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RESUMO

Listeria monocytogenes € um agente patogénico transmitido por alimentos,
causador de listeriose e tem sido isolado de produtos carneos prontos para consumo
(RTE). O objetivo deste trabalho foi verificar a ocorréncia e quantificacao de Listeria
monocytogenes em presuntos cozidos fatiados e embalados pela industria e em
presuntos cozidos fatiados e embalados no varejo. As amostras foram analisadas
apo6s a aquisicao (Tempo 1) e ao fim da validade indicada no rétulo (Tempo 2). A
quantificacdo e a detecgédo de presenca e auséncia de Listeria monocytogenes nas
amostras foi obtida por meio da metodologia ISO 11290-1 e 11290-2. Além disso,
foram realizados testes fenotipicos para diferenciacdo de Listeria spp. que
compreenderam teste de catalase, cloracdo de gram, motilidade, B - hemdlise e
fermentacao de acgucares (xilose, ramnose, dextrose e manitol). Foram escolhidas trés
marcas distintas de empresas com importancia na comercializacdo de derivados
carneos no mercado nacional, as quais foram adquiridas em quatros supermercados
conforme disponibilidade de venda. Foram avaliadas 60 amostras provenientes da
industria nas quais nao foi detectado Listeria monocytogenes. Contudo, nas 60
amostras analisadas do varejo, 23,3 % apresentaram presenca de Listeria spp.. As
espécies que apresentaram a maior frequéncia nas amostras do varejo foram L.
ivanovii (37,5 %), L. seeligeri (37,5 %), L. innocua (23,6 %) e L. welshimeri (1,3 %). As
amostras do varejo foram analisadas quanto ao tempo de prateleira e 27 amostras (45
%) apresentaram validade superior a 5 dias, dessas, 21 amostras (35%) foram
adquiridas no mesmo estabelecimento comercial (GP). As amostras também foram
submetidas a contagem de Bactérias Acido Laticas (BAL) nas quais houve aumento
de 3 logs nas amostras com fatiamento na industria e 2 logs nas amostras com origem
de fatiamento no comercio varejista.

Palavras-chave: Listeria spp. L. monocytogenes Presunto fatiado Industria Varejo



ABSTRACT

Listeria monocytogenes is a foodborne pathogen that causes listeriosis and
has been isolated from ready-to-eat meat. The objective of this work was to verify the
occurrence and quantification of Listeria monocytogenes in sliced and packaged hams
by the industry and also in sliced and packaged hams at retail. Samples were analyzed
after the acquisition (Time 1) and at the expiration of the validity indicated on the label
(Time 2). Quantification and detection of presence and absence of Listeria
monocytogenes in the samples were obtained using the methodology ISO 11290-1
and 11290-2. In addition, phenotypic tests for differentiation of Listeria spp. were
conducted including catalase testing, gram staining, motility, p-hemolysis and
fermentation of sugars (xylose, rhamnose, dextrose and mannitol). Three different
brands of companies with importance in the commercialization of meat products in the
national market were chosen, which were acquired in four supermarkets according to
the products availability. Were evaluated 60 samples from the industry in which Listeria
monocytogenes was not detected. However, in the 60 samples analyzed from retail,
23,3 % showed presence of Listeria spp.. The species that presented the highest
frequency in the retail samples were L. ivanovii (37,5 %), L. seeligeri (37,5 %), L.
innocua (23,6 % ) and L. welshimeri (1,3 %). Retail samples were analized according
to the shelf life where 27 samples (45 %) showed validity for more than 5 days, in which
21 samples (35 %) were acquired at the same commercial establishment. The samples
were also submitted to a Lactic Acid Bacteria (LAB) count in which there was an
increase of 3 logs in the samples with slice in the industry and 2 logs in the samples
with origin of slicing in the retail trade.

Key-words: Listeria spp. L. monocytogenes Slice ham Industry Retail
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1 INTRODUGAO

Os tipos de carne mais comumente comercializados no mundo s&o as carnes
suina e de frango, sendo que a de frango vem liderando ha décadas o ranking de
proteina animal. A carne suina tem a sua vantagem pois permite diversificar o
processamento, oferecendo grande variedade de produtos sob diversas op¢des de
consumo, ganhando o seu espagco em um mercado de diversificados habitos
alimentares e de alimentos de preparo rapido e facil (RAMOS; GOMIDE, 2008), como
€ 0 caso de presuntos cozidos.

Os consumidores tém se preocupado cada vez mais com as caracteristicas
dos alimentos que consomem e isso tem levado a industria a desenvolver produtos
que além de nutrir também promovam o bem-estar e sejam seguros para 0 consumo
humano (ZANARDI et al., 2010). O apelo da praticidade no preparo, consumo rapido
e alimentacao saudavel colocou em destaque os alimentos prontos para o consumo,
ready-to-eat (RTE), e o perigo iminente de surtos vinculados por esses tipos de
alimentos. Com a globalizagdo do marketing, o crescente comércio internacional,
migragdes e viagens, a propagagao de patdgenos perigosos e contaminantes nos
alimentos aumentou a vulnerabilidade universal, uma vez que produtos contaminados
podem afetar a saude de inuUmeras pessoas ao mesmo tempo em todo o mundo
(HAVELAAR et al., 2010).

A carne possui elevado valor nutricional, porém é sensivel a deterioracédo de
microrganismos devido a alta quantidade de agua livre e pH favoravel (ZANARDI et
al., 2010). Para reduzir a carga microbiana em alimentos, visando maior durabilidade
e seguranga, existem varios métodos de conservagdo como pasteurizagao,
esterilizagdo, cozimento, secagem, evaporacéo, salga e fermentagéo. Essas técnicas
sdo muito comuns nas industrias de alimentos (PEREIRA; VICENTE, 2010).

Existem varias etapas na industria, dentre elas, a producgao, elaboragéao,
armazenamento, transporte e distribuicdo onde cada uma delas pode servir de porta
de entrada para os microrganismos patogénicos. Com a alta capacidade de
adaptagdo, os microrganismos conseguem sobreviver, multiplicar-se e produzir
compostos tdéxicos nos mais diversos ambientes produtivos. Desta forma, surtos
envolvendo patdégenos conhecidos ou emergentes, veiculados por alimentos de

origem animal ou vegetal, s&do relatados com frequéncia (HAVELAAR et al., 2010).
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As Doencas Transmitidas por Alimentos (DTA), resultam da ingestdo de
alimentos e produtos alimentares contaminados tipicamente por bactérias ou seus
metabdlitos, parasitas, virus ou toxinas e substancias quimicas que contaminam os
alimentos em diferentes pontos do processo de produgao e preparacao de alimentos
tornando-se um problema de saude publica mundial (ICMSF, 2006; HAVELAAR et al.,
2010; TAUXE et al., 2010).

A importancia das diferentes DTA variam entre os paises, dependendo dos
tipos de alimentos consumidos e a sensibilidade da populagcdo. Nos paises onde ha
sistemas de registro de casos de DTA, tem-se verificado aumento significativo, ao
longo das ultimas décadas, na incidéncia de doengas causadas pela presenga de
microrganismos nos alimentos (ICMSF, 2006). Tauxe et al. (2010), sugere que 30 %
de todas as novas infeccbes emergentes globalmente nos ultimos 60 anos incluiram
agentes patogénicos comumente transmitidos através de alimentos.

No Brasil, o periodo compreendido entre 2007 a 2017, foram notificados mais
de sete mil surtos de DTA, sendo que, em 66,4 % desses surtos o alimento incriminado
nao foi identificado (MS, 2017). Sabe-se que o numero de surtos provavelmente é
ainda maior, uma vez que no Brasil e em paises em desenvolvimento, a subnotificagao
e as falhas nas etapas de investigacéo e dificuldade no diagnostico comprometem a
geracéao de informagado (GERMANO; GERMANO, 2008). Diante disso, a nivel mundial,
tem-se uma preocupagao com a segurancga de alimentos, uma vez que 0s paises em
desenvolvimento estdo cada vez mais produzindo alimentos para um mercado global
(NEWELL et al., 2010).

Listeria monocytogenes, tem sido considerado um patdégeno emergente desde
1980, devido a casos esporadicos de surtos de Listeriose que foram associados ao
consumo de alimentos contaminados (GALVAO et al., 2012). A Listeria
monocytogenes € o0 agente da Listeriose, uma infecgdo sistémica grave, de origem
alimentar. Embora seja uma doencga relativamente rara, pode ser fatal. Acomete,
sobretudo, individuos imunodeprimidos, gestantes, neonatos e idosos com taxas de
mortalidade de 20 a 30 %, sendo comum em pacientes hospitalizados; ocorre em
diferentes formas como neuromeningeal, materno-neonatal, gastroenterite febril €, em
casos mais graves, pode levar a uma infecgdo cerebral e até a morte (ALVAREZ-
ORDONEZ et al., 2015). Os alimentos normalmente associados com transmiss&o da

doenga séo aqueles processados industrialmente, com longo tempo de prateleira em
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temperatura de refrigeragcao e prontos para consumo sem cocgao prévia como o leite
e produtos lacteos, carnes e produtos RTE (LUBER et al., 2011).

Varios tipos de equipamentos e utensilios sdo utilizados durante o
processamento, armazenamento e refrigeracdo desses tipos de produtos, sob
condicbes que favorecem a contaminacdo e o crescimento de Listeria
monocytogenes. Além disso, esse microrganismo € relativamente resistente a
variagdes no pH e nas concentragbes de NaCl e, resistente a varias substancias
antimicrobianas; tem capacidade para crescer e sobreviver em temperaturas de
refrigeracdo aumentando, portanto, sua persisténcia em ambientes de processamento
de alimentos (LUBER et al., 2011; GALVAO et al., 2012; ALVAREZ-ORDONEZ et al.,
2015; BRASILEIRO et al., 2016).

Nos Estados Unidos estima-se que 1.600 pessoas fiquem doentes, a cada
ano, devido a contaminagao alimentar por Listeria monocytogenes com mais de 1.500
hospitalizagdes e 260 obitos (16,25%) relacionados; no ano de 2016 ocorreram 24.029
casos de DTA com 5.512 hospitalizagcbes e 98 mortes; desses, 127 casos foram
confirmados como infecgbes por Listeria monocytogenes com 123 hospitalizagdes
(97%) e 17 mortes (13,4%); foi o patdgeno que apresentou o maior numero de
hospitalizagbes e a maior taxa de mortalidade dentre os nove patégenos entéricos
comumente transmitidos através de alimentos neste pais (CDC, 2017) demostrando
a importancia deste microrganismo como fonte de infecgdo alimentar. Os Estados
Unidos séo o pais que tém a legislagdo mais rigida para Listeria monocytogenes em
alimentos RTE, exigindo auséncia do microrganismo em 50 g de produto (JAY et al.,
2005).

Segundo o ultimo relatério da Unido Européia (EU) - European Food Safety
Authority — EFSA (2017), sobre zoonoses, agentes zoondticos e surtos de origem
alimentar, 2.206 casos humanos confirmados de listeriose foram divulgados na EU
em 2015, houve um crescimento significativo estatisticamente de listeriose em relagéo
ao periodo de 2008 a 2014. A taxa de notificacdo foi de 0,46 casos por 100.000
habitantes, o que foi semelhante a 2014. Em média, 97,4 % dos casos foram
hospitalizados. Esta € a maior proporgao de casos de hospitalizados sob vigilancia da
EU. Um total de 270 ébitos (17,7 %) devido a listeriose foram relatadas por 19 Estados
Membros em 2015, que foi 0 maior numero de casos fatais relatados desde 2008. Os
alimentos envolvidos foram peixes defumados, produtos lacteos (exceto queijos) e

produtos a base de carne tratados termicamente.
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O Regulamento Europeu (CE) n° 2073/2005 (CE, 2005) estabelece critérios
microbioldgicos para alguns microrganismos nos alimentos e as regras de execug¢ao
a serem aplicadas pelas industrias ao implementar medidas de higiene geral e
especifica. Para Listeria monocytogenes, este regulamento cobre principalmente
produtos alimenticios RTE e requer o seguinte: (i) Produtos RTE destinados a
lactentes e para fins médicos especiais Listeria monocytogenes nao deve estar
presente em dez amostras (auséncia em 25 g); e (ii) Produtos RTE que nao sejam
para lactentes e propositos médicos especiais, diferentes critérios microbioldgicos
aplicam-se dependendo da capacidade do produto quanto ao crescimento de Listeria
monocytogenes. Assim, para os alimentos RTE n&o susceptiveis ao crescimento de
Listeria monocytogenes, os niveis devem ser < 100 unidades formadoras de colbnia
por grama (UFC/g) ao longo da vida util do produto (n = 5; ¢ = 0). Por outro lado, nos
alimentos RTE que sao susceptiveis ao crescimento, Listeria monocytogenes nao
deve estar presente em cinco amostras (auséncia em 25 g) no momento da saida da
planta de producéo, no entanto, se através de estudos de tempo de prateleira, o
produto demonstrar que nao excedera o limite de 100 UFC/g ao longo de sua vida util,
pode ser comercializado; o limite deve ser <100 UFC/g ao longo da vida util do produto
(n=5; c=0). Além disso, este regulamento estabelece que a seguranga dos alimentos
€ de responsabilidade de quem produz, uma vez que a industria pode investigar o
cumprimento dos critérios ao longo da vida util do produto para avaliar o crescimento
de Listeria monocytogenes presentes no produto durante a vida util em condigbes de
estocagem, distribuicdo, armazenamento e uso.

