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RESUMO

RISTORI, C. A. Avaliacdo da exposicdo do consumidor a Listeria
monocytogenes, Salmonella spp., Campylobacter spp. e Escherichia coli
produtora de toxina de Shiga em produtos carneos refrigerados
comercializados no municipio de Sdo Paulo. 2010. 112 f. Tese (Doutorado) -
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo,
2010.

As Enfermidades Transmitidas por Alimentos representam um crescente e
relevante problema de saude publica. Além do prejuizo social, a contaminacao de
alimentos com microrganismos patogénicos gera um enorme prejuizo econémico.
Técnicas de Analise de Risco permitem mensurar de forma mais adequada o
impacto dos microrganismos contaminantes de alimentos na saude da populacgéo.
Uma Anadlise de Riscos, associada a uma combinacdo patégeno-alimento,
envolve trés passos: avaliacdo do risco, gestao do risco e comunicacgdo do risco.
Uma das etapas da avaliacdo do risco é a avaliacdo da exposicdo, baseada em
dados sobre frequéncia e nivel de contaminac¢do dos alimentos pelo patdgeno
avaliado no alimento em questéo, o nivel atingido pelo patbgeno no momento do
consumo e os padrbes de consumo. Os produtos carneos sdo 0s principais
alimentos responsaveis pela veiculacdo de patdbgenos ao homem e o0s
microrganismos de maior relevancia nestes produtos sdo Listeria monocytogenes,
Salmonella spp., Campylobacter spp. e Escherichia coli produtora de toxina de
Shiga. O objetivo do presente estudo foi gerar informacdes qualitativas e
guantitativas desses quatro patégenos em produtos carneos (salsicha bovina,
linglica suina, carne bovina moida e coxa de frango) comercializados no
municipio de S&o Paulo, de forma a contribuir com dados para futuras avaliacfes
de risco em relacdo a estes microrganismos nestes produtos. Das 552 amostras
de produtos carneos analisadas, L. monocytogenes foi o patégeno isolado com
maior freqUéncia, sendo detectado em 48,7% das amostras, seguido por
Campylobacter spp. em 6,0% e Salmonella spp. em 5,8%. E. coli produtora de
toxina de Shiga nao foi detectada em nenhuma das amostras estudadas. Listeria
monocytogenes foi detectada em todos os tipos de produtos carneos estudados,
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com frequéncias mais elevadas nas amostras de carne bovina moida (59,4%),
seguido de coxa de frango (58,0%), linglica suina (39,8%) e salsicha bovina
(37,7%). Na maioria das amostras (94,4%), as contagens de L. monocytogenes
foram inferiores a 102 UFC/g. As cepas de L. monocytogenes apresentaram ampla
distribuicdo, sendo detectados os quatro grupos de sorotipos: 28,7% pertenceram
ao Grupo 1 (sorotipos 1/2a e 3a), 21,0% ao Grupo 2 (sorotipos 1/2c e 3c), 17,0%
ao Grupo 3 (sorotipos 1/2b, 3b e 7) e 13,8% ao Grupo 4 (sorotipos 4b, 4d e 4e).
Salmonella spp. foi detectada em 32 amostras, sendo 20 (14,5%) de lingligca e 12
(8,7%) de coxa de frango. As contagens foram baixas, variando de 3,0 a 9,3x10
NMP/g e os sorovares mais frequentemente isolados foram S. Typhimurium
(28,1%), S. Enteritidis (12,5%), S. Derby (12,5%) e S. | 4,[5],12:i:- (12,5%).
Campylobacter spp. foi detectado em 33 amostras (6,0%), sendo 27 de coxa de
frango (19,6%) e seis amostras de carne moida (4,3%). A presenca de L.
monocytogenes, Salmonella spp. e Campylobacter spp. nos produtos carneos
analisados representa um risco a saude da populacdo. O consumo destes
produtos quando submetidos a cocc¢éo inadequada e/ou a contaminacdo cruzada
com outros alimentos pode levar a ocorréncia de Enfermidades Transmitidas por

Alimentos.

Palavras chave: Produtos cérneos. Listeria monocytogenes. Salmonella spp.

Campylobacter spp. Escherichia coli produtora de toxina de Shiga.



ABSTRACT

RISTORI, C. A. Assessment of consumer exposure to Listeria
monocytogenes, Salmonella spp., Campylobacter spp. and Shiga toxin-
producing Escherichia coli in refrigerated meat products at retail in S&o
Paulo municipality. 2010. 112 f. Tese (Doutorado) - Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas, Universidade de S&o Paulo, S&o Paulo, 2010.

Foodborne Diseases represent an increasingly important public health
problem. Besides the social losses, contamination of food with pathogenic
microorganisms generates an enormous economic damage. A more accurate
measurement of the impact of microorganisms in food health can be achieved
using Risk Analysis techniques. A risk analysis is composed by three elements:
risk assessment, risk management and risk communication. One of the four steps
of a risk assessment is the exposure assessment, based on data on frequency
and level of contamination of a food by the pathogen under evaluation, levels of
the pathogen in the food at the time of consumption and consumption patterns.
Meat products are the main vehicles of pathogens to humans, where Listeria
monocytogenes, Salmonella spp., Campylobacter spp. and Shiga toxin-producing
Escherichia coli are the most relevant pathogens. The aim of this study was to
obtain qualitative and quantitative information on these four pathogens in four
types of meat products (beef sausage, pork sausage, ground beef and chicken
leg) marketed in the city of Sao Paulo in order to contribute with data for future risk
assessments for these microorganisms in these products. L. monocytogenes is
the most frequent pathogen in the 552 samples of meat products analyzed, being
detected in 48.7% of the samples, followed by Campylobacter spp. 6.0% and
Salmonella spp. 5.8%. Shiga toxin-producing E. coli was not detected in any
sample. L. monocytogenes was detected in all types of meat products, with
highest frequency in ground beef (59.4%), followed by chicken leg (58.0%), pork
sausage (39.8%) and beef sausage (37.7%). In most samples (94.4%), the counts
of L. monocytogenes were below 10> CFU/g. L. monocytogenes strains were
widely distributed in the four groups of serotypes: 28.7% belonged to Group 1
(serotypes 1/2a and 3a), 21% to Group 2 (serotypes 1/2c and 3c), 17% to Group 3



(serotypes 1/2b, 3b and 7) and 13.8% to Group 4 (serotypes 4b, 4d and 4e).
Salmonella spp. was detected in 32 samples, being 20 (14.5%) of pork sausage
and 12 (8.7%) of chicken leg. The counts were low, ranging from 3.0 to 9.3 x 10
MPN/g and the most frequent serovars were S. Typhimurium (28.1%), S.
Enteritidis (12.5%), S. Derby (12.5%) and S. | 4, [5], 12: ii - (12.5%).
Campylobacter spp. was detected in 33 samples (6.0%), being 27 of chicken leg
(19.6%) and six samples of ground beef (4.3%). The presence of L.
monocytogenes, Salmonella spp. and Campylobacter spp. in the tested meat
products represent a risk to health. The consumption of inadequately cooked
products and/or subjected to cross-contamination with other foods may lead to

occurrence of foodborne diseases.

Keywords: Meat Products. Listeria monocytogenes. Salmonella spp.

Campylobacter spp. Shiga toxin-producing Escherichia coli.
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1. INTRODUCAO

As Enfermidades Transmitidas por Alimentos (ETA) representam um
crescente e relevante problema de saude publica, sendo responsaveis por
doencas de gravidade variavel e 6bitos em todo o mundo. As infec¢des de origem
bacteriana, transmitidas por alimentos, sdo importantes causa de gastrenterites
severas, que podem resultar em hospitalizacbes, complicacbes e seqlelas a
longo prazo (GREIG; LEE, 2009; HELMS; SIMONSEN; MOLBAK, 2006;
SCHLUNDT, 2002). As ETA séo as principais causas de doenca e morte em
paises em desenvolvimento, ocasionando em média 2,1 milhdes de Obitos
anualmente, sendo a maioria criancas (SCHLUNDT, 2002). Estima-se que dos 1,5
bilhbes de episddios de diarréia que ocorrem em criangas menores de cinco anos,
(WHO, 1996), mais da metade é causada por alimentos (ESREY; FEACHEM,
1989).

A diarréia é um dos principais sintomas das ETA, mas outras complicacdes
severas podem ocorrer como faléncia hepatica e renal, distarbios neurolégicos e
cerebrais, podendo levar a morte (SCHLUNDT, 2002).

Mesmo nos paises em que o sistema de notificacdo e investigacdo de
surtos esta implementado e consolidado, a real dimensdo do problema ainda é
desconhecida. Nos paises desenvolvidos calcula-se que, por ano, mais de 30%
da populacéo seja afetada por ETA. Nos Estados Unidos, estima-se que 76
milhdes de pessoas sdo afetadas pelas doencas de origem alimentar, com
323.000 hospitalizagbes e 5.000 Obitos (WHO, 2007). Nos paises em
desenvolvimento esse numero pode ser ainda maior. A auséncia de dados
confiaveis sobre as ETA dificulta a compreenséo da sua importancia para a saude
publica e impede o desenvolvimento de solugbes baseadas em gestdo do risco
(SCHLUNDT, 2002).

Na maioria dos paises, somente algumas doencas, que sdo ou podem ser
de origem alimentar, aparecem na lista de doencas de notificacdo obrigatoria.
Além disso, os relatos dos sintomas clinicos ndo sédo apresentados de maneira

uniforme. Enquanto um pais pode relatar a incidéncia de shigelose e amebiase
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separadamente, outro pode comunica-las conjuntamente sob o termo de
disenteria. Da mesma forma, o significado do termo intoxicag&o alimentar varia de
pais para pais e, ndo raramente, € utilizado para representar diferentes grupos de
doencas (SCHLUNDT, 2002).

No Brasil, em 1999, a Secretaria de Vigilancia em Saude (SVS) do
Ministério da Saude implantou a vigilancia epidemiolégica das Enfermidades
Transmitidas por Alimentos (VE-DTA) para determinar a incidéncia dos surtos.
Entretanto, a implantacdo desse sistema no pais, ainda é heterogénea, pois nem
todas as secretarias, estaduais e municipais, de saude implantaram o sistema
(CARMO et al., 2005).

Segundo dados da SVS, no periodo de 1999 a julho de 2008, ocorreram no
Brasil, 6.062 surtos de ETA, com 117.330 afetados e 64 Obitos. Desses surtos
apenas 2.974 tiveram o agente etiolégico elucidado, sendo 84% causado por
bactérias, das quais Salmonella spp. foi 0 agente responsavel por 42,9% dos
surtos e Salmonella Enteritidis por 4%. Dentre os agentes considerados menos
frequentes, Campylobacter spp. foi relatado em quatro (0,13%) surtos. Os
produtos carneos estao entre os alimentos mais comumente envolvidos nesses
surtos e os domicilios foram apontados como local de maior ocorréncia. Entre os
estados brasileiros, S&o Paulo foi o que mais notificou, contabilizando 1.395
surtos de ETA no periodo de 1999 a 2008 (BRASIL, 2008).

A contaminacao de alimentos gera um enorme impacto social e econémico
nas comunidades e seus sistemas de salde. Nos Estados Unidos, as doencas
causadas pelos principais patégenos geram um gasto anual, estimado, de 35
bilhdes de ddlares, considerando custos médicos e perda de produtividade. Outro
exemplo classico, quanto aos impactos econémicos, foi a re-emergéncia da cdlera
no Peru, em 1991, que resultou em um prejuizo de 500 milhdes de dolares na
exportacao de peixes e derivados (WHO, 2007).

Dados do Sistema de Informac¢des Hospitalares (SIH) do Ministério da
Saude reportam que, no Brasil, no periodo de 1999 a 2004, cerca de 3,4 milhdes
de pessoas foram internadas por ETA, gerando custos de 280 milhdes de reais,
com uma meédia anual de 46 milhdes (CARMO et al., 2005).
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Segundo Van Amson, Haracemiv e Masson (2006), no ano de 2000, no
Estado do Parana, ocorreram 219 surtos de ETA, com aproximadamente 8.663
afetados e 1.000 pessoas hospitalizadas. Os gastos do governo, somente com as
internacbes hospitalares foram em torno de 18 milhdes de reais. Além disso,
segundo o Hospital de Clinicas de Curitiba, pacientes que sao internados devido a
essas enfermidades ficam hospitalizados, em média, por quatro dias.

Praticamente todos os alimentos podem ser veiculos de inameros
patdogenos, resultando em surtos de ETA. A contaminacdo de produtos
alimenticios pode ocorrer em qualquer ponto da cadeia alimentar, desde a
producdo primaria (no campo) até o ponto de consumo (consumidor). As
principais causas de doencas de origem alimentar podem ser resultantes de
contaminacdo cruzada entre os alimentos e contaminacdo durante o
processamento ou preparacao, incluindo a contaminagcdo por manipuladores
(GREIG; RAVEL, 2009).

Os principais alimentos responsaveis pela veiculacdo de patdégenos ao
homem s&o as carnes e seus derivados (BORCH; ARINDER, 2002; HUGHES;
GILLESPIE; O'BRIEN, 2007; RHOADES; DUFFY; KOUTSOUMANIS, 2009).
Esses alimentos representam excelentes meios para a multiplicacdo bacteriana,
devido a variedade de nutrientes, alta atividade de 4gua e baixa acidez, pH entre
5,5e 7,0 (ICMSF, 2005).

Os animais de corte podem ser portadores de bactérias patogénicas em
seu trato intestinal. Durante o abate, as carcacas podem ser contaminadas e
subsequentemente os microrganismos podem ser encontrados nos cortes das
carnes ou nos produtos processados derivados dessa carcaga. A contaminacgao
pode ocorrer em qualquer etapa do processo de abate, armazenamento e
distribuicdo. A frequiéncia e o nivel de contaminacdo de carcacas de animais
recém-abatidos podem variar, dependendo das condi¢cfes climaticas e higiénicas
do local de criagdo, abate, transporte e das boas préticas de fabricacdo (BORCH,;
ARINDER, 2002).

O desenvolvimento e o avanco tecnolégico na producado e industrializacao
de carnes e produtos carneos resultaram em melhorias consideraveis nas

condi¢cdes higiénicas encontradas. Porém, apesar de inUmeros avangos, as
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doencas de origem alimentar continuam ocorrendo (CALLAWAY et al., 2008).
Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), aproximadamente 75% das
doencas que tém afetado o homem nos ultimos dez anos sdo causadas por
patdgenos presentes em animais ou em produtos de origem animal. Muitas
dessas doencas tornam-se um problema global devido ao seu potencial de

disseminagéo.

Os acordos estabelecidos no comércio internacional de alimentos induzem
0 estabelecimento de rigidas normas e padrées para a producdo e o comércio de
alimentos inécuos e de qualidade (FAO, 1998). Alimentos in6cuos contribuem
para a saude e produtividade e representam uma plataforma eficaz para o
desenvolvimento humano e reducao da pobreza (SCHLUNDT, 2002).

Uma nova ferramenta para se avaliar o impacto dos microrganismos
contaminantes de alimentos na saude da populacdo € a Andlise de Risco, que
tem um papel importante no processo de tomada de decisdes em questdes de
inocuidade dos alimentos. Através de sua aplicacdo, os diferentes pontos de
controle na cadeia alimentar séo identificados e as opcdes de intervencdes, e 0s
respectivos custos e beneficios de cada medida sdo avaliados, permitindo o
gerenciamento eficiente dos riscos (FAO; WHO, 2006). Uma das etapas desse
processo € a Avaliacdo de Risco, que é um processo cientifico de geracdo de
dados, composto por quatro etapas: identificacdo do perigo, avaliacdo da
exposicao, avaliacdo da relacdo da dose-resposta e caracterizacdo do risco. A
Avaliacdo de Risco fornece uma estimativa qualitativa ou quantitativa da
probabilidade e severidade dos efeitos adversos para uma determinada
populacdo. O objetivo principal da Avaliacdo de Risco € fornecer aos gestores de
risco as informag@es cientificas necessarias para a compreensdo da natureza e
extensdo do risco em inocuidade alimentar, e para o planejamento de acdes de
mitigacéo, controle ou de prevencao, quando necessario (ICMSF, 2002; OPAS,
2008).

A Avaliacdo de Risco pode utilizar dados quantitativos, qualitativos e/ou
semi-quantitativos, que devem ser de alta qualidade em relacdo a precisdo e
confiabilidade. As conclusGes devem ser geradas a partir de evidéncias cientificas
bem fundamentadas (ICMSF, 2002; OPAS, 2008).
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Na maioria dos paises, inclusive no Brasil, Avaliagfes de Risco séo dificeis
de serem realizadas devido as inUmeras lacunas, com destaque para a fragilidade
dos dados epidemioldgicos sobre a prevaléncia e caracteristicas das ETA. Além
dessa deficiéncia, os dados quantitativos de microrganismos patogénicos de

relevancia na cadeia produtiva de alimentos ainda s&o escassos.

Com relacdo aos produtos carneos, ha consenso internacional que o0s
patégenos de maior relevancia sdo Listeria monocytogenes, Salmonella spp.,
Campylobacter spp. e Escherichia coli produtora de toxina de Shiga (ICMSF,
2005; SCHLUNDT, 2002). Esse trabalho foi realizado com o objetivo de gerar
informacdes qualitativas e quantitativas desses quatro patégenos em produtos
carneos (salsicha bovina, lingtiica suina, carne bovina moida e coxa de frango)
comercializados no municipio de Sdo Paulo, de forma a contribuir com dados
confidveis para futuras avaliacbes de risco em relacdo a estes microrganismos

nestes produtos.
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1.1 Listeria monocytogenes

O género Listeria é dividido em seis espécies: Listeria monocytogenes,
Listeria ivanovii, Listeria seeligeri, Listeria innocua, Listeria welshimeri e Listeria
grayi. A principal espécie patogénica ao homem e animais € L. monocytogenes,
contudo L. ivanovii e L. seeligeri j& foram relacionadas a alguns casos de infec¢ao
humana (JEMMI; STEPHAN, 2006; VAZQUEZ-BOLAND et al., 2001).

Treze sorotipos de L. monocytogenes capazes de causar infec¢cdo no
homem ja foram identificados, entretanto somente trés (1/2a, 1/2b e 4b) séo
associados com a maioria dos casos. O sorotipo 4b estad envolvido em quase
todos os surtos (ROCOURT; JACQUET,; REILLY, 2000; SWAMINATHAN;
GERNER-SMIDT, 2007; VASILEV et al., 2009), sugerindo que as cepas desse
sorotipo sdo mais adaptadas aos tecidos de mamiferos (VAZQUEZ-BOLAND et
al., 2001). No Brasil, os sorotipos predominantes sdo 4b e 1/2a (HOFER; REIS;
HOFER, 2006; HOFER; RIBEIRO; FEITOSA, 2000; LEMES-MARQUES; CRUZ,
DESTRO, 2007).

L. monocytogenes pode causar a listeriose, uma das mais severas
infeccbes de origem alimentar, que tem baixa morbidade e alta mortalidade (até
50%) (ROCOURT; JACQUET; REILLY, 2000). Ao contrario da maioria dos
patbgenos, que geralmente provocam apenas sintomas gastrintestinais, a
listeriose em humanos se caracteriza por infeccdes do sistema nervoso central
(meningite, encefalite e meningoencefalite), bacteremia primaria e septicemia. Ha
outras formas clinicas atipicas em cinco a 10% dos casos, tais como: endocardite,
miocardite, pneumonia, hepatite, pleurite, peritonite e abscessos localizados (por
exemplo: abscessos cerebrais), artrite, osteomielite e otite (VAZQUEZ-BOLAND
et al., 2001).

A enfermidade acomete, principalmente, grupos de risco, como gestantes,
neonatos, idosos e individuos com imunossupressao adquirida ou induzida, como
agueles portadores do virus humano da imunodeficiéncia (HIV), transplantados,
com diabetes e que fazem uso de quimioterapicos (RAMASWAMY et al., 2007;
SWAMINATHAN; GERNER-SMIDT, 2007).
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Em comparacdo com individuos saudaveis, as gestantes tém 14 vezes
mais risco de contrair listeriose apdés o consumo de alimento contaminado com
L. monocytogenes (SWAMINATHAN; GERNER-SMIDT, 2007). Embora a
listeriose possa acontecer em qualquer fase da gestacdo, sua ocorréncia € maior
no ultimo trimestre da gravidez (POSFAY-BARBE; WALD, 2009). O patégeno
pode atravessar a placenta e ocasionar nascimento prematuro, natimortalidade,
aborto ou listeriose neonatal (VASILEV et al.,, 2009). L. monocytogenes é
reconhecida como uma das trés maiores causas de meningite em neonatos
(VAZQUEZ-BOLAND et al., 2001; POSFAY-BARBE; WALD, 2009).

Recentemente tém ocorrido casos de listeriose em que 0s principais
sintomas sdo apenas gastrintestinais e febris. Essas epidemias tém curto periodo
de incubacdo, acometem individuos aparentemente saudaveis e sao causadas
por L. monocytogenes dos sorotipos 1/2 e 4b, encontradas em concentracfes

elevadas nos alimentos envolvidos nestes casos (RAMASWAMY et al., 2007).

