, inIB,
inIC e inlJ (Santana et al., 2012; Camargo et al., 2015) em isolados do sorogrupo 1/2c
ou 3c obtidos de diferentes origeridma variedade de proteinas relacionadas a
patogenicidade desse patdgeno sdo descritas, como as internalinas (expressadas pelos
genes do grupo das internalina$A, inlB, inlC e inlJ), listeriolisinas e fosfolipases
(expressadas por genes coniyA e plcA) (de las Heras et al., 2011)p@0 (gene iap) e
actA(actA) que atuam na invasao e sobrevivénem células intestinais (Vazquez-
Boland et al., 2001).

Potencial de adeséo por Listeria monocytogenes

O potencial de adesdo dos isolados obtidos das diferentes amostras esta
apresentado na Tabela @m isolado obtido de mesa apresentou forte potencial de
adesédo, enquanto 3 isolados de amaciador e 3 de mesa apresentaram um potencial de
adesdo moderado, e os demais isolados apresentaram fraco potencial de adeséo (n=13).
Galvéo et al. (2012), avaliando isolados de L. monocytogones dos sorotipos 1/2a e 4b
obtidos de ambiente de processamento produtos carneos e carcacas bovinas, observaram
cepas com diferentes potencias de adesao (forte, moderado e fraco).

Uma variedade de estudos mostra fuenonocytogenes é capaz de aderir e
formar biofilme em superficies que frequentemente entram em contato com
alimentos,como poliestireno,vidro e a¢o inoxidavel (Blackman et al., 1996; Chae et al.,
2006; Bonaventura et al., 2008; Bonsaglia et al., 2014). A formag&o de biofilmes
determina risco no ambiente de processamento de produtos carneos, pois pode
representar uma importante fonte de contaminacdo de materiais ou alimentos.

Adicionalmente, a formacéao de biofilmes possibilita a persisténcia de L. monocytogenes
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no ambiente, bem como a capacidade de resistir a dessecacéo, a tratamentos com raios
UV e agentes sanitizantes (Borucki& Call., 2003 ; Folsom et al.,)2006

A fixacdo bacteriana as superficies é influenciada por propriedades fisico-
qguimicas,caracteristicas de superficie (hidrofobicidade) e do proprio micro-organismo
(hidrofobia, capacidade de formacao de flagelo e de motilidade), bem como por fatores
ambientais como condi¢des de pH e temperatura (Moltz et al., 2005). A temperatura
regula uma variedade de genes relacionados a patogenicidade bem como a adaptacfes
as condicbes ambientais em L. monocytogenes, o que pode resultar em alteracdes de
superficie na célula bacteriana afetando desta maneira a adeséao (Folsom et al.,2006).
monocytogenes € reconhecida pela capacidade de formar biofilmes em diferentes
materiais e temperaturas; em alguns estudos foi observado que nas temperaturas entre
35 e 37 °C houve uma melhor formacéo de biofilme (Bonaventura et. al,,GabD&o0
et al., 2012). Além disso, Bonsaglia et al. 2014 consideram o tempo de incubacdo como
um importante fator na formacéo de biofilme in vitro.

Lariviere-Gauthiegt al. (2014), em um estudo que analisou cepas de L.
monocytogenes em uma planta de abate e processamento de carne suina, testaram o
potencial de adesdo em condi¢cBes similires de temperatura e meio de cultura utilizados
no presente estudo, e observaram que cepas pertencentes aos sorogrupos 1/2a ou 3a «
1/2c ou 3c, apresentaram uma maior capacidade de producéo de biofilme.

Efeito de sanitizantes sobre a adesao de Listeria monocytogenes

Considerando os resultados obtidos nas diferentes etapas do estudo, o0s
sanitizantes A e B foram selecionados para determinacdo das MIC em relacdo aos
isolados obtidos. A Tabela 3 apresenta os valores de MIC dos dois sanitizantes em
relacdo aos isolados avaliados. O sanitizante A apresentou potencial de inibicdo até a
diluicdo 1:256, enquanto o sanitizante B apresentou potencial de inibicao até a diluicao
1:4.096, sendo que para da@slados a concentracdo atingiu 1:16.384. Esses resultados
indicam a maior eficiénciado sanitizante B quando comparado ao sanitizante A, em
relacédo aos isolados de L. monocytogenes avaliados.