A legislagao brasileira, através da Resolugdo RDC n°® 12 (BRASIL, 2001a),
que regulamenta os padrbes técnicos microbiolégicos para alimentos, estabelece
padroes para Listeria monocytogenes em apenas alguns tipos de produtos lacteos,
como queijos, especificando a auséncia do microrganismo em 25 g do produto. Para
os demais produtos prontos para o consumo nao sao contemplados limites especificos
para esse microrganismo.

No Brasil, temos relatos de surtos humanos por Listeria monocytogenes sem
o alimento incriminado. Contudo, esse microrganismo tem sido isolado em varios
alimentos (DE MARTINIS et al., 2001). Bersot et al. (2008), chamaram a atengao, em
estudo realizado em Sao Paulo, para o risco microbiolégico associado a mortadela
fatiada embalada a vacuo. Neste estudo foi observado que 100 % das amostras

analisadas foram positivas para Listeria monocytogenes. O aumento do consumo de
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alimentos prontos para o consumo na sociedade atual, intensifica a exposigcdo humana
a Listeria monocytogenes, somado a isso, a crescente demanda por produtos com
tempo de prateleira longo, que favorece a multiplicagdo desse microrganismo e, o fato
do aumento do segmento da populagdo que € mais suscetivel a este microrganismo
torna o assunto ainda mais preocupante (IVANEK et al., 2004).

Diante dessa nova realidade e todo contexto epidemioldgico, de saude
publica, socioecondémico, tecnoldgico, diversidade de culturas, diferentes perfis de
consumo de alimentos e globalizagdo do mundo atual, no que diz respeito a seguranca
dos alimentos de origem animal, a industria de alimentos depara-se com um amplo
campo para investigag¢des. A industria tem buscado atender a crescente demanda dos
consumidores por alimentos RTE, frescos, ricos em vitaminas e nutrientes,
minimamente processados e seguros além de prevenir prejuizos econémicos relativos
a perda de alimentos deteriorados e a transmissao de microrganismos patogénicos
ao longo da cadeia de alimentos (GALVEZ et al., 2007).

Assim, novas estratégias para conservagao de alimentos tem ganhado a
atencao, como € o caso da bioconservacgao, onde a multiplicagédo de microrganismos
patogénicos e deteriorantes nos alimentos é controlada por metabdlitos
antimicrobianos produzidos por Bactérias Acido Laticas (BAL) (MATARAGAS et al.,
2003). As bactericinas, metabdlitos das BAL, sdo seguras para o consumo humano,
dominam a microbiota natural de muitos alimentos incluindo carne e produtos carneos,
durante o armazenamento, e também s&o capazes de inibir microrganismos
indesejaveis e patogénicos como Listeria monocytogenes. A sua importancia vem
crescendo significativamente devido ao seu potencial como um substituto natural para
conservantes quimicos (WORAPRAYOTE et al., 2016). A bioconservagéao pode ser
uma alternativa também quando as boas praticas de fabricagdo, higienizagcéo e
Analise de Perigos e Pontos Criticos de Controle (APPCC), executadas nas industrias
de alimentos nao sao suficientes para prevenir a presenca e inibir o crescimento de
microrganismos deteriorantes e patogénicos (DEEGAN et al., 2006).

Em todo esse contexto, merecem destaque para investigacdo, os produtos
carneos fatiados, como presunto, mortadela, salame e outros, por se tratarem de
alimentos prontos para o consumo com sal em sua composi¢ao, armazenados sob
refrigeracdo e com riscos de contaminacdo apds processamento por Listeria

monocytogenes.
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Assim, neste trabalho decidiu-se por analisar amostras de presuntos cozidos
por ser um produto nobre, com caracteristicas intrinsecas que proporcionam o
desenvolvimento de Listeria monocytogenes, consumido em paises desenvolvidos e
em paises em desenvolvimento, por varias faixas etarias, inclusive por gestantes e

pessoas imunodeprimidas; € amplamente comercializado por todo territério nacional.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a ocorréncia e quantificar Listeria monocytogenes em amostras de

presuntos cozidos fatiados na industria e fatiados no estabelecimento comercial.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Confirmar o género Listeria por meio de testes bioquimicos.

Avaliar as diferencas entre os ambientes de fatiamento (industria e
estabelecimento comercial) quanto a presenga/auséncia e quantificagdo de Listeria
monocytogenes.

Avaliar a ocorréncia e quantificacdo de Listeria monocytogenes durante o
fatiamento no comercio varejista, comparando os estabelecimentos comerciais onde
foram adquiridas as amostras.

Quantificar Bactérias Acido Laticas (BAL) em amostras de presuntos cozidos
fatiados na industria e fatiados no estabelecimento comercial.

Avaliar o comportamento de Listeria monocytogenes e de BAL na aquisigao

do produto e ao final da vida de prateleira do produto fatiado.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 CARACTERIZAGAO DE PRESUNTO

Produtos cozidos produzidos a partir da carne suina, como presuntos cozidos,
sao produtos alimenticios de grande importancia econémica. Este grupo de alimento
compde cerca de um quarto de iguarias (delicatessen) vendidas na Europa
(GEERAERTS et al., 2017).

No Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade - RTIQ (BRASIL, 2000)
consta que presunto cozido € o produto carneo industrializado, obtido exclusivamente
dos cortes do membro posterior do suino (pernil), desossado ou n&o, adicionados de
ingredientes, e submetido a um processo térmico adequado. No caso do membro
posterior ser de outra espécie, o produto € denominado de Presunto, seguido do nome
da espécie animal de procedéncia.

O processamento de presunto convencional envolve as seguintes operagdes:
preparo da carne, inje¢cao de salmoura, moagem, tumbleamento, cura por 48 horas
em camara fria a mais ou menos 4 °C, enformagem, cozimento a 80 °C, atingindo
cerca de 72 °C internamente, resfriamento, retirada da forma, fatiamento, embalagem,
estocagem e expedicado (PARDI et al., 2001).

O presunto cozido caracteriza-se por apresentar minimo de 14 % de proteina
bruta, pH entre 5,9 € 6,1 e atividade de agua na faixa de 0,91 a 0,97. Esses parametros
tornam esse tipo de produto muito susceptivel a contaminagéo bacteriana (FAI et al.,
2011). Em geral, a composigao bacteriana do produto cozido depende das matérias
primas utilizadas e da tecnologia de processo e embalagem aplicada (GEERAERTS
et al., 2017).

3.1.1 Produtos carneos fatiados — aspectos microbiolégicos

Além de atender as exigéncias de mercado por produtos com grande
praticidade para o consumidor, produtos carneos comercializados fatiados pelos
préprios fabricantes, garantem que, no momento do consumo, os produtos
apresentem as caracteristicas de qualidade esperadas, uma vez que ndo ha nenhuma
intermediagcdo, ou seja, ndo ha comprometimento da qualidade dos produtos,

viabilizando sua comercializagdo em estabelecimentos que n&ao dispbéem dos
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equipamentos e condi¢gdes e ou conhecimento de boas praticas necessarios para o
fatiamento (WEISS et al., 2010). Os produtos carneos fatiados presentes nos
estabelecimentos comerciais brasileiro tém entre 30 a 60 dias de validade, variando
de acordo com o fabricante, caracteristicas do produto e temperatura de conservagao
recomendada na embalagem. A busca por alternativas tecnolégicas que permitam
uma extensdo do tempo de prateleira € uma constante, visando expansao da rede
logistica onde mercados cada vez mais longinquos possam ser alcangados,
garantindo maior numero de consumidores com acesso aos beneficios dos produtos
carneos fatiados pelo proprio fabricante. Do ponto de vista logistico, as grandes
distancias entre fabricas, centros de distribuicdo e pontos de venda, onera os custos,
uma vez que a logistica necessaria precisa ser extremamente eficiente. Grandes
estabelecimentos de venda nao recebem produtos com mais de um tergco do tempo
de prateleira do produto ja decorrido (ZHU et al., 2014).

Existe uma preferéncia por parte dos consumidores por produtos fatiados
pelas industrias em relagao aos fatiados nos estabelecimentos de venda. Isso se deve
ao maior tempo de vida util do produto que esses produtos oferecem em consequéncia
de melhores condi¢gbes de higiene durante preparo e embalagem a vacuo ou em
atmosfera modificada (WEISS et al., 2010).

Os produtos carneos cozidos sdo pouco acidos (pH > 6), apresentam alta
atividade de agua (0,98 a 0,99) e, geralmente, baixo teor de sal (< 2 %). Essas
caracteristicas nao impedem a multiplicacdo de bactérias deteriorantes
(MATARAGAS et al., 2003). A etapa de fatiamento destes produtos aumenta o risco
de contaminacao microbiana devido a manipulacao, a maior superficie de contato do
produto com o ar, equipamentos e manipuladores e o contato do produto com
superficies que muitas vezes estdo inadequadamente higienizadas. Aliado a isso, a
falta de microrganismos competidores devido ao processo de cozimento favorece a
multiplicagdo dos microrganismos decorrentes da contaminagao pos-processamento
(GALVEZ et al., 2007; KAPETANAKOU et al., 2016).

Segundo Luber et al. (2011), além da dificuldade relacionada com o tempo de
prateleira, ha também a dificuldade relacionada com a inocuidade de produtos
fatiados. Em um estudo de risco realizado nos Estados Unidos indicou que produtos
carneos fatiados, especialmente aqueles fatiados nos estabelecimentos de venda, sédo
o alimento com maior risco de contaminacao por Listeria monocytogenes. Araujo et

al. (2002), analisaram 40 amostras de carne de peru, divididas em quatro grupos de
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dez sendo: blanquet inteiro, blanquet fatiado, presunto inteiro e presunto fatiado.
Esses autores verificaram uma alta incidéncia de bactérias do género Listeria, sendo
80% em blanquet fatiado e 90 % em presunto fatiado, contrastando com a auséncia
nas pecas inteiras. A auséncia de Listeria nos produtos inteiros e sua alta ocorréncia
nos fatiados sugerem provavel manipulagao inadequada dos produtos no momento
do fatiamento, o que indica necessidade de melhorar o controle higiénico durante o

processamento.

3.1.2 Tempo de prateleira (shelf life)

O tempo de prateleira de produtos carneos cozidos, como o presunto, &
limitada principalmente por seguranga microbioldgica e deterioragéo. Isso ocorre por
se tratar de um produto manipulado apds o processo de cozimento, ou seja, durante
as etapas de fatiamento e empacotamento microrganismos podem ser incorporados
ao produto. Além disso, trata-se de um produto com pH perto de 6 e atividade de agua
acima de 0,94 (VERCAMMEN et al., 2011).

A definicdo para validade comercial ou tempo de prateleira, para carnes e
produtos carneos, pode ser definida como o periodo entre a fabricagdo e a compra no
varejo de um produto alimenticio, durante o qual o produto € de qualidade satisfatoria,
ou seja, é o tempo de armazenamento até a sua deterioracao (BRESSAN et al., 2007).
Este prazo comercial depende da interacdo de varios fatores como intrinsecos,
extrinsecos, de boas praticas de higiene, controle de distribuicdo, temperatura de
armazenamento e tipo de embalagem, sendo ainda dependente do numero, tipo e
taxa de crescimento dos microrganismos que podem estar presentes nos alimentos
(VERCAMMEN et al., 2011).

A deterioragdo se da por alteracbes fisicas e quimicas que modificam a
aparéncia do alimento, tornando-o repugnante ao consumo ao olho nu, ou ainda,
devido a odores desagradaveis, conhecidos por off-flavours. Somado aos aspectos
fisicos e quimicos do produto, o ponto de deterioracdo pode ser definido também pela
contagem bacteriana maxima aceitavel (BRESSAN et al.,, 2007). Segundo
Vercammen et al. (2011), a deterioracdo do presunto fatiado embalado é
acompanhado de acumulo de exsudatos viscoso e inchago da embalagem devido a
formagédo de gas que, geralmente, € causado por bactérias. No que diz respeito a
seguranga microbiologica, a contaminagdo com agentes patogénicos como
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Escherichia coli O157:H7 ou Salmonella € uma preocupacdo, mas O risco mais
importante é, sem duvida, Listeria monocytogenes, devido a ampla distribuigao
ambiental e capacidade de crescimento em produtos refrigerados.