A dose infecciosa de L. monocytogenes ndo estd estabelecida, mas
estima-se que varia de 10 a 10° Unidades Formadoras de Colénias (UFC) por
grama do alimento ingerido, porém pode ser mais baixa em individuos
imunocomprometidos (JEMMI; STEPHAN, 2006) e pacientes com acidez gastrica
diminuida ou que passaram por cirurgia de Ulcera (DONNELLY, 2001). O periodo
de incubacéo também nao esta definido, mas estima-se que pode ser de até trés
semanas (POSFAY-BARBE; WALD, 2009).

A conduta, com relacdo aos limites toleraveis de L. monocytogenes em
alimentos difere entre os paises. Nos Estados Unidos, Canada e Dinamarca
estabeleceu-se a chamada "Tolerancia Zero", onde néo € permitida a presenca do
patdgeno em 25 gramas do alimento. Entretanto na maioria dos paises europeus,
o limite permitido € de até 100 UFC/g no alimento no momento do consumo
(LIANOU; SOFOS, 2007).

A legislacao brasileira, Resolucdo RDC n° 12 de 02 de janeiro de 2001 do
Ministério da Saude, determina a auséncia de L. monocytogenes em 25 ¢
somente em alguns tipos de queijo. Para outros alimentos, como produtos

carneos, nao existe limite regulatério (ANVISA, 2001a).
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L. monocytogenes utiliza uma variedade de mecanismos para escapar da
resposta imune do hospedeiro. A sobrevivéncia intracelular € essencial para que o
patdgeno ndo somente sobreviva nas células epiteliais, mas também dentro de
células como macrofagos, responsaveis em elimina-lo (VAZQUEZ-BOLAND et al.,
2001). L. monocytogenes pode infectar as células por dois mecanismos
diferentes: invasdo direta ou propagacdo célula a célula (cell-to-cell spread)
(POSFAY-BARBE; WALD, 2009).

Apés entrar no organismo hospedeiro por via oral, L. monocytogenes
atinge o trato intestinal, aderindo e invadindo a mucosa. A partir do momento que
alcanca a corrente sanguinea, a célula bacteriana é fagocitada por macréfagos e
apos a lise do fagossoma, € liberada no citoplasma da célula hospedeira onde se
multiplica rapidamente. O patdgeno usa a polimerizacdo de filamentos de actina
para se mover intracelularmente e se espalhar de célula a célula infectando uma
vasta extensdo de tecidos hospedeiros, sendo o figado o principal sitio da
infeccdo (VAZQUEZ-BOLAND et al., 2001).

Cada passo da infeccdo por L. monocytogenes requer a expressao de
fatores de viruléncia especificos. (JEMMI; STEPHAN, 2006). Varios fatores ja
foram descritos, como as internalinas que sd@o responsaveis pela invasao das
células epiteliais e pelo tropismo ao tecido. A listeriolisina O (LLO) e duas
fosfolipases C (fosfotidilinositol — PI-PLC e fosfotildicolina — PC-PLC)
responsaveis pela lise dos fagossomos da célula hospedeira e pela multiplicacdo
intracelular do patégeno. A proteina act-A responséavel pela propagacao célula a
célula, motilidade. Além desses, ja foram descritos outros fatores como proteina
de ligacdo da fibronectina (responsavel pelo processo de colonizacdo do figado e
intestino), lecitinases e proteases (POSFAY-BARBE; WALD, 2009).

Um dos fatores mais importantes de viruléncia é a LLO, uma toxina
produzida somente pelas cepas virulentas. Por ser uma proteina secretada, sua
presenca em alimentos pode ser considerada como um indicador da presenca de
L. monocytogenes (CHURCHILL; LEE; HALL, 2006).

As espécies de Listeria sao ubiquas, podendo ser encontradas em animais
domeésticos e selvagens, insetos, solo, esgoto e vegetacdo (RAMASWAMY et al.,
2007; JEMMI; STEPHAN, 2006). Além disso, sdo disseminadas nas fezes de
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animais portadores (JEMMI; STEPHAN, 2006) e também podem ser isoladas das
fezes de individuos saudaveis (RAMASWAMY et al., 2007).

L. monocytogenes pode se multiplicar em uma ampla faixa de temperatura,
de 0 a 45 °C, e de pH, de 4,5 a 9,2 (NYRRUNG, 2000). O patégeno possui um
sistema de resisténcia a acidez que o faz sobreviver em condi¢ces de pH baixo,
tanto em alimentos como no estdmago (THEVENOT; DERNBURG; VERNOZY-
ROZAND, 2006). Além disso, tolera concentracdes elevadas de cloreto de sédio,
podendo resistir a concentracao de 25,5% (DONNELLY, 2001).

Muitos alimentos tém sido implicados em casos de listeriose, como
produtos vegetais, leite cru, produtos carneos e seus derivados, destacando-se 0s
produtos prontos para o consumo (JEMMI; STEPHAN, 2006; MEAD et al., 2006;
SWAMINATHAN; GERNER-SMIDT, 2007).

As carnes cruas, particularmente de frango, sdo importantes fontes de
Listeria spp., especialmente L. monocytogenes. Entretanto, o risco desses
alimentos causarem listeriose esta relacionado a contaminacdo cruzada com
outros alimentos, coc¢do inadequada e a possibilidade da bactéria sobreviver
apos processamento (LIANOU; SOFOS, 2007).

O patégeno ocorre freqlientemente em carnes suinas cruas e tem sido
isolado de fezes e pele de porcos aparentemente saudaveis. A freqiéncia nas
fezes desses animais varia de 0 a 47% e as carcacas podem ser contaminadas
qguando o intestino € rompido durante a evisceracdo. Contudo, alguns autores
acreditam que nem toda cepa de L. monocytogenes isolada de carcaca suina tem
origem fecal. Etapas de processamento, como refrigeracdo e retalhamento de
carcagas podem ser responsaveis pelo aumento significativo da contaminacéo
pela bactéria (THEVENOT; DERNBURG; VERNOZY-ROZAND, 2006).

No Brasil, ha diversos estudos sobre a presenca de L. monocytogenes em
produtos carneos, como embutidos carneos artesanais (SILVA, 1996), carne de
frango (BALDASSI et al., 2005; KABUKI, 1997; LAGE, 1993; PELISSER et al.,
2001), blanquet e presunto de peru (ARAUJO, 1998), salames (BORGES et al.,
1999; SAKATE et al., 2003), linguica frescal (DESTRO et al., 1991; VON LAER et
al., 2005; MARQUES et al. 2006; MIYASAKI et al., 2009; SILVA et al., 2004),
salsicha (ARAGON-ALEGRO et al., 2008; DESTRO et al., 1991; PETTINATTI,
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2006;), carne bovina resfriada (COUTINHO, 2004) e carne bovina moida
(ALBENONIS, 1991; ARAGON-ALEGRO et al., 2008; MANTILLA et al., 2007;
DESTRO et al.,, 1991). Estes estudos indicam que a frequéncia observada do
patdogeno em produtos de origem animal pode variar desde auséncia até 100% de

positividade.

Nas industrias alimenticias a capacidade de L. monocytogenes formar
biofilmes em superficies inertes € um fator preocupante. A porcentagem de
adsorcao do patdgeno a superficies e a extensdo da adsorcdo variam de acordo
com o tipo de superficie, pré-tratamento desta superficie, condicbes ambientais
(temperatura, umidade, etc) e sorotipo da bactéria (THEVENOT; DERNBURG;
VERNOZY-ROZAND, 2006). Além disso, a bactéria pode multiplicar-se em baixas
temperaturas, frequentemente encontradas nas plantas processadoras de
alimentos de origem animal (RAMASWAMY et al.,, 2007; JEMMI; STEPHAN,
2006). Deste modo, a presenca do patdégeno nas linhas de processamento,
distribuicdo e estocagem de alimentos, aliado a sua capacidade de se adaptar as
condicles de estresse, torna seu controle um grande desafio para a industria de

alimentos.

No Brasil, varios estudos sobre L. monocytogenes em linhas de
processamento de alimentos j& foram realizados. Silva et al. (2004) demonstraram
a ampla distribuicdo de Listeria spp. em linhas de processamento de linguica
frescal em frigorificos de Pelotas, Rio Grande do Sul. L. monocytogenes foi
isolada em 29,4% das amostras de matérias-primas utilizadas para fabricacao das
lingticas, em 37,5% dos equipamentos e em 16,6% do produto final. Entretanto,
Barbalho et al. (2005) encontraram uma prevaléncia mais baixa de
L. monocytogenes em uma linha de processamento de frangos na Bahia, tendo
relatado positividade em 11,8% das amostras de manipuladores e luvas e, em
14,3% das carcacas ap0s empacotamento. Barros et al. (2007) observaram uma
ampla disseminacéo de Listeria spp. nas onze linhas de processamento de carne
bovina e derivados estudadas e em um abatedouro localizados no Estado do
Parana. L. monocytogenes foi encontrada nos equipamentos (9,2%), instalagfes
(8,7%) e nos produtos finais (17,6%).
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Desde o relato do primeiro caso de listeriose em 1981 (SCHLECH et al.,
1983), numerosos surtos tém sido documentados no mundo todo (DENNY;
McLAUCHLIN, 2008; GOULET et al., 2008; JEMMI; STEPHAN, 2006;
SWAMINATHAN; GERNER-SMIDT, 2007). A listeriose é observada com mais
frequéncia em paises industrializados, pois sofre influéncia das mudancas no
estilo de vida da populacdo que consome cada vez mais alimentos processados
do tipo “pronto para consumo”, geralmente conservados em temperatura de
refrigeracdo (ROCOURT; JACQUET; REILLY, 2000; SWAMINATHAN; GERNER-
SMIDT, 2007). A maior ocorréncia nos paises desenvolvidos pode estar
associada ao fato de que nesses paises o sistema de notificacdo de surtos de
doencas de origem alimentar € mais organizado e eficiente. Vale ressaltar, no
entanto, que a ocorréncia verdadeira de casos de listeriose €, certamente,
subestimada devido aos sinais clinicos serem semelhantes a uma gripe,
acompanhados ou ndo de manifestagBes gastrintestinais, levando a concluséo

diagnéstica inespecifica e a automedicacao (SANTOS et al., 2004).

Na maioria dos paises da Unido Européia, a incidéncia anual de listeriose €
de dois a dez casos notificados por milhdo de habitantes. Devido a alta letalidade,
as listerioses estdo entre as mais frequentes causas de 6bito por ETA nestes
paises (JEMMI; STEPHAN, 2006). Nos Estados Unidos, estima-se que
anualmente ocorram 3.500 casos de listeriose e 500 Obitos decorrentes da
doenca (RAMASWAMY et al., 2007). Nos ultimos anos, os casos de listeriose
vém aumentando mundialmente. Na Franca, a incidéncia passou de 3,5 casos por
milh&o de pessoas no periodo de 2001 a 2005 para 4,6 casos por milhdo em 2006
e 5,6 casos por milhdo em 2007 (GOULET et al., 2008).

No Brasil, os relatos clinicos sdo raros e ndo ha associagdo com o
consumo de alimentos contaminados (HOFER; NASCIMENTO; OLIVEIRA, 1998;
HOFER; MELLES; HOFER, 1999; HOFER; RIBEIRO; FEITOSA, 2000; HOFER;
REIS; HOFER, 2006; LANDGRAF et al.,, 1999; SCHWAB; EDELWEISS, 2003;
TOYOSHIMA et al., 2006; VASCONCELOS et al., 2008).
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1.2 Salmonella spp.

A taxonomia de Salmonella spp. é complexa e diferentes sistemas podem
ser empregados para seu estudo. Entretanto, a nomenclatura adotada por varios
centros internacionais de referéncia para sorotipagem de Salmonella reconhece
que o género € taxonomicamente dividido em duas espécies: S. enterica e S.
bongori (POPOFF; LE MINOR, 2005). Em 2004, foi proposta a inclusdo de uma
terceira espécie denominada S. subterranea, isolada de sedimento coletado de
uma regido aquifera nos Estados Unidos (SHELOBOLINA et al., 2004).

A espécie Salmonella enterica é dividida em seis subespécies, expressas
por nomes e algarismos romanos: S. enterica subspécie enterica (I), S. enterica
subspécie salamae (Il), S. enterica subspécie arizonae (llla), S. enterica
subspécie diarizonae (lllb), S. enterica subspécie houtenae (IV) e S. enterica
subspécie indica (VI) (POPOFF; LE MINOR, 2005). Atualmente sao conhecidos
2579 sorovares do género Salmonella (GRIMONT; WEILL, 2007).

A sorotipagem € baseada no esquema de Kauffmann-White e consiste na
caracterizacdo dos antigenos somaticos (O) e flagelares (H). A revisdo deste
esquema € realizada a cada cinco anos pelo WHO Collaborating Centre for
Reference and Research on Salmonella localizado em Paris, Franca (POPOFF;
LE MINOR, 1997).

Embora todos os sorovares de Salmonella devam ser considerados como
patogénicos, apenas um numero limitado deles é responsavel por infeccdo em
humanos e animais. S. bongori € raramente isolada de humanos, sendo mais

comum em animais de sangue frio e no ambiente (FARMER et al., 1984).

A maioria dos sorovares de Salmonella responsaveis pelas enfermidades
pertence a espécie S. enterica subsp. enterica. O grau de adaptagdo ao
hospedeiro varia entre as espécies e pode afetar o homem de trés maneiras: a)
0s sorotipos adaptados ao homem, como a S. Typhi, a S. Parathyphi A e a S.
Sendai, que geralmente causam doengas graves como a febre entérica ou tifoide,
em geral ndo sdo patogénicos aos animais; b) os sorotipos ubiquos, tais como a
S. Typhimurium podem afetar o homem e animais, causando infeccOes

gastrintestinais de gravidade variada; c) os sorotipos altamente adaptados aos
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animais, tais como a S. Gallinarum em aves, usualmente ndo produzem sintomas
no homem ou quando ocorrem séo brandos (POPOFF; LE MINOR, 2005).

Os principais sintomas das salmoneloses sdo dor abdominal, diarréia,
vémito e febre (D’AOUST; MAURER, 2007) e, em média, ocorrem de 12 a 36
horas ap6s o consumo de agua ou alimentos contaminados. Entretanto, esse
periodo de incubacdo pode variar em fungcdo da quantidade de células viaveis
ingeridas e do sorovar envolvido (SALYERS; WHITT, 1994). A dose infectante em
pessoas saudaveis também varia de acordo com o sorovar e alimento envolvidos,
podendo ser de 30 até 10° microrganismos (FOLEY; LYNNE, 2008).

As salmoneloses podem ser graves, especialmente em criangas, idosos e
imunodeprimidos, uma vez que a bactéria pode atingir a corrente sanguinea e
provocar infecgdes extra-intestinais como septicemia, eritema nodoso, meningite,
osteomielite, pneumonia e outras enfermidades (D’AOUST; MAURER, 2007). O
risco de doencas invasivas causadas por Salmonella (sorovares ubiquos) pode
ser de duas a seis vezes mais alto do que o de infeccBes ocasionadas por outros
patégenos de origem alimentar (HELMS; SIMONSEN; M@LBAK, 2006), assim
como é maior também a ocorréncia de 6bitos (HUGHES; GILLESPIE; O'BRIEN,
2007).

Salmonella spp. entram no hospedeiro via rota fecal-oral, sobrevivem no
ambiente de baixo pH no estdmago e sdo capazes de colonizar multiplos sitios do
epitélio intestinal. Normalmente, o quadro diarréico resultante € moderado, sem a
presenca de sangue nas fezes. Entretanto, em alguns casos, pode ocorrer perda
de um pequeno volume de fezes, tenesmo e sangue. O transporte através do
reticulo-endotelial e a capacidade de multiplicacdo do patégeno no interior dos
macréfagos possibilitam sua disseminagdo no organismo. Na maioria dos casos,
a doenca é autolimitada, mas o tratamento com antimicrobianos pode ser

necessario em casos mais graves (FOLEY; LYNNE, 2008).

Nos ultimos anos, houve um aumento de cepas de Salmonella spp.
resistentes a antimicrobianos, principalmente as multi-resistentes, causando
grande preocupacado pela possivel transmissao dessas cepas por toda a cadeia

alimentar e também como reservatério de elementos genéticos relacionados a
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resisténcia aos antimicrobianos que podem ser transferidos para outras bactérias
entéricas (CALLAWAY et al., 2008).

A capacidade de Salmonella spp. causar a doenca depende de varios
fatores de viruléncia, como plasmideos, toxinas, fimbrias e flagelos. Embora os
elementos genéticos envolvidos na viruléncia ndo estejam suficientemente
esclarecidos, sabe-se que a maioria dos genes de viruléncia localiza-se em
regides especificas do cromossomo bacteriano, denominadas de ilhas de
patogenicidade (Salmonella Pathogenicity Island — SPI) (VAN ASTEN; VAN DIJK,
2005). Até o momento, ja foram descritas doze SPI diferentes. Esses genes estdo
associados com a capacidade de invasdo da célula hospedeira e patogénese
intracelular (PLYM-FORSHELL; WIERUP, 2006). Acredita-se que esses genes
tenham sido adquiridos de outras espécies bacterianas por transferéncia genética
horizontal (VAN ASTEN; VAN DIJK, 2005).

Salmonella spp. sdo microrganismos mesofilos, mas algumas cepas sao
capazes de se multiplicar em uma ampla faixa de temperatura 5,5 °C a 49,5 °C,
podendo sobreviver em alimentos sob refrigeracdo e congelamento (RHOADES,;
DUFFY; KOUTSOUMANIS, 2009). Essas bactérias tém ampla capacidade de
disseminacdo, tendo como habitat primario o trato intestinal de mamiferos,
anfibios, répteis, aves e insetos. Tanto o homem como animais podem excretar
esses microrganismos, que podem sobreviver por longos periodos no ambiente
(PLYM-FORSHELL; WIERUP, 2006). Além disso, salmonelas tém sido
detectadas em uma grande variedade de alimentos, com maior incidéncia em
produtos carneos, ovos e derivados (PLYM-FORSHELL; WIERUP, 2006; SWITT
et al., 2009).

No Brasil, ha uma grande variagcdo na ocorréncia de Salmonella spp. em
produtos carneos. Estudos realizados em diferentes regibes do pais mostraram
frequiéncias entre 5,9% e 50% em carcagas de frango (CARVALHO; CORTEZ,
2005; FUZIHARA; FERNANDES; FRANCO, 2000; MATHEUS; RUDGE; GOMES,
2003; RISTORI et al.,, 2008; SANTOS et al., 2000; TIROLLI; COSTA, 2006;
VESSONI, 2004); entre 10,48% e 39,3% em cortes comerciais de frango (BAU;
CARVALHAL; ALEIXO, 2001; CARVALHO; CORTEZ, 2005; COSTA, 1996;
RIBEIRO et al., 2007); entre 7,5% e 24,8% em lingticas (CARVALHO; CORTEZ,
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2005; CORTEZ, 2003; MURMANN; SANTOS, CARDOSO, 2009; SPRICIGO et
al., 2008); entre 3,24% e 6% em salsichas de frango (LUIZ et al., 2004; MARTINS
et al., 2008) e 25% em carne de aves mecanicamente separada (CARVALHO,;
CORTEZ, 2005).

A introducdo de Salmonella spp. na cadeia de producédo de animais de
criacdo pode ocorrer atraves de outros animais infectados, animais silvestres,
agua e racdo, e sua permanéncia depende das condicbes ambientais. Nos
animais abatidos, a contaminacdo de carcacas com material intestinal/fecal é a
principal causa de infecgcbes humanas de origem alimentar (PLYM-FORSHELL,;
WIERUP, 2006).

A carne suina e derivados sdo considerados fontes importantes de
Salmonella spp. em alguns paises (LO FO WONG et al., 2002; FOLEY; LYNNE;
NAYAK, 2008), sendo superados apenas pelos produtos de origem avicola. A
contaminacdo de aves e suinos com a bactéria pode ocorrer antes do
processamento e também através da contaminacdo cruzada nas plantas de
processamento (FOLEY; LYNNE; NAYAK, 2008).

Os dados de prevaléncia de Salmonella spp. em carne bovina sdo bastante
variaveis, dependendo de uma série de fatores, tais como condi¢des climaticas,
forma de manejo do gado, condicbes de abate e condicdes de armazenamento
das carcacas. Nas fezes de bovinos a ocorréncia do microrganismo pode ser
baixa (0,2% a 5,5%), entretanto em amostras de couro de bovinos ja foram
observadas frequéncias elevadas, de até 97,7%. Em carne bovina moida,
prevaléncias de Salmonella spp. podem variar de 0,4 a 4% (RHOADES, DUFFY;,
KOUTSOUMANIS, 2009). Frequentemente, a contaminagao de carne bovina pelo
patbgeno ocorre por contaminacdo cruzada e falhas nas praticas de higiene

alimentar, o que dificulta a identificacdo da fonte original.