A etapa de sanitizacdo consiste da aplicacdo de agente quimico ou fisico, tendo
como objetivo eliminar micro-organismos patogénicos e reduzir o namero de micro-
organismos deteriorantes para niveis considerados seguros (Campdepadrés et al., 2012).
De acordo com o presente estudo, entre os sanitizantes frequentemente utilizados em

estabelecimentos que processam alimentos, a maioria € a base de cloro e compostos
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clorados (Andrade et al., 2008). A facilidade do uso, 0 baixo custo, a alta atividade
antimicrobiana e completa dissolu¢cdo em &gua, fazem com que os agentes clorados
sejam frequentemente utilizados como desinfetantes em estabelecimentos produtores de
alimentos (Andrade et al., 2008). Além do cloro, ha outros sanitizantes quimicos que
também podem ser aplicados no controle microbiolégico como compostos quaternarios
de amodnio, compostos iodados, clorhexidina, &cido peracético, perdxido de hidrogénio e
alcoois. Entretanto, antes da aplicacdo dos sanitizantes é necessario o conhecimento
adequado de suas funcbes, concentracdes de uso, modo de acdo, como e onde serac
empregados e a forma correta de prepara-los (Andrade et al., 2008).

Os testes de interferéncia dos sanitizantes na produgéo e remocéo de biofilmes
pelos isolados de L. monocytogenes foram conduzidos com os valores de MIC obtidos
(A: 1:256, B: 1:4.096), e também com diluicdes menores (A: 1:64, B: 1:1.024). Essas
concentracdes foram consideradas com o objetivo de se avaliar diferentes situacdes de
aplicacdo dos sanitizantes no ambiente de processamento de produtos carneos. As
Tabelas 4 e 5 apresentam as médias obtidas por densidade Gtica dos isolados de L.
monocytogenes submetidos aos testes de inibicdo da formacdo de biofilmes pelos
sanitizantes A e B, nas diferentes concentracdes avaliadas. Esses resultados indicam que
em concentracdes maiores (Tabela 4), o sanitizante A foi eficiente na inibicdo de
formacgao de biofilmes por 5 isolados de mesa, 4 de amaciador, 3de balcéo refrigerado,
1 de moedores (p < 0,05). Em relacdo ao sanitizante B, 11 isolados apresentaram
absorvancias significativamente superiores as observadas no controle, indicando
ineficiéncia na inibicdo de formacéo de biofilme por esses isolados (p < 0,05, Tabela 4).

Considerando os valores de MIC, o sanitizante A foi eficaz na inibicdo de
formacéo de biofilmes em 5 isolados (TabelaNgssa concentracdo, 0 sanitizante A
nao determinou diferencas significativas na formacéo de biofiimes em 9 isolados (p >
0,05), indicando baixa eficiéncia na concentracdo de MIC determinada para os isolados
de L. monocytogenes. O sanitizante B em sua MIC determinou a inibigdo de formacao
de biofilmes em 9 isolados (p < 0,05), determinando uma melhor performance que o
sanitizante A em sua MIC (Tabela 5). A utilizacdo de diferentes concentracdes de cada
sanitizante influenciou de maneira variada o comportamento de cada isolado na
formacdo de biofilme, sendo que para alguns isolados as absorvancias foram
significativamente inferiores ao controle, enquanto para outros as absorvancias foram
significativamente superiores as observadas nos controles (p < 0,05), demandando
estudos complementares para uma precisa determinacdo dos mecanismos envolvidos