Os produtos curados possuem validade comercial maior que as carnes
frescas devido ao efeito inibidor do sal, nitrito e fumaca. A presenga do agucar em
carnes curadas facilita as reagdes fermentativas e atrasa as mudancas proteoliticas
indesejaveis (GEERAERTS et al., 2017). Produtos carneos cozidos e curados sao
produtos refrigerados, economicamente importantes, com elevado consumo em
paises europeus. Como essas matrizes alimenticias sao aquecidas a temperaturas de
65 a 75 °C, a maioria das células vegetativas s&do mortas e a contaminagao pos
aquecimento é o que determina a validade comercial (VERMEIREN et al., 2004).

Produtos fatiados possuem um agravante a mais que influencia na redugao
do tempo de prateleira do produto, como a excessiva manipulacéo e a maior superficie
de contato com o oxigénio, favorecendo a oxidagao lipidica e a contaminagdo do
alimento por microrganismos aerdbios deteriorantes ou patogénicos. Assim, muitas
industrias, na tentativa de minimizar este problema, comercializam produtos fatiados
acondicionados em embalagens a vacuo ou em atmosfera modificada (BRESSAN et
al., 2007).

A embalagem é de extrema importancia na protecdo dos alimentos, pois
preserva a qualidade dos produtos e protege contra o vapor de agua, oxigénio e outros
gases, luz, poeira e outras sujidades, perda de peso, danos mecanicos e, ainda,
preveni a entrada de microrganismos e insetos. No interior das embalagens, os fatores
usuais que determinam o crescimento e a atividade dos microrganismos sao o proprio
alimento, a temperatura, a atividade de agua, o pH, a mistura gasosa e a microbiota
competitiva (BRESSAN et al., 2007).

A embalagem a vacuo, empregado no acondicionamento tanto de pecas
inteiras como de pequenas porgdes, tem como objetivo proteger o produto carneo do
contato com o oxigénio do ar. O oxigénio favorece o crescimento de microrganismos
aerobios de alto potencial de deterioracdo, que alteram o odor, a cor e a aparéncia
dos produtos carneos, acarreta na rancidez oxidativa das gorduras, causa alteragdes
nos pigmentos da carne e destréi algumas vitaminas e aromas. Na auséncia de
oxigénio, as bactérias laticas predominam e causam menor alteragdo na qualidade

das carnes, mesmo em altas contagens (BRESSAN et al., 2007).
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A tecnologia de embalagem com atmosfera modificada (EAM) tem como
proposito aumentar a validade comercial, melhorar a aparéncia e a apresentagéo do
produto, reduzir o uso de conservantes artificiais, minimizar perdas e otimizar as
cadeias de produgdo e distribuigdo. Nessa tecnologia, os sistemas de
acondicionamento em atmosfera modificada sao concebidos para efetuar a troca da
atmosfera original ao redor do produto por uma mistura de gases, de modo a prever e
exercer controle sobre as alteragbes que ocorrerdo no produto, na embalagem e na
prépria atmosfera gasosa, em decorréncia da interacdo dos gases com o produto. O
objetivo principal da modificagdo da atmosfera € preservar o frescor do produto do
primeiro dia de processamento e estender o prazo de manutencgao desse frescor e os
atributos de qualidade durante sua vida util maior (BRESSAN et al., 2007). De acordo
com Mano et al. (2002), os gases mais comumente utilizados sdo: o gas carbdnico,
devido a sua atividade antimicrobiana, € o que compde a maior parte da mistura de
gases, e o nitrogénio, que é usado apenas para completar o espago disponivel. O
sucesso da aplicacdo da tecnologia de EAM esta associado a cinco elementos:
especificidade da mistura gasosa em relagéo ao produto; natureza e qualidade inicial
do produto fresco; temperatura de armazenamento; propriedades de barreira da
embalagem, e eficiéncia do equipamento de acondicionamento.

Para Luber et al. (2011), a etapa de fatiamento deve ser considerada um ponto
critico de controle, pois submete produtos que atendem a uma expressiva parcela da
populacdo, como os produtos fatiados em supermercados, a manipulacdo excessiva
€ ao risco de contaminacao cruzada, na mesma ordem do ambiente industrial. Além
disso, produtos fatiados geralmente ndo sao tratados termicamente apds a
comercializagdo, sendo destinados ao pronto consumo. Este fato exige da cadeia
produtora e distribuidora de alimentos a garantia de atendimento aos parametros

microbioldgicos até o momento do consumo.

3.1.3 Legislacdo para embalagem, rotulagem e validade

As legislagdes vigentes em ambito nacional hoje sdo inumeras, destacam-se
o Cdédigo de Defesa do Consumidor (BRASIL, 1990) que traz como direito basico do
consumidor a informacédo adequada e clara sobre os diferentes produtos e servicos,
com especificacdo correta de quantidade, caracteristicas, composi¢ao, qualidade e

preco, bem como sobre os riscos que apresentem e, determina que as empresas
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devem seguir os padroes de qualidade e as especificacdes de quantidade expressos
nos rotulos de seus produtos, e que violagdes a esses padrdes tornam o produto
improprio ou inadequado ao consumo.

A Instrugdo Normativa n° 22 (BRASIL, 2005), que é especifica para produtos
de origem animal, define como embalagem o recipiente ou pacote destinado a garantir
a conservagao e facilitar o transporte e manuseio dos produtos de origem animal e,
rotulagem ou rotulo como sendo toda inscrigdo, legenda ou imagem impressa ou
colada sobre a embalagem do produto de origem animal. Essa legislagcédo traz como
informagdes obrigatdrias, entre outras, a denominagao de venda do produto de origem
animal, conteudo liquido, identificagcado de origem (nome, enderego, Cadastro Nacional
da Pessoa Juridica, carimbo do Servico de Inspecao Federal - SIF, categoria oficial
do estabelecimento, numero do registro do produto), identificacdo de lote, data de
fabricacao e de validade, instrugdes sobre conservagao e composig¢ao do produto.

A Resolugédo RDC n° 360 (BRASIL, 2003c) institui a obrigatoriedade de
constar a informacao nutricional no rétulo dos produtos carneos, quando estas forem
embaladas na industria ndo sendo aplicado aos produtos fracionados nos pontos de
vendas a varejo, comercializados como pré medidos como € o caso dos presuntos
fatiados nos supermercados.

Ja a Resolugcdo RDC n° 216 (BRASIL, 2004), estabelece procedimentos de
boas praticas para servigos de alimentagao a fim de garantir as condi¢des higiénico-
sanitarias do alimento preparado. Essa legislacao define servigos de alimentagéo,
estabelecimentos que realizam, entre outras atividades, o fracionamento,
armazenamento e exposi¢ao a venda e, define como alimento preparado os alimentos
manipulados e preparados em servigos de alimentagao, expostos a venda embalados
ou n&do. Esta resolucdo determina medidas com o intuito de minimizar o risco de
contaminacgao cruzada, como evitar o contato direto ou indireto entre alimentos crus,
semi-preparados e RTE; lavagem e antissepsia das maos dos manipuladores antes
do manuseio do alimento preparado; as matéria primas e os ingredientes devem ser
expostos a temperatura ambiente somente pelo tempo minimo necessario para o
fatiamento e quando as matérias-primas e os ingredientes néo forem utilizados em
sua totalidade, devem ser adequadamente acondicionados e identificados com, no
minimo, as seguintes informacgdes: designagdo do produto, data de fracionamento e

prazo de validade apos a abertura ou retirada da embalagem original.
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Um ponto importante a se considerar na Resolugdo RDC n° 216 (BRASIL,
2004), é a informagdo do prazo maximo de consumo do alimento preparado e
conservado sob refrigeracdo a temperatura de 4°C, ou inferior, deve ser de 5 dias.
Quando forem utilizadas temperaturas superiores a 4°C e inferiores a 5°C, o prazo de
consumo deve ser reduzido, de forma a garantir as condigdes higiénico-sanitarias do
alimento.

Ainda sobre validade, segundo a Instrugao Normativa n® 22 (BRASIL, 2005),
a validade e as informagdes sobre conservagcao doméstica sao de responsabilidade
da empresa; onde devem constar nos rétulos das embalagens de produtos de origem
animal, que exijam condi¢cdes especiais para a sua conservagao, deve ser incluida
uma legenda com caracteres bem legiveis, indicando as precaug¢des necessarias para
manter as caracteristicas normais, devendo ser indicadas as temperaturas maxima e
minima para a conservagao do produto e o tempo que o fabricante, produtor ou
fracionador garante sua durabilidade nessas condi¢des. O mesmo dispositivo é
aplicado para produtos de origem animal que pode se alterar depois de abertas suas
embalagens originas como é o caso das pecas inteiras de presuntos fracionadas nos
supermercados.

Em ambito estadual temos instrucdes especificas de cada Estado que nao
comprometem ou contradizem as legislagbes de ambito federal, apenas as
complementam. A Fiscalizacdo para o atendimento de todas essas normas € de
competéncia do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) e
também da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), cada uma no seu

campo de atuacao.

3.2 LISTERIA SPP.

3.2.1 Historia

Segundo Cruz et al. (2008), uma bactéria ha muito ja conhecida dos cientistas,
Listeria monocytogenes vem atraindo estudos desde que Murray, Webb e Swann
relataram, em 1924, o primeiro isolamento de um microrganismo que foi responsavel
por uma leucocitose mononuclear tipica em coelhos, denominando-o de Bacterium
monocytogenes (MURRAY et al., 1926). Ja em 1930, Pirie, isolou um microrganismo

muito semelhante em roedores e o denominou de Listerella hepatolytica, nome em
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homenagem ao cirurgido briténico, Lord Joseph Lister. Listeria monocytogenes, so foi
denominada assim, em 1940 e, somente em 1948 foi incluida no Manual

Bacterioldgico Determinativo de Bergey (BREED et al., 1948).

3.2.2 Filogenia e posi¢cao taxondmica

Com a introdugdo e desenvolvimento de novas técnicas moleculares e
genéticas, a posigao filogenética do género Listeria tem sido esclarecida. Através da
taxonomia numérica, Feresu e Jones (1988) distinguiram a posi¢ao do género Listeria
com a de outros géneros e a aproximaram-na dos géneros Lactobacillus e
Streptococcus. Mais tarde, Collins et al. (1991), consideraram que o género Listeria
era filogeneticamente afastado do género Lactobacillus através de sequenciamento
de RNA (Acido Ribonucleico) ribossémico 23S, onde o género Listeria apresentava
uma proximidade elevada com os géneros Bacillus e Staphylococcus (SALLEN et al.,
1996). O baixo percentual de Guanina mais Citosina (G + C) no DNA (Acido
Desoxirribonucleico), < 55 %, de Listeria monocytogenes indicava a proximidade ao
grupo de géneros como Bacillus, Enterococcus, Streptococcus e Staphylococcus,
pertencentes a classe Bacilli (BARBUDDHE et al., 2008). Com base no
sequenciamento de RNA ribossémico 16S (e de outros genes), os membros do género
Brochothrix sdo os mais proximos do género Listeria (LUDWIG et al., 2009). Assim, a
classificagdo taxonémica do género Listeria apresenta-se da seguinte forma: filo

Fimicutes, classe Bacilli, ordem Bacillates, familia Listeriaceae, género Listeria.

3.2.3 Espécies

Até 1948, L. monocytogenes era a unica espécie reconhecida do género
Listeria. Antes de 1985, ja tinham descritas, ao total, seis espécies — L.
monocytogenes, L. innocua, L. ivanovii, L. welshimeri, L. seeligeri e L. grayi -
denominadas como os géneros “classicos” de Listeria spp., isoladas de alimentos. As
espécies isoladas variavam de acordo com o tipo de alimento e a metodologia de
detecgdo utilizada, embora L. innocua e L. monocytogenes serem as mais
frequentemente isoladas (BARRE et al., 2016).

Recentemente, identificaram-se 11 espécies novas do género Listeria,

isoladas de alimentos e outros nichos ambientais ao redor do mundo, incluindo
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ambientes agricolas e naturais — L. marthii, L. rocourtiae, L. weihenstephanensis, L.
cornellensis, L. riparia, L. grandensis, L. fleischmannii, L. aquatica, L. floridensis, L.
newyorkensis e L. Booriae (GRAVES et al., 2010; LECLERCQ et al., 2010; SAUDERS
et al., 2012; BERTSCH et al., 2013; HALTER et al., 2013; DEN BAKKER et al., 2014;
WELLER et al., 2015). Assim, o género Listeria contém 17 espécies (ORSI;
WIEDMANN, 2016). Recentemente Leclercq et al. (2016), propés incluir uma nova
espécie no género Listeria, L. Thailandensis, que foi isolado de produtos de frango
frito na Tailandia.