Nos ultimos anos, o numero de surtos causados por salmonela vem
aumentando consideravelmente, tanto em paises em desenvolvimento como nos
desenvolvidos. Salmonella spp. € um dos patdgenos mais freqlientemente
associados & doencas de origem alimentar, em paises como: Austria (MUCH et
al., 2009); Brasil (GEIMBA et al., 2004; JAKABI et al., 1999; NADVORNY;
FIGUEIREDO; SCHMIDT, 2004; TAVECHIO et al. 2002; VAN AMSON;



Introducao 16

HARACEMIV; MASSON, 2006); Estados Unidos (GERNER-SMIDT; WHICHARD,
2007); Espanha (DOMINGUEZ et al., 2007); Inglaterra e Gales (HUGHES;
GILLESPIE; O'BRIEN, 2007); Japao (KUBOTA et al., 2008), e outros (GREIG;
RAVEL, 2009).

Os sorovares associados as infec¢cdes humanas variam de acordo com a
regido estudada, entretanto os mais comuns séo S. Enteritidis e S. Typhimurium
(GALANIS et al., 2006).

No Brasil, no Estado de S&o Paulo, no periodo de 1996 a 2003, o sorovar
com maior prevaléncia em amostras clinicas foi S. Enteritidis seguido dos
sorovares S. Typhimurium, S. Agona, S. Typhi e S. enterica subsp. enterica
4,[5],12:i.- (FERNANDES et al., 2006). Em alimentos, o sorovar mais
frequentemente isolado também é S. Enteritidis (TAVECHIO et al., 1996;
TAVECHIO et al., 2002; MURMANN; SANTOS, CARDOSO, 2009).

Nos Estados Unidos, os sorovares comumente encontrados nas infecgoes
humanas, desde 1995, sdo S. Typhimurium, S. Enteritidis, S. Newport e S.
Heidelberg. Em 2004, o sorovar S. Javiana passou a ser um dos mais comuns,
substituindo S. Heidelberg (CDC, 2008). Na Unido Européia, o sorovar
predominante é S. Enteritidis e em alguns paises da Asia, S. Choleraesuis (CHIU;
SU; CHU, 2004; FOLEY; LYNNE, 2008; GREIG; RAVEL, 2009).

Galanis et al. (2006) compilaram dados de isolamento de cepas de
Salmonella spp. nos paises participantes do WHO Global Salm-Surv (programa
da OMS para reduzir a gravidade global de ETA), no periodo de 2000 a 2004,
verificando que o sorovar de maior prevaléncia em amostras humanas foi S.

Enteritidis e em amostras ndo humanas, S. Typhimurium.
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1.3 Campylobacter spp.

O género Campylobacter € composto por 18 espécies. As espécies
patogénicas ao homem séo termofilicas, multiplicando-se bem em temperaturas
mais elevadas, de 46 °C (maxima) a 30 °C (minima). Entre as espécies
termofilicas, Campylobacter coli e Campylobacter jejuni, sdo responsaveis pela
maioria das infec¢des entéricas. C. jejuni € a espécie mais comum, responsavel
por 80 a 85% dos casos, enquanto C. coli € responsavel por 10 a 15% (MOORE
et al., 2005). Entretanto, em paises em desenvolvimento, Campylobacter
upsaliensis também é considerado relevante (HUMPREY; O'BRIEN; MADSEN,
2007).

Campylobacter spp. sdo microaerdfilos, requerem cerca de 10% de CO, e
5% de O, para sua multiplicacdo (HUMPREY; O'BRIEN; MADSEN, 2007). Esses
microrganismos S&ao sensiveis as concentracfes acima de 1,5% de cloreto de
sédio e ao congelamento, podendo ser inativados a temperatura ambiente.
Apesar da sobrevivéncia de Campylobacter spp. ser maior sob temperaturas de
refrigeracdo (4 °C) do que as de congelamento, esses microrganismos podem
sobreviver a - 22 °C por até 84 dias (SAMPERS et al., 2010).

O periodo de incubacdo da infeccdo por Campylobacter spp., a
campilobacteriose, € de dois a cinco dias, podendo chegar até dez dias. Os
sintomas variam de diarréia profusa aquosa (cholera-like) a diarréia
sanguinolenta, contendo muco e células sanguineas brancas (dysentery-like).
Aproximadamente metade dos pacientes com a infeccao inicialmente tem febre,
mal estar, mialgia e dor abdominal, e posteriormente apresentam diarréia
sanguinolenta. Estima-se que a dose infectante seja baixa, em torno de 400 a 500
células (BUTZLER, 2004; PADUNGTON; KANEENE, 2003).

Quando a campilobacteriose néo € grave, raramente é indicado tratamento
com antibidticos. Entretanto, o relato de cepas resistentes as drogas utilizadas
para o tratamento clinico, especialmente os macrolideos e as fluoroquinolonas,
vem aumentando (HUMPREY; O'BRIEN; MADSEN, 2007).
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Diversas complicagdes locais, como colecistite, pancreatite, peritonite e
hemorragia gastrointestinal macica, decorrentes da disseminacdo direta da
bactéria pelo trato intestinal, podem ocorrer. As manifestacdes extra-intestinais
sdo raras, mas Campylobacter spp. podem estar associados a meningite,
endocardite, artrite séptica, osteomielite, septicemia neonatal (ALLOS, 2001) e
miopericardite (ALZAND et al., 2010). Menos de 1% dos pacientes com a infeccao
podem desenvolver bacteremia, sendo mais comum, em pacientes
imunocomprometidos, criancas e idosos. A letalidade da campilobacteriose é
baixa, aproximadamente 0,05 Obitos por 1000 infeccbes (ALLOS, 2001),
entretanto o risco de mortalidade € maior em pacientes idosos e criancas e,
naqueles pacientes em que a doenca passa despercebida (CRUSHELL et al.,
2004).

A seqlela mais importante da campilobacteriose, principalmente por C.
jejuni, € a sindrome de Guillain-Barré (GBS) (HELMS; SIMONSEN; M@LBAK,
2006; NACKAMKIN, 2002). A GBS €& uma doenca auto-imune aguda
caracterizada pela desmielizacdo do sistema nervoso periférico, causando
paralisia ascendente que pode afetar os nervos periféricos e craniais (ZILBAUER
et al., 2008). Os lipooligossacarideos (LOS) da bactéria provocam a formacao de
anticorpos reativos contra a mielina dos nervos periféricos do paciente, por
mimetismo molecular, causando inflamacdo e dano no tecido muscular. Nos
Estados Unidos, estima-se que a doenca afeta de um a dois individuos por
100.000 pessoas, a cada ano (ALLOS, 2001). A GBS é considerada a causa mais
comum de paralisia flacida, uma vez que a poliomielite est4d praticamente
erradicada (NACKAMKIN, 2002). Outra variante da GBS é a sindrome de Miller
Fisher, caracterizada por oftalmoparesia (disfuncdo oculomotora), ataxia
(disfuncao nervosa sensorial periférica) e arreflexia (auséncia de reflexos) (MEAD
et al., 1999).

Segundo Gradel et al. (2009), pacientes que tiveram infeccdo por
Salmonella nao-tifdide ou Campylobacter tém um alto risco de evoluir para
doencas inflamatdrias intestinais, como a doenca de Crohn e a colite ulcerativa.
Essas doencas séo disturbios crénicos, com inflamacdo do intestino que pode

provocar célicas abdominais e diarréia recorrentes.
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Na maioria dos paises desenvolvidos, Campylobacter spp. € o principal
responsavel pelas infec¢des zoondticas entéricas humanas (HELMS; SIMONSEN;
M@LBAK, 2006). A campilobacteriose atinge individuos de todas as idades,
ocorrendo com maior freqiéncia em criancas abaixo de quatro anos e adultos
jovens de 15 a 44 anos. A doencga tem variacdo sazonal, tendo maior ocorréncia
nos meses mais quentes do ano (FRIEDMAN et al., 2000). Os principais sintomas
sao diarréia sanguinolenta com muco e a doenca é autolimitada (YOUNG; DAVIS;
DIRITA, 2007). Individuos portadores de HIV tém maior chance de ter infec¢des
por Campylobacter spp. e também da doenca evoluir para complicacdes extra-
intestinais. Muitos casos de campilobacteriose (3 a 50%) sdo associados com
diarréia do viajante e resultam do consumo de agua ou alimentos contaminados
(BUTZLER, 2004). Carnes cruas ou mal cozidas, hamburgueres, linglicas e
ostras ja foram alimentos implicados em surtos por Campylobacter spp.
(BUTZLER, 2004; HORROCKS et al., 2009).

Em paises em desenvolvimento, a maioria das infec¢cbes ocorre em
criancas e nao ha relatos de variacdo sazonal da doenca. A infeccéo é associada
as condi¢cBes higiénico-sanitarias precérias, tendo como sintoma principal a
diarréia aguosa (YOUNG; DAVIS; DIRITA, 2007). Campylobacter spp. é o agente
mais comum de diarréia em criancas com menos de dois anos de idade (COKER
et al, 2002), sendo frequentemente detectado em amostras clinicas

concomitantemente com outros patégenos entéricos (ALBERT et al., 1999).

As razdes para a disparidade de efeitos da campilobacteriose nos paises
desenvolvidos e naqueles em desenvolvimento ndo estdo esclarecidas.
Entretanto, acredita-se que pode ser decorrente dos diferentes niveis de
imunidade pré-existentes, provenientes de diferentes estimulos ambientais
naturais de cada regiao (YOUNG; DAVIS; DIRITA, 2007).

Embora os mecanismos pelos quais Campylobacter spp. causa a doencga
ainda nao sejam totalmente compreendidos, sabe-se que varios fatores de
viruléncia podem estar envolvidos, tais como: a toxina citoletal distensora (CDT),
adesinas, proteinas de invasdo, capsulas, flagelos e lipooligossacarideos. A
dificuldade no esclarecimento da patogénese deve-se, principalmente, a falta de

um modelo animal adequado para a reproducdo da doenca humana (POLY;
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GUERRY, 2008; YOUNG; DAVIS; DIRITA, 2007; ZILBAUER et al., 2008). O
entendimento da patogénese é também dificultado pela variabilidade genética das
cepas (POLY; GUERRY, 2008).

Quando encontram condi¢cdes adversas, tais como escassez de nutrientes,
Campylobacter spp. podem apresentar um estagio denominado “viavel mas néo
cultivavel” (VBNC - Viable But Not Culturable). Nessa situacdo, a forma das
células muda de espiralada para cocodide e a bactéria ndo € detectada pelos
métodos microbiolégicos convencionais (ROLLINS; COLWELL, 1986). Ainda nao
se conhece o papel das células VBNC na patogénese de Campylobacter spp.
(MURPHY; CARROLL; JORDAN, 2006). Um ponto importante é que C. jejuni que
forma biofilmes pode entrar no estagio VBNC, favorecendo sua protecao contra
os fatores de estresse ambiental (TRACHOO; FRANK; STERN, 2002).

Campylobacter spp. sobrevivem mal em superficies secas (HUMPHREY;
MASON; MARTIN, 1995), mas podem formar biofilmes em superficies de vidro,
poliestireno e aco inoxidavel. A formacdo de biofilmes pode favorecer a
manutencdo da bactéria em ambientes indspitos (GUNTHER 1V; CHEN, 2009).
Em ambientes aviarios, os biofilmes formados nos sistemas hidraulicos podem ser
fontes importantes do patégeno (TRACHOO; FRANK; STERN, 2002).

Apesar do risco de transmissdo de Campylobacter spp. pessoa-pessoa ser
minimo (ZILBAUER et al., 2008), a transmissdo direta pode ocorrer entre
profissionais ocupacionais, tais como acgougueiros, fazendeiros, funcionarios de
abatedores e processadores de frango. Pode ocorrer também transmisséo
perinatal, em pacientes ndo necessariamente sintomaticos, durante o nascimento

ou nos primeiros dias de vida do recém-nascido (BUTZLER, 2004).

Todos os animais, inclusive os domésticos, podem ser portadores do
patdogeno, mas as aves, particularmente os frangos, constituem a maior fonte de
transmissdo da infeccdo ao homem (BUTZLER, 2004). O consumo de carne de
frango e derivados inadequadamente processados € o principal fator de risco na
campilobacteriose humana (HUMPHREY; O'BRIEN; MADSEN, 2007; MOORE et
al., 2005). Na maioria dos paises, a frequiéncia de Campylobacter spp. em carne
de frango € de no minimo 50% (SUZUKI; YAMAMOTO, 2009), podendo chegar a
100% (HUMPHREY; O'BRIEN; MADSEN, 2007).
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As vias de transmissdo de Campylobacter spp. em frangos comerciais
antes do abate ainda ndo sdo totalmente esclarecidas. Entretanto, esta
contaminagcdo pode aumentar em decorréncia da contaminacdo cruzada durante

as etapas de abate e processamento (MOORE et al., 2005).

Em carne bovina, a espécie prevalente é C. jejuni, enquanto na carne suina
a prevaléncia € de C. coli (HORROCKS et al., 2009). A freqiéncia do patdogeno
em carnes bovina e suina geralmente € baixa, e inferior a 10%, devido a
manutencdo prolongada das carcacas em temperatura de refrigeracdo antes do
processamento e a reducdo do numero de bactérias ao longo das varias etapas
do processamento (HUMPHREY; O'BRIEN; MADSEN, 2007; MEDEIROS et al.,
2008; TAREMI et al., 2006; WONG et al., 2007).

As informacdes sobre a ocorréncia de Campylobacter spp. em animais de
corte e alimentos de origem animal em paises em desenvolvimento ainda séo
muito limitadas (PADUNGTON; KANEENE, 2003). No Brasil, os estudos
publicados referem-se a deteccdo de Campylobacter termofilicos em carne de
frango, especialmente carcacas de frango recém-abatidas (DIAS et al., 1990;
PINHEIRO, 1991), cortes de frango (AQUINO et al., 1996), carcacas de frango
adquiridas diretamente de uma planta processadora de frangos (AQUINO et al.,
2002) e, em amostras de carcacas (AUGUSTO FILHO, 2001) e cortes de frango
(CARVALHO; CORTEZ, 2003; SAKUMA; FRANCO; FERNANDEZ, 1992)
comercializados no varejo. Nao foram encontrados estudos referentes a deteccéo

da bactéria em produtos carneos de origem bovina e suina.
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1.4 Escherichia coli PRODUTORA DE TOXINA DE SHIGA (STEC)

Escherichia coli faz parte da flora intestinal do homem e animais de sangue
guente. Entretanto, certos subgrupos de E. coli apresentam fatores de viruléncia
gue os tornam capazes de causar doencas intestinais e extra-intestinais (KAPER;
NATARO; MOBLEY, 2004).

Em funcé@o das manifestacdes clinicas, fatores de viruléncia e mecanismos
pelos quais causam a doenca, 0os subgrupos de Escherichia coli responséaveis por
diarréia podem ser subdivididos em seis patotipos: E. coli enteropatogénica
(EPEC), E. coli enterotoxigénica (ETEC), E. coli enteroinvasiva (EIEC), E. coli
produtora de toxina de Shiga ou verotoxigénica (STEC ou VTEC), E. coli
enteroagregativa (EAEC) e E. coli difusamente aderente (DAEC). Ha também
patotipos ndo causadores de diarréia, mas que causam infec¢des extra-intestinais
(EXPEC) (RUSSO; JOHNSON, 2000), septicemia e meningite (MNEC) e,
infeccbes extra-intestinais em unidades de tratamento intensivo (UPEC)
(CAPRIOLI et al., 2005; KAPER; NATARO; MOBLEY, 2004).

Dentre as E. coli diarreiogénicas, o patotipo emergente em alimentos e de
maior relevancia é o formado pela E. coli produtora de toxina de Shiga. Essas
bactérias sdo capazes de causar um amplo espectro de doencas no homem, que
variam desde uma diarréia branda até doencas severas como colite hemorragica
(CH), os quais podem evoluir para complicagdes extra-intestinais graves, como a
Sindrome Hemolitica Urémica (SHU) e a Purpura Trombocitopénica Trombdtica
(PTT) (NATARO; KAPER, 1998).

A principal caracteristica das cepas de STEC é a producdo de um ou mais
tipos de citoxina, denominadas verotoxinas, nome originado do efeito citopatico
sobre células Vero (linhagem celular de rim de macaco verde africano)
(KONOWALCHUK; SPEIRS; STAVRIC, 1977). Essas toxinas sao também
chamadas de toxinas de Shiga (Stx) devido a semelhanga com a toxina produzida
por Shigella dysenteriae tipo 1 (O'BRIEN et al., 1982). Até o momento, séo
conhecidos dois grupos antigenicamente distintos de toxinas de Shiga (Stx1 e
Stx2), codificados por genes diferentes, mas que apresentam a mesma estrutura
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molecular e atividade biolégica. A toxina Stx1 é semelhante a toxina produzida por
Shigella dysenteriae tipo 1 e possui duas variantes Stxlc (ZHANG et al., 2002) e
Stxld (BURCK et al., 2003). A Stx2 apresenta homologia inferior a 60% na
sequéncia de aminoacidos de Stxl1 (JACKSON et al., 1987), sendo conhecidas
cinco variantes: Stx2c (SCHMITT; MCKEE; O'BRIEN, 1991), Stx2d (PIERARD et
al., 1998), Stx2e (WEINSTEIN et al., 1988), Stx2f (SCHMIDT et al., 2000) e Stx2d
elastase (mucus)-ativavel (Stx2d atv.) (MELTON-CELSA; DARNELL; O'BRIEN,
1996).

Os genes stx1 e stx2, responsaveis pela producao das toxinas Stx1 e Stx2
respectivamente, estao localizados no genoma de um bacteriéfago que se integra
no cromossomo das STEC. A presenca destes genes em fagos permite a sua
disseminacado entre diferentes estirpes, assim como possibilita que os genes
coexistam em uma mesma bactéria, desta forma, as STEC podem apresentar um

ou mais genes stx simultaneamente (PATON; PATON, 1998a).

Embora o principal fator de viruléncia das STEC seja a producdo de um ou
mais tipos de Stx (Stx1, Stx2 ou variantes), outros fatores associados a doenca
humana ja foram descritos (GYLES, 2007) e sao freqlentemente utilizados para
caracterizar um subgrupo de STEC, formado pelas E. coli entero-hemorragicas
(EHEC) (CAPRIOLI et al., 2005).

As cepas dos grupos de EHEC e EPEC possuem um gene eaeA
responsavel pela producdo de uma proteina externa de membrana, a adesina
intimina, que causa uma alteragdo na membrana celular denominada leséo A/E
(attaching and effacing). Essa lesdo caracteriza-se pela perda das
microvilosidades do enterdcito, causada pela adesdo intima da bactéria a
superficie das células do epitélio intestinal, levando a um rearranjo do
citoesqueleto na regido onde a bactéria adere, formando um pedestal. A
capacidade de induzir a lesdo A/E é codificada por genes contidos numa ilha de
patogenicidade, conhecida como regido LEE (Locus of Enterocyte Effacement)
(JERSE; KAPER, 1991). Evidéncias recentes demonstram que as infec¢des por
STEC/EHEC envolvem varias moléculas efetoras codificadas por outras ilhas de
patogenicidade n&o pertencentes a regido LEE (KARMALI; GANNON;

SARGEANT, 2009). A presenca do gene stx2 esta associada a um risco maior de
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desenvolvimento de SHU e a presenca simultanea de stx2 e eaeA em uma cepa,

pode ser um progndstico para a ocorréncia de SHU (ETHELBERG et al., 2004).

Outro fator de viruléncia em cepas de EHEC é a producdo de uma
enterohemolisina (EHEC-HIy ou Ehx), utilizada como marcador de patogenicidade
(BEUTIN et al., 1989). Essa enterohemolisina é codificada pelo gene hly, também
denominado por alguns autores de gene ehxA, contido em um plasmidio de
viruléncia (pEHEC) de 60-Mda. A enterohemolisina € uma proteina que atua
destruindo eritrécitos, leucécitos, células endoteliais, granulécitos, mondcitos e
linfécitos T humanos, através da formacédo de pequenos poros. Apesar de haver
uma forte associacao entre a producao de enterohemolisina e de Stx com a colite
hemorragica e a SHU (SCHMIDT; BEUTIN; KARCH, 1995), o papel da
enterohemolisina na patogenicidade de cepas de EHEC n&o estad elucidado
(MAINIL; DAUBE, 2005; SAITOH et al., 2008). A liberacdo de hemoglobina dos
eritrocitos pela acdo da enterohemolisina pode ser uma explicacdo para o papel
de ehxA na patogénese EHEC, pois o ferro da hemoglobina age estimulando a

multiplicacdo do microorganismo no hospedeiro (SAITOH et al., 2008).

Além dos genes ehxA, outros genes podem estar presentes no plasmideo
de EHEC (pEHEC). Um deles é o gene etp, responsavel por um sistema de
secrecdo. O plasmideo pEHEC que contém os genes ehxA e etp esta presente
em todas as cepas de E. coli O157:H7, na maioria das cepas de O26:H11 e em
outros sorotipos de EHEC (MAINIL; DAUBE, 2005).

