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RESUMO: A ocorréncia de Listeria spp. € de Listeria monocytogenes, foi avaliada em amostras ambientais por
meio de suabes colhidos em matadouro-frigorifico de bovinos habilitado a exportacdo, localizado no Estado de Sio Paulo,
Brasil. Apés o pré-enriquecimento a 30 + 1°C por 22 a 26h as amostras foram analisadas empregando o0 BAX® System
Listeria. As amostras positivas para Listeria spp. foram submetidas 2 uma nova rea¢do de PCR para a confirmagdo da
presenca de Listeria monocytogenes. Das 411 amostras ambientais analisadas, 62 (15,1%) foram positivas para Listeria
spp. € 21 (5,1%) para Listeria monocytogenes (5,1%), o que mostrou sua persisténcia na planta de abate. Nao foi detectada
diferenca estatistica entre os periodos seco e chuvoso e entre as superficies amostradas, porém diferenca estatistica foi
encontrada entre setores. A superficie do piso e o setor de cortes apresentaram os maiores indices de positividade.

PALAVRAS-CHAVE: Listeria spp.. Bovino. Abate. Rea¢do em Cadeia da Polimerase (PCR).

INTRODUCAO

As espécies do gé€nero Listeria sio
amplamente difundidas no meio ambiente e podem
ser encontradas, ndo somente em alimentos, mas em
outras fontes como solo, material fecal, efluente de
esgoto, vegetacdo e corpos de dgua (VAZQUEZ-
SALINAS et al., 2001; QUINN et al., 2005). Em
bovinos de corte, as fontes de infeccdo de origem
alimentar ndo sdo bem estabelecidas. Estudos
atribuiram esta infec¢do ao sistema de manejo,
incluindo as préticas nutricionais (MOHAMED et
al., 2010). Embora a silagem tenha sido identificada
como uma importante fonte de L. monocytogenes
entre animais de fazenda, especialmente ruminantes,
a pastagem também pode ser uma fonte de infeccio,
sobretudo aquela de vegetacdo natural (VARNAM,
1991).

Listeria  monocytogenes pode  causar
septicemia, meningite, encefalite, infec¢do cervical
ou intra-uterina em gestantes, além de abortos e
nascimentos de prematuros (CVE, 2003). Essa
bactéria patogénica tem sido isolada em uma
extensa variedade de alimentos tais como leite cru,
queijos, sorvetes, vegetais crus, salsichas de carne
crua fermentada, carne de aves cruas ou cozidas,
carnes cruas (de qualquer tipo) e peixe cru ou
defumado (FDA, 2009). Surtos de origem alimentar
devido ao consumo de carne e produtos cdrneos
contaminados com L. monocytogenes foram
notificados em vdérios paises (CDC, 1998; CDC,

2000; CDC, 2002; GOTTLIEB et al., 2006),
entretanto no Brasil a listeriose € subdiagnosticada e
subnotificada (CVE, 2003).

Por ser um microrganismo onipresente, as
inddstrias  processadoras de alimentos sdo
facilmente contaminadas por alimentos crus
(AFSSA, 2000). L. monocytogenes pode subsistir
nestes locais pela sua capacidade de permanecer
vidvel  apdés  repetidos  congelamentos e
descongelamentos, aderindo as diversas superficies
de contato de alimentos pela formagdo de biofilmes
(SALVAT et al., 1995; FRANCO; LANDGRAF,
2008). Uma vez instalada no local, ela é capaz de
aderir a vdrios tipos de superficie, que incluem o aco
inoxidavel, vidro e borracha (MARZOCCA et al.,
2004). Algumas cepas de L. monocytogenes sSao
persistentes, capazes de permanecer meses, ou até
anos, no ambiente de processamento, podendo assim
provocar contaminagdes recorrentes no produto
final (MARKKULA et al., 2005). Contudo, tais
biofilmes podem agir como um reservatdrio para a
contaminacdo de L. monocytogenes na industria de
alimentos (M@RETR@; LANGSRUD, 2004). Além
disso, ela sobrevive nos dedos dos operarios apds a
lavagem das mdos e nos aerosséis, fechando a
cadeia de transmissio dentro das plantas
processadoras (MARZOCCA et al., 2004).