Orsi e Wiedmann (2016), propuseram, baseados em dados de analises
moleculares (genotipicos) e fenotipicos a divisdo do género Listeria em dois grupos.
Um grupo distinto de 6 espécies, denominado de Listeria sensu stricto, que
compartilham caracteristicas fenotipicas comuns como a capacidade de crescimento
a baixa temperatura com motilidade flagelar, neste grupo encontra-se o patégeno L.
monocytogenes; e um segundo grupo com 11 espécies, denominado de Listeria sensu
lato, que segundo proposto por Orsi e Wiedmann (2016), representam trés grupos
monofiléticos distintos, o que pode justificar a reclassificagao de Listeria sensu lato em
3 novos géneros. Esses trés géneros separados propostos — Murraya, Mesolisteria e
Paenilisteria, ndo contém agentes patogénicos, ndo sdo moveis (exceto L. grayi), nao
sdo capazes de reduzir o nitrato (exceto L. floridensis) e sdo negativos para o teste de
Voges-Proskauer (exceto L. grayi). As espécies do novo género proposto,
Mesolisteria, ndo podem crescer abaixo de 7 °C. A esquematizagdo das novas
espécies de Listeria divididas em grupos estao na TABELA 1.

Dentre as 17 espécies de Listeria, apenas L monocytogenes e L. ivanovii sao
consideradas patogénicas. L monocytogenes € patogénica para o homem e, € 0
agente causador da listeriose, uma das mais severas infecgdes alimentares. Essa
infeccdo alimentar aparece como a terceira principal causa de o6bitos nos Estados
Unidos. Os casos de doencas e surtos causados por este microrganismo tém um
impacto econdmico consideravel para a sociedade e para industria de alimentos
(IVANEK et al., 2004; ORSI; WIEDMANN, 2016; AMAJOUD et al., 2017).

Atualmente, a disponibilidade de métodos moleculares, especialmente o
sequenciamento, para a caracterizagcao rapida de Listeria spp. proporcionara a
identificacao futura de isolados que representem essas novas espécies em diferentes
fontes e ao redor do mundo assim como possiveis espécies novas (ORSI;
WIEDMANN, 2016; BARRE et al. 2016).
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Segundo Amajoud et al. (2017), a descoberta e identificagcdo de novas

especies permite uma melhor compreensao da evolugdo das caracteristicas,

comportamento e da viruléncia do género Listeria tendo aplicagao pratica na industria

de alimentos para detectar a presenca, persisténcia e crescimento desse

microrganismo.

TABELA 1 — ESPECIES ‘NOVAS” E “CLASSICAS” DO GENERO LISTERIA DIVIDIDAS EM DOIS
GRANDES GRUPOS E EM TRES GENEROS CONFORME PROPOSTO POR ORSI E WIEDMANN

(2016)

GRUPOS Listeria spp.

GENEROS “NOVOS”

REFERENCIA

Listeria sensu stricto
L. monocytogenes
L. ivanovii

L. seeligeri

L. innocua

L. welshimeri

L. marthii
Listeria sensu lato

L. grayi

L. fleischmannii

L. aquatica
L. floridensis
L. weihenstephanensis

L. rocourtiae

L. cornellensis
L. riparia
L. grandensis

L. booriae

L. newyorkensis

Listeria
Listeria

Listeria

Listeria

Listeria

Listeria

Murraya

Mesolisteria

Mesolisteria
Mesolisteria
Paenilisteria

Paenilisteria

Paenilisteria
Paenilisteria
Paenilisteria

Paenilisteria

Paenilisteria

Murray et al. (1926)
Seeliger et al. (1984)

Rocourt; Grimont
(1983)
Seeliger (1983)

Rocourt; Grimont
(1983)
Graves et al. (2010)

Errebo Larsen;
Seeliger (1966)
Bertsch et al. (2013)

Den Bakker et al.
(2014)
Den Bakker et al.
(2014)
Lang Halter et al.
(2013)
Leclercq et al. (2010)

Den Bakker et al.
(2014)
Den Bakker et al.
(2014)
Den Bakker et al.
(2014)
Weller et al. (2015)

Weller et al. (2015)

Total (género Listeria) 17
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3.2.4 Caracteristicas morfolégicas, metabdlicas e bioquimicas

Listeria spp. sdo bastonetes gram positivos pequenos, com 0,4 a 05 um de
diametro e 1 a 2 ym de comprimento, com extremidades arredondadas. As células
sao encontradas em unidades isoladas ou em cadeias curtas, podendo aparecer em
arranjos em formas de “V”, “Y” ou paligada e ndo produzem esporos ou capsulas. Sao
catalase positivos e produtores de acido latico a partir da glicose e outros agucares. A
bactéria € movel por poucos flagelos peritriquios quando cultivada entre 20 e 25 °C,
porém €& imovel ao apresentar fraca motilidade a 37 °C. O seu cultivo em meio
semissolido resulta em crescimento com forma caracteristica de “guarda-chuva” e
aproximadamente 0,5 cm a baixo da superficie do meio, devido a natureza
microaerdfila e ou anaerdbia facultativa (JAY et al., 2005; ROCOURT; BUCHRIESER,
2007).

O género Listeria apresenta uma caracteristica ubiquitaria, ou seja, estdo em
todos os lugares, urbanos e vastamente distribuido na natureza, tém sido isoladas do
solo, vegetais em decomposicdo, ambientes umidos, vegetacgao, silagem, esgoto,
agua, residuos de abatedouros e, alguns alimentos como carnes, leite cru, queijos,
frutos do mar, frutas e legumes (GILOT; CONTENT, 2002; JAY et al., 2005; SAUDERS
et al., 2012; LOKERSE et al., 2016; AMAJOUD et al., 2017). Além desses ambientes,
L. monocytogenes tem sido encontrada em hortalicas e material fecal de varias
espécies de mamiferos, aves e peixes, em geral portadores assintomaticos, que
liberam a bactéria nas fezes. O solo e os vegetais em decomposi¢cao sdo os principais
reservatorios da bactéria (RYSER; DONNELLT, 2001). Isso explica o fato de L.
monocytogenes ser facilmente encontrada em alimentos de origem animal e vegetal,
in natura ou processados, incluindo leite e derivados. Apesar da ampla distribuicdo na
natureza, L. monocytogenes e outras Listeria spp. ocorrem em baixa populagdo na
maioria dos habitats naturais. Ambientes naturais e de industria de alimentos podem
ser fontes de linhagens patogénicas de L. monocytogenes, mas € improvavel que
sejam fontes diretas de infecgdo humana (SAUDERS et al., 2012).

Segundo estudo de prevaléncia de Listeria spp. em ambientes naturais e
urbanos realizado por Sauders et al. (2012), Listeria spp. apresentou prevaléncias
semelhantes em amostras de ambientes naturais (23,4%) e urbanos (22,3%).

Enquanto L. seeligeri e L. welshimeri estavam significativamente associados a
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ambientes naturais (P < 0.0001), L. innocua e L. monocytogenes estavam
significativamente associados a ambientes urbanos (P < 0.0001).

Embora L monocytogenes seja considerado um patdégeno humano e animal
(mamiferos), e, L. ivanovii patogénico aos animais, (IVANEK et al., 2004; GRAVES et
al., 2010; ORSI; WIEDMANN, 2016; AMAJOUD et al., 2017); existem estudos que
relatam a infecgcdo de humanos ocasionadas por L. seeligeri (GILOT; CONTENT,
2002), L. ivanovii (GILOT; CONTENT, 2002;), L. grayi (TODESCHINI et al., 1998) e L.
innocua (KARLI et al., 2014).

As espécies sao diferenciadas, fenotipicamente, basicamente conforme
alguns testes bioquimicos, mostrados na TABELA 2, como motilidade, B-hemolise e

fermentacao de acucares.

TABELA 2 — ALGUMAS CARACTERISTICAS FENOTIPICAS DE ESPECIES DE LISTERIA

Listeria spp. Motilidade B Xilose ~ Ramnose Dextrose  Manitol
emolise
L. monocytogenes + + - + \ -
L. marthii + - - - V! -
L. innocua + - - \Y V! -
L. welshimeri + - + V + -
L. ivanovii + + + - \ -
L. seeligeri + + - -
L. grayi + - - - + +

+ positivo, - negativo, V varia entre replicagbes ou cepas, V! varia entre estudos
FONTE: Adaptado Orsi; Wiedmann (2016)

3.2.5 Listeria monocytogenes

L. monocytogenes diferencia-se de outros patdgenos causadores de doengas
de origem alimentar pela capacidade de se multiplicar em uma ampla faixa de
temperatura, de 0 a 45 °C, e de pH, de 4,1 a 9,6, podendo sobreviver nos alimentos
por um longo periodo de tempo; também tem a capacidade de se multiplicar em altas
concentragdes de sal (NaCl), 10 %, e de sobreviver em concentragdes ainda maiores;
além de crescer em condi¢gdes de atividade de agua (aw) de 0,90 a 0,97. Por
apresentar essas caracteristicas de sobreviver e crescer em condicdes adversas,
como temperatura de refrigeragcdo, pH baixo e altas concentragcdes de sal, a
contaminagao por L. monocytogenes em alimentos RTE, como € o caso do presunto

fatiado, € uma importante preocupagdo com a saude publica, uma vez que esses
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produtos sdo comumente consumidos sem um cozimento e ou reaquecimento previo
pelo consumidor e que podem haver contaminagdo cruzada na industria poés
tratamento térmico nas etapas de fatiamento, pesagem e embalagem (FRIEDLY et
al., 2008). Justamente por ser uma preocupagao significativa com a saude, as
agéncias reguladoras do Estados Unidos estabeleceram uma politica de “tolerancia
zero” para este microrganismo em alimentos RTE (FRIEDLY et al., 2008; MARTINS;
LEAL GERMANO, 2011; AHMED et al., 2015). Essa politica abriu portas para o uso
de agentes antimicrobianos para controle de L. monocytogenes em produtos de carne
ou aves de capoeira RTE (carnes RTE) (AHMED et al., 2015).

Assim, segundo Friedly et al. (2008), a contaminagdo cruzada ou a
recontaminacédo apds o processo térmico nas industrias € de grande preocupacao,
mesmo se forem seguidos os procedimentos adequados do programa de APPCC e
os protocolos de tratamento térmico. Assim programas como o APPCC e os de pré-
requisitos, como os programas de higienizagao e boas praticas de processamento e
manipulacédo, devem controlar esse risco. O plano APPCC deve comprovar a sua
eficacia e deve ser validado através de estudos. Segundo Keskinen et al. (2008), um
fator que contribui para a contaminacéo de plantas processadoras de alimentos com
L. monocytogenes € a capacidade de formar biofilmes, mesmo em condigbes
desfavoraveis, tornando possivel a aderéncia a objetos inertes.

A formacao de biofilmes no ambiente de processamento € uma preocupacao
importante porque € uma fonte de possivel contaminagao residual de contato. Nas
ultimas décadas, tornou-se cada vez mais claro que bactérias, incluindo patégenos
transmitidos por alimentos, juntamente com bactérias comuns de deterioragdo da
carne, como Pseudomonas spp. e Lactobacillus spp. crescem predominantemente
como biofilmes nas superficies, na maioria de seus habitats, em vez de no modo
plancténico. O biofilme pode ser definido como uma comunidade séssil sedimentada
microbialmente caracterizada por células que estdo ligadas a um substrato ou
interface ou uma a outra, incorporadas em uma matriz autoproduzida que consiste em
polissacarideos. A formacao de biofilmes aumenta a capacidade dos microrganismos
sobreviver a tensdes que sdo encontradas em um ambiente industrial como, por
exemplo, refrigeracédo, acidez, salinidade, desinfec¢gao, uma vez que, as células
microbianas possuem, nessa condicdo de biofilme, uma protecdo extra contra
dessecacédo, luz ultravioleta (UV), antimicrobianos e agentes higienizantes. Na

industria da carne, os biofilmes formados por microrganismos patogénicos e aquelas
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responsaveis pela deterioragao dos alimentos, podem criar uma fonte persistente da
contaminacgao do produto levando a sérios problemas de higiene e perdas econdmicas
(GIAOURIS et al., 2014; ABEYSUNDARA et al. 2017; KOCOT; OLSZEWSKA, 2017).
Keskinen et al. (2008), relataram estudos que mostraram que L. monocytogenes é
capaz de se transferir rapidamente tanto da lamina de fatiamento para o produto
quanto do produto para a lamina de fatiamento.