Atualmente, o termo STEC é utilizado para as cepas de E. coli que
produzem Stx, enquanto que o termo EHEC caracteriza cepas de E. coli que
produzem Stx e induzem a lesdo A/E ou carregam as informagdes genéticas que
codificam esses fatores de viruléncia. Como nem todas as cepas de EHEC
causam colite hemorragica, alguns autores ndo aceitam essa nomenclatura
(MAINIL; DAUBE, 2005).

O periodo de incubacdo da enfermidade causada por STEC é de trés a
quatro dias, mas pode prolongar-se até oito dias ou ser breve, de um a dois dias.
No inicio da enfermidade, a diarréia ndo é sanguinolenta e é precedida de dor
abdominal e febre de curta duracédo, podendo ocorrer vomitos. Apés dois dias, a

diarréia se torna sanguinolenta e a dor abdominal piora. Este estagio costuma



Introducao 25

durar em torno de quatro a dez dias e na maioria dos pacientes ndo ha sequelas
(NATARO; KAPER, 1998).

Em 10% dos pacientes, principalmente criancas abaixo de 10 anos e
idosos, a doenca pode evoluir para SHU (NATARO; KAPER, 1998). A toxina de
Shiga causa danos crbnicos ao rim, levando a necessidade de dialise e até de
transplante renal. SHU é caracterizada pela formacdo de microtrombos,
trombocitopenia e anemia hemolitica (TARR; GORDON; CHANDLER, 2005).

O consumo de agua ou alimentos contaminados, o contato direto e indireto
com animais infectados, e a disseminagdo pessoa-pessoa constituem as
principais vias de transmisséo das STEC. Portadores humanos ja foram relatados
e podem ser fontes de contaminacdo. A dose infecciosa estimada €
extremamente baixa, inferior a 100 células (CAPRIOLI et al.,, 2005; MAINIL;
DAUBE, 2005).

Dentre as STEC, o sorotipo O157:H7 € o0 que apresenta maior expressao
epidemioldgica. Este sorotipo foi reconhecido como patégeno em 1982, quando
foi associado a dois surtos de colite hemorragica de origem alimentar nos Estados
Unidos (RILEY et al., 1983). Os surtos foram relacionados ao consumo de
hamburgueres de carne bovina. E. coli O157:H7 foi isolada de hamburguer cru,
congelado, pertencente ao mesmo lote do envolvido em um dos surtos (WELLS et
al., 1983).

Desde entdo, varios surtos e casos esporadicos de colite hemorragica e
sindrome hemolitica urémica causados por STEC tém sido reportados
mundialmente (ERICKSON; DOYLE, 2007), principalmente em paises
industrializados do hemisfério norte, mas também ha relatos em paises do
hemisfério sul, como na Africa do Sul (EFFLER et al., 2001), Brasil (GUTH et al.,
2002), Australia (NATARO; KAPER, 1998), Chile (PRADO; CAVAGNARO, 2008)
e Argentina (RIVAS et al., 2006).

Diversos alimentos, tais como salames, leite cru, queijos, sucos néo
pasteurizados, meldo e vegetais, jA foram incriminados em surtos de STEC
(GYLES, 2007; KARMALI; GANNON; SARGEANT, 2009), entretanto o maior risco
esta associado ao consumo de carne bovina (KARMALI; GANNON; SARGEANT,
2009; NATARO; KAPER, 1998). Estes microrganismos sao encontrados no trato



Introducao 26

intestinal de diferentes espécies de animais domésticos e selvagens, sendo os
ruminantes o principal reservatorio. O gado é considerado o reservatorio primario
(CERQUEIRA et al., 1999, CAPRIOLI et al., 2005) e os animais freqliientemente
carregam cepas de STEC sem apresentar sintomatologia. E. coli O157 é
considerada transitoria da flora intestinal do gado e sua presenga nas fezes
parece ser influenciada pela idade do animal e pela sazonalidade, sendo maior
nos meses quentes (CAPRIOLI et al., 2005). As cepas de STEC podem
sobreviver por longos periodos nas fezes de animais, em agua contaminada, solo
e superficies de aco inoxidavel e plastico (ERICKSON; DOYLE, 2007).

A maioria dos paises europeus relata uma frequiéncia de 0 a 4% de cepas
0157:H7 e outras STEC em carcacas bovinas e produtos bovinos crus. Nos
Estados Unidos, frequéncias mais elevadas (acima de 36%) ja foram
encontradas. Em frangos e suinos, a presenca de E. coli O157 é rara, mas a
frequéncia de isolamento de cepas STEC nd&o 0157 pode variar de 1 a 50%
(MAINIL; DAUBE, 2005).

Embora E. coli O157:H7 seja o patdgeno mais conhecido deste grupo, mais
de 400 diferentes sorotipos de STEC, designados de STEC n&do-0157 ja foram
descritos (BLANCO et al., 2004). Os mais comumente associados com a infec¢éo
no homem séao: 026, 0103, 0111, 0113 (KARMALI et al., 2003; MAINIL;DAUBE,
2005; VAZ et al., 2004; NATARO; KAPER, 1998), 048, O91(KARMALI et al.,
2003; MAINIL; DAUBE, 2005), 0104 (MAINIL; DAUBE, 2005) e 0121, 0145,
(KARMALI et al., 2003). A ocorréncia dos diferentes sorotipos de STEC pode
variar conforme a regido geografica (MAINIL; DAUBE, 2005).

No Brasil, as infeccdes humanas causadas por STEC, geralmente, sao
restritas a casos esporadicos de diarréia ndo sanguinolenta, particularmente em
criangas e pacientes portadores de HIV. Os sorotipos mais comuns nestas
infecgbes foram O26:H11, O111:NM e O111:H8 (GIRALDI et al., 1990; IRINO et
al., 2007; VAZ et al., 2004).

O primeiro isolamento de E. coli O157:H7 em amostras clinicas no Brasil foi
relatado por Irino et al. (2002). A cepa foi isolada em 1990 de uma paciente de 18
anos de idade que apresentou diarréia e era portadora do virus HIV. Ja o primeiro

relato de isolamento de cepa de STEC relacionada com Sindrome Hemolitica
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Urémica, ocorreu em 2001, em Séo Paulo. E. coli O26:H11 era produtora de stx1,
eae e enterohemolisina, e foi isolada de um paciente de oito meses de idade
(GUTH et al., 2002).

Apesar da baixa frequéncia de infeccbes humanas causadas por STEC no
Brasil, cepas de STEC tém sido detectadas, principalmente, em amostras de
fezes de bovinos (AIDAR-UGRINOVICH et al., 2007; CERQUEIRA et al., 1999;
FARAH et al., 2007; LEOMIL et al., 2003; RIGOBELO et al., 2006; TIMM et al.,
2007) e carcacas de bovinos (RIGOBELO et al., 2008). Cerqueira et al. (1999)
descreveram o primeiro isolamento de E. coli O157:H7 no Brasil, procedente de
swab retal de gado, no Estado do Rio de Janeiro. Dados de isolamento de STEC
em alimentos sdo extremamente limitados (BERGAMINI et al., 2007;
CERQUEIRA; TIBANA; GUTH, 1997; RODOLPHO; MARIN, 2007) e ndo foram
encontrados relatos sobre a pesquisa dessas bactérias em amostras de carnes

suinas e de aves.
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2. OBJETIVOS

Considerando a exiglidade de dados sobre positividade e niveis de

contaminacdo de produtos carneos no comercio varejista de S&o Paulo com

Listeria monocytogenes, Salmonella spp., Campylobacter spp. e Escherichia coli

produtora de toxina de Shiga (STEC), desenvolveu-se o presente trabalho com os

seguintes objetivos:

Investigar a presenca de Listeria monocytogenes, Salmonella spp.,
Campylobacter spp. e Escherichia coli produtora de toxina de Shiga
(STEC) em produtos carneos (salsicha bovina, linglica suina, carne
bovina moida e coxa de frango) refrigerados comercializados no

municipio de Sao Paulo.

Quantificar Listeria monocytogenes e Salmonella spp. nas amostras

analisadas.

Determinar os sorotipos das cepas de Listeria monocytogenes e

Salmonella spp. isoladas das amostras de produtos carneos.

Correlacionar a contagem de microrganismos indicadores de higiene
(coliformes  termotolerantes) com a presenca de Listeria
monocytogenes, Salmonella spp., Campylobacter spp. e Escherichia
coli produtora de toxina de Shiga (STEC) nas amostras de produtos

carneos estudados.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 MATERIAL

O estudo foi conduzido com 552 amostras de produtos carneos, sendo 138 de
salsicha bovina, 138 de linguica suina crua, 138 de carne bovina moida crua e
138 de coxa de frango crua, comercializadas a granel em supermercados e
hipermercados do municipio de S&o Paulo, SP. Todas as amostras se
encontravam dentro do periodo de validade e armazenadas sob refrigeracdo, em

temperaturas entre 0 °C e 6 °C.

A coleta das amostras foi realizada no periodo de maio de 2008 a julho de
2009, e feita por fiscais da sub-geréncia da Geréncia de Vigilancia Sanitaria de
Produtos e Servicos de Interesse a Saude, da Coordenacédo de Vigilancia em
Saude (COVISA) — Prefeitura do Municipio de S&do Paulo. Apés a coleta, as
amostras eram transportadas ao laboratorio em caixas isotérmicas e mantidas

sob refrigeragdo até o momento da andlise (méximo 18 horas).

3.1.1. Amostragem

O célculo do numero de amostras a ser analisado foi realizado com base em
dados disponiveis na literatura com relacdo a ocorréncia dos microrganismos
estudados em produtos carneos. Assim, considerando o fato que em diversos
estudos brasileiros h& diferencas nas prevaléncias de Listeria monocytogenes,
Salmonella spp. Campylobacter spp. e Escherichia coli produtora de toxina de
Shiga em produtos carneos e, ainda, que para um mesmo patdégeno a prevaléncia
pode variar de acordo com o tipo de produto, a amostragem foi calculada
pressupondo-se uma prevaléncia de 10% para todos os patdgenos, nos diferentes
produtos carneos (margem de erro de 5% e nivel de confianca de 95%),

resultando em 552 amostras.

Para assegurar uma coleta de amostras representativa das regides de Sao

Paulo, utilizou-se uma lista de supermercados e hipermercados do municipio
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fornecida pela Prefeitura de Sao Paulo. E de acordo com a estratificacdo destes
supermercados e hipermercados por regido, foram sorteados 138
estabelecimentos, localizados em 77 bairros do municipio de Sdo Paulo. Portanto,
considerando que 0 municipio de Sdo Paulo tem 97 bairros (IBGE, 2009), a

amostragem cobriu 80,2% do municipio de S&o Paulo.

3.2 METODOS

As andlises microbiologicas foram realizadas na Secdo de Microbiologia

Alimentar do Instituto Adolfo Lutz, Sado Paulo, SP.

3.2.1 Preparo das amostras

De cada amostra foram retiradas, assepticamente, quatro porcdes de 25
gramas e cada porcao foi transferida para uma bolsa de polietileno estéril (Nasco,
EUA).

3.2.2 Meios de cultura

Os meios de cultura empregados foram da marca Oxoid (Basingstoke,
Inglaterra), exceto quando especificado.
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3.2.3 Deteccéo de Listeria monocytogenes

Para deteccdo de Listeria monocytogenes nas amostras de produtos
carneos foi utilizada a metodologia descrita no International Organization for
Standardization (ISO 11290-1:1996/Amd.1:2004). Uma aliquota de 25 g de cada
amostra foi homogeneizada com 225 mL de caldo Half-Fraser em stomacher
(Seward 400 — London, UK) por 60 segundos em bolsa plastica, seguido de

incubagéo a 20 = 2 °C por 1 h =5 min.

Apls esse periodo, adicionou-se ao homogeneizado um frasco de
suplemento Half-Fraser SR0166 (Oxoid, Inglaterra) contendo 2,25 mg de &cido
nalidixico, 2,8125 mg de hidrocloreto de acriflavina e 112,5 mg de citrato férrico
de amoénio, incubando-se a 30 £ 1 °C por 24 + 2 h. Em seguida, transferiu-se 0,1
mL do caldo para um tubo contendo 10 mL de caldo Fraser, incubando-se a 35 *
1 °C por 48 = 2 h. Os tubos que apresentavam enegrecimento foram estriados em
agar Palcam e &gar Listeria de acordo com Ottaviani and Agosti (ALOA), seguido
de incubagéo a 35 + 1 °C por 24 a 48 h.

De cada placa de 4gar Palcam e ALOA, trés a cinco colbnias suspeitas de
Listeria foram repicadas em &gar tripticase de soja com 0,6% de extrato de
levedura (TSAye). Apés a incubacdo a 35 = 1 °C por 18 a 24 h, as placas foram
examinadas sob a técnica de iluminacdo obliqua transmitida (técnica de Henry)
para selecdo de colbnias caracteristicas de Listeria, as quais foram transferidas
para outra placa com agar TSAye para obtencdo de colbnias isoladas. Estas
colénias foram submetidas a coloracdo de Gram e testes para producdo de
catalase e B-hemodlise, fermentagdo de carboidratos (xilose, manitol e ramnose) e
motilidade. O resultado foi expresso como auséncia ou presenca de L.

monocytogenes em 25 g do produto carneo.

A metodologia empregada para pesquisa de Listeria monocytogenes nos

produtos carneos analisados esta esquematizada na Figura 1.
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Figura 1 - Esquema da metodologia empregada para deteccdao de Listeria
monocytogenes.
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3.2.4 Enumeracdao de Listeria monocytogenes

Para enumeragédo de Listeria monocytogenes nas amostras de produtos
carneos foi utilizada a metodologia descrita no International Organization for
Standardization (ISO 11290-2:1998), utilizando-se o homogeneizado preparado

para deteccao de L. monocytogenes descrito no item 3.2.3.

Semeou-se 0,4 mL, 0,3 mL e 0,3 mL do homogeneizado (item 3.2.3) na
superficie de cada uma das placas de Petri contendo agar Palcam e ALOA e, com
o auxilio de uma alca de Drigalski, realizou-se o espalhamento dos in6culos por
toda a superficie dos meios. Adicionalmente, aliquotas de 0,1 mL das diluicbes
10" e 102 (preparadas a partir do homogeneizado inicial em 9 mL de &agua
peptonada tamponada a 1%) foram semeadas em placas contendo &gar Palcam e
ALOA. As placas foram incubadas a 35 = 1 °C por 24 a 48 h.

De cada placa de Agar Palcam e ALOA, trés a cinco colbnias suspeitas de
Listeria foram submetidas aos procedimentos de identificacdo de L.

monocytogenes descritos no item 3.2.3.

As contagens de L. monocytogenes foram calculadas de acordo com as
diluicdes efetuadas e expressas em unidades formadoras de colénias por grama

do produto carneo (UFC/Q).

A metodologia empregada para enumeracdo de Listeria monocytogenes

nos produtos carneos analisados esta esquematizada na Figura 2.
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Figura 2 - Esquema da metodologia empregada para enumeracdo de Listeria
monocytogenes.



Material e Métodos 35

3.2.5 Sorotipagem molecular de Listeria monocytogenes

A sorotipagem molecular foi realizada utilizando-se a técnica de Reacdo em
Cadeia pela Polimerase (PCR) multiplex para os genes prs, ORF2819, ORF2110,
Imo0737 e Imo1118, segundo metodologia descrita por Doumith et al. (2004), com
modificacdes. As sequéncias de nucleotideos utilizados como primers para a

reacao estdo descritos na Tabela 01.

Tabela 01 — Primers utilizados na sorotipagem de Listeria monocytogenes
segundo Doumith et al. (2004).

Segiiéncia de nucleotideos Especificidade para Tamanho do

Gene (5-3) 0 sorotipo de fragmento
L. monocytogenes (pb)
Imo0737 F: AGGGCTTCAAGGACTTACCC 1/2a, 1/2c, 3a e 3c 691
R: ACGATTTCTGCTTGCCATTC
Imol1118 F: AGGGGTCTTAAATCCTGGAA 1/2c e 3c 906
R: CGGCTTGTTCGGCATACTTA
ORF2819 F: AGCAAAATGCCAAAACTCGT 1/2b, 3b, 4b, 4d e 4e 471
R: CATCACTAAAGCCTCCCATTG
ORF2110 F: AGTGGACAATTGATTGGTGAA 4b, 4d e 4e 597
R: CATCCATCCCTTACTTTGGAC
prs F: GCTGAAGAGATTGCGAAAGAAG Todas as espécies de 370
R: CAAAGAAACCTTGGATTTGCGG Listeria
F: Forward
R: Reverse

A PCR foi realizada, preferencialmente, com dois isolados de cada amostra
de produto carneo positiva para L. monocytogenes, selecionados das placas de
agar Palcam e ALOA.
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Extragcdo do DNA gendémico

Os isolados obtidos a partir dos produtos carneos analisados e as cepas
controle foram semeados em tubos com caldo tripticase de soja com 0,6% de
extrato de levedura (TSBye) e incubados a 35 °C por 18-24 h. Aliquotas de 1 mL
do caldo foram submetidas a centrifugacdo (14.000 xg) por dois minutos em
centrifuga Mikro 120 (Hettich, Alemanha). O DNA das células foi extraido
utilizando-se o kit comercial Wizard® Genomic DNA Purification System

(Promega, EUA), seguindo as instrugdes do fabricante.

Amplificacdo do DNA extraido

Foram utilizadas cepas padrdo como controles positivo e negativo (Tabela
2). Empregou-se, também, um controle negativo da reacdo de PCR, constituido

de 4gua destilada ultra pura livre de DNase/RNases (Invitrogen, EUA).

Tabela 02 — Cepas padréo utilizadas como controle positivo e negativo, segundo
sorotipo e genes.

Cepas Sorotipos Genes
L. monocytogenes ATCC 19111 1/2a Im00737, prs
L. monocytogenes ATCC 19113 3a Imo0737, prs
L. monocytogenes ATCC 19114 4a ors
L. monocytogenes ATCC 19115 4b ORF2819, ORF2110, prs
L. monocytogenes ATCC 7644 1/2c Imo1118, Imo0737, prs
L. monocytogenes IAL 1981 4c prs
L. monocytogenes IAL 633 1/2a Im00737, prs

L. ivanovii IAL 1983 - prs
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A PCR multiplex foi realizada a partir de uma solucdo contendo 2 uL do DNA
teste (preparado como descrito anteriormente), 12,5 uL de GoTaq® Green Master
Mix [200 pM de cada dNTP e 1,5 mM MgCl, (pH 8,5)] (Promega, EUA),
adicionando-se os 5 pares de primers (IDT, Integrated DNA Technologies, EUA)
nas concentracées de 5 pmoles para Imo0737, ORF2819 e ORF2110, 7,5
pmoles para Imo1118 e 2,5 pmoles para prs e agua ultra pura livre de DNase/
RNases (Invitrogen, EUA) para um volume final de reacdo de 25 uL. A
amplificacdo foi realizada através de aquecimento inicial a 94 °C por 3 min.
seguida de 35 ciclos de 40 seg. a 94 °C; 1.15 min.a55°C e 1.15min.a72° C e
uma extensédo final a 72 °C por 7 min. em Termociclador Endurance TC-412
(Techne, EUA). Os produtos amplificados foram armazenados a 4 °C até o

momento do uso.

A deteccdo dos produtos amplificados foi realizada em gel de agarose
(Invitrogen, EUA) a 1,3% em tampao TBE 1x (45 mM de Tris-Borato e 1 mM de-
EDTA [pH 8.0]), contendo brometo de etidio a 0,5 ug/mL. Foi utilizado um
marcador de peso molecular de 100 bp (Promega, EUA). O gel foi submetido a
eletroforese (fonte PS 1006, Apelex, Franca) em cuba horizontal contendo tampé&o
TBE 1x, durante 10 minutos a 60 V e 60 minutos a 150 V. Apéds a corrida, o gel foi
visualizado em transiluminador de luz ultravioleta (UV), com o auxilio do sistema

de fotodocumentacao Gel Logic 200 (Apelex, Franca) acoplado a um computador.

Quando necessario, os genes amplificados na PCR multiplex foram
confirmados individualmente por PCR, utilizando apenas um par de primer em

cada reacao.
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3.2.6 Deteccéo de Salmonella spp.

Para deteccdo de Salmonella spp. nas amostras de produtos cérneos foi
utilizada a metodologia descrita no International Organization for Standardization
(ISO 6579:2002) com modificacdes. Uma aliquota de 25 g de cada amostra foi
homogeneizada com 225 mL de agua peptonada tamponada 1% (APT) em

stomacher por 60 segundos, seguido de incubacéo a 37 + 1 °C por 18 + 2 h.