Nesse pProcesso.
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As Tabelas 6 e 7 apresentam as meédias obtidas por densidade OGtica dos
isolados de L. monocytogenes submetidos aos testes de remocédo de biofilmes formados
pelos sanitizantes A e B, nas diferentes concentracoes avaliadas. De acordo com
aTabela 6, o sanitizante A na concentracdo 1:64 determinou remocao significativa dos
biofilmes formados por 11 isolados (p < 0,05), sendo 4 isolados de amaciador, 4 de
mesa, 2 de balc&o refrigerado e um 1 de moedor. O sanitizante B na concentragao 1:1.
024 permitiu a remoc¢éao significativa de biofilmes formados por 4 isolados (p < 0,05
Tabela 6). Considerando os valores de MIC do sanitizante A (Tabela 7), os biofilmes
formados por 8 isolados foram removidos ap6s o tratamento (p < 0,05). De forma
semelhante, o sanitizante B em sua MIC determinou a remocdo significativa dos
biofilmes formados por 7 isolados (p < 0,05, Tabela 7). Entre os isolados que
apresentaram forte (isolado 1) e moderado (isolados 2, 3, 4, 5, 6, 7) pstdacia
adesdo, o sanitizante A em sua MIC foi capaz de remover todos os biofilmes formados,
enquanto o sanitizante B foi capaz de remover os biofilmes formados por 6 desses
isolados (p < 0,05, Tabela 7).

Apesar da eficiéncia dos sanitizantes nas diferentes condicfes testadas, alguns
isolados ndo apresentaram diferenca significativa na remocéo dos biofilmes formados
apos os tratamentos com essas substancias (Tabela 7). Essa particularidade ocorreu
especialmente em isolados com fraca capacidade de adesdo. Alguns estudos tém
mostrado que biofilmes podem ser resistentes a higienizacdo e descontaminacéo
guimica; a matriz de exopolissacarideos formada e o emaranhado composto por flagelos
e fimbrias cria uma estrutura de dificil penetracdo, de forma que os sanitizantes sao
incapazes de agir nas camadas mais internas (Bridier et al., 2011, Ferreira et)al. 2014
Biofilmes mistos também tém sido relatados como sendo mais resistente a ag¢do de
sanitizantes, quando comparados a formacdes compostas apenas por uma espécie
bacteriana, sendo que uma formagado mista composta por Lactobacillus plamturum
monocytogenes foi resistente a sanitizantes a tassoreto de benzalcénio e o &cido
peracético (Abee et al., 2011).

L. monocytogenes é reconhecida pela sua capacidade de resistir uma série de
estreses ambientais e persistir em ambientes de manipulacédo de alimentos, sendo que
alguns estudos ja isolaram cepas persistentes nestes ambientes mesmo apds 0s
procedimentos de sanitizacdo (Lundén et al. 2003; Medrela et al. 2003; Soumet et al.,
2005). Além disso, alguns autores relataram correlacdes entre aumento das MICs de
desinfetantes utilizados comercialmentepersisténcia ambiental de L. monocytogenes

guando comparados a isolados esporadicos (Holah et al., 2002; Kastbjerg et al., 2009).
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A resisténcia a produtos sanitizantes também é reforcada por genes associados
ao estresse, que sdo expressados durante a formagéo dos biofilmes (Abee et al. , 2011;
Wood et al., 2011). Estudos mostraram que as formacoes de biofilmes sao capazes de se
espalhar pelo ambiente, sendo esta dispersdo desencadeada por mudancas ambientais ol
nutricionais em sua comunidade (Wood et al., 2011); essas formacdes sédo capazes de
desenvolver caracteristicas adpativas em resposta a exposi¢do repetida aos biocidas
(Bridier et al., 2011). Estes e outros fatores tornam o controle e erradicacéo de biofilmes
um desafio no ambiente de processamento e manipulacdo de produtos carneos.

A Tabela 8 apresenta as frequencias de amostras positivas para Listeria spp. e
L. monocytogenes nas duas etapas de visitas realizadas no agougue selecionado para o
estudo. Na segunda etapa, apenas 12 amostras apresentaram resultado positivo para
Listeria spp., porém nenhuma amostra foi positiva para L. monocytogenes (Tabela 8).
Apenas para mesa e moedor houve uma reducdo significativa das frequencias de
amostras positivas para Listeria spp. (p < 0,05, Tabela 8). Porém, as taxas de reducao
observadas para Listeria spp. e L. monocytogenes em outras amostras, foram evidentes,
apesar de ndo serem significativas (p > 0,05, Tabela 8). Esses resultados indicam o
potencial dos sanitizantes A e B em controlar a contaminacao ambiental por Listeria
spp. e L. monocytogenes.