Outro problema é a resisténcia a antibiéticos como ampicilina, ciprofloxacina,
eritromicina e cloranfenicol que L. monocytogenes apresenta. Essa resisténcia, pode
ser causada pelo uso excessivo e inadequado de antibidticos (GIAOURIS et al., 2014;
TAHOUN et al., 2017).

Linhagens de L. monocytogenes se diferenciam com base em determinantes
antigénicos expressos na superficie do microrganismo; sao divididas em sorotipos
baseados em antigenos somaticos (O) e flagelares (H) identificados por sorotipagem
onde reagdes de aglutinagdo com antissoros especificos diferenciam os antigenos da
superficie celular. Foram identificados 12 sorotipos (1/2a, 1/2b, 1/2c, 3a, 3b, 3c, 4a,
4ab, 4b, 4c, 4d e 7. No entanto, pelo menos 95 % das cepas isoladas de pacientes
que sofreram intoxicacédo alimentar de alimentos contaminados sao sorotipos 1/2a,
1/2b, 1/2c, e 4b, enquanto os sorotipos 1/2a, 1/2b e 4b s&o mais relevantes para
doenca humana. O sorotipo 4b é isolado principalmente de surtos, enquanto os
sorotipos 1/2a e 1/2b sao associados a casos esporadicos (MARTINS; LEAL
GERMANO, 2011; ABEYSUNDARA et al., 2017).

Os genes de viruléncia, que desempenham um papel significativo na
patogenicidade de L. monocytogenes incluem a listeriolissina O (codificada por hlyA),
internalina (codificado por inlA, inlC e inld), regulador de viruléncia (codificado por
prfA), montagem de actina (codificado por actA), fosfatidilinositol-fosfolipase C
(codificada por plcA) e proteina associada a invasao (codificada por iap). A presenca
de inIC e inlJ aumenta a viruléncia potencial e, portanto, a diferenciacao de cepas
potencialmente virulentas a partir de estirpes avirulentas pode ser alcangada pela
caracterizagdo de mais de um gene de viruléncia. Para o rastreamento de fontes de
contaminagdo por L. monocytogenes, varias técnicas de tipagem foram
desenvolvidas, porém a tecnica considerada padrdo ouro para subtipo de L.
monocytogenes ¢é a eletroforese em gel de campo pulsado (PFGE) (TAHOUN et al.,

2017). PFGE é um método genotipico altamente reproduzivel, discriminatério e efetivo
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que consegue distinguir estirpes muito proximas que sao indistinguiveis por outros
métodos de tipificacdo (GRAVES et al., 2010).

Nos Estados Unidos, o Centro de Controle e Prevencgao de Doengas (Centers
for Disease Control and Prevention - CDC) estabeleceu uma rede Internacional
(PulseNet) de saude publica e de laboratérios de alimentos que rotineiramente
realizam analises ao subtipo de bactérias patogénicas isoladas nos alimentos. Os
laboratérios PulseNet utilizam protocolos altamente padronizados de PFGE e sao
capazes de comparar rapidamente pulsotipos de bactérias de varios pontos do pais
através da Internet. A analise rotineira de subtipos de L. monocytogenes permite que
os investigadores detectem e investiguem mais rapidamente surtos de listeriose
(CDC, 2017).

L. monocytogenes tem sido considerada como um patdogeno de mais de 50
mamiferos, incluindo humanos, aves silvestres, peixes e crustaceos, caracterizando
que a transmissao zoonatica é relevante. Nao pode ser descartada a possibilidade de

animais e humanos saudaveis serem portadores da bactéria (JAY, 2005).

3.2.6 Listeriose

Listeriose é uma infecgcao sistémica grave, rara mas pode ser fatal, de origem
alimentar associada a Listeria monocytogenes. Acomete, sobretudo, individuos
imunodeprimidos, gestantes, neonatos e idosos com taxas de mortalidade de 20 a 30
%, sendo comum pacientes hospitalizados; ocorre em diferentes formas como
neuromeningeal, materno-neonatal, gastroenterite febril e, em casos mais graves,
pode levar a uma infecgdo cerebral e até a morte (ALVAREZ-ORDONEZ et al., 2015).
Os alimentos normalmente associados com transmissdo da doenga sao aqueles
processados industrialmente, com longo tempo de prateleira em temperatura de
refrigeragdo e prontos para consumo sem cocg¢ao prévia como o leite e produtos
lacteos, carnes e produtos RTE (LUBER et al., 2011).

Existem duas formas de listeriose associadas com L. monocytogenes: nao
invasiva e invasiva. A forma nao invasiva € a mais branda e se apresenta como uma
gripe e ou uma doenga gastrointestinal autolimitada, caracterizada pelo
desenvolvimento de febre, diarreia, nausea, vomito, dor de cabega e mialgia; ocorre
dentro de 12 a 24 horas apds a exposicdo. Ja a forma invasiva da doenga, ocorre

principalmente em pessoas do grupo de risco e ao contrario de outras infec¢des
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alimentares, a listeriose invasiva nao provoca sintomas gastrointestinais em humanos.
Uma vez ingeridas, L. monocytogenes invadem o epitélio gastrointestinal, passam
para a corrente sanguinea, podendo infectar érgdos como figado, baco e sistema
linfatico. Pode atravessar a barreira da placenta e infectar o feto, levando a parto
prematuro, natimortos e ou abortos. A natureza invasiva desse microrganismo leva a
condigdes fatais, como sepse, encefalites e meningites. Podem incluir outras
infecgdes como endocardite, peritonite, pneumonia e osteomielite (NEWELL et al.,
2010; LUBER et al., 2011).

O periodo de incubagao da listeriose, desde a exposi¢cao até o aparecimento
da sintomatologia, € muito variavel, podendo ocorrer de 1 a 90 dias, o que torna a
identificacdo do patdgeno e o rastreamento da fonte de alimentos contaminados muito
dificil. A dose infectante de L. monocytogenes para humanos nao esta claramente
estabelecida, podendo variar de acordo com as condi¢des imunitarias do hospedeiro
e a variabilidade na viruléncia do patogeno. Outra dificuldade de se estabelecer a dose
infectante, esta no fato do longo periodo de incubacgéo da doencga e nesse tempo poder
haver multiplicagdo, morte ou injuria do microrganismo no alimento incriminado ou até
nao haver mais o alimento disponivel para pesquisa do patogeno (MARTINS; LEAL
GERMANO, 2011). Dados coletados em surtos de listeriose sugerem que o0s
alimentos incriminados continham contagens elevadas de L. monocytogenes, cerca
de 108 UFC/g o que realgca a necessidade de minimizar a exposi¢gdo humana a altas
populagdes do microrganismo. Contagem inferiores a 102 UFC/g em alimentos ndo
sao infectantes, mas ndo excluem essa possibilidade. Assume-se que menos do que
mil células possam causar a doenca em populagdes susceptiveis (FDA/FSIS, 2003).

O primeiro caso identificado de listeriose de origem alimentar ocorreu em
1981, envolvendo salada de repolho tipo coleslaw. Desde entdo, numerosos surtos
envolvendo diferentes tipos de alimentos foram identificados. Em 2011, melbes
contaminados com L. monocytogenes causaram o surto com maior mortalidade
ocorrido nos Estados Unidos nos ultimos 90 anos com 33 mortes e um aborto (CDC,
2012).

3.3 BACTERIAS ACIDO LATICAS (BAL)

As bactérias acido laticas (BAL) sdo um grande grupo de microrganismos

naturalmente encontrados em alimentos. Os mais importantes géneros de BAL séo o
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Lactobacillus, Lactococcus,  Carnobacterium,  Enterococcus, Leuconostoc,
Pediococcus, Streptococcus, Tetragenococcus, Weissella. As BAL sao
microrganismos sob a forma de cocos ou bacilos Gram-positivos, catalase negativos,
nao formadores de esporos, anaerobios e aerotolerantes, ndo redutoras de nitrato a
nitrito, resistem bem a ambientes acidos e com concentragdes relativamente altas de
sal e tém como produto da fermentacao de acucares, principalmente, o acido latico.
Estdo amplamente distribuidas na natureza e podem ser encontradas na agua, em
solos, plantas, no trato intestinal de animais e humanos, sendo, consequentemente,
encontradas em diferentes produtos alimentares como fermentados, carnes,
derivados lacteos, vegetais, bebidas (LIU, 2003; GANZLE, 2015).

As BAL podem ser classificadas de acordo com a sua temperatura de
crescimento em mesdfilicas e termofilicas. As mesofilicas crescem a uma temperatura
6tima por volta de 30 °C e, as termofilicas crescem a uma temperatura 6tima de 42 °C
(CHARLIER et al., 2009).

E muito comum o uso dessas bactérias como culturas starter ou iniciadoras
na produgdo de alimentos fermentados como queijos, leites fermentados, iogurtes,
vinho, paes, conservas vegetais entre outros, nos quais contribuem para o
desenvolvimento de caracteristicas sensoriais diferenciais desses produtos como
aroma, textura e flavour, isso se da devido a sua capacidade fermentativa (CHARLIER
et al., 2009). Além de seu uso pelas industrias de alimentos na fabricagéo de produtos
fermentados, também sao utilizadas como ferramenta para melhorar a seguranga
microbioldgica e ou para estender o tempo de prateleira dos produtos. Isso porque
inibem microrganismos deteriorantes e patdogenos alimentares por meio da
competicdo com os mesmos por nutrientes ou pela producdo de substancias com
atividade antimicrobiana como acidos organicos, peroxido de hidrogénio, diéxido de
carbono, acidos graxos de cadeia curta, diacetil e bacteriocinas (DEEGAN et al., 2006;
GALVEZ et al., 2007).

As bacteriocinas sao pequenos peptideos catidnicos, termoestaveis,
sintetizados nos ribossomos das bactérias e que possuem atividade antimicrobiana,
nao tendo atividade contra as bactérias que as produziram. As bacteriocinas variam
consideravelmente em peso molecular, propriedades bioquimicas e espectro e
mecanismo de acdo (DEEGAN et al., 2006; GALVEZ et al., 2007). Existem diversas
propostas para a classificacdo das bacteriocinas, uma delas leva em consideracao

sua estrutura primaria e as subdivide em: classe |, composta por peptideos
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modificados chamados lantibiéticos que contribuem para a estabilidade contra o calor,
alteragbes de pH e melhora na tolerancia a oxidagao; classe Il, com peptideos nao
modificados, pequenos e estaveis ao calor, com atividade conhecida contra Listeria
spp. €, as de classe lll, composta por bacteriocinas de maior tamanho e sensiveis ao
tratamento térmico (60 a 100 °C por 15 minutos) tendo mecanismo de acéao diferente
das demais classes pois se baseia na lise da parede celular do microrganismo alvo
(DEEGAN et al., 2006).

Por ndo serem toxicas para células eucarioticas, as bacteriocinas possuem
diferentes espectros de acao e diferem da maioria dos antibidticos terapéuticos por
serem agentes protéicos que sao rapidamente digeridos pelas proteases no trato
digestivo de humanos, tendo, com isso, um papel importante também na reducgao de
incidéncia de diarreia (COELHO et al., 2014).

A aplicacdo de bacteriocinas em alimentos como agende bioconservador
pode trazer uma série de beneficios, tais como a extensdo do tempo de prateleira,
protecao extra durante condigdes de abuso de temperatura, diminuicdo do risco de
transmissao de microrganismos patogénicos na cadeia de alimentos, redugcdo da
necessidade de aplicacdo de conservantes quimicos e possibilidade de uso de
tratamentos térmicos mais brandos (GALVEZ et al., 2007).

A nisina é a unica bacteriocina comercial de aplicacdo em alimentos. As
bacteriocinas mais estudadas sado a nisina, pediocina e sakacina, produzidas por
cepas de Lactococcus lactis, Pediococcus acidilactici e Lactobacillus sakei,
respectivamente. Podem ser incorporadas aos alimentos de, pelo menos, trés formas:
usando um preparado de bacteriocinas purificado ou semi purificado como um
ingrediente no alimento; incorporando um ingrediente previamente fermentado com
uma bactéria produtora de bacteriocinas; ou utilizando a cultura produtora de
bacteriocinas diretamente no alimento como uma cultura starter. O uso de
bacteriocinas purificadas nem sempre € atrativo para a industria de alimentos, pois
nessa forma ela deve ser rotulada como aditivo e requer aprovagéao legal para o seu
uso. As duas ultimas alternativas ndo requerem aprovagao legal e, tampouco
precisam ser rotuladas e por isso sdo mais atrativas de incorporagao aos alimentos
(DEEGAN et al., 2006).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 AMOSTRAGEM

As amostras analisadas neste trabalho foram de presuntos cozidos fatiados,
adquiridas aleatoriamente, conforme disponibilidade de venda, em quatro diferentes
estabelecimentos comerciais tipo supermercados, de medio a grande porte da regiao
Oeste do Estado do Parana. Previamente foram selecionados, de forma aleatéria, trés
marcas distintas de empresas com importancia na comercializacdo de derivados
carneos no mercado nacional e submetidas ao Servigo de Inspecéo Federal (SIF). As
amostras foram adquiridas entre maio de 2016 a margo de 2017.