Ap0s esse periodo, transferiu-se 1 mL de cada homogeneizado para tubos
contendo 10 mL de caldo Tetrationato Muller-Kauffmann com novobiocina
(MKTTn) e 0,1 mL para tubos contendo 10 mL de caldo Rappaport-Vassiliadis
com soja (RVS). Os tubos foram incubados por 24 +3ha37+1°Ce4l15+1°C,
respectivamente. Aliquotas de cada tubo foram estriadas, por esgotamento, em
dois meios seletivos diferenciais: agar xilose-lisina-desoxicolato (XLD) e &gar
Salmonella-Shigella (SS), seguido de incubacéo a 37 + 1 °C por 24 + 3 h.

As colbnias suspeitas de Salmonella spp. foram isoladas em meio IAL,
presuntivo para identificacdo de enterobactérias (PESSOA; SILVA, 1974), e
incubadas a 37 + 1 °C por 24 + 3 h. Os isolados com respostas bioquimicas
caracteristicas de Salmonella foram repicados em &gar nutriente, seguido de
incubacédo a 37 £ 1 °C por 24 + 3 h, para serem submetidos a sorologia com anti-

soros polivalentes (flagelar e somatico).

As cepas gue apresentaram sorologia positiva para Salmonella foram
enviadas ao Setor de Enterobactérias da Secéo Bacteriologia, do Instituto Adolfo
Lutz, Sdo Paulo, SP, para serem submetidas a sorotipagem completa de acordo
com POPOFF; LE MINOR, 2005.

Os resultados foram expressos como auséncia ou presenca de Salmonella

spp. em 25 g do produto carneo.

A metodologia empregada para pesquisa de Salmonella spp. nos produtos

carneos analisados estd esquematizada na Figura 3.
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Figura 3 - Esquema da metodologia empregada para deteccao
de Salmonella spp.
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3.2.7 Enumeracao de Salmonella spp.

Para enumeracéo de Salmonella spp. has amostras de produtos carneos foi
empregada a técnica do Numero Mais Provavel (NMP) (SWANSON; PETRAN;
HANLIN, 2001) e ISO 6579:2002 com modificacbes, utilizando-se o
homogeneizado (diluicdo 10™) preparado para deteccdo de Salmonella spp. (item
3.2.6). A diluicdo 107 foi preparada homogeneizando-se 1 mL da diluicdo 10" em
9 mL de APT.

Trés aliquotas de 10 mL da diluicdo 10" foram transferidas para tubos
contendo 10 mL de APT concentracdo dupla. Outras trés aliquotas de 1 mL da
diluicdo 10 foram transferidas para trés tubos contendo 10 mL de APT
concentracéo simples e trés aliquotas de 1 mL da diluicdo 107 foram transferidas
para trés tubos contendo 10 mL de APT concentracdo simples. Todos os tubos
foram incubados a 37 £ 1 °C por 18 = 2 h.

Apés a incubacao, transferiu-se 1 mL de cada tubo de APT para tubos
contendo 10 mL de MKTTn e 0,1 mL para tubos com 10 mL de RVS, seguido de
incubacdo por24 + 3 ha37 +£1° e 41,5 + 1 °C, respectivamente. Em seguida,
aliquotas de cada tubo foram estriadas, por esgotamento, em dois meios seletivos

diferenciais: agar XLD e agar SS, seguido de incubacdo a 37 £+ 1 °C por 24 + 3 h.

As colbnias suspeitas de Salmonella spp. foram submetidas aos testes de
identificacdo descritos em 3.2.6. Com base no numero de tubos positivos para
Salmonella spp., calculou-se a quantidade deste microrganismo na amostra
utilizando-se a tabela de Hoskins. Os resultados foram expressos como NMP por
grama do produto carneo.

A metodologia empregada para enumeracdo de Salmonella spp. nos

produtos carneos analisados esta esquematizada na Figura 4.
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Figura 4 - Esquema da metodologia empregada para enumeragdo de
Salmonella spp.
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3.2.8 Deteccado de Campylobacter spp.

Para pesquisa de Campylobacter spp. nas amostras de produtos carneos
foi utilizada a metodologia descrita no International Organization for
Standardization (ISO 10272-1:2006). Uma aliquota de 25 g de cada amostra foi
homogeneizada com 225 mL de caldo Bolton em stomacher por 60 segundos,
seguido de incubacdo a 37 £ 1 °C em microaerofilia (5% O,, 10% CO,, 85% N,)
(Difco, EUA) por 4 h e, em seguida, a 41,5 £ 1 °C por 44 £ 4 h, também em

microaerofilia.

Os caldos foram estriados em placas contendo agar carvao desoxicolato
cefoperazone modificado (MCCDA) e agar Skirrow e as placas incubadas a 41,5 +
1 °C por 44 £ 4 h, em microaerofilia. Trés a cinco colbnias suspeitas de
Campylobacter spp. foram transferidas para placas de Petri contendo &agar

Columbia, seguido de incubacado a 41,5 + 1 °C por 24 a 48 h, em microaerofilia.

As colbnias foram submetidas a coloracdo com cristal violeta e as provas
de catalase, oxidase, crescimento a 25 °C e 41,5 °C, resisténcia ao &cido
nalidixico e cefalotina, hidrélise do hipurato e do acetato. Os resultados foram
expressos como auséncia ou presenca de Campylobacter spp. em 25 g do

produto carneo.

A metodologia utilizada para deteccédo de Campylobacter spp. nos produtos

carneos analisados estd esquematizada na Figura 5.
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Figura 5 -Esquema da metodologia empregada para deteccdo de
Campylobacter spp.
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3.2.9 Deteccdao de Escherichia coli produtora de toxina de Shiga (STEC)

A metodologia utilizada para deteccdo de Escherichia coli produtora de
toxina de Shiga (STEC) nas amostras de produtos carneos foi a descrita no
Compendium of Methods for the Microbiological Examination of Foods, 2001
(MENG; FENG; DOYLE, 2001). Uma aliqguota de 25 g de cada amostra foi
homogeneizada com 225 mL de caldo EC modificado (Difco, EUA) adicionado de
novobiocina (Sigma, EUA) em stomacher por 60 segundos, seguido de incubacdo
a35x1°C porl8a?24h.

O caldo foi estriado em placas de Petri contendo agar MacConkey sorbitol
(SMAC) e agar MacConkey sorbitol com cefixima e telurito (SMAC-CT). Apés a
incubagéo das placas a 35 + 1 °C por 18 a 24 h, cinco a dez colbnias, sorbitol
positivas e negativas, foram selecionadas e transferidas com auxilio de agulha de
niquel cromo para o meio IAL e incubadas a 35 + 1 °C por 18 a 24 h. As col6nias
suspeitas de E. coli foram isoladas em agar TSAye, incubadas a 35 + 1 °C por 18
a 24 h, e submetidas aos testes de fermentacao de lactose, citrato de Simmons e
provas de Voges Proskauer e vermelho de metila. As cepas confirmadas como E.
coli foram submetidas a técnica de PCR para pesquisa dos genes stxl, stx2,
eaeA e hly.
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A pesquisa dos genes stx1, stx2, eaeA e hly foi realizada utilizando-se a
técnica de PCR multiplex segundo metodologia descrita por Paton e Paton
(1998b), com modificacdes. Os primers utilizados para a reacao estdo descritos
na Tabela 03.

Tabela 03 — Primers utilizados para a detecgdo dos genes stxi, Stx,, eaeA e hly
por PCR multiplex segundo Paton e Paton (1998b).

Gene Seqliéncia de nucleotideos Tamanho do fragmento
(5-3) (pb)
stxy F: ATAAATCGCCATTCGTTGACTAC 180
R: AGAACGCCCACTGAGATCATC
Stxs F: GGCACTGTCTGAAACTGCTCC 255
R: TCGCCAGTTATCTGACATTCTG
eaeA F: GACCCGGCACAAGCATAAGC 384
R: CCACCTGCAGCAACAAGAGG
hly F: GCATCATCAAGCGTACGTTCC 534
R: AATGAGCCAAGCTGGTTAAGCT
F: Forward
R: Reverse

Extracdo do DNA gendmico

Os isolados obtidos a partir dos produtos carneos analisados e as cepas
controle (E. coli O157:H7 IAL 1848 e E. coli K1) foram semeados em caldo
infusdo cérebro coracdo (BHI) e incubados a 35 °C por 18-24 h. Aliquotas de 1
mL do caldo foram submetidas a centrifugacdo (14.000 xg) por dois minutos em
centrifuga Mikro 120 (Hettich, Alemanha). O DNA das células foi extraido
utilizando-se o kit comercial Wizard® Genomic DNA Purification System
(Promega, EUA), seguindo as instrucdes do fabricante.
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Amplificacdo do DNA extraido

Além das cepas utilizadas como controle positivo (E. coli O157:H7 IAL 1848)
e negativo (E. coli K1), empregou-se, também, um controle negativo da reacao de
PCR, constituido de agua destilada ultra pura livre de DNase/RNases (Invitrogen,
EUA).

A PCR multiplex foi realizada a partir de uma solucdo contendo 2 uL do DNA
teste (preparado como descrito anteriormente), 12,5 uL de GoTaq® Green Master
Mix [200 pM de cada dNTP e 1,5 mM MgCl, (pH 8,5)] (Promega, EUA),
adicionando-se os 4 pares de primers (IDT, Integrated DNA Technologies, EUA)
nas concentracbes de 10 pmoles e agua ultrapura livre de DNase e RNase
(Invitrogen, EUA) para um volume final de reacdo de 25 uL. A amplificacédo foi
realizada através de aguecimento inicial a 95 °C por 5 min seguido de 35 ciclos de
45 sega 95 °C; 45sega 56 °C e 1 mina 72 °C e uma extensao final por 5 min a
72 °C em Termociclador Endurance TC-412 (Techne, EUA). Os produtos

amplificados foram armazenados a 4 °C até o momento do uso.

A deteccdo dos produtos amplificados foi realizada em gel de agarose
(Invitrogen, EUA) a 1,0% em tampao TBE 1x (45 mM de Tris-Borato e 1 mM de-
EDTA [pH 8.0]), contendo brometo de etidio a 0,5 pg/mL. Foi utilizado um
marcador de peso molecular de 100 bp (Promega, EUA). O gel foi submetido a
eletroforese (fonte PS 1006, Apelex, Franca) em cuba horizontal contendo tampéao
TBE 1x, durante 10 minutos a 60 V e 60 minutos a 100 V. Apés a corrida o gel foi
visualizado em transiluminador de luz ultravioleta (UV), com o auxilio do sistema

de fotodocumentacao Gel Logic 200 (Apelex, Franga) acoplado a um computador.

A metodologia empregada para deteccado de Escherichia coli produtora de
toxina de Shiga (STEC) nos produtos carneos analisados esta esquematizada na

Figura 6.
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Figura 6 - Esquema da metodologia empregada para deteccdo de Escherichia
coli produtora de toxina de Shiga (STEC).
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3.2.10 Enumeracéao de coliformes termotolerantes

A enumeragdo de coliformes termotolerantes nas amostras de produtos
carneos foi feita pela técnica do NMP, conforme Kornacki e Johnson (2001). Uma
porcdo de 25 g de cada amostra foi homogeneizada com 225 mL de APT em
stomacher por 60 segundos (diluicdo 10™) e submetida & diluicbes decimais
seriadas até 10, em APT. Um mL de cada uma das diluicées foi transferido para
trés séries de tubos, contendo caldo lauril sulfato triptose e um tubo de Durhan,

seguido de incubacdo a 35+ 1 °C por 48 + 3 h.

Os caldos que apresentaram turvacdo e gas nos tubos de Durhan foram
transferidos para tubos contendo o caldo Escherichia coli (EC), seguido de
incubacédo a 45 + 0,5 °C por 48 + 3 h.

Novamente, os tubos que apresentavam turvacdo e gas nos tubos de
Durhan foram considerados positivos. De acordo com o numero de tubos
positivos para cada diluicdo testada, determinou-se o NMP de coliformes
termotolerantes por grama de produto carneo, empregando-se a tabela de

Hoskins.

3.2.11 Anédlise Estatistica

Para avaliar a associacdo dos resultados positivos para os patdogenos
estudados com a regido de coleta das amostras utilizou-se o teste do Qui-
quadrado, conforme Siegel (1975). O mesmo teste foi realizado para verificar a
correlacdo da contagem de microrganismos indicadores (coliformes
termotolerantes) com a presenca dos patdogenos nas amostras estudadas.

Adotou-se um nivel de significancia de 5%.
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4. RESULTADOS

Do total de amostras de produtos carneos analisados, Listeria
monocytogenes foi 0 patdégeno isolado com maior frequéncia, sendo detectado
em 48,7% das amostras, seguido por Campylobacter spp. em 6,0% e Salmonella
spp. em 5,8%. Escherichia coli produtora de toxina de Shiga (STEC) néo foi
detectada em nenhuma das amostras estudadas. Os resultados da ocorréncia
dessas bactérias de acordo com o produto carneo analisado estao representados

na Tabela 04 e na Figura 07.

Tabela 04 —Ocorréncia de Listeria monocytogenes, Salmonella spp., Campylobacter spp.
e E. coli produtora de toxina de Shiga (STEC) nos produtos carneos

analisados.
NUMERO DE AMOSTRAS POSITIVAS
Salsicha Linglica Carne Coxade Total
moida frango
(N=138) (N=138) (N=138) (N=138) (N=552)
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)

L. monocytogenes 52 (37,70 55 (39,8) 82 (59,4) 80 (58,0) 269  (48,7)

Salmonella spp. 0 0) 20 (14,5) 0 0) 12 8,7) 32 (5,8)

Campylobacter spp. 0 0) 0 (0) 6 (4,3) 27 (19,6) 33 (6,0)

E. coli (STEC) 0 © 0 0) 0 0) 0 0) 0 0)
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Figura 07 — Positividade de L. monocytogenes, Salmonella spp., Campylobacter spp.
e E. coli (STEC) nos diferentes tipos de produtos carneos analisados.

Com relacédo a regido de coleta, foi observado que o nimero de amostras
positivas para pelo menos um dos patdgenos estudados foi mais alto na regiao
leste (35,9%). Prevaléncias mais baixas foram encontradas nas amostras
procedentes das regides sul (23,5%), norte (20,3%), oeste (11,8%) e central
(8,5%) (Figura 08). Entretanto, ndo foi observada associacdo entre a positividade

dos patdgenos isolados e as regides estudadas (p>0,05).

Considerando por cada categoria de produto carneo, a prevaléncia de
L. monocytogenes nas amostras de carne moida obtidas na regidao norte (>70%)
foi significativamente superior (p<0,05) as encontradas nas demais regides. Para

0s outros produtos analisados, esta diferenca nao foi observada (p>0,05).
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Campylobacter spp. e E. coli (STEC) nos produtos céarneos
analisados, de acordo com a regido de coleta no municipio de Séo
Paulo.
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4.1 Listeria monocytogenes

Entre as bactérias avaliadas no presente estudo, Listeria spp. foi a mais
frequente, detectada em 468 (84,8%) dos produtos carneos estudados. A espécie
isolada com maior frequéncia foi Listeria innocua (63,9%), seguida de Listeria
monocytogenes (48,7%), Listeria welshimeri (13,6%) e Listeria seeligeri (6,3%).
Listeria grayi subespécie murrayi foi detectada em apenas uma amostra de
salsicha (0,2%) (Tabela 05).

Além da elevada prevaléncia, L. monocytogenes foi detectada em todos os
tipos de produtos carneos estudados, com frequéncias mais elevadas nas
amostras de carne moida (59,4%), seguido de coxa de frango (58,0%), linglica
(39,8%) e salsicha (37,7%).

Tabela 05 - DistribuicAo das espécies de Listeria nos produtos carneos
estudados.

N° amostras positivas

Salsicha Lingliica  Carne moida Coxadefrango Total (%)

L. monocytogenes 52 55 82 80 269 (48,7)
L.innocua 64 75 114 100 353 (63,9)
L. welshimeri 8 36 9 22 75 (13,6)
L. seeligeri 10 9 10 6 35 (6,3)
L. gray murrayi 1 0 0 0 1(0,2)

A pesquisa de L. monocytogenes foi realizada por duas metodologias, a de
deteccdo (presenca/auséncia em 25 g) e a de enumeracdo (UFC/g). A maior
frequéncia de isolamento foi observada pela metodologia de deteccédo (Tabela
06). Entretanto, em 25 amostras de carne moida, cinco de coxa de frango, trés de
linglica e duas de salsicha positivas para L. monocytogenes, a presenca da
bactéria foi detectada somente pelo método de contagem, ndo sendo detectada

pela pesquisa em 25 g do produto.
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Tabela 06 — Positividade para L. monocytogenes nos produtos carneos
estudados, de acordo com o método de andlise utilizado
(deteccéo ou enumeracéo).

Método de deteccgao Método de enumeracéao
(259) (UFC/g)
n % n %
Salsicha 50 36,2 9 6,5
Linguica 52 37,6 11 8,0
Carne moida 57 41,3 56 40,6
Coxa de frango 75 54,3 19 13,8
Total 234 42,4 95 17,2

Os resultados observados pelo método de enumeracdo de L.
monocytogenes mostraram que na maioria das amostras (67,4%) nas quais a
contagem do patégeno foi possivel, as contagens foram inferiores a 10? UFC/g
(Tabela 07). Nas amostras de salsicha, os valores variaram de < 10 a 1,9x10?
UFC/g, em lingliica de < 10 a 5,6x10%> UFC/g, em coxa de frango de < 10 a
8,9x10% UFC/g e em carne moida de < 10 a 4,5x10° UFC/g.

Tabela 07 — DistribuicAo das amostras de produtos carneos estudados de
acordo com a contagem de L. monocytogenes.

Contagens de L. monocytogenes

(UFC/g)
<10 10 a 10° >10*a < 10° >10°
Salsicha 129 7 2 0
Linglica 127 9 2 0
Carne moida 82 34 17 5
Coxa de frango 119 14 5 0

Total 457 (82,8%) 64 (11,6) 26 (4,7) 5 (0,9)
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4.1.1. Sorotipagem molecular de L. monocytogenes

Das 775 cepas de L. monocytogenes isoladas dos produtos cérneos
estudados, 442 foram submetidas a sorotipagem molecular, sendo 143 cepas
provenientes de 95 amostras de carne moida, 134 cepas provenientes de 93
amostras de coxa de frango, 83 cepas provenientes de 59 amostras de lingiica e

82 cepas provenientes de 55 amostras salsicha.

Os perfis obtidos foram comparados com os perfis padrdes de sorotipagem
dos produtos de amplificacdo apresentados na Figura 09. Segundo Doumith et al.
(2004), a PCR multiplex permite separar as cepas de L. monocytogenes em
quatro grupos sorolégicos: o Grupo 1 contém os sorotipos 1/2a e 3a (fragmento
Imo0737, de 691 pb), o Grupo 2 contém os sorotipos 1/2c e 3c (fragmentos
Imo0737 e Imo1118, 691 pb e 906 pb, respectivamente), o Grupo 3 contém 0s
sorotipos 1/2b, 3b e 7 (fragmento ORF2819, 471 pb) e o Grupo 4 os sorotipos 4b,
4d e 4e (fragmentos ORF2819 e ORF2110, 471 pb e 597 pb, respectivamente).
Os sorotipos 4a e 4c, assim como todas as demais espécies de Listeria

amplificam o fragmento prs de 370 pb.

8 9 10 11 12 13 14 15 16

Foto: Doumith et al., 2004

Figura 09 - Eletroforese de gel de agarose com perfis de fragmentos de DNA
gerados pela PCR multiplex para sorotipagem molecular de cepas
L. monocytogenes. Nas linhas de 1 a 12 estdo demonstrados os perfis
das cepas de L. monocytogenes dos sorovares: 1/2a, 1/2b, 1/2c, 4b,
3a, 3b, 3c, 4d, 4e, 7, 4a e 4c. Os controles negativos estdo descritos
das linhas 13 a 16 (L. innocua, L. welshimeri, L. ivanovii, L. seeligeri,
respectivamente). Na linha M esta o peso de marcador molecular. No
lado direito estdo indicados os genes correspondentes ao fragmento
amplificado (Doumith et al., 2004).
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Dentre as cepas analisadas por PCR multiplex, 28,7% das cepas foram
identificadas como pertencentes ao Grupo 1 que compreende 0s sorotipos 1/2a e
3a, 21,0% ao Grupo 2 que contém os sorotipos 1/2c e 3c, 17,0 % ao Grupo 3 que
contém os sorotipos 1/2b, 3b e 7 e 13,8% ao Grupo 4 que compreende 0s
sorotipos 4b, 4d e 4e. Em trés cepas (0,7%) ocorreu amplificagcdo somente do
gene prs, 0 que indica que estas cepas podem ser pertencentes ao sorotipo 4a,
4c ou mesmo ndo serem L. monocytogenes, jA que esse gene esta presente em

todos os géneros de Listeria (Tabela 08).

Em 83 (18,8%) cepas foi detectado um perfil atipico (ndo tipavel), com
amplificacéo de quatro fragmentos de DNA de 370 pb, 471 pb, 597 pb e 691 pb,
sendo os trés primeiros caracteristicos do Grupo 4 e o ultimo do Grupo 1. A
presenca destes quatro fragmentos de DNA detectados pela técnica de PCR

multiplex foi confirmada também pela técnica de PCR.