A fim de prevenir e controlar a
contaminacdo ambiental e de produtos com este
patégeno, ¢ importante detectar as fontes de
contaminagcdo mais relevantes e compreender os
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mecanismos para a persisténcia de diferentes grupos
de L. monocytogenes no ambiente
(GUDBJORNSDOTTIR et al., 2004). A falta de
informacao quanto a sua ocorréncia em matadouros-
frigorificos no Brasil pode dificultar o seu controle
e, consequentemente, a redu¢do do risco de
listeriose humana. Nesse contexto, o presente estudo
teve como objetivos: determinar a frequéncia de
ocorréncia de Listeria spp. em amostras de
diferentes ambientes de um matadouro-frigorifico
de bovinos, com énfase em L. monocytogenes; €
estabelecer possiveis fontes de contaminagio dentro
da planta de abate.

MATERIAL E METODOS

Para a realizacdo desta pesquisa foram
colhidas amostras de ralos, pisos, evaporadores,
esteiras, mesas, dutos e serras, de um matadouro-
frigorifico de bovinos habilitado a exportacdo,
localizado no municipio de Barretos-SP entre
novembro de 2008 e outubro de 2009. As 411
amostras foram obtidas por meio de esponjas de
celulose estéreis umedecidas e esfregadas 10 vezes
no sentido ascendente e por toda a superficie a ser
amostrada, priorizando principalmente locais de
dificil acesso. As esponjas foram acondicionadas em
bolsas plasticas estéreis (Nasco), contendo 10mL de
caldo BAX® System Listeria (DUPONT
QUALICON, 2005). Para essa monitoracdo foi
estabelecida uma rotina semanal, com no minimo
seis (6) pontos de colheita, os quais foram sorteados
imediatamente antes para a definicdo do local e
objetos (equipamento ou instalacio) a serem
amostrados.

Nas bolsas plasticas contendo as esponjas
estéreis foram adicionados 25mL do caldo BAX®
System Listeria, completando 35mL. As bolsas
foram homogeneizadas em ‘“‘stomacher” por um
minuto a 200rpm e incubadas em estufa a 30+1°C
por 22 a 26h. Apés o periodo de pré-
enriquecimento, as amostras foram submetidas a
andlise pela reacdo de PCR, no BAX® System com
o kit BAX® System Genus Listeria. Foi retirada
uma aliquota de Sul de cada amostra, sendo
adicionada em microtubos contendo 200uL de lise-
protease. Primeiramente, os microtubos foram
levados para o 1° bloco aquecedor a 55°C por
60min. Apds o término do tempo, os mesmos foram
transferidos para o 2° bloco aquecedor a 95°C por 10
min. Em seguida, os microtubos foram colocados
em bloco de resfriamento por cerca de 5 min.
Aliquotas de 50pL foram transferidas para tubos
contendo pastilhas de PCR, as quais sdo compostas
por iniciadores ou primers, polimerase, nucleotideos
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e controle positivo; sendo posteriormente alojados
em uma ‘“rack” que foi levada ao termociclador
(DUPONT QUALICON, 2005).

As amostras positivas para Listeria spp. no
BAX® System Listeria foram investigadas quanto a
presenca de L. monocytogenes com o auxilio do kit
BAX® System Listeria monocytogenes. Aliquotas
de 0,ImL do pré-enriquecimento primdrio foram
transferidas para tubos de ensaio de tampa
rosquedvel de 10mL, sendo acrescentado a eles
9,9mL do pré-enriquecimento secundario chamado
MOPS-BLEB. Os tubos de ensaio foram
homogeneizados em “vortex” a 2800rpm e
incubados a 36+1°C por 18 as 24h. Apds este
procedimento seguiu-se normalmente a sequéncia
da analise, citada anteriormente. Juntamente com as
amostras e sempre que ocorria a mudanca de lote
dos kits, foram realizados controles positivos com
cepas American Type Culture Collection, adquiridas
do Instituto Adolfo Lutz (ATCC 7644-IAL).

Na andlise estatistica, o teste qui-quadrado
foi utilizado para testar a dependéncia entre meses e
periodos do ano (seco e chuvoso), estabelecidos
pelas médias mensais dos indices pluviométricos,
setores do matadouro-frigorifico e superficies
ambientais e a presenga ou auséncia de Listeria sp e
Listeria monocytogenes. Todos os resultados
estatisticos deste trabalho forma analisados no
programa SAS 9.1, em que um valor de p<0,05 foi
considerado significativo (DEER; EVERITT, 2002).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Das 411 amostras ambientais analisadas, 62
(15,1%), foram positivas para Listeria spp.. Dessas,
21 (5,1%) amostras foram positivas para Listeria
monocytogenes. Com excecdo dos meses de abril,
julho, agosto e setembro de 2009, em todos os
demais meses do periodo houve a deteccio de
Listeria monocytogenes em uma ou mais amostras,
o que indicou relativa persisténcia no ambiente de
abate (Figura 1).