Os dados de identificagcao dos locais onde foram adquiridas as amostras, bem
como dos fabricantes dos produtos foram codificados e serdo mantidos em sigilo,
atendendo aos requisitos éticos. Para os estabelecimentos comerciais foi utilizada a
codificagdo DC, EB, FM, GP. Ja para identificar a marca do produto foi utilizada a
codificagédo A, B e C seguida por | ou V para identificar o local de fatiamento, industria
ou varejo, respectivamente.

Foram coletadas, de cada marca, 40 amostras nas embalagens originais de
fabrica e 20 amostras fatiadas no estabelecimento comercial, acondicionadas e
comercializadas em bandejas de poliestireno cobertas por filme de PVC. Todas as
amostras foram analisadas apds a sua aquisi¢ao (Tempo 1) e ao fim da validade
indicada no rétulo (Tempo 2).

As amostras provenientes da industria foram coletadas em duplicata no intuito
de simular o que ocorre no consumidor final, uma vez que as validades dessas
amostras variaram de 30 a 60 dias e na pratica s&o consumidas em no maximo uma
semana. O cuidado tomado na coleta das amostras foi de manter sempre 0 mesmo
SIF e lote e a armazenagem ocorreu em geladeira com temperatura controlada entre
7 °C e 8 °C. Para as amostras fatiadas no proprio estabelecimento comercial, o
presunto cozido foi dividido, de forma asséptica, na embalagem para ser utilizada nas
analises no Tempo 1 e Tempo 2 simulando o acondicionamento e armazenamento
como no consumidor final. Essas amostras permaneceram acondicionadas na propria
embalagem no intervalo entre as analises sendo conservadas em geladeira com

temperatura controlada entre 7 °C e 8 °C.
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Para a aquisicdo de todas as amostras, independente da origem de
fatiamento, industria ou estabelecimento comercial, procurou-se a data mais proxima
ou o proprio dia de fabricacdo. O numero total de amostras coletadas e sua

distribuicao sao mostrados na TABELA 3.

TABELA 3 - NUMERO DE AMOSTRAS COLETADAS DE PRESUNTO COZIDO POR MARCA NOS
ESTABELECIMENTOS COMERCIAIS DA REGIAO OESTE DO ESTADO DO PARANA

N° AMOSTRAS N AMOSTRAS
PRESUNTOS PRESUNTOS
MARCA FATIADOS TOTAL
FATIADOS NA
INDUSTRIA MERCADO
VAREJISTA
A 20 20 40
B 20 20 40
c 20 20 40
TOTAL 60 60 120

FONTE: A autora (2017)

No total, foram adquiridas 120 amostras gerando 240 analises sendo 120
analises no Tempo 1 e 120 analises no Tempo 2.

Todas as amostras foram adquiridas em supermercados no Oeste do Estado
do Parana e transportadas em caixas isotérmicas com gelo até o Laboratério de
Inspecdo e Controle de Qualidade de Alimentos e Agua (LACOMA), da Universidade
Federal do Parana (UFPR), Setor Palotina, para a realizagado das analises propostas.

4.2 AVALIACAO DA AMOSTRA

As primeiras avaliagdes realizadas antes das analises microbioldgicas foram
da integridade da embalagem, impressao das datas de fabricacao e validade, numero
do SIF, lote e marca. Em todos os estabelecimentos comerciais aonde foram
adquiridas a amostras, as informagdes na embalagem das amostras fatiadas no
préprio estabelecimento continham apenas as informacdes de marca, informacdes
nutricionais e datas da fabricacao e validade nao sendo possivel identificar a unidade
produtora da industria em questdo. Vale ressaltar que as amostras fatiadas no
estabelecimento comercial ndo foram fatiadas na hora, mas estavam disponibilizadas

em gbndolas.
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4.3 ANALISES LABORATORIAIS

Para as analises microbiologicas, foram realizadas analises qualitativas e
quantitativas para Listeria spp. €, no caso de positividade, realizou-se a pesquisa para
Listeria monocytogenes com confirmagao através de testes bioquimicos como
catalase, coloracdo de GRAM, fermentacao de acgucares, hemolise e motilidade.

A quantificagao para o género Listeria se faz necessaria para estabelecer uma
correlagdo com os limites maximos permitidos deste microrganismo em alimentos
prontos para consumo, definidos em legislacdes vigentes em outros paises.

Para as Bactérias Acido Laticas (BAL), as analises microbioldgicas foram

quantitativas.

4.3.1 Listeria monocytogenes

Todas as amostras obtidas no Tempo 1 e Tempo 2 foram submetidas a
pesquisa e contagem de Listeria monocytogenes de acordo com os protocolos
descritos nas ISO 11290-1 e 11290-2 (ISO, 1996; ISO, 2004a; I1SO, 2004b),
respectivamente, assim como a confirmacao para Listeria monocytogenes atraves de

testes bioquimicos.

4.3.1.1 Quantificacédo de Listeria monocytogenes

Para quantificagao de Listeria monocytogenes, segundo a ISO 11290-2 (ISO,
2004b), uma porcao de 25 g de cada amostra foi pesada, seguido da adicao de 225
ml de Caldo Half-Fraser (BD Difco™) sem suplemento como pré-enriquecimento,
homogeneizada e incubada a 20 °C por 1 h para recuperagao de células injuriadas.
Na sequéncia, em 3 placas de agar Listeria Ottaviani Agosti (ALOA) (Oxoid) semeou-
se em superficie volumes de 0,3 mL, 0,3 mL e 0,4 mL, respectivamente, totalizando
um volume final de 1 mL. As placas foram incubadas a uma temperatura de 35 a 37
°C por 24 a 48 h.

Apods o crescimento no agar, foram selecionadas pelo menos 5 colbénias de
cada placa com contagem de até 150 colénias com caracteristicas fenotipicas de

Listeria monocytogenes, cepas verde-azuladas rodeadas por halo opaco. Em casos
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em que haviam menos de 5 colbnias tipicas na placa, todas foram selecionadas para
confirmacao e purificagao.

As colbnias previamente selecionadas, foram transferidas para agar Tripticase
de Soja com 0,6% de Extrato de Levedura (TSA-YE) (BD Difco™) com plaqueamento
na forma de estrias de esgotamento, incubadas a 37 + 1 °C por 18 a 24 h.

A confirmagao se deu por testes bioquimicos ja mencionados anteriormente e
que serdo descritos mais adiante.

Apos a confirmagao foram efetuados os calculos para a enumeragcédo do
microrganismo, sendo utilizadas as informag¢des do numero de coldnias confirmadas,
numero de colénias submetidas a confirmagdo, numero total de colbnias
caracteristicas no agar e quantidade da amostra inoculada por diluicdo conforme
preconizado pela Norma ISO 11290-2 (ISO, 2004b). Os resultados sdo expressos em

unidade formadoras de colbnias por grama (UFC/g).

4.3.1.2 Verificagao da Presenca/Auséncia de Listeria monocytogenes

Para deteccao de Listeria monocytogenes foram seguidos os procedimentos
da ISO 11290-1 (ISO, 1996; ISO 2004a), que compreendem as etapas de pesagem
de 25 g de cada amostra com adigéo de 225 mL do caldo de enriquecimento primario,
Half-Fraser (BD Difco™) com suplemento, homogeneizagéo e incubagdo a 30 °C por
24 h.

O restante da amostra com o caldo Half-Fraser do enriquecimento primario, o
qual nao foi totalmente utilizado na técnica de quantificagdo, foi acrescido com
suplemento, incubado a 30 °C por 24 h. A partir do caldo de pré-enriquecimento, apos
incubacao, uma aliquota de 0,1 ml foi transferido para um tubo contendo 10 mL de
caldo Fraser (BD Difco™), enriquecimento secundario, acrescido de suplemento. O
tubo foi agitado e incubado de 35 a 37 °C por 48 h.

Apos o periodo de incubacdo, o tubo foi agitado e observado quanto a
coloracao. A presenca de ions de ferro no caldo Fraser detecta a reacao de hidrolise
da esculina. Todas as espécies de Listeria spp. hidrolisam a esculina, € a mudanca
de cor do caldo de amarelo passa a ficar enegrecido devido a reagéo de hidrélise da
esculina pelas culturas de bactérias responsaveis pela hidrolise formando o 6,7-
dihidroxicumarina que reage com os ions de ferro (FRASER; SPERBER,1988).
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Assim, apenas do tubo com caldo enegrecido, conforme FIGURA 1, com o
auxilio de uma alga estéril, aliquotas foram transferidas e estriadas na superficie dos
agares Listeria Ottaviani Agosti (ALOA) (Oxoid) e Oxford (OXA) (BD Difco™) com o
objetivo de isolar e verificar fenotipicamente as coldnias. As placas foram incubadas
a37°Cpor24a48h.

No meio OXA as col6nias de Listeria spp. sao pequenas, pretas e rodeadas
por um halo preto (proveniente da hidrélise da esculina) e nao se distinguem colbnias

de Listeria patogénica ou néo.

FIGURA 1 — TUBOS COM CALDO FRASER DEMONSTRANDO A PRESENCA DE
CULTURAS DE LISTERIA SPP. QUE HIDROLISAM A ESCULINA (TUBOS ENEGRECIDOS) E TUBO
SEM A PRESENCA DE CULTURAS DE LISTERIA SPP (TUBOS COM COLORACAO AMARELA)

FONTE: A autora (2017)

Apods o crescimento nos agares, foram selecionadas pelo menos 3 coldnias
de cada placa com caracteristicas fenotipicas de Listeria spp., as quais foram
transferidas para agar Tripticase de Soja com 0,6% de Extrato de Levedura (TSA-YE)
(BD Difco™) para purificagdo com plaqueamento na forma de estrias de esgotamento,
incubadas a 37 £ 1 °C por 18 a 24 h. Na sequéncia, fez-se a confirmacéao por testes
bioquimicos.

A FIGURA 2 representa em forma de esquema ilustrativo o protocolo de

quantificacao e detecgao e Listeria monocytogenes utilizado neste trabalho.
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FIGURA 2 — ESQUEMA [LUSTRATIVO DO I?ROTOCOLO UTILIZADO PARA DETECCAO E
QUANTIFICACAO E CONFIRMACAO DE LISTERIA MONOCYTOGENES
PRESENCA/AUSENCIA
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FONTE: A autora (2017)

4.3.2 Confirmacéao Bioquimica de Espécies de Listeria

Na etapa de purificagéo das col6nias isoladas em agar Tripticase de Soja com

0,6% de Extrato de Levedura (TSA-YE) (BD Difco™), ap6s incubagao e crescimento

das colénias, as placas foram observadas sob luz obliqua (método de Henry) e

selecionada apenas uma colbénia azulada por placa com caracteristica do género

Listeria para a realizagdo das provas bioquimicas (FIGURA 3).

A colbnia selecionada foi transferida para um tubo com agar Tripticase de Soja
com 0,6% de Extrato de Levedura (TSA-YE) (BD Difco™), incubada a 37°C por 24 h

para que todos os testes pudessem ser realizados simultaneamente.
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FIGURA 3 — PLACA DE TSA-YE COM COLONIAS AZULADAS, CARACTERISTCA DO
GENERO LISTERIA

-

FONTE: A autora (2017)

4.3.2.1 Teste producéo de catalase

Nas placas de TSA-YE contendo os isolados foram adicionadas gotas de
peroxido de hidrogénio a 3 %. Imediatamente nas placas aonde era observado o
surgimento de bolhas de oxigénio como consequéncia da presenga da enzima
catalase a col6nia foi considerada positiva. O ndo surgimento das bolhas caracteriza
um resultado de catalase negativa.

4.3.2.2 Coloracao de Gram

Do tubo de TSA-YE, retirou-se uma colbnia para realizagdo da coloragao de
Gram onde uma colénia foi transferida com o auxilio de uma alga estéril para a lamina,
homogeneizada com agua destilada e fixada com o calor. A lamina foi coberta com
solucdo de violeta de genciana durante um minuto, lavada com agua destilada, em
seguida a lamina foi coberta com solugao de lugol (mordente), por mais um minuto e
novamente lavada com agua destilada. A lamina foi inclinada e gotejado alcool-
acetona por cerca de quinze segundos e lavada rapidamente com agua corrente. O

ultimo passo consistiu em cobrir a [damina com fucsina de gram e aguardar trinta
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segundos. A lamina foi lavada, seca e observada ao microscépio em objetiva de
imersao (100X). Os esfregacos de coloragao roxa indicam bactérias Gram positivas
(FIGURA 4) enquanto esfregacos de colorag&o rosa/vermelho indicam bactérias Gram
negativas (BARROW; FELTHAM, 1993; SILVA et al., 2010).