Tabela 08 — Distribuicdo dos perfis de sorotipagem molecular das cepas de
L. monocytogenes isoladas.

Perfis de sorotipagem

(%rzipeosi) (clalrzlf:peoﬁ) (1/%[;,J 28 e37) (4%,“:5) Z je) daoudc gls\?a TOTAL
Salsicha 19 8 32 15 0 8 82
LingUica 41 18 11 10 1 2 83
Carne moida 7 38 22 22 1 53 143
Coxa de frango 60 29 10 14 1 20 134

TOTAL 127 93 75 61 3 83 442
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Em relacdo aos perfis de sorotipagem detectados nos diferentes tipos de

produtos cérneos analisados (Tabela 09 e Figura 10), verificou-se que nas

amostras de linglica e coxa de frango houve prevaléncia do Grupo 1 (45,8% e

41,9%, respectivamente). Nas amostras de salsicha houve prevaléncia do Grupo

3 (41,8%). Nas amostras de carne moida, ndo houve prevaléncia de nenhum dos

perfis de sorotipagem descritos na metodologia de PCR multiplex utilizada

(Doumith et al., 2004), verificando-se que em 33,7% das amostras foi encontrado

um perfil atipico. Em 34 (7,7%) amostras, houve o isolamento concomitantemente

de dois tipos de perfil molecular.

Tabela 09 — Distribuicdo dos perfis de sorotipagem molecular das cepas de
L. monocytogenes sorotipadas, de acordo com o tipo de produto

carneo analisado.

Salsicha

Linguica

Carne moida

Coxa de frango

Perfis de sorotipagem

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 4 Nao tipavel
(12ae3a) (1/2ce3c) (1/2b,3be7) (db,adede) 220OUAC TOTAL
n % n % n % n % n % n %
14 254 5 9,1 9 16,4 0 0 4 7,3 55 18,2
27 458 13 22 8 13,5 1 1,7 1 1,7 59 195
5 5,3 28 29,5 14 1477 1 10 32 33,7 95 314
39 419 20 215 9 9,7 1 11 16 17,2 93 30,8

Em destaque os perfis moleculares mais freqiientes em cada tipo de produto carneo analisado.
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Figura 10 - Distribuicdo dos perfis de sorotipagem molecular das cepas de

L. monocytogenes sorotipadas, de acordo com o tipo
carneo analisado.

de produto

Os resultados tipicos encontrados para a PCR multiplex dos genes prs,
ORF2819, ORF2110, Imo0737 e Imo1118 podem ser observados nas Figuras 11

el2.

Imo1118 (906 pb) —»
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Figura 11 - Perfil molecular de sorotipagem de L. monocytogenes das

amostras de controle. M: marcador de peso molecular
(100 pb). 1: L. ivanovii; 2: L. monocytogenes ATCC 19111
(1/2a); 3: L. monocytogenes ATCC 7644 (1/2c); 4: L.
monocytogenes ATCC 19115 (4b); 5: L. monocytogenes
ATCC 19113 (3a); 6: L. monocytogenes ATCC 19114 (4a);
7: L. monocytogenes IAL 1981 (4c); 8: L. monocytogenes
IAL 633 (1/2a).
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Figura 12 - Perfil molecular de sorotipagem de L. monocytogenes de
algumas cepas isoladas dos produtos carneos
analisados. M: marcador de peso molecular (100 pb). 1:
Grupo 2 (1/2c e 3c); 2: 4a ou 4c; 3: Grupo 1 (1/2a e 3a);
4: Grupo 2 (1/2c e 3c); 5: Grupo 4 (4b, 4d e 4e); 6:
Grupo 1 (1/2a e 3a); 7 e 8 Grupo 3 (1/2b, 3b e 7); 9 e 10:
nao tipavel; 11: Grupo 1 (1/2a e 3a); 12: nao tipavel; 13:
Grupo 3 (1/2b, 3b e 7); 14: nao tipavel;, 15: Grupo 3
(1/2b, 3b e 7).
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4.2 Salmonella spp.

Dentre as 552 amostras de produtos carneos analisadas, 32 apresentaram
resultados positivos para Salmonella spp., sendo 20 (14,5%) de linglica e 12
(8,7%) de coxa de frango. Nenhuma das amostras de salsicha e carne moida foi

positiva para Salmonella spp.

Com relacdo a populacdo de Salmonella spp, as amostras positivas pelo
método de enumeragdo apresentaram contagens baixas, que variaram de 3,0 a
9,3x10 NMP/g. Quatro amostras (trés de linglica e uma de frango) em que foi
possivel fazer a enumeracdo de Salmonella spp. foram negativas quando

testadas pelo método de deteccéo .

Dentre as amostras positivas foram isolados 14 sorovares: S. Typhimurium
(28,1%), S. Enteritidis (12,5%), S. Derby (12,5%), S. | 4,[5],12::- (12,5%),
S. Brandenburg (9,4%), S. enterica subsp. diarizonae 61:c: z35 (6,2%), S. Infantis
(6,2%), S. Anatum (3,1%), S. Newport (3,1%), S. Ohio (3,1%), S. Rissen (3,1%),
S. Schwarzengrund (3,1%), S. enterica subsp. diarizonae 61:.c:- (3,1%) e
S. 14,[5],12:-:- (3,1%).

Nas Tabelas 10 e 11 estdo representados os resultados da deteccéo e
enumeragcdo de Salmonella spp. nas amostras de linglica e coxa de frango,

respectivamente.
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Tabela 10 —Positividade de Salmonella spp. nas amostras de lingli¢a estudadas,
de acordo com o método de analise utilizado (deteccdo ou

enumeragao).
Método de Método de
N° Sorovar deteccéo enumeragao
(presenca em 25 g) (NMP/qg)
1 S. Typhimurium + <0,3
2 S. Derby + 9,3x10
3 S. Infantis + 7,2x10
4 S. Infantis - 3,0
5 S. Typhimurium + 7,5x10
6 S. Typhimurium + <0,3
7 S. Brandenburg + <0,3
8 S. Typhimurium + <0,3
9 S. Rissen + <0,3
10 S. Typhimurium + <0,3
11 S. Typhimurium + 9,1
12 S. 14,[5],12::- + <0,3
13 *S, | 4,[5],12:-:- - 0,36
*S. Ohio + <0,3
14 S. Typhimurium + <0,3
15 S. Derby + <0,3
16 S. Typhimurium + <0,3
*S. | 4,[5],12:i:- + <0,3
17 *S. Derby - 0,3
18 S. 14,[5],12::- + <0,3
19 S. Derby + <0,3
20 S. Typhimurium + 0,36

* Cepas isoladas de uma mesma amostra
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Tabela 11 — Positividade de Salmonella spp. nas amostras de coxa de frango
estudadas, de acordo com o método de andlise utilizado (deteccdo ou

enumeracao).
Método de Método de
N° Sorovar deteccéo enumeracao
(presenca em 25 Q) (NMP/g)

1 S. enterica subsp. diarizonae 61:¢:z35 + <0,3
5 *S. Anatum + <0,3
*S. Newport + <0,3
3 S. Brandenburg + <0,3
4 S. Brandenburg + 0,36
5 S. Enteritidis + <0,3
6 S. Enteritidis + 0,36
7 S. enterica subsp. diarizonae 61:¢:z35 + <0,3
8 S. enterica subsp. diarizonae 61:c:- + 0,36
9 S. Schwarzengrund + <0,3
10 S. Enteritidis + <0,3
11 S. Enteritidis - 0,91
12 S. 14,[5],12:i:- + <0,3

*Cepas isoladas de uma mesma amostra
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4.3 Campylobacter spp.

Do total de 552 produtos carneos analisados, Campylobacter spp. foi
detectado em 33 amostras (6,0%), sendo 27 de coxa de frango (19,6%) e seis
amostras de carne moida (4,3%). Nenhuma das amostras de salsicha e linguica

foi positiva para Campylobacter spp.

Entre as amostras de coxa de frango positivas, em 14 (51,8%) detectou-se
Campylobacter coli, em nove (33,3%) Campylobacter jejuni e em trés (11,1%),
ambas as espécies. Em uma das amostras, nao foi possivel a identificacdo da
espécie, pois a coldnia caracterizada morfologicamente, ndo foi recuperada para

complementagéo das provas de identificago.

Quanto as amostras de carne moida positivas, todos os isolados foram

caracterizados como C. jejuni.
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4.4 Escherichia coli produtora de toxina de Shiga (STEC)

Dos 171 isolados de Escherichia coli submetidos a pesquisa dos genes stxi,
stx,, eaeA e hly, apenas trés (1,7%) foram positivas para algum desses quatro
genes. Uma cepa, isolada de linglica, foi positiva para os genes eaeA e hly, e
outras duas cepas, isoladas de coxa de frango, apresentaram somente o gene
eaeA. Nenhuma das cepas foi positiva para 0s genes stx; e stxp, indicando ndo

serem pertencentes ao grupo das STEC.

Os resultados tipicos encontrados para a PCR multiplex dos genes stx1,
stx2, eaeA e hly podem ser observados na Figura 13.

hly (534 pb) —5 «»
- ™ - w <«—— caeA (384 pb)
stx2 (255 pb) —> w=
stx1 (180 pb) ——> "=

Figura 13 - Deteccéo dos genes stx;, Stx; eaeA e hly nas cepas
de controle e dos isolados dos produtos carneos. M:
marcador de peso molecular (100 pb). 1: E. coli
(C+); 2: amostra com genes hly e eaeA; 3 e 4:
amostra com gene eaeA,; 5: E. coli (C-); 6: agua.
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4.5 Enumeracéao de Coliformes Termotolerantes

Do total de produtos carneos analisados, 52,9% foram positivos para
coliformes termotolerantes, que foram encontrados em 94,9% das amostras de
coxa de frango, 59,4% de carne moida, 47,8% de linglica e 9,4% de salsicha. As
populacdes de coliformes termotolerantes nas amostras de coxa de frango
variaram de < 3,0 a 4,6x10° NMP/g e, nas amostras de salsicha, lingiiica e carne
moida de < 3,0 a = 2,4x10° NMP/g (Tabela 12). Conforme pode ser visto na
Tabela 12, 65,4% das amostras estudadas apresentam contaminagao por
coliformes termotolerantes inferior a 10 NMP/g.

Tabela 12 — Distribuicdo das amostras de produtos carneos analisados de acordo
com o NMP de coliformes termotolerantes por grama.

N° amostras positivas

Populacao Salsicha Lingiica Carne Coxade  Total (%)
(NMP/g) moida frango

(n=138) (n=138) (n=138) (n=138) (N=552)

<3 125 72 56 7 260 (47,1)

3_| 10 10 26 28 37 101 (18,3)

10_| 102 2 27 31 72 132 (23,9)
10°410° 0 7 12 18 37 (6,7)
> 10° 1 6 11 4 22 (4,0)
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4.5.1 Avaliacdo da correlagdo entre a populacdo de coliformes
termotolerantes e a presenca dos patdogenos nas amostras de
produtos carneos estudadas.

Foi observada associacao entre a populagéo de coliformes termotolerantes
e a presenca de L. monocytogenes, Salmonella spp. e Campylobacter spp. nos
produtos cérneos estudados (p<0,05). Na Tabela 13 estdo apresentados os dados
da populacdo de coliformes termotolerantes e da positividade dos patégenos

detectados.

Tabela 13 - Relacdo entre a populagdo de coliformes termotolerantes e a positividade
para L. monocytogenes, Salmonella spp. e Campylobacter spp. nas
amostras analisadas.

Positividade
NMP coliformes
termotolerantes n
L. monocytogenes Salmonellaspp. Campylobacter spp.
<3 260 108 (41,5%) 3 (1,2%) 6 (2,3%)
3 _| 10 101 46 (45,5%) 4 (4%) 5 (5%)
10 _| 102 132 68 (51,5%) 15 (11,3%) 17 (12,9%)
102_| 102 37 25 (67,6%) 4 (11%) 2 (5,4%)

> 10° 22 22 (100%) 6 (27,3%) 3 (13,6%)
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5. DISCUSSAO

A producdo mundial de carnes, principalmente de origem bovina, suina e
de frangos, esta em crescimento e o Brasil € um dos maiores produtores de

carnes.

A bovinocultura de corte representa a maior fatia do agronegécio brasileiro,
gerando faturamento de mais de R$ 50 bilhGes/ano e cerca de sete e meio
milhdes de empregos. Em 2008, o Brasil liderou o ranking dos maiores
exportadores de carne bovina no mundo. Estes valores representaram uma
participacdo de 28% do comércio internacional, exportando para mais de 170
paises. O pais tem consumo "per capita” em torno de 36,6 kg/ano. (ABIEC, 2009).

Quanto a carne suina, em 2008, o Brasil atingiu a cifra recorde de 1,48
bilhdes de ddélares em exportacdes, 20% a mais do que em 2007. O mercado
interno esteve bem mais dindmico do que no ano anterior, devido a uma série de
fatores, como o aumento da producdo de industrializados, principalmente de
linglicas, precos mais competitivos e ampliacdo da oferta de cortes frescos.
Atualmente o consumo anual de carne suina € em torno de 14 kg por habitante
(ABIPECS, 2009).

Ja a carne de frango é considerada o segundo produto nas exportacdes de
agronegocio e o sexto na pauta de exportacbes do pais. O Brasil é o terceiro
maior produtor e lider nas exportacdes de carne de frango, ocupando 40% de
todo mercado mundial. Estima-se que séo gerados nesta cadeia produtiva quatro
milhdes de empregos. Além disso, o Brasil apresenta um dos maiores indices de
consumo médio de frango por habitante, entre 1995 e 2007, 0 consumo aumentou
de 20 kg para 37,8 kg (UBA, 2008).

Considerando que os produtos carneos podem ser veiculadores de
microrganismos patogénicos e que o0 consumo destes produtos no Brasil é
significativo (ABIEC, 2009; ABIPECS, 2009; UBA, 2008), o estudo da prevaléncia
e quantificacdo de patdgenos € importante para que se possa avaliar a exposi¢ao
do consumidor a esses microrganismos e, posteriormente, avaliar o risco

associado ao consumo desses alimentos.
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Os dados obtidos neste estudo sobre a ocorréncia de Listeria
monocytogenes (48,7%), Campylobacter spp. (6,0%) e Salmonella spp. (5,8%)
nas amostras de produtos carneos analisados sdo de importancia a saude
publica. O consumo destes produtos quando submetidos a cocc¢éao inadequada
e/ou sujeitos a contaminacdo cruzada com outros alimentos prontos para o

consumo pode levar a ocorréncia de Enfermidades Transmitidas por Alimentos.

5.1 Listeria monocytogenes

L. monocytogenes encontra-se amplamente disseminada na natureza e
pode ser encontrada em diversos alimentos (CESARE et al., 2007; FILIOUSIS et
al., 2009; GUDBJORUSDOTTIR et al., 2004; JEMMI; STEPHAN, 2006;
KARAKOLEV, 2009; MANFREDA et al., 2007; MENA et al.,, 2004; VAZQUEZ-
BOLAND et al., 2001).

Dados da literatura, em diferentes paises, demonstram ampla variagdo na
ocorréncia de L. monocytogenes em produtos carneos. Em amostras de frango, a
prevaléncia relatada varia de 1,31% na China (ZHOU; JIAO, 2006) até 70% na
Estbnia (PRAAKLE-AMIN; HANNINEN; KORKEALA, 2006); em amostras de
carne bovina de 4,7% na Turquia (YUCEL; CITAK; ONDER, 2005) até 34,9% na
Espanha (VITAS; GARCIA-JALON, 2004) e em amostras de embutidos suinos de
3,7% na Espanha (CABEDO et al., 2008) até 42% na Italia (MELONI et al., 2009).

Na presente pesquisa, a positividade de L. monocytogenes nas amostras
de produtos carneos analisados (48,7%) foi mais elevada que a relatada na
maioria dos estudos desenvolvidos no Brasil. Em relagdo a prevaléncia nas
amostras de carne moida estudadas, o valor encontrado (59,4%) é inferior aos
encontrados por Destro et. al. (1991) e Aragon-Alegro et al. (2008), que
detectaram o patégeno em 65% (13/20) e 67,5% (27/40) das amostras de carne
moida obtidas em supermercados de Campinas e Sdo Paulo, respectivamente.
Por outro lado, Mantilla et al. (2007) observaram uma freqiiéncia bem mais baixa
(6,7%) em amostras coletadas de estabelecimentos comerciais de Niterdéi, Rio de

Janeiro.
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Deve-se ressaltar que a moagem da carne tem um papel importante na
positividade para L. monocytogenes, visto que Coutinho (2004) observou que este
patdgeno estava presente em apenas 1,8% das amostras de 110 cortes de carne
bovina resfriada, coletadas no comércio varejista da cidade do Rio de Janeiro. As
carnes moidas sao produtos muito manipulados e tém a area de contato com o ar
aumentada pela moagem, facilitando a contaminacdo bacteriana. A higienizagéo
inadequada dos utensilios e maquinas de moer e os manipuladores podem ser as

principais fontes de contaminacéo.

Quanto as regides de coleta, as amostras de carne moida foram os Unicos
produtos em que a localizacdo dos supermercados interferiu significativamente
(p<0,05) na positividade para L. monocytogenes, sendo mais alta nas amostras
procedentes dos supermercados localizados na regido norte de Sao Paulo.
Diferencas na frequiéncia e eficiéncia de limpeza dos equipamentos de moagem,
tempo de moagem e/ou armazenamento inadequado do produto nestes

supermercados podem ter contribuido para os resultados observados.

Nas amostras de coxa de frango, a ocorréncia de L. monocytogenes (58%)
foi similar ao relatado por Reiter et al. (2005), que detectaram o patégeno em 60%
das amostras de coxa de frango congeladas e em 50% das de coxa de frango
refrigeradas, provenientes de uma planta processadora da regido sudeste do
Brasil. Por outro lado, outros estudos revelaram indices mais baixos de
isolamento de L. monocytogenes em carne de frango. Em um estudo relatado por
Lage (1993), a ocorréncia em amostras de carne de frango (carcagas, peitos e
coxas com sobrecoxas) coletadas no comeércio varejista de Belo Horizonte foi de
4,4%, enquanto Pelisser et al. (2001) encontraram uma prevaléncia de 23% em
carcagas de frango refrigeradas coletadas em supermercados de Florianopolis.
Baldassi et al. (2005) detectaram a bactéria em apenas 1,3% das amostras de
carne de frango (coxa, sobrecoxa, peito, frango inteiro e cortado) coletadas de
abatedouros do Estado de Sao Paulo, enquanto Barbalho et al. (2005)
encontraram positividade para o microrganismo em 14,3% de carcacas de frango

de um frigorifico localizado na Bahia.

Segundo estudo de Chiarini et al. (2009) realizado em dois abatedouros de

aves localizados na regido sudeste do Brasil, L. monocytogenes estava
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amplamente disseminada nas diversas areas, com maior ocorréncia nas salas de
corte desses estabelecimentos. Nestes locais as carnes de frango eram mantidas
em refrigeracdo a 10 °C (temperatura favoravel ao desenvolvimento de L.
monocytogenes) e a limpeza das salas era realizada com maior frequéncia do que
nas demais areas analisadas, o que reduzia a microbiota competidora e favorecia

o desenvolvimento de L. monocytogenes.

Em relagdo as amostras de salsicha, a freqiéncia de L. monocytogenes
observada no presente estudo (37,7%) foi maior que a relatada por Aragon-Alegro
et al. (2008) e Pettinati et al. (2006), que detectaram L. monocytogenes em 27,6%
e 14% das amostras de salsicha coletadas no comércio varejista de Sdo Paulo,
respectivamente, e por Silva (1996) que isolou L. monocytogenes em 6,6% das
amostras de linglica de porco e de frango produzidas artesanalmente e
comercializadas em feiras livres e pequenos comeércios varejistas em Contagem,
Minas Gerais. Por outro lado, freqiiéncia bem mais alta que a obtida neste estudo
(80%) foi observada por Destro et. al. (1991), em amostras de salsicha de

supermercados da cidade de Campinas, S&do Paulo.

L. monocytogenes foi detectada em 39,8% das amostras de linglica
analisadas no presente estudo, resultado semelhante foi observado por Miyasaki
et al. (2009) que detectaram a bactéria em 42% das amostras coletadas em
supermercados do municipio de Sdo Paulo. Ocorréncia maior foi observada por
Destro et. al. (1991), que relataram a presenca do patégeno em 70% das

amostras analisadas.

Estudo realizado por Silva et al. (2004) em trés frigorificos de Pelotas, Rio
Grande do Sul, indicou que a ocorréncia de L. monocytogenes nas matérias-
primas utilizadas para a fabricagcdo de linglica (29,4%) foi mais alta do que a
observada no produto final (16,7%). Os autores inferiram que durante o
processamento da linguica, os efeitos conjugados de cloreto de sodio, sais de
cura (nitrito) e pH baixo poderia ter controlado a multiplicacdo do microrganismo
ou ocasionado estresse nas células bacterianas, dificultando o isolamento pelas
metodologias convencionais. Entretanto, outro estudo realizado em uma planta
processadora de linglica no Rio Grande do Sul indicou a ocorréncia de

L. monocytogenes em todas as amostras de linglica analisadas, mas nenhuma
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das amostras de matéria-prima continha o microrganismo, indicando que a

contaminacgao ocorreu durante o processamento (VON LAER et al., 2005).