Apesar da Circular n° 354/2004 do
Departamento de Inspecdo de Produtos de Origem
Animal (DIPOA) (BRASIL, 2004) nio estabelecer
limites para as estimativas de Listeria spp. e L.
monocytogenes, de acordo com a legislacdo,
resultados positivos frequentes (mais de dois) em
amostras ambientais para Listeria spp., indicam a
necessidade de realizacdo de testes no produto final
para avaliar a inocuidade do mesmo. Sendo assim,
resultados  positivos  frequentes, como  o0s
encontrados no presente trabalho, sd@o importantes
para avaliar os programas sentinelas, buscando a

Biosci. J., Uberlandia, v. 29, n. 4, p. 956-961, July/Aug. 2013



Ocorréncia de Listeria spp...

auséncia de contaminacio do produto final, por este
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Figura 1. Positividade de Lzsterza spp. e de Lzsterza monocytogenes em dlferentes setores do estabelemmento
de abate de bovinos de novembro de 2008 a outubro de 2009. Barretos-SP, 2010.

A presenca de Listeria spp. diferiu
estatisticamente entre os meses do ano (p=0,0002),
no entanto, quando testou-se a independéncia de sua
ocorréncia entre os periodos seco e chuvoso, o
mesmo ndo foi significativo (p=0,2051). Das 176
amostras analisadas no periodo chuvoso, 22 (12,5%)
foram positivas para Listeria spp., valor este muito
préoximo dos encontrados no periodo seco, com 40
(17%) amostras positivas, em 235 pesquisadas.
Gudbjornsdottir et al. (2004) relataram resultado
semelhante, ao analisarem 1.689 amostras de
ambientes coletadas em plantas processadoras de
carnes, frutos do mar e aves, e observarem a falta de
sazonalidade na frequéncia de L. monocytogenes.

Valor muito préximo ao presente estudo foi
descrito por Samelis e Metaxopoulos (1999) na
Grécia ao isolarem Listeria spp. em 14,3% dos
equipamentos amostrados. Contudo, em 68,8%
dessas amostras foi observada a presenca de L.
monocytogenes, indicando baixa eficiéncia nos
procedimentos de desinfeccdo. Resultado inferior
foi relatado por Gudbjornsdoéttir et al. (2004) em
amostras ambientais na Europa, sendo a taxa de
ocorréncia de 11,9% para L. monocytogenes, onde a
maioria (65,8%) era proveniente de equipamentos,
correias  transportadoras, bandejas e outros
transportadores. Apdés a higienizacdo, 11,5% das
amostras ainda estavam contaminadas com Listeria

spp. ¢ 83% com L. monocytogenes, indicando
insuficiéncia nos processos de limpeza.

Todavia, em estabelecimentos
processadores de carne no Brasil, Barros et al.
(2007) encontraram  valores acima  dos
anteriormente relatados. Em 51,4% e 35,4% das
amostras de superficies de equipamentos e de
ambientes, respectivamente, foi detectada a
presenca de Listeria spp.

Em relacdo a pesquisa de Listeria spp. e L.
monocytogenes  nos  diferentes  setores  do
estabelecimento de abate, com exce¢cdo dos meses
de novembro, fevereiro e outubro, todos os demais
meses do experimento prevaleceu a coleta de
amostras no setor da desossa. O maior volume de
amostras (71) foi registrado no més de fevereiro,
destacando o setor de conserva com 26 amostras
para o mesmo periodo com diferenca estatistica
entre os diferentes setores, quanto a presenca de
Listeria spp. (p=0,02).

Verificou-se que somente nos meses de
junho e agosto, quando predomina tempo mais seco
e frio, houve detec¢do de Listeria spp. no setor de
abate. Das 56 amostras analisadas, 2 (3,6%)
apresentaram-se positivas. No setor das camaras, a
presenca de Listeria spp. foi observada nos meses
de dezembro e fevereiro, de maio a julho e no més
de outubro. No total, foram colhidas 64 amostras,
sendo nove (14,1%) positivas. O més de junho
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apresentou o maior indice de positividade, com trés
amostras.