4.3.2.3 Teste de motilidade

Para avaliar a motilidade do microrganismo, os isolados foram inoculados,
com o auxilio de um arame estéril, em tubos de ensaio contendo 3 mL de agar Sulfeto
Indol Motilidade (SIM) (BD Difco™). Os tubos foram incubados a 25 °C por até 7 dias
com observagdes diarias quanto a presenca da motilidade caracteristica em “guarda-

chuva” no terco superior do agar (FIGURA 4).

FIGURA 4 — TESTE DE MOTILIDADE EM MEIO SIM — PRESENCA DE MOTILIDADE
CARACTERISTICA EM “GUARDA-CHUVA”

A — Tubo controle (ATCC 7644); B — Cepa imovel; C — Cepa caracteristica com
motilidade em “guarda-chuva)
FONTE: A autora (2017)
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4.3.2.4 Teste de hemdlise

Para determinar o tipo de hemdlise foi usado agar sangue composto de meio
Tripticase de Soja Tripticase de Soja (TSA) (BD Difco™) adicionado de 5 % de sangue
desfibrinado de equino. Apo6s a inoculacao por picada, as placas foram incubadas a
37 °C por 24 a 48 h e observadas quanto a presenca de zonas de clareamento ao
redor do crescimento indicando hemolise pela destruicdo total dos eritrécitos
provocadas pela produgdo de B-hemolisina (FIGURA 5) (BARROW; FELTHAM,
1993).

FIGURA 5 — PLACA DE AGAR SANGUE COM PRESENCA DE B-HEMOLISE

FONTE: A autora (2017)

4.3.2.5 Teste de fermentagao de agucares

Em placas com agar Purpura de Bromocresol (BD Difco™), adicionado dos
respectivos agucares (xilose, ramnose, dextrose e manitol) a serem testados, na
concentragéao final de 1%, a coldnia foi inoculada por picada (FIGURA 6), as placas
incubadas a 37 °C por 24 a 48 h e feito a leitura. O surgimento de halo amarelo ao
redor do indcuo indica resultado positivo indicando que o microrganismo € capaz de

produzir acido a partir do carboidrato fornecido.
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FIGURA 6 — FEMENTAGAO DE ACUCARES —

INOCULAGAO POR PICADA

FONTE: A autora (2017)

4.3.3 Bactérias Acido Laticas (BAL)

Todas as amostras obtidas no Tempo 1 e Tempo 2 foram submetidas a
técnica de contagem de BAL. O método utilizado foi o de sobreposi¢cao de agar com
modificagdes (LEWUS et al., 1991; De MARTINIS et al.; 2001; SILVA et al., 2010).

Para contagem de BAL, uma porgédo de 25 g de cada amostra foi pesada,
seguido de adicdo de 225 mL de solugdo salina 0,85% em sacos estéreis e
homogeneizada para entdo prosseguir com as diluigdes seriadas com tubos de
solugdo salina 0,85%. Duas diluicdes de cada amostra foram selecionadas e
inoculadas em duplicata em placas com agar Man, Rogosa & Sharpe (MRS) (Oxoid).
Foram inoculados 0,1 mL de cada diluicdo e rapidamente espalhado o inécuo com
alca de Drigalski por toda a superficie do meio até que o excesso de liquido fosse
absorvido. Na sequéncia, foi adicionada uma fina camada de agar-agar (Oxoid) a
1,5% suficiente para cobrir toda a placa e simular um ambiente de anaerobiose. Apés
a placa estar solidificada a mesma foi incubada a 30 °C por 48 h.

Apods o periodo de incubagao foram selecionadas para contagem as placas
com 25 a 250 coldnias sendo o calculo do resultado feito de acordo com o numero de
colénias contadas e a diluicdo inoculada conforme preconizado na Instrugcéo
normativa — IN n° 62 (BRASIL, 2003). Os resultados foram expressos em unidades
formadoras de colénia (UFC) por grama.

A FIGURA 7 representa, em forma de esquema ilustrativo, o protocolo de

quantificacdo de BAL utilizado neste trabalho.
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FIGURA 7 — ESQUEMA ILUSTRATIVO DO PROTOCOLO UTILIZADO PARA
QUANTIFICAGAO DE BAL
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FONTE: A autora (2017)
4.4 ANALISE ESTATISTICA

As analises foram realizadas no programa XLStat Versdao 19.4 Addinsoft
(2017), assumindo um nivel de significancia de 5%. As analises de PERMANOVA
foram realizadas no programa PAST Versao 2.17c (9. Hammer, D. A. T. Harper,
2013), também assumindo um nivel de significancia de 5%.

Para realizar a avaliacao da classificagdo geral dos dados bioquimicos de
Listeria spp., bem como a associagao de presenca/auséncia de Listeria spp. dos
produtos fatiados na industria e no varejo, considerando o estabelecimento comercial
e seu tempo de prateleira foi aplicado o teste de Qui-quadrado para Independéncia.
Os mesmos testes foram também aplicados para avaliagdo da associagao de

presenca/auséncia de Listeria spp. dos produtos das diferentes marcas, considerando
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o estabelecimento comercial e seu tempo de prateleira. Para estas mesmas
avaliagcdes, porém em situacdes em que os produtos tiveram a ocorréncia de Listeria
spp. apenas na industria, ou apenas no varejo, foi aplicado o teste de Qui-quadrado
para Aderéncia. Para ambos os testes, foi realizado ajuste pelo Método de Monte
Carlo, quando os pressupostos estatisticos ndo foram alcancados.

Para a avaliacdo da relagdo de contagem de Listeria spp. € a contagem de
bactérias acido-laticas, considerando o tempo de prateleira, os dados foram avaliados
quanto ao padrao de distribuicao por meio do teste de Shapiro-Wilk, e uma vez que
nao estavam em acordo com o pressuposto de normalidade, foram comparados por
meio do teste ndo-paramétrico de Wilcoxon.

Para avaliar a associagao entre a quantidade de bactérias acido-laticas e a
presenca e auséncia de Listeria spp., considerando o tempo de prateleira foi utilizado
o teste ndo paramétrico de Permanova fator-duplo. Este mesmo teste foi também
utilizado para se analisar a associacdo de quantificagdo de Listeria spp. entre os

estabelecimentos comerciais do varejo, considerando o tempo de prateleira.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 EMBALAGEM, ROTULAGEM E VALIDADE

As 120 amostras adquiridas provenientes da industria apresentaram
conformidade em 100 % das embalagens e nas informagdes de rotulagem, como
impressao de informacdes de data de fabricacdo e validade, lote, SIF, numero do
registro junto ao MAPA, composigao do produto, tabela nutricional, informagdes sobre
armazenagem e informagédo do tempo de consumo apds aberto como preconiza a
Instrugdo Normativa n° 22 (BRASIL, 2005) e Resolugédo RDC n° 360 (BRASIL, 2003c).
Independente da marca, todas as embalagens traziam em seu rétulo a informacéao de
consumir apos aberto em até 5 dias. Para a informacao do tempo de prateleira do
produto, que é a data de validade, cada uma das trés marcas diferiu entre si como
mostra a TABELA 4.

TABELA 4 — TEMPO DE PRATELEIRA DOS PRESUNTOS COZIDOS FATIADOS NA PROPRIA
INDUSTRIA POR MARCA

VALIDADE
ORIGEM MARCA (EM DIAS)
A 60
INDUSTRIA B 45
C 30

FONTE: A autora (2017)

Todas as industrias selecionadas para este estudo, estdo registradas junto
ao MAPA. Assim, para que ocorra a aprovagao do registro de rétulo do produto junto
ao referido orgao fiscalizador, é preciso atender aos requisitos do RTIQ, quando
houver, e, apresentar a formulacao, realizar analises microbiolégicas e fisico quimicas
que comprovem o tempo de prateleira do produto para que o fiscal agropecuario
analise e dé o deferimento ao registro de rétulo para a comercializagdo, seja em
ambito nacional ou internacional. Assim, a diferenga do tempo de prateleira entre as
trés empresas, dos presuntos fatiados na propria industria, ndo torna o produto da
marca A mais ou menos seguro que o da marca B ou C, e vice-versa, em virtude da
validade comercial, pois todos tiveram uma base técnica embasado em analises

microbiolégicas e fisico quimicas para a determinagdo desse tempo de prateleira
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desse produto. A diferenca de até 30 dias de validade entre as industrias se deve,
possivelmente, por diferengas de formulagéo, tecnologias diferentes de embalagem e,
carga microbiana presente no ambiente de processamento desse produto. Diante
disso, cada industria apresenta a sua realidade de processamento e € responsavel
pela validade de seus produtos e em suas embalagens declaram o prazo a ser
consumido e a temperatura a ser conservado, o que de certa forma da credibilidade
ao consumidor para consumir produtos fatiados da industria frente aos fatiados no
varejo.

Para as 60 amostras de presunto provenientes de fatiamento no préprio
estabelecimento comercial, todas apresentaram embalagens integras e rétulos com
as informagdes necessarias preconizadas nas legislagdes ja citadas como, dados de
data de fabricagcao e data de validade legiveis, informagdes nutricionais e marca.

Nas amostras de presuntos fatiados nos estabelecimentos comerciais, a
marca era identificada através de um adesivo fornecido pela prépria industria ao
supermercado, porém nao havia informacdes de lote e/ou SIF nas embalagens, néo
possibilitando a identificagdo da unidade produtora da pecga original. Esse ponto
merece atengao por parte das autoridades e dos consumidores, uma vez que as
legisla¢des federais ndo exigem a informagao do lote de origem nas embalagens de
alimentos fracionados e, a falta desta informagédo ndo garante a rastreabilidade do
produto nem as tomadas de decisbes rapidas de recolhimento em casos de
necessidade real de recall, causando riscos sérios a saude publica, perda de
credibilidade da industria envolvida e do supermercado frente aos consumidores e
perdas econdbmicas com o recolhimento de produtos a mais do necessario, ou seja,
em uma situacéao real de recall todo o estoque da producéo deve ser recolhido.

O fatiamento n&o ocorreu na presencga do consumidor, estando os presuntos
fatiados disponibilizados em gbéndolas refrigeradas. A validade desses presuntos
indicadas nos rétulos apresentaram variagdes de 4 a 9 dias. Houve variagao de tempo
de prateleira do produto fatiado no mesmo estabelecimento comercial em produtos da
mesma marca de até 4 dias (TABELA 5).
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TABELA 5 — TEMPO DE PRATELEIRA DOS PRESUNTOS FATIADOS NOS ESTABELECIMENTOS
COMERCIAIS POR MARCA

COMERCIO MARCA N° AMOSTRAS VALIDADE (DIAS)  N° AMOSTRAS
VAREJISTA COMPRADAS MIN  MAX MIN  MAX
A 12 - 5 - 12
DC B 6 - 5 - 6
C 11 - 5 - "
TOTAL DC 29 — 29
A 1 - 4 - 1
FM B 6 5 6 1 5
C 1 - 6 - 1
TOTAL FM 8 7
A 7 7 9 2 5
GP B 8 5 9 1 7
c 8 5 6 7 1 4 3
TOTAL GP 23 4 4 15
TOTAL GERAL 60

FONTE: A autora (2017)

No supermercado EB, nio foi adquirida nenhuma amostra de produto fatiado
no proprio estabelecimento, apenas produtos provenientes da industria. No
supermercado DC, foram adquiridas 48,33 % das amostras do varejo e, nesse
estabelecimento, nota-se coeréncia no tempo de prateleira dos produtos fatiados
mantendo sempre 5 dias de validade, independente da marca, cumprindo com o que
esta estabelecido na Resolugdo RDC n° 216 (BRASIL, 2004), onde o prazo maximo
de consumo do alimento preparado e conservado sob refrigeragdo a temperatura de
4°C, ou inferior, deve ser de 5 dias. Isso ndo ocorreu nos estabelecimentos FM e GP,
onde 13,33 % e 38,33 %, das amostras de varejo foram adquiridas, respectivamente.
O supermercado FM, declarou no rétulo de seus produtos fatiados da marca A,
validade de 4 dias em 1 amostra (1,67 %); na marca B, validade de 5 dias em 1
amostra (1,67 %) e de 6 dias em 5 amostras (8,33 %). No supermercado GP, a
discrepancia foi ainda maior; produtos que no rétulo mostravam ser da mesma marca,
fatiados no mesmo estabelecimento tiveram até 3 tempos diferentes estabelecidos
para o tempo de prateleira dos produtos. Essa discrepancia ocorreu com as trés
marcas (A, B e C). Na marca A, foi declarado no rotulo validade de 7 dias em 2
amostras (3,33 %) e, 9 dias em 5 amostras (8,33 %). Na marca B, foi declarado no
rotulo validade de 5 dias em 1 amostras (1,67 %) e, 9 dias em 7 amostras (11,67 %).