A ocorréncia de L. monocytogenes em produtos Carneos crus no comercio,
geralmente é mais alta do que a observada nas etapas iniciais de processamento,
indicando que a contaminacdo pode ocorrer e também aumentar durante o
processamento (GUDBJORNSDOTTIR et al, 2004). Segundo Thevenot;
Dernburg; Vernozy-Rozand (2006) as etapas de resfriamento e de corte das
carnes suinas podem ser responsaveis pelo aumento da prevaléncia de L.

monocytogenes no produto final.

Com o amadurecimento do conceito de avaliagao de risco como ferramenta
para estimar a gravidade de uma contaminacdo de alimentos por
L. monocytogenes e as consequéncias para saude do consumidor, € necessario
conhecer ndo apenas a prevaléncia do patdégeno nos produtos analisados, mas
também o nivel de contaminacdo. No presente estudo verificou-se que 0s
produtos carneos estudados apresentaram contagens baixas de L.
monocytogenes, variando de < 10 até no maximo 4,5x10% UFC/g, encontrada em

uma amostra de carne moida.

Miyasaki et al. (2009), que também realizaram contagens de L.
monocytogenes em amostras de linguica frescal coletadas em supermercados do
municipio de Sdo Paulo, observaram que os resultados estavam abaixo de 100
UFC/g para as 100 amostras analisadas. Também no estudo de Meloni et al.
(2009) com embutidos (linglica, salame, entre outros) comercializados na lItalia,
todas as amostras apresentaram contagens abaixo de 10 UFC/g. Capita e
Alonso-Calleja (2003), na Espanha, também detectaram baixas quantidades do
patégeno (< 100 UFC/g) nas amostras de carcaca de frango analisadas. Portanto
€ possivel observar, que os dados de quantificacdo de L. monocytogenes em
produtos carneos, embora escassos, indicam que a contaminacao € inferior a 100
UFClg.

Deve ser salientado que, mesmo com contaminagdo baixa, os produtos
carneos oferecem um risco a saude pelo fato de L. monocytogenes se multiplicar
em temperatura de refrigeracdo. Deste modo, deve-se evitar a manipulacdo

inadequada desses produtos, que podem contaminar outros alimentos,



Discussao 71

equipamentos, utensilios ou manipuladores. Além disso, a cocc¢ao inadequada ou
0 consumo desses alimentos sem tratamento térmico, principalmente por pessoas

consideradas de risco, pode ocasionar casos ou surtos de listeriose.

Pelo fato de L. monocytogenes serem bactérias psicrotroficas e os
produtos carneos serem armazenados a temperatura de refrigeracdo, a
prevengdo e o0 controle da contaminagdo desses microrganismos nesses
alimentos sédo desafios dificeis de serem vencidos (NGRRUNG, 2000;
THEVENOT; DERNBURG; VERNOZY-ROZAND, 2006). Em amostras de
salsicha, L. monocytogenes pode aumentar 1,5 log durante o armazenamento por
7 dias a 7 °C (SIMPSON BEAUCHAMP et al., 2010). Portanto, considerando que,
geralmente, os refrigeradores domésticos tém uma temperatura média entre 4 a 9
°C, a presenca do patdgeno nesse tipo de produto pode ser um risco a saude do
consumidor, agravado pelo fato de algumas pessoas consumirem salsichas sem

cozimento.

O método analitico utilizado para verificar se um alimento contém L.
monocytogenes tem um papel importante na positividade encontrada. No
presente trabalho, observou-se que os métodos de deteccdo e de enumeracao
propostos pela I1SO (ISO 11290-1:1996/Amd.1:2004 e ISO 11290-2:1998,
respectivamente) ndo apresentaram a mesma eficiéncia na deteccdo das
amostras positivas. Em 13% das amostras positivas (25 de carne moida, cinco de
coxa de frango, trés de linglica e duas de salsicha), a presenca de L.
monocytogenes foi detectada somente quando o método de contagem foi
utilizado, ndo sendo isolada pelo método de deteccdo em 25 g do produto. A
utilizacao de duas metodologias, simultaneamente, com o emprego de dois meios
seletivos, permitiu uma melhor avaliacdo da contaminagdo dos produtos

estudados com L. monocytogenes.

Dos produtos carneos analisados, verificou-se que a contaminacdo com
outras espécies de Listeria foi elevada (84,8% das amostras), sendo L. innocua, a
espécie mais frequente (63,9%). Esses dados corroboram a maioria dos
resultados descritos na literatura, nacional e internacional, que indicam que L.
innocua é a espécie mais comum em alimentos (BARBALHO et al., 2005; CHEN
et al., 2009; CHIARINI et al.,, 2009; DESTRO et al., 2001; SILVA et al., 2004,
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VITAS; GARCIA-JALON, 2004; VON LAER et al., 2005; YUCEL; CITAK; ONDER,
2005). Embora L. innocua ndo seja uma espécie patogénica, sua presenca em
alimentos pode ser indicativa da possivel presenca de Listeria monocytogenes
(BRUHN et al.,, 2005; CORNU; KALMOKOFF; FLANDROIS, 2002). Segundo
Bruhn et al. (2005), as etapas de enriquecimento utilizados na metodologia
laboratorial para pesquisa de L. monocytogenes podem favorecer a multiplicacao
de outras espécies de Listeria, como L. innocua dificultando o isolamento de L.
monocytogenes. Além disso, alguns autores sugerem que L. innocua pode
produzir componentes inibitorios que dificultam a deteccdo de L. monocytogenes
quando a contaminacdo pelo patogeno é baixa (CORNU; KALMOKOFF;
FLANDROIS, 2002).

A sorotipagem é uma importante ferramenta epidemiologica para avaliacao
da prevaléncia de sorotipos patogénicos, auxiliando no controle de L.
monocytogenes. No presente estudo, observou-se ampla diversidade de perfis de
sorotipagem nas cepas de L. monocytogenes isoladas dos produtos carneos, com
distribuicdo relativamente uniforme dos quatro grupos de sorotipos estudados:
28,7% das cepas pertenceram ao Grupo 1 (1/2a e 3a), 21,0% ao Grupo 2 (1/2c e
3c), 17,0% ao Grupo 3 (1/2b, 3b e 7) e 13,8% ao Grupo 4 (4b, 4d e 4e).

Em 18,8% das cepas foi detectado um perfil atipico. Nessas cepas houve
amplificacdo de quatro fragmentos de DNA, um dos quais caracteristico do
género Listeria (370 pb), dois caracteristicos do Grupo 1 (471 pb e 597 pb) e um
caracteristico do Grupo 4 (691 pb). Esse perfil atipico ndo consta na publicacéo
de Doumith et al. (2004), onde esta descrita a metodologia de sorotipagem
molecular utilizada no presente estudo. Entretanto, segundo Dr. Doumith
(informacdo pessoal)!, atualmente reconhece-se que isolados do sorotipo 4b
podem amplificar o gene Imo0737 (Grupo 1), provavelmente devido a
transferéncia horizontal do gene. Vasconcelos et al. (2008) também identificaram
esse perfil molecular em uma cepa de L. monocytogenes isolada de uma amostra
de fluido cérebro-espinhal de um recém-nascido prematuro, cuja méae havia
consumido queijo gorgonzola e passado mal. Além da sorologia molecular, os

autores submeteram a cepa a sorologia convencional e seqiienciamento do gene

! Doumith, M. Sorotipagem Molecular de L. monocytogenes. Mensagem para car@usp.br em 13 jan. 2010.
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Imo0737, verificando que a mesma pertencia ao sorotipo 4b. Seguindo este
raciocinio, € possivel que as cepas atipicas do presente estudo sejam 4b. Neste
caso, 0 sorotipo 4b seria 0 mais comum (32,6%) nas amostras estudadas. Mas
infelizmente, ndo foi possivel fazer sorotipagem pelo método convencional

utilizando antisoro especifico.

O resultado da sorotipagem das cepas de L. monocytogenes isoladas nos
produtos carneos estudados € bastante preocupante considerando que no Brasil,
0s sorotipos predominantes isolados de amostras clinicas associadas a listeriose
sao 4b e 1/2a (HOFER; REIS; HOFER, 2006; HOFER; RIBEIRO; FEITOSA, 2000;
LEMES-MARQUES; CRUZ; DESTRO, 2007) e que o sorotipo 4b € o causador da
maioria dos surtos de listeriose (SWAMINATHAN; GERNER-SMIDT, 2007).

Foi observado que a predominancia dos grupos sorolégicos de L.
monocytogenes variou de acordo com o tipo de produto carneo analisado: nas
amostras de linglica e coxa de frango predominou o Grupo 1 (1/2a e 3a), com
45,8% e 41,9% das cepas, respectivamente, enquanto nas amostras de salsicha
foi observada a predominancia (41,8%) das cepas do Grupo 3 (1/2b, 3b e 7). Nas
amostras de carne moida, predominaram (33,7%) as cepas com comportamento
atipico e, portanto, consideradas nao tipaveis. Das tipaveis, 90,5% estavam
distribuidas entre os Grupos 2, 3 e 4 com frequéncias de 29,5%, 15,8% e 14,7%,
respectivamente. Em 7,7% das amostras houve o isolamento concomitantemente
de dois tipos de perfil molecular, demonstrando que uma amostra pode estar

contaminada com mais de um tipo de sorotipo de L. monocytogenes.

A diversidade de sorotipos de L. monocytogenes em produtos carneos ja
foi observada por outros autores no Brasil. Chiarini et al. (2009) verificaram a
prevaléncia de cepas do Grupo 1 (72,9%), seguido do Grupo 2, em uma planta
processadora de aves na regido sudeste do Brasil. Resultados semelhantes
também foram encontrados por Barbalho et al. (2005), que detectaram os
sorotipos 1c e 1b, em carcagas coletadas na linha de empacotamento de uma
planta processadora de aves localizada na Bahia. Miyasaki et al. (2009) relataram
a predominancia dos sorotipos 4c ou 4a (65,5%), seguido dos Grupos 1 e 4
(10,3%) e Grupo 3 (6,9%). Em amostras de salsicha, Pettinati et al. (2004)
relataram a predominancia dos sorotipos 1/2a (41,2%) e 1/2c¢ (41,2%), seguido do
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sorotipo 4b (17,6%). Mantilla et al. (2007) observaram a prevaléncia dos sorotipos

4b e 1/2c em amostras de carne moida.

5.2 Salmonella spp.

Nos ultimos anos, o numero de surtos causados por Salmonella spp. tem
aumentado consideravelmente a nivel mundial, tanto em paises em
desenvolvimento como nos paises desenvolvidos. Atualmente Salmonella spp. é
0 agente etioldgico mais comumente envolvido em casos e surtos de
enfermidades transmitidas por alimentos em iniUmeros paises, inclusive o Brasil
(GEIMBA et al., 2004; GERNER-SMIDT; WHICHARD, 2007; GREIG; RAVEL,
2009; HUGHES; GILLESPIE; O'BRIEN, 2007; MUCH et al., 2009; BRASIL, 2008;
VAN AMSON; HARACEMIV; MASSON, 2006).

Mundialmente, verifica-se que a positividade para Salmonella spp. em
produtos carneos varia consideravelmente de acordo com o pais e produto carneo
considerado. Na Irlanda, por exemplo, a positividade em linglicas suinas relatada
por Boughton et al. (2004) foi baixa (1,7%), enquanto no México foi relatada uma
positividade de 88,3% (ESCARTIN et al., 1999).

No presente estudo, foi observado que Salmonella spp. foi mais frequiente
em amostras de linglica do que nos demais produtos estudados. Nessas
amostras foi encontrada uma positividade de 14,5%, com predominancia dos
sorovares S. Typhimurium (45%) e S. Derby (20%). Resultados semelhantes
foram encontrados por Spricigo et al. (2008), em amostras de lingtica tipo frescal,
coletadas no comércio de Lages em Santa Catarina, sendo que Salmonella foi
detectada em 12,8% das amostras, também com prevaléncia do sorovar S.
Typhimurium. Por outro lado, Cortez (2003) analisando 106 amostras de linguicas
de frango, suina e mista comercializadas no municipio de Jaboticabal, em Sao
Paulo, detectou a bactéria em 7,5% das amostras. Marques et al. (2006) e
Salvatori; Bessa e Cardoso (2003) nao detectaram o patégeno em 40 amostras
de linglica adquiridas em estabelecimentos comerciais, em Minas Gerais e em 70

amostras de embutidos frescos (linglica crua e derivados) provenientes de
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comeércios varejistas, em Porto Alegre, respectivamente. Frequéncias mais
elevadas foram observadas por Mirmann; Santos e Cardoso (2009) que
detectaram Salmonella spp. em 24,4% de amostras de linguica frescal, coletadas

no comércio varejista de Porto Alegre.

Em relacdo as populacdes de Salmonella spp. nas amostras de linglica, as
contagens variaram de < 0,3 a 9,3x10 NMP/g. Contagens baixas foram também
observadas por Prendergast et al. (2008), na Irlanda, em amostras de carne de
porco (< 0,03 a 0,36 NMP/g) e Mirmann; Santos e Cardoso (2009), no Brasil, em
que a maioria das amostras de linguica (85,5%) apresentaram contagens de até
1,0 NMP/g.

Segundo estudo realizado por Delhalle et al. (2009), que pesquisaram a
presenca de Salmonella spp. nas diferentes etapas de processamento de carne
suina e também em amostras do varejo, na Bélgica, as carcacas contaminadas
podem explicar a contaminacdo do produto acabado, comprovando que uma
carcaca contaminada pode ser responsavel pela disseminacdo da bactéria no
ambiente de processamento. No Brasil, Borowsky; Schmidt e Cardoso (2007)
detectaram uma alta freqtiéncia de Salmonella spp. (93,3%) em amostras de
carne suina moida utilizada como matéria-prima de linglicas indicando que as
linguicas produzidas nos estabelecimentos que fizeram parte do estudo

apresentavam risco a populacédo consumidora.

Multiplos fatores podem causar a contaminacéo de carcacas de suinos, tais
como o tempo de espera dos animais até 0 momento do abate e a superlotacéo
nas baias dos abatedouros. Em condi¢cfes de estresse, 0os animais portadores de
Salmonella spp. excretam maior quantidade de microrganismos nas fezes,

facilitando a disseminacédo entre os animais (LO FO WONG et al., 2002).

A positividade para Salmonella spp. em suinos parece variar de acordo
com a regido. Amostras de suinos abatidos em frigorificos do Rio Grande do Sul
apresentaram uma alta frequéncia de Salmonella spp. (55,7%) nas fezes e
linfonodos, sendo S. Typhimurium o sorovar mais isolado (BESSA; COSTA,
CARDOSO, 2004). Entretanto, uma freqiiéncia mais baixa (16,6%) foi observada
por Silva et al. (2009), em linfonodos e tonsilas de animais procedentes de

frigorificos localizados no Mato Grosso do Sul. Segundo os autores, 0s suinos em



Discussao 76

Mato Grosso do Sul sdo submetidos a condicbes menos estressantes que nos
demais estados, pois ndo ha mistura de lotes de diferentes propriedades, e o
tempo de permanéncia dos animais em currais pré-abate € menor, porque o

numero de animais abatidos por lote € menor.

A prevaléncia dos sorovares S. Typhimurium e S. Derby em suinos
encontrada neste estudo foi também observada nos estudos de Mirmann; Santos
e Cardoso (2009) e Spricigo et al. (2008) no Brasil. Em 2005, nos Estados Unidos,
essa prevaléncia também foi relatada (FOLEY; LYNNE; NAYAK, 2008).

Na presente pesquisa, Salmonella spp. foi também detectada em 8,7% das
amostras de coxa de frango. FreqUéncias de isolamento semelhantes foram
observados em outros estudos: 6,7% em amostras de coxa de frango refrigeradas
de um abatedouro do sul do Brasil (REITER et al.,, 2007), 10,5% de cortes de
frango coletados em supermercados e agougues de Pelotas (BAU; CARVALHAL;
ALEIXO, 2001) e 13,3% de coxas e sobrecoxas de frango procedentes de
frigorificos da regido Nordeste do Estado de S&do Paulo (CARVALHO; CORTEZ,
2005). Contudo, uma maior ocorréncia (39,3%) foi verificada por Ribeiro et al.
(2007) em cortes de frango procedentes de uma planta processadora do sudeste

do Brasil.

Em relacdo a Salmonella spp. em carcacas de frango, a positividade
relatada em diferentes estudos € bastante variavel: 50% em amostras coletadas
em feiras e mercados em Manaus (TIROLLI; COSTA, 2006), 42% em amostras
de abatedouros em Maué (FUZIHARA; FERNANDES; FRANCO, 2000), 32% em
amostras congeladas obtidas no comeércio varejista de Jaboticabal (SANTOS et
al., 2000), 7,2% (26/360) em amostras congeladas adquiridas no comércio
varejista do Estado de S&o Paulo (RISTORI et al.,, 2008), 5,9% (6/120) em
amostras refrigeradas comercializadas em Bauru (MATHEUS; RUDGE; GOMES,
2003) e 2,5% (3/116) em amostras provenientes de abatedouros do Estado de
Séao Paulo (TESSARI et al., 2008).

Prevaléncias mais altas que as obtidas no presente estudo foram
observadas por autores de diversos paises, tanto em amostras de carcacas
quanto em cortes de frango. Capita et al. (2003), na Espanha, detectaram

Salmonella spp. em 55% das amostras de carcacas de frango e em 40% de coxa
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de frango coletadas no comércio varejista. Miranda et al. (2009), no México,
observaram uma prevaléncia de Salmonella spp. de 35,3% das amostras de
cortes de frango coletadas em supermercados locais. Bohaychuk et al. (2006), no
Canada, analisando amostras de produtos carneos refrigerados coletados no
comeércio varejista, detectaram uma ocorréncia da bactéria de 30% em amostras
de coxa de frango. Ja Berrang et al. (2009), em um estudo realizado em 20
estabelecimentos processadores de frango nos Estados Unidos, relataram que a
positividade para Salmonella spp. nas amostras de carcacas de frango coletadas
pés-resfriamento variou de 2,5% até 60%, dependendo do estabelecimento
analisado.

Entre os sorovares detectados nas amostras de coxa de frango, o mais
frequente foi S. Enteritidis (33,3%), seguido de S. enterica subsp. diarizonae
61:c:z35 (16,7%) e S. Brandenburg (16,7%); confirmando os dados de diversos
paises, inclusive do Brasil, que S. Enteritidis € o sorovar mais comum em carne
de frango (BAU, CARVALHAL; ALEIXO, 2001; FOLEY; LYNNE; NAYAK, 2008;
MATHEUS; RUDGE; GOMES, 2003; RIBEIRO et al., 2007; SANTOS et al. 2000;
TAVECHIO et al., 2002).

No Estado de Sao Paulo, a partir de 1993 a frequéncia de isolamento do
sorovar de S. Enteritidis aumentou significativamente em alimentos,
principalmente em produtos avicolas, e desde 1994 é o sorovar mais associado a
doencas de origem alimentar (FERNANDES et al., 2006; TAVECHIO et al., 1996;
TAVECHIO et al., 2002).

S. enterica subespécie diarizonae foi também um sorovar freqiente no
presente estudo. Esse sorovar € mais comum em animais de sangue frio,
principalmente répteis (POPOFF; BOCKEMUHL; GHEESLING, 2003; SA;
SOLARI, 2001), e sua presenca em produtos carneos pode ser decorrente da
contaminagcdo ambiental nos locais de criacdo de frangos. Na literatura
consultada, ndo foram encontrados dados de isolamento de S. enterica subsp.
diarizonae em amostras de frango. Segundo Tavechio et al. (2002) menos de 1%
das cepas de fontes ndo humanas (alimentos, ambiente e de animais) analisadas
em S&o Paulo no periodo de 1996 a 2000, pertenceram ao sorovar S. enterica

subsp. diarizonae 61:c:-. No Estado de Séo Paulo, este sorovar foi, pela primeira
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vez, observado em amostras clinicas provenientes da regido de Cotia
(FERNANDES et al., 2006).

Ainda é importante destacar a deteccado do sorovar S. | 4,[5],12:i:-, tanto
nas amostras de linglica como nas de coxa de frango. Esse sorovar tem sido
incriminado em surtos de ETA nos ultimos anos (FOLEY; LYNNE; NAYAK, 2008;
SWITT et al., 2009), e no Brasil, esta entre os trés sorovares mais frequientemente
isolados de amostras clinicas (FERNANDES et al., 2006).