Campdepadrés et al. (2014) avaliaranpersisténcia de L. monocytogenes
utilizando dois protocolos de higienizacdo em diferentes pontosem uma fabrica de
processamento de alimentos, e obtiveram resultados que indicaram que o0s
procedimentos de limpeza foram eficazes na reducdo do patégeno, mas foram incapazes
em elimina-los completamente. O ambiente de processamento de produtos carneos
apresenta uma microbiota altamente complexa formada por varios géneros bacterianos,
gue estdo amplamente distribuidos em superficies variadas, equipamentos e utensilios; a
concentracdo de sanitizante que chega a alguns locais especificos pode ser ineficiente e
determinar a formacdo de biofiimes e a persisténcia de micro-organismosnesse
ambiente. Contudo, outros autores também propuseram que ha alguns locais em que
micro-organismos, inclusive L. monocytogenes, podem sobreviver e persistir ao longo
do tempo apesar da utilizacdo de tratamentos de sanitizacdo nestes locais especificos
(Thévenotet al., 2011; Christison et al., 2008)ficiéncia da limpeza, bem como do
uso de sanitizantes contra L. monocytogenes, é fortemente influenciada pelo tipo do
matriz alimentar presente no ambiente, e na maioria dos casos, a qualidade da
sanitizacdo no ambiente de processamento de produtos carneos pode serreduzida pela

presenca de restos ou residuos carneos (Chaitiemwong et al., 2012; Hazeleger et al.
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2010. Considerando que L. monocytogenes é capaz de sobreviver em ambientes frios e
umidos, bem como no piso e objetos utilizados no ambiente de processamento de
produtos carneos, estes Ultimos devem ser considerados reservatorios para este
patogeno, tornando-se fundamental a ado¢cédo de boas praticas de higiene e sistemas de
monitoramento da contaminacéo microbioldgica (Christison et al., 2008).

Alguns autores destacam a importancia da rapida secagem das superficies
molhadas apos a limpeeadesinfec¢cdo quando os processos de manipulacao terminam,
por reduzir a proliferacéo de bactérias. A resisténcia de L. monocytogenes também tem
sidoassociada a limpeza ineficiente e a tém@a de restos de matéria organica
remanescentes nas superficies, que por sua vez sao usualmente removidos utilizando-se
métodos fisicos (fenbmenos de adsorcdo e absorcédo) e quimicos (fenbmeno redox)
distintos entre si, 0 que pode resultar na reducdo de suas atividades biocidas
(Campdepadros et al., 2012).

Concluséo

O presente estudo identificou a presenca de sorogrupos de L. monocytogenes
reconhecidos como patogénicos, bem como a presenca dos genes de viruléncia,
indicativos da potencial exposi¢éo dos consumidores a cepas patogénicas.

Todos os isolados de L. monocytogenes obtidos apresentaram algum potencial de
adesao quando testados in vitro, evidenciando sua capacidade de colonizar diferentes
pontos do ambiente de manipulacdo. O potencial de adesdo dos isolados obtidos foi
demonstrado, e os sanitizantes Mister Max 1- BEGB-QUART SEPT apresentaram
eficiéncia na prevencao e eliminagdo de biofilmes formados pelos isolados obtidos.
Esses mesmos sanitizantes foram incorporados na rotina de higienizacdo dos
equipamentos e utensilios do estabelecimento selecionado, resultando em reducdo das

frequéncias de amostras positivas para Listeriaedppmonocytogenes.
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Tabela 1: Ocorréncia de Listeria sppL.emonocytogenes (numero de isolados) em

ambiente de processamento de um agougue localizado em Minas Gerais, Brasil.

Amostra n Listeria spp. L. monocytogenes
Amaciador 8 6 3 (5)
Balcéo ref. 8 4 1(5)
Faca 8 4 0 (0)
Mesa 8 8 3(7)
Moedor 8 8 2 (3)
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Tabela 2:Potencial de adeséo por isolados obtidos em diferentes amostras.