Com excecdo do més de abril, em todos os
demais meses foi detectada a presenca de Listeria
spp. em pelo menos uma amostra no setor de
desossa. Constatou-se 18,4% (21) de amostras
positivas, em um total de 114 amostras, sendo o
segundo setor mais problemdtico dentro do
matadouro-frigorifico estudado. Para o setor de
conserva, foram colhidas 55 amostras. Dessas, oito
(14,5%) amostras foram positivas para Listeria spp.,
com auséncia de coleta nos meses de maio e outubro
e positividade entre os meses de dezembro e
fevereiro, abril, julho e setembro.

O setor de cortes apresentou-se como 0 mais
preocupante no matadouro-frigorifico em estudo,
provavelmente por apresentar condi¢des favoraveis
a formacgao de biofilmes sobre as superficies. Com
10 (18,9%) amostras positivas para Listeria spp.,
dentre as 53 analisadas, as mesmas ficaram
concentradas entre os meses de novembro e janeiro
e entre maio e julho. Marzocca et al. (2004)
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isolaram L. monocytogenes em valor inferior a este
(6,7%) na sala de cortes, em um frigorifico na
Argentina.

Na Tabela 1 encontram-se os resultados das
andlises de amostras ambientais para a presenca de
Listeria spp. € Listeria monocytogenes, nas
diferentes superficies do frigorifico. Ndo existem
evidéncias suficientes para rejeitar a hipdtese de
independéncia entre a presenca/auséncia de Listeria
spp- em relacdo as superficies (p=0,1266),
entretanto o piso foi o local que monstrou ser o mais
problematico, com 30 (18,5%) amostras positivas
para Listeria spp., sendo 8 amostras para L.
monocytogenes, € em segundo lugar, o ralo, com 22
amostras positivas para Listeria spp € mesmo valor
para L.monocytogenes (8 amostras positivas). Nao
ha dados na literatura que justifiquem o isolamento
nestas superficies, no entanto, a capacidade desse
microrganismo em sobreviver a temperaturas baixas
e formar biofilmes, aliados a limpeza e sanitizacdo
ineficientes, permitem seu alojamento em VArios
locais da planta de abate, como pisos e ralos.

Tabela 1. Resultados das andlises de amostras ambientais para a presenca de Listeria spp. e Listeria
monocytogenes, nas diferentes superficies do estabelecimento de abate de novembro de 2008 a

outubro de 2009. Barretos-SP, 2010.

Superficie Negativa % Listeria spp. % Listeria % Total
monocytogenes
Evaporador 69 93,2 5 6,8 2 2,7 74
Piso 132 81,5 30 18,5 8 4.9 162
Ralo 115 83,9 22 16,1 8 5,8 137
Outros 33 86,8 5 13,2 3 7,9 38
Total 349 84,9 62 15,1 21 5,1 411
PECCIO et al. (2003), ao analisarem CONCLUSOES

amostras de  superficies de ambiente e
equipamentos, detectaram L. monocytogenes em
6,5% das amostras, todas elas de faca, com uma
amostra positiva apds a higienizacdo, o que
monstrou sua persisténcia no ambiente de abate.
Neste trabalho, ndo foram amostradas superficies de
faca, entretanto o isolamento de L. monocytogenes
em 5,1% das amostras analisadas sugere sua
permanéncia na rotina do matadouro-frigorifico
estudado, uma vez que todas as amostras foram
colhidas ap6s o processo de higienizagdo.

Um nimero elevado de amostras ambientais
foi positiva para Listeria spp. € L. monocytogenes,
sendo o setor de cortes e a superficie do piso os de
maior ocorréncia.

Ndo foram  encontradas  diferencas
significativas entre os periodos do ano e superficies
amostradas, demonstrando relativa persisténcia
desses microrganismos no ambiente de abate e
consequente risco de contaminagdo do produto final.

ABSTRACT: We evaluated the presence of Listeria spp. and Listeria monocytogenes in environmental samples
by means of swabs collected the bovine slaughter plant enabled to export, located in the state of Sao Paulo, Brazil. After
the pre-enrichment at 30+1°C for 22 to 26h the samples were analyzed using the BAX System Listeria. Those positive for
Listeria spp. were submitted a second PCR reaction to confirm the presence of Listeria monocytogenes. From 411
environmental samples analyzed, 62 (15.1%) were positive for Listeria spp. and 21 (5.1%) for Listeria monocytogenes,
which showed their persistence in the slaughter plant. There were no statistical differences between the rainy and dry
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periods and between areas sampled, although it has been found between sectors. The floor surface and the sector cuts have
higher rates of positivity.

KEYWORDS: Listeria spp. Bovine. Slaughter. Polymerase Chain Reaction (PCR).
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