Com relagdo aos dados de enumeragao de Salmonella spp., entre as 12
amostras de coxa de frango positivas, o microrganismo foi detectado em apenas
quatro amostras pela técnica do NMP e as populac¢des variaram de < 0,3 a 0,91
NMP/g. Embora muitos estudos sobre a ocorréncia de Salmonella spp. em
amostras de carcacas e cortes de frango ja tenham sido realizados no Brasil, os
dados sobre a quantificacdo do microrganismo ainda S&0 escassos.
Recentemente, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), coordenou o
Programa Nacional de Monitoramento da Prevaléncia e da Resisténcia Bacteriana
em Frango (PREBAF), no qual foram analisadas 360 amostras de carcacas de
frango congeladas, coletadas no comércio varejista do Estado de S&o Paulo, no
periodo de setembro de 2004 a junho de 2006. Entre as amostras analisadas, 72
foram submetidas a quantificacdo de Salmonella pelo método do NMP/g, sendo
obtidos valores entre < 0,3 e 2,3x10° NMP/g (RISTORI et al., 2008). Entretanto,
deve-se ressaltar que apenas uma das amostras positivas apresentou a
contagem de 2,3x10° NMP/g, sendo que as demais apresentaram contagens
entre 0,036 e 0,092 NMP/g. No presente estudo, as contagens também foram

baixas, embora ligeiramente superiores aos obtidos no programa PREBAF.

Um dos poucos estudos feitos em outros paises de enumeracdo de
Salmonella spp. em frango é o de Straver et al. (2007), realizado na Noruega com
amostras coletadas no comércio varejista. A maioria das amostras positivas
(68,4%) apresentou baixas populacdes, com contagens variando de 1,0 até 1,81

log NMP por filé de frango.

Segundo Rasschaert et al. (2008) a fonte de contamina¢do mais importante
de Salmonella spp., em carcacas de frango, sdo os equipamentos utilizados no

abatedouro e as gaiolas de transporte. A contaminagdo por material
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gastrintestinal, durante o abate, pode ndo ser o principal fator associado com a
ocorréncia de Salmonella spp. em carcacas, entretanto a ado¢ao de boas praticas

durante o abate de frangos é essencial para minimizar os riscos de contaminacao.

Geralmente a contaminacdo de carnes cruas com Salmonella spp. ndo é
considerada um risco ao consumidor, uma vez que se espera que o alimento seja
cozido antes do consumo, eliminando assim o patdégeno. Na maioria dos paises,
ndo h& normas quanto a auséncia de Salmonella spp. em produtos de frango
crus. Também no Brasil, a Resolucdo RDC N° 12/2001 néo fixou parametro para
Salmonella spp. em carnes in natura de aves (ANVISA, 2001a). No entanto, a
presenca desse patdogeno em amostras de cortes de frango reforca a importancia
da aplicacdo de normas de orientagcdo para o consumidor, como a Resolucao
RDC n° 13/2001 (regulamento técnico para instrucdo de uso, preparo e
conservacao na rotulagem de carne de aves e seus miudos crus, resfriados ou
congelados) para prevencdo da ocorréncia de surtos associados a esse
patégeno, principalmente por coccdo inadequada (ANVISA, 2001b). E importante
ressaltar que alimentos com Salmonella spp. podem ser fonte de contaminacao

cruzada de outros alimentos, podendo causar doencas (CAPITA et al., 2003).

Ainda, a adocdo de medidas higiénico-sanitarias no manuseio e
processamento de aves, o controle de ragdes e alimentos desses animais, a
rigida adocdo de praticas higiénicas na criacdo, transporte e abate, a separacao
das operacfes industriais com matérias-primas daquelas com produtos em
processo ou terminados, a adogdo de programas de limpeza e desinfeccdo das
instalagcbes e equipamentos, e a prevencao de contaminagbes cruzadas, sao

medidas importantes que contribuem para a reducdo dos niveis de contaminagéo.

Com relacdo aos demais produtos carneos analisados no presente estudo,
Salmonella spp. ndo foi detectada em nenhuma das amostras de salsicha e carne
moida estudadas. Nos escassos estudos realizados no Brasil com amostras de
salsicha, o patdogeno nao foi detectado (CURI, 2006; MARTINS et al., 2008;
RODRIGUES et al.,, 2003), sugerindo que Salmonella spp. ndo é um

microrganismo de relevancia nesse tipo de produto.

Mundialmente, a prevaléncia deste microrganismo em carne bovina
também é baixa (PLYM-FORSHELL; WIERUP, 2006; RHOADES; DUFFY;
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KOUTSOUMANIS, 2009). Entretanto, a pesquisa da bactéria nessas amostras é
importante, pois 0s surtos envolvendo os produtos carneos continuam ocorrendo
(FOLEY; LYNNE; NAYAK, 2008; MURMANN; SANTOS, CARDOSO, 2009;
NADVORNY; FIGUEIREDO; SCHMIDT, 2004; TAVECHIO et al., 2002).

Apesar da comparacdo de metodologias para Salmonella spp. ndo fazer
parte dos objetivos da presente pesquisa, observou-se que o método de deteccao
permitiu identificar um maior nimero de amostras positivas que o método de
enumeracédo, certamente devido aos baixos niveis de contaminacdo. Os métodos
qualitativos sdo sempre mais sensiveis que os métodos quantitativos quando a
populacdo € baixa (STRAVER et al., 2007).

5.3 Campylobacter spp.

Os estudos de prevaléncia de Campylobacter termofilicos em amostras de
frango do comércio varejista indicam que a positividade varia de acordo com o
pais, podendo ser de 8,1% até 100% (GHAFIR et al.,, 2007, HUMPHREY;
O'BRIEN; MADSEN, 2007; MEDEIROS et al.,, 2008; MELDRUM et al. 2005;
MENA et al.,, 2008; PEZZOTTI et al., 2003; SALLAM, 2007; SCHERER et al.,
2006; TAREMI et al., 2006; VINDIGNI et al., 2007; WILSON, 2002; WONG et al.,
2007). A espécie mais isolada neste tipo de produto carneo é C. jejuni (SUZUKI;
YAMAMOTO, 2009).

No Brasil, as pesquisas mostram que a freqiéncia de isolamento de
Campylobacter spp. em frangos varia independente do tipo de amostra estudado
e do local onde as amostras sao coletadas. Em amostras de carcacas de frango
obtidas de industrias e aviarios, ja foram relatados os seguintes resultados: 63,3%
em amostras adquiridas na regido sul do Brasil (FRANCHIN; OGLIARI; BATISTA,
2007), 60% nas coletadas no Rio de Janeiro (AQUINO et al., 2002), e 38% e 2%
de abatedouros néo industrializados e industrializados, respectivamente, em Belo

Horizonte, Minas Gerais (DIAS et al., 1990). Quanto as amostras de cortes de
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frango, verificou-se que a positividade variou de 6,7% nas amostras procedentes
da regido sudeste do pais (REITER et al. 2005) até 62,5% nas amostras
coletadas em Niteroi, no Rio de Janeiro (AQUINO et al., 1996).

Observa-se que nos estudos sobre a ocorréncia de Campylobacter
termofilico em amostras de frango coletadas no comércio varejista, os resultados
sao similares aos obtidos no presente estudo em que 19,6% (27/138) das
amostras foram positivas para esta bactéria. No Canada, Medeiros et al. (2008)
verificaram que a positividade para Campylobacter spp. nas amostras de frango
adquiridas em supermercados foi de 19%, praticamente a mesma positividade
encontrada no presente estudo. Augusto Filho (2001) detectou o microrganismo
em 25,2% (101/400) das amostras de carcacas de frango de Botucatu, Sdo Paulo
e entre os isolados, C. jejuni foi 0 mais frequente. Diferentemente do observado
por Sakuma; Franco; Fernandez (1992), que relataram uma ocorréncia mais baixa
(13,5%), em carcagas, cortes e miudos de frango da cidade de Sao Paulo, e
predominéancia de C. coli, a mesma do presente estudo.

Segundo Franchin; Aidoo e Batista (2005), que analisaram oito aviarios da
regido Sul do Brasil, antes do abate os frangos podem apresentar uma elevada
contaminacdo por Campylobacter termofilicos. Os autores detectaram uma alta
frequéncia dessas bactérias (75%) na cloaca das aves, sugerindo que a
contaminacgdo intestinal é a principal fonte de contaminacdo. As amostras de
penas também foram positivas, indicando que a presenca desses microrganismos
em camas de aviario, gaiolas, penas e parapeitos torna a carne de aves
susceptivel a contaminacdo cruzada, aumentando o risco da presenca de
Campylobacter no produto final. Um estudo semelhante realizado em seis
abatedouros de aves do Estado de S&o Paulo indicou uma positividade mais
baixa (4,9%). No entanto, entre as amostras analisadas de fezes, penas, agua (de
escaldamento, evisceracao e resfriamento) e agua de enxaguadura de carcacgas,
as de fezes (22%) foram as que apresentaram maior taxa de contaminacao
(CORTEZ et al., 2006). A agua de resfriamento do chiller também pode ser uma
das principais fontes de contaminacdo cruzada de Campylobacter termofilico em
carcacas de frango (FRANCHIN; OGLIARI; BATISTA, 2007).
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Com relacdo as amostras de carne bovina moida, a prevaléncia
encontrada para C. jejuni (4,5%) foi similar a encontrada por Little et al. (2008)
nos Estados Unidos e por Wong et al. (2007) na Nova Zelandia, que observaram
4,9% e 3,5% de positividade nas amostras de carne bovina adquiridas no varejo,
respectivamente. Por outro lado, os resultados s&o superiores aos obtidos na
Bélgica de 0,6% (GHAFIR et al., 2007), na Coréia de 1,2% (HONG et al., 2007),
na Italia de 1,3% (PEZZOTTI et al., 2003) e na Tailandia de 2% (VINDIGNI et al.,
2007), mas inferiores ao relatado no Ira, de 10% (TAREMI et al., 2006).

No presente estudo, Campylobacter spp. ndo foi detectado em nenhuma
das amostras de salsicha e linguica. Medeiros et al. (2008) e Bohaychuk et al.
(2006), no Canada, também nédo detectaram o patdbgeno em carne suina, ao
contrario de outros estudos que observaram a presenca de Campylobacter spp.
em produtos carneos de origem suina, de 10,3% na Itadlia (PEZZOTTI et al.,
2003), 9,1% na Nova Zelandia (WONG et al., 2007), 6,3% nos Estados Unidos
(LITTLE et al., 2008) e 2,5% na Bélgica (GHAFIR et al., 2007). No Brasil, ndo
foram encontrados outros estudos sobre a ocorréncia de Campylobacter spp. em

carne bovina, salsicha e linguica.

Durante as etapas de processamento de produtos cérneos, o tratamento
térmico, resfriamento e o congelamento podem causar reducdo do nimero de
Campylobacter spp. ou sua eliminacdo (GHAFIR et al., 2007; MEDEIROS et al.,
2008), o que pode explicar a auséncia deste patégeno nas amostras de salsicha e

linguica estudadas.

Os dados encontrados neste estudo e os reportados em outros paises
comprovam que Campylobacter termofilicos ndo sado patdgenos de significancia
em produtos carneos de origem bovina e suina. Diferentemente do que ocorre
nos paises desenvolvidos, em paises em desenvolvimento a campilobacteriose
esta relacionada com habitos precéarios de higiene, afetando principalmente
criangas (YOUNG; DAVIS; DIRITA, 2007). Deve-se ressaltar que no Brasil ha
poucos dados a respeito deste microrganismo, tanto em estudos clinicos como
com alimentos, dificultando a avaliacdo do impacto da sua presenca em alimentos

para a saude da populacéao.
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5.4 Escherichia coli produtora de toxina de Shiga (STEC)

Neste estudo, ndo foram detectadas cepas de Escherichia coli produtora de
toxina Shiga (STEC) em nenhuma das amostras analisadas. O mesmo foi
observado nos Estados Unidos por Zhao et al. (2001) que analisaram 825
amostras de produtos carneos (carne suina, bovina e de aves) coletadas em
supermercados na cidade de Washington. No Brasil, Ristori et al. (2006) também
ndo detectaram cepas de STEC nas 100 amostras de carne moida bovina crua
adquiridas no comércio varejista do municipio de Sao Paulo, apesar de utilizarem
a metodologia de separacdo imunomagnética que permite detectar baixas

concentracdes de patégenos.

Apesar da baixa frequéncia de infeccbes humanas comprovadamente
causadas por STEC no Brasil, este patogeno ja foi detectado em carcacas de
bovinos (RIGOBELO et al., 2008), carne bovina moida (BERGAMINI et al., 2007,
CERQUEIRA; TIBANA; GUTH, 1997; RODOLPHO; MARIN, 2007) e,
principalmente, em fezes de animais (AIDAR-UGRINOVICH et al., 2007,
CERQUEIRA et al., 1999; FARAH et al., 2007; LEOMIL et al., 2003; RIGOBELO
et al., 2006; SANTOS et al., 2007; SOUZA et al., 2007; TIMM et al., 2007). Nao
foram encontrados relatos sobre a pesquisa dessas bactérias em amostras de

carnes suinas e de aves no Brasil.

Ao contrario do observado no Brasil, outros paises relataram a ocorréncia
de STEC em produtos carneos de aves e de suinos (MAINIL; DAUBE, 2005). Lee
et al. (2009) detectaram cepas de STEC em 7,3% de amostras de carne de frango
e em 2% de carne suina adquiridas no comércio varejista da Coréia. Mayrhofer et
al. (2004), analisando amostras de produtos carneos adquiridos no comércio
varejista da Austria, observaram que as prevaléncias de STEC em carnes bovina
e suina foram de 5,2% e 1,7%, respectivamente, e que o patdgeno estava
ausente nas amostras de frango e de carne bovina moida estudadas. Bohaychuk
et al. (2006) analisaram 800 amostras de produtos carneos (carne suina, bovina
e de aves, incluindo salsichas de frango e de carne bovina) no Canada e
detectaram cepas de STEC em 1% das amostras de carne bovina moida. Em

Marrocos, Beneduce et al. (2008) reportaram que 3% das amostras de carne
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moida bovina e salsicha bovina cruas adquiridas em acougues foram positivas
para STEC. Na Suica, Fantelli; Stephan (2001), analisando 400 amostras de
carne moida bovina e suina coletadas em agougues, detectaram STEC em 1,7%
das amostras e isolaram cinco sorotipos diferentes, nenhum deles pertencente ao
sorotipo O157:H7.

Barlow; Gobius; Desmarchelier (2006), na Australia, em um levantamento
durante um periodo de 52 semanas, encontraram STEC em 16% das amostras de
carne moida e em 40% de carne de cordeiro adquiridas em diferentes
estabelecimentos comerciais. Na Franca, Perelle et al. (2007) detectaram STEC
em 15% das 300 amostras de carne moida crua, coletadas em diferentes regides.
Entretanto, em apenas 2,6% das amostras as cepas pertenceram aos Sorogrupos
patogénicos 026, 0103, 0111, 0145 e 0O157. Na Argentina, Oteiza et al. (2006)
detectaram STEC em trés das 100 amostras de “morcillas” (tipo de chourigo)

adquiridas no comércio varejista.

No Brasil, Bergamini et al. (2007) estudaram a ocorréncia de STEC em
amostras de carne bovina moida comercializadas em duas cidades do Estado de
Sdo Paulo. Das 250 amostras analisadas, a bactéria foi detectada em quatro
amostras (3,5%), sendo identificados os seguintes sorotipos O93:H19, ONT:HNT,
ONT:H7 e O174:HNT. Rigobelo et al. (2008), analisando amostras de carcacas
bovinas de abatedores em S&o Paulo, detectaram STEC em 1,4% das amostras.
Rodolpho; Marin (2007) pesquisaram STEC em 91 amostras de carne moida, 154
de moedores de carne e 42 de maos de funcionarios em 23 acougues de
Taquaritinga, no noroeste do Estado de Sao Paulo. STEC foi detectada em 2,1%
das amostras de carne moida e 1,2% das amostras de moedores de carne, e

estava ausente nas amostras de maos.

Desde o primeiro relato de surto por E. coli O157:H7 ocorrido em 1981
(RILEY et al., 1983), os meios de cultura para pré-enriquecimento e isolamento de
cepas de STEC vém sendo constantemente modificados visando melhorar sua
eficiéncia jA que, quando presentes em alimentos, esses microrganismos estao
em quantidades muito baixas. Entretanto, nenhum desses meios de cultura
permite a deteccdo de todos os sorogrupos de STEC. Além disso, uma das

maiores dificuldades no isolamento de STEC é o uso de um método capaz de
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detectar baixas concentragbes, uma vez que as STEC, quando presentes nos
alimentos, estdo em baixos nimeros (HUSSEIN; BOLLINGER, 2008).

5.5 Coliformes Termotolerantes

A maioria das amostras dos produtos carneos (89,3%) estudados apresentou
populacdes baixas de coliformes termotolerantes (< 10° NMP/g). Considerando
que a legislacdo vigente estabelece limites de coliformes termotolerantes para
lingtica de 5x10° NMP/g, para salsicha de 10° NMP/g e para coxa de frango de
10* NMP/g, e que as amostras analisadas eram cruas, comercializadas a granel
ou moidas, os resultados permitem concluir que as condi¢des higiénico-sanitarias
na producdo e comercializagdo da maioria das amostras foram satisfatorias.
Segundo a Resolucdo RDC n° 12 de 2001 (ANVISA, 2001a), 4 (0,7%) das 552
amostras analisadas, trés de linglica e uma de salsicha, seriam condenadas pela
legislacdo pelo numero elevado de coliformes termotolerantes. Entre essas

amostras, as trés de linguica foram também positivas para Salmonella spp.

Comparando os resultados do NMP/g para coliformes termotolerantes com os
resultados de positividade para L. monocytogenes, Salmonella spp. e
Campylobacter spp., verificou-se que a positividade para os patdégenos foi maior
nas amostras com maior numero de coliformes termotolerantes. Essa correlacao
ficou mais evidente para L. monocytogenes e Salmonella spp. do que
Campylobacter spp. Entretanto, deve-se ressaltar que em 47,1% das amostras
analisadas as contagens de coliformes termotolerantes foram inferiores a 3
NMP/g, mas nessas amostras havia positividade de L. monocytogenes,
Salmonella spp. e Campylobacter spp, demonstrando que a auséncia de bactérias

indicadoras em produtos carneos nao significa auséncia de patégenos.
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7. CONCLUSOES

De acordo com os resultados deste estudo, é possivel concluir que:

e Dentre os patdégenos estudados, Listeria monocytogenes foi 0 mais frequente
nos produtos analisados (48,7%), estando presente em 37,7% das amostras
de salsicha bovina, 39,8% das de linglica suina, 59,4% das de carne moida e

58% das de coxa de frango.

e Salmonella spp. foi encontrada nas amostras de linguica (14,5%) e de coxa de
frango (8,7%). Nenhuma das amostras de salsicha e de carne moida foi

positiva para este patdgeno.

e Campylobacter spp. foi encontrado nas amostras de carne moida (4,3%) e de
coxa de frango (19,6%). Nenhuma das amostras de lingilica e de salsicha foi

positiva para este patdgeno.

¢ Nenhuma das amostras analisadas foi positiva para Escherichia coli produtora
de toxina de Shiga (STEC);

e As contagens de L. monocytogenes e Salmonella spp. nas amostras positivas
foram baixas. Em 86,6% das amostras positivas para L. monocytogenes e em
todas as amostras positivas para Salmonella spp., as contagens destes
microrganismos foram inferiores a 10> UFC/g e a 10> NMP/g, respectivamente.
Em 84,4% das amostras positivas para Salmonella spp a contagem deste

microrganismo foi inferior a 3 NMP/g.

e Entre as cepas de L. monocytogenes isoladas dos produtos analisados, houve
uma diversidade de sorotipos, com predominancia daquelas pertencentes ao
Grupo 1 (sorotipos 1/2a e 3a). Em salsichas, houve prevaléncia de cepas de L.

monocytogenes pertencentes ao Grupo 3 (sorotipos 1/2b, 3b e 7), enquanto
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em linglicas e coxas de frango também prevaleceram as cepas pertencentes
ao do Grupo 1. Nas amostras de carne moida, as cepas de L. monocytogenes

pertenceram a um grupo atipico, possivelmente do sorotipo 4b.

e Entre as cepas Salmonellla spp. isoladas dos produtos carneos analisados,
houve prevaléncia dos sorovares S. Typhimurium nas amostras de linguica e

S. Enteritidis nas de coxa de frango.

e Os métodos de deteccdo foram mais sensiveis que o0s métodos de

enumeracao, tanto para L. monocytogenes quanto para Salmonella spp.

e A positividade para L. monocytogenes, Salmonella spp. e Campylobacter spp

foi maior nas amostras com maior nidmero de coliformes termotolerantes.

e L. monocytogenes, Salmonella spp. e Campylobacter spp. s&o microrganismos
patogénicos presentes nos produtos carneos estudados comercializados no
municipio de Sao Paulo, havendo um risco associado a eles. O risco que
representam para a saude da populacdo dependera das caracteristicas do
consumidor, do produto consumido, da quantidade ingerida e do patégeno

presente.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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