Origem n (isolados) Potencial de adeséo

Forte Moderado Fraco Ausente
Amaciador 5 0 3 2 0
Balcao ref. 5 0 0 5 0
Facas 0 0 0 0 0
Mesa 7 1 3 3 0
Moedor 3 0 0 3 0

Total 22 1 6 15 0




Tabela 3: Minimas concentracdes inibitorias para cada isolado de L. monocytogenes

conforme cada sanitizante utilizado.

Sanitizante - Diluicédo
A -Mister Max Gel B- B-Quart Sept

Cultura Amostra

5 Amaciador 1:256 1:8.192
6 Amaciador 1:256 1.16.384
7 Amaciador 1:256 1:8.192
16 Amaciador 1:256 1:4.096
17 Amaciador 1:256 1:4.096
18 Balcao ref. 1:256 1:4.096
19 Balcao ref. 1:256 1:4.096
20 Balcéo ref. 1:256 1:4.096
21 Balcéo ref. 1:256 1:4.096
22 Balcao ref. 1:256 1:4.096
1 Mesa 1:256 1:4.096
2 Mesa 1:256 1:16.384
3 Mesa 1:256 1.8.192
4 Mesa 1:256 1.8.192
11 Mesa 1:512 1:8.192
12 Mesa 1:256 1:8.192
13 Mesa 1:256 1:4.096
9 Moedor 1:256 1:8.192
14 Moedor 1:512 1:4.096
15 Moedor 1:256 1:4.096
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Tabela 4: Médias (+ desvio padrdo) do pontencial de adesao dos isolados obtidos, com a

co-inoculacao dos sanitizantes A e B nas diluicbes de 1:64 e 1: 1.024, respectivamente.

Cultura Sanitizante - Diluicdo
Amostra Controle A-1:64 B-1:1.024 ANOVA
5 Amaciador 0.16 +0.004 0.01+0.0% 0.13+0.01 F(2,9)=34,p<0.001
6 Amaciador 0.17 £0.04 0.01 + 0.004 0.17+0.04 F(2,9)=28.1p<0.01
7 Amaciador 0.18 +0.08 0.17 +0.04 0.17+0.04 F(2,9)=67, p<0.001
16 Amaciador 0.04 £ 0.0% 0.002 + 0.002 0.1+0.08 F (2,9) =335, p<0.001
17 Amaciador  0.02 +0.07 0.003+0.002  0.13+0.08 F (2, 9)=36.4, p<0.001
18 Balcdo ref.  0.03 +0.002 0.01 +0.00% 0.1+0.0f F (2, 9) =227.1, p < 0.001
19 Balcdo ref.  0.02 +0.003 0.005 + 0.001 0.44+0.%7 F(2,9)=86.2, p<0.001
20 Balcdo ref. 0.02 +0.0% 0.004+0.002  0.14+0.0f F (2 9)=310, p<0.001
21 Balcdo ref.  0.03 +0.004 0.003+0.005  0.12+0.04 F (2 9)=31.2, p<0.001
22 Balcdo ref. 0.03 +0.0% 0.003 + 0.001 0.2+0.04  F(2,9)=63,p<0.001
Mesa 0.17 +0.03 0.01+0.0% 0.16+0.08 F(2,9)=19.9,p<0.01
Mesa 0.18 £ 0.08 0.01+0.0% 0.16+0.04 F(2,9)=2355,p<0.001
3 Mesa 0.17 +0.07 0.005+0.005  0.16+0.08 F (2 9)=8,p<0.01
4 Mesa 0.14+0.04 0.01 +0.0% 0.12+0.02 F(2,9)=21,p<0.01
11 Mesa 0.03 +0.02 0.01 + 0.00% 0.15+0.08 F (2,9)=47.4,p < 0.001
12 Mesa 0.03 + 0.002 0.004£0.002  03+0.03  F (2, 9)=2075,p<0.001
13 Mesa 0.03 +0.0% 0.003 + 0.00 0.11£0.0f  F (2, 9)=153.4, p<0.001
9 Moedor 0.02 +0.0% 0.005+0.004  0.09+0.0% F (2 9)=70,p<0.001
14 Moedor 0.03 + 0.008 0.003+0.001  0.12+0.08 F (2, 9) =38, p<0.001
15 Moedor 0.04 +0.0% 0.005 + 0.001 0.1+0.02 F (2, 9) = 40, p <0.001
Scott A 0.03 +0.003 0.005+0.008  0.34+0.085 F (2, 9) =160, p<0.001
ATCC 7644 1.03 + 0.08 0.11 +0.0%f 0.15+0.04 F (2, 9) =427, p<0.001

1 Médias com letras diferentes indicam diferencas significapfea ANOVA (p < 0.05).
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Tabela 5: Médias (+ desvio padrdo) do pontencial de adesao dos isolados obtidos, com a

co-inoculacao dos sanitizantes A e B em suas respectivas (MIC).

Cultura Sanitizante- Diluicdo (MIC)

Amostra Controle A -1:256 B-1:4.096 ANOVA
5 Amaciador 0.5+ 0.0% 0.15+0.04 0.2+0.08  F(2,9)=42.3,p<0.001
6 Amaciador 0.5 +0.04 0.2 +0.003 0.2+0.08 F (2,9) =89, p<0.001
7 Amaciador 0.04 + 0.008 0.03 +0.01 0.03+0.0f F(2,9)=1.2 p<0.348
16 Amaciador  0.06 + 0.008° 0.1+0.0f 04+0.02 F(2,9)=76,p<0.01
17 Amaciador  0.05 + 0.008 0.1+0.0f 0.03+0.008 F(2,9)=50.3, p<0.001
18 Balcdo ref.  0.04 +0.008 0.1 +0.0f 0.05+0.02 F(2,9)=17.4,p<0.001
19 Balcdo ref. 0.03 +0.02 0.1+0.0% 0.04+0.004 F(2,9)=6.6,p<0.01
20 Balcdo ref. 0.01+0.002 0.05 + 0.0% 0.02£0.008 F (2, 9)=585,p<0.001
21 Balcdo ref. 0.05+0.0% 0.1 +0.0% 0.01+0.06 F(2,9)=24,p<0.144
22 Balcdo ref. 0.05+0.0% 0.11+0.18 0.1+0.0% F(2,9)=23,2,p<0.01
1 Mesa 05+0.F 0.3+0.0F 0.2+0.08  F(2,9)=35.1,p<0.001
2 Mesa 05+0.F 0.3+0.0? 02+0.08 F(2,9)=20.3,p<0.01

Mesa 0.4 +0.03 0.3 +0.008 0.2+0.7 F(2,9) =15.3, p <0.001
4 Mesa 0.5 +0.04 0.25+0.0% 0.2+0.08 F(2,9) =69.4, p<0.001
11 Mesa 0.1+0.0f 0.1 +0.0%° 0.05+0.02 F (2,9)=6.7, p<0.02
12 Mesa 0.1 £0.02 0.1 +£0.02 0.1£0.02 F(2,9)=0.8,p<0.458
13 Mesa 0.1 +0.002 0.1 +0.0%° 0.1+0.02 F(2,9)=5,p<0.035
9 Moedor 0.1+0.02 0.1+0.0f 0.1+£0.008 F(2,9)=0.308, p<0.742
14 Moedor 0.1 +0.0f 0.1 +0.003 0.03+0.02 F (2,9) =25, p<0.01
15 Moedor 0.05 + 0.008 0.1 +0.0% 0.05+0.0% F (2, 9) = 36, p < 0.001
Scott A 0.1 +0.014 0.1 +0.08 0.14+0.1 F (2,9)=0.624, p <0.56
ATCC 7644 1,02+0.12 0.1+0.0f 0.13+0.2  F(2,9)=103, p<0.01

tMédias com letras diferentes indicam diferengas significativas por ANOVA (p ¥ 0.05
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Tabela 6: Médias (+ desvio padrdo) do efeito dos sanitizantes A e B nas diluicdes

del:64 e 1: 1.024, na remogao do biofilme formado por cada isolado.

Cultura Sanitizante - Diluicao

Amostra Controle A-1:64 B-1:1.024 ANOVA
5 Amaciador  0.21 £0.01 0.05 +0.0% 0.16+0.08 F(2,9)=36,p<0.001
6 Amaciador  0.24+0.22 0.05 +0.0% 0.2+0.02 F(2,9)=112.3p<0.001
7 Amaciador  0.15+0.02 0.1+0.0f 0.14+0.02 F(2,9)=18.5,p<0.001
16 Amaciador  0.03 £0.004 0.003 + 0.002 0.03+0.003 F (2, 9)=61,p<0.001
17 Amaciador ~ 0.02 + 0.004 0.003 + 0.003 0.04+0.003 F(2,9)=190, p<0.001
18 Balcdo ref.  0.04 +0.004 0.015 + 0.002 0.045+0.001 F(2,9)=143.3, p<0.001
19 Balcdo ref.  0.013 +0.002 0.004 + 0.003 0.02+00%  F (2 9)=16.4, p<0.001
20 Balco ref.  0.02+0.0% 0.03 £ 0.005 0.04+0.008 F(2,9)=49,5,p<0.001
21 Balcdo ref.  0.04 +0.0%1 0.02 + 0.008 0.04+0.003 F (2, 9)=26.3,p<0.001
22 Balcio ref.  0.05+0.008 0.025 + 0.0 0.15+0.023 F (2, 9)=852, p<0.001

Mesa 0.21 +0.04 0.1+0.02 0.13+0.08 F(2,9)=22.3,p<0.01

Mesa 0.1 +0.02 0.06 +0.02 0.135+0.002 E (2,9)=23.2, p<0.01
3 Mesa 0.24 +0.02 0.05 +0.0% 0.2+0.0% F (2, 9) = 104, p < 0.001
4 Mesa 0.2 +0.0¢ 0.04 +0.0% 46.3+92.4  F(2,9)=1,p<0.405
11 Mesa 0.03 +0.0% 0.04 +0.00% 0.125+0.03 F(2,9)=28.4,p<0.1
12 Mesa 0.04 +0.0% 0.04+0.1% 0.16+£0.008 F (2, 9) =31, p <0.001
13 Mesa 0.04 + 0.0% 0.002 + 0.002 0.1+00f  F (2, 9)=219, p<0.001
9 Moedor 0.03 + 0.004 0.05 + 0.02 0.12+0.02 F(2,9)=43.2,p<0.001
14 Moedor 0.002 + 0.0% 0.002 + 0.002 0.035+0.01 F(2,9)=455,p<0.001
15 Moedor 0.005 + 0.01 0.03 +0.02 0.13+£0.02  F (2, 9) =40, p<0.001
Scott A 0.006 + 0.03 0.05 +0.03 0.15+0.08 F(2,9)=10.6, p<0.004
ATCC 7644 1.1+0.F 0.9 +0.02 1,03+0.2 F(2,9)=23,p<0.1

1 Médias com letras diferentes indicam diferencas significativas por ANOVA (p < 0.05).
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Tabela 7: Médias (+ desvio padréo) do efeito dos sanitizantes A e B em suas respectivas

(MIC), na remocéo do biofilme formado por cada isolado.

Cultura Sanitizante- Dilui¢éo (MIC)

Amostra Controle A -1:256 B -1:4.096 ANOVA
5 Amaciador 0.3 £0.02 0.2+0.012 0.1+0.02 F (2,9) =81, p<0.001
6 Amaciador 0.21+0.2 0.3+0.04 012+0.08 F(2,9)=28,p<0.1
7 Amaciador  0.15+0.03 0.02 +0.01 002+0.08 F(@2,9=25p<0.1
16 Amaciador  0.05+0.01 0.03 +0.008 0.04 +0.0%" F(2,9)=6.9, p<0.01
17 Amaciador  0.01+0.0% 0.01 +0.0% 0.01+0.08 F(2,9)=1.73,p<0.230
18 Balcio ref.  0.06 % 0.003 0.04 +0.0% 0.05+0.0% F (2, 9)=48, p<0.038
19 Balcdo ref.  0.04 +£0.005 33.7+67.4 0.05+0.008 F (2, 9)=1, p<0.405
20 Balcdo ref. 0.04+0.0% 0.04 +0.003 0.04+00f F(2,9)=003,p<0.9
21 Balcdo ref. 0.04 £0.0% 0.03 +0.01 0.03+0.02 F(2,9)=1.7,p<0.233
22 Balcio ref.  0.05 % 0.0% 0.05 + 0.0% 0.04+00% F(2,9)=1.3 p<0.317
1 Mesa 0.3+0.03 0.24 +0.0% 0.1+0.00f F (2, 9)=74.3, p<0.001
2 Mesa 0.24 +0.03 0.24 +0.03 0.14+0.001 F (2,9) = 18.5, p < 0.001

Mesa 0.3+0.02 0.25+0.F 0.1+0.04 F (2,9) = 15.5, p < 0.001
4 Mesa 0.36 +0.02 0.25+0.018 0.1+£0.002  F (2, 9)=203.6, p < 0.001
11 Mesa 0.05 + 0.005 0.04 + 0.002 0.04+0.002 F (2, 9)=8,p<0.01
12 Mesa 0.02 +0.02 0.01 +0.003 0.02+0.0f  F (2, 9)=0.85, p<0.459
13 Mesa 0.05 + 0.004 0.05 + 0.008 0.06 +0.001 F(2,9)=23.1,p<0.01
9 Moedor 0.05 + 0.0 0.03 + 0.008 0.02+0.008 F (2, 9)=16.4, p<0.001
14 Moedor 0.003 + 0.002 0.004 + 0.08 0.01+00% F(2,9)=6.9, p<0.01
15 Moedor 0.04 +0.001 0.02 +0.005 33.7+674 F(2,9)=1,p<0.405
Scott A 0.035 +0.01 0.04 +0.0% 0.03+0.008 F(2,9)=1.22, p<0.339
ATCC 7644 1+0.F 0.7 £0.04 0.9+0.28 F(2,9)=3.3,p<0.08

1 Médias com letras diferentes indicam diferengas significativas por ANOVA (p < 0.05).

80



Tabela 8: Frequéncias de amostras positivas para Listeria spp. e L. monocytogenes na

avaliacao in loco do efeito dos sanitizantes.

Alvo Amostra Positividade Estatisticas
antes depois

Listeria spp. Amaciador 6/8 3/6 ¥*=093,DF=1,p=0.334
Balcéo ref. 4/8 2/6 v*=0.39,DF=1,p=0.533
Facas 4/8 3/6 ¥?>=0.003, DF =1, p=1.000
Mesa 8/8 3/6 ¥ =5.09, DF =1, p=0.024
Moedor 8/8 1/6 ¥>=10.37,DF =1, p=0.001

L. monocytogenes Amaciador 3/8 0/6 ¥*=2.86, DF=1, p=0.091
Balcéo ref. 1/8 0/6 v*=0.81,DF=1,p=0.369
Facas 0/8 0/6 -
Mesa 3/8 0/6 v>=2.86,DF =1, p=0.091
Moedor 2/8 0/6 v=175,DF=1,p=0.186

1 Médias com letras diferentes indicam diferencas significativas T(pr<0.05).
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CONCLUSOES

A ocorréncia de Listeria spp. e L. monocytogenes foi confirmada no
ambiente de processamento de todos os estabelecimentos analisados (ambas as
etapas). A presenca de L. monocytogenes no ambiente de processamento de
produtos carneos pode determinar contaminagdo dos produtos finais destinados
aos consumidores, que por sua vez podem determinar contaminagao cruzada para
outros alimentos. O presente estudo identificou a presenca de sorogrupos de L.
monocytogenes reconhecidos como patogénicos, e a presenca dos genes de
viruléncia indicaram a potencial exposi¢do dos consumidores a cepas patogénicas.

Na verificagdo do potencial de adesdao de L. monocytogenes todos 0sS
isolados obtidos apresentaram algum potencial de adesdo quando testadqs in vitro
evidenciando sua capacidade de colonizar diferentes pontos do ambiente de
manipulagédo. O potencial de adesdo dos isolados obtidos foi demonstrado, e os
sanitizantes Mister Max DG1® e B-QUART SEPT apresentaram eficiéncia na
prevencdo e eliminacdo de biofilmes formados pelos isolados obtidos. Esses
mesmos sanitizantes foram incorporados na rotina de higienizacdo dos
equipamentos e utensilios do estabelecimento selecionado, resultando em reducéo

das frequencias de amostras positivas para Listeria spp. e L. monocytogenes.
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