Ja para a marca C, foi declarado no rétulo validade de 5 dias em 1 amostra (1,67 %),
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6 dias em 4 amostras (6,67 %) e 7 dias em 3 amostras (5 %). Assim, das 60 amostras
do varejo, 27 amostras (45 %) apresentaram validade superior a 5 dias, dessas 21
amostras (35 %) foram adquiridas no mesmo estabelecimento comercial (GP).

Esses dados mostram uma realidade preocupante, uma vez que cada
estabelecimento fracionador € quem determina, sem critérios cientificos, o tempo de
prateleira dos produtos fatiados que ofertam aos seus consumidores. Apesar de existir
diversos fatores que influenciam a qualidade sensorial e a seguranga de um produto
carneo fatiado, ndao foram encontrados trabalhos cientificos € nem legislagcdo em
ambito federal e estadual que especifiquem o tempo de prateleira de produtos carneos
apos o fatiamento no varejo. Conforme foi constatado através desse trabalho, este
prazo varia entre estabelecimentos e, entre as préprias marcas, colocando em duvida
a segurancga desse tipo de produto e a ética dos estabelecimentos comerciais que,
com o sistema de autosservico, onde os produtos nao sao fracionados na frente do
consumidor, mas sim expostos ja embalados em gdndolas, facilitou o consumo pela
agilidade e alavancou as vendas deixando o consumidor cada vez mais exposto a
sérios riscos de ocorréncia de DTA. Nao ha garantia ao consumidor que esses
alimentos estejam seguros ao consumo até o final da validade comercial declarada no
rotulo pelo comércio varejista. Aliado ao fato de ndo haver rastreabilidade nesse tipo
de alimento fracionado temos uma questao séria de saude coletiva que merece ser
discutida em ambito nacional. Siqueira et al. (2017), recomendam que parametros
microbiolégicos devem ser estabelecidos pelos érgaos reguladores de saude para
alimentos carneos e seus embutidos, com o intuito de oferecer um alimento seguro
para os consumidores, uma vez que observaram que Listeria spp. esta amplamente
distribuida em areas de manipulagédo dos estabelecimentos varejistas favorecendo a
contaminagdo dos alimentos e, consequentemente, oferecendo riscos a saude
publica.

Cesar et al. (2011), em 106 amostras, entre matéria prima carnea, produto
acabado e pools de swabs do ambiente pos cozimento, apresentaram valores meédios
que indicaram que 7 a 9 % das salsichas continham L. monocytogenes. Dos 88
isolados de L. monocytogenes, identificou-se que 95 % eram dos sorotipos 4b, 1/2a e
1/2b. Esses autores concluiram que € preocupante a escassez de dados
epidemiologicos, auséncia de padrdes e falta de informagdo ao consumidor quanto

aos riscos ao consumir produtos RTE.
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5.2 LISTERIA SPP.

5.2.1 Amostras fatiadas e embaladas na industria

Nas 60 amostras de presunto cozido fatiado, proveniente da industria, nao foi
confirmada nenhuma positividade para L. monocytogenes e nem para Listeria spp.,
independente do dia de analise. No entanto, esse dado conflita com os achados de
Bersot et al. (2008), que observou que 100 % das amostras analisadas de mortadela
fatiada embalada a vacuo foram positivas para L. monocytogenes. Vitas; Garcia-Jalon
(2004), em estudo realizado na Espanha encontrou 8,8 % de L. monocytogenes em

produtos carneos prontos para consumo e, 6,7 % em produtos curados.

5.2.2 Amostras fatiadas e embaladas no varejo

L. monocytogenes nao foi detectada em nenhuma das 60 amostras
analisadas provenientes do fatiamento no varejo, independentemente do dia de
analise (T1 ou T2).

Contudo, das 60 amostras provenientes do varejo, em 14 (23,3 %) houve
presenca de Listeria spp., independente do dia de analise. Dessas, 10 amostras (16,7
%) ja se encontravam contaminadas no inicio da validade (T1) e, 7 delas (11,7 %)
mantiveram o mesmo comportamento até o dia de vencimento (T2). Das 7 amostras
restantes, 4 amostras (6,7 %), Listeria spp. foi detectada apenas no vencimento da
amostra (T2) e, em 3 amostras (5,0 %), Listeria spp. foi detectada apenas no inicio da
validade (T1). Na metodologia de quantificagdo de Listeria spp., observamos
positividade em 7 amostras (11,7 %), conforme TABELA 6.

Na comparacdo entre os percentuais de positividade pelo teste de Varias
Proporgbes a 5% de probabilidade, observa-se que nédo houve diferenga estatistica
significativa (p>0,05) entre as ocorréncias de presenca/auséncia entre T1 (dia de
obtencdo da amostra) e T2 (dia do vencimento); porém houve diferenga estatistica
significativa (p<0,05) entre as ocorréncias de quantificacdo de Listeria spp. em T1 e
T2 (TABELA 6).
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TABELA 6 — DISTRIBUICAO DAS POSITIVIDADES PARA LISTERIA SPP. ENCONTRADAS NAS
AMOSTRAS DE PRESUNTOS COZIDOS FATIADOS PELO COMERCIO VAREJISTA, CONTAGEM
DE LISTERIA SPP. E BACTERIAS ACIDO LATICAS

MARCA N° T1 T2 Validade
Amostr (dias)/Esta
a b.
P/A Cont. Cont. P/A Cont. Cont.
Listeria BAL Listeria BAL
spp. (UFC/g) spp. (UFC/g)
J— (UFClg) (UFC/g)
22 A -- 1,7x10% P -- 1,1x107 7-GP
38 A -- 3,6x102 P 6,7x102 3,1x104 5-DC
A — 56 P -- 1,9x10% P -- 1,4x107 7-GP
58 P -- 2,9x10° P 6,4x102 1,1x108 9-GP
@ P -- 2,5x10° P 3,1x102 9,9x107 9-GP
26 P -- 6,0x102 P 3,0x101 9,3x108 9-GP
34 A -- 9,6x103 P 1,8x102 1,7x10% 5-FM
B — 51 P -- 2,8x10° P -- 3,5x107 9-GP
54 P -- 2,3x10% A -- 1,1x108 9-GP
.95 P -- 2,2x106 A -- 3,9x107 9-GP
23 P 3,9x102 2,0x10% P 2,5x102 6,3x10° 7-GP
C 25 P 1,0x10? 3,0x103 P 2,0x10" 8,0x10° 7-GP
—
83 P -- 1,1x105 A -- 1,2x107 6-GP
84 A -- 5,6x104 P -- 4,5x108 6-GP
Total 14 10 (P) 4 (P¥)

T1 —dia de obtencdo amostra; T2 — dia vencimento amostra; P — Presenca; A — Auséncia; LS — Listeria
seeligeri; LIV — Listeria ivanovii; LIN — Listeria innocua; LW — Listeria weishimeri, P* - presenca apenas
em T2; Cont. — contagem; Estab. — estabelecimento comercial.

FONTE: A autora (2017)

Para as amostras do varejo que apresentaram positividade para Listeria spp.,

houve diferenca estatistica significativa (p<0,05) para contagem de BAL no dia da

obtencdo e dia de vencimento da amostra inferindo no rapido crescimento desse

microrganismos nas amostras. Pela tabela 6, observa-se que apenas as amostras

numeros 34 e 38 apresentaram a validade de 5 dias como preconizado pela

Resolugdo RDC n° 216 (BRASIL, 2004) e, nas analises do dia de vencimento dessas
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amostras houve a presenca de Listeria spp. com contagens de 180 UFC/g e 670
UFC/g, respectivamente. Nas demais amostras com presenca de Listeria spp.,
independente da marca, a validade foi acima de 5 dias, variando de 6 a 9 dias.

Luber et al. (2011), cita que em um estudo de risco realizado nos Estados
Unidos os produtos carneos fatiados nos estabelecimentos de venda, sdo o alimento
com maior risco de contaminacgao por Listeria spp. confirmando os achados nesse
presente estudo. Da mesma forma, Gombas et al. (2003), observou a presenca de L.
monocytogenes em produtos carneos fatiados; a prevaléncia desse microrganismo
era maior em produtos carneos fatiados nos supermercados do que os fatiados na
industria. Porém, a concentracao de L. monocytogenes foi maior nos produtos carneos
fatiados e embalados pela industria, esse resultado foi explicado pelo fato de os
produtos carneos fatiados pela industria terem maior tempo de prateleira, permitindo
que o patégeno quando presente, atingisse populagdes mais elevadas que as
encontradas nos produtos fatiados com menor tempo de prateleira.

Nos estudos de relatos de surtos de listeriose ocorridos entre 2005 e 2008,
atribuidos a produtos carneos, Todd e Notermans (2011), relatam que 83 % desses
surtos estavam associados a produtos carneos fatiados no ponto de venda e, 17 % a
produtos carneos fatiados na industria.

Em um estudo com blanquet inteiro e fatiado e, presunto inteiro e fatiado,
Araujo et al. (2002), verificaram uma alta incidéncia de bactérias do género Listeria,
sendo 80% em blanquet fatiado e 90 % em presunto fatiado, contrastando com a
auséncia nas pecas inteiras. A auséncia de Listeria spp. nos produtos inteiros e sua
alta ocorréncia nos fatiados sugerem provavel manipulagéo inadequada dos produtos
no momento do fatiamento.

Apesar de, no presente estudo, ndo ter detectado L. monocytogenes, o
achado de 23,3 % de presenga de outras espécies do género Listeria deixa claro que
existe uma contaminagdo nos ambientes de supermercados, seja pela ma
higienizagcdo do ambiente, das instalacdes e utensilios, seja pela falta de treinamentos
e ou falta de conhecimento dos manipuladores quanto aos riscos de contaminacgdes
cruzadas e DTA e, da prépria existéncia do risco de listeriose. Ja, a baixa ocorréncia
de Listeria spp. nos presuntos da industria comprova a efetividade do processamento
térmico ao qual o produto foi submetido e a evolugdo na preocupacéo das industrias
com o risco de contaminacgdes cruzadas pés-processamento. Conforme Vitas; Garcia-

Jalon (2004), a Listeria spp. é sensivel aos tempos e temperaturas praticados para
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cocgcao e a pasteurizagdo dos alimentos e pode haver contaminagdo pos
processamento, porém para minimizar este risco a adog¢ao de rigorosas praticas de
higiene e controle, tais como Boas Praticas de Manufatura, Procedimento Padrdo de
Higienizagado Operacional com pesquisa de Listeria spp. no ambiente e produto final

e, a implantacdo da APPCC se fazem necessarias.

5.2.3 Frequéncias de Listeria spp.

Inicialmente foram isoladas 766 cepas, dessas apenas 229 (30 %)
apresentaram motilidade, catalase e gram positivo, variando apenas na fermentagao
dos acucares. Todas as cepas isoladas e caracterizadas como Listeria spp.,
utilizando-se para isso, métodos fenotipicos como teste de catalase, coloracdo de
gram, motilidade, B-hemdlise e fermentagao de agucares (xilose, ramnose, dextrose e
manitol), sdo originadas de amostras fatiadas no proprio estabelecimento comercial.

As frequéncias de Listeria spp. encontradas sdo mostradas na TABELA 7.

TABELA 7 — FREQUENCIAS DAS ESPECIES DE LISTERIA ENCONTRADAS NAS CEPAS DE
PRESUNTO COZIDO FATIADO INDEPENDENTE DA ORIGEM E TEMPO DE ANALISE

) N° AMOSTRAS COM LISTERIA SPP./ % DE AMOSTRAS COM
ESPECIE AMOSTRAS CONFIRMADAS LISTERIA POR
(N=229) ESPECIE
L. ivanovii 86 37,5
L. seeligeri 86 37,5
L. innocua 54 23,6
L. welshimeri 3 1,3
Total 229 100

FONTE: A autora (2017)

De todas as cepas isoladas e caracterizadas por testes bioquimicos, L.
ivanovii (37,5 %) e L. seeligeri (37,5 %) foram as que apresentaram as maiores
frequéncias seguida por L. innocua (23,6 %) e L. welshimeri (1,3%). Andrade et al.
(2014), verificando a ocorréncia das espécies de Listeria em amostras de salsichas
tipo hot dog e carne moida, comercializadas a granel no Distrito Federal, isolaram 26

cepas de Listeria spp. das amostras de salsichas, sendo identificadas 18 cepas (69,2
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%) de Listeria innocua e 8 cepas (30,8 %) de L. monocytogenes. Das 16 cepas
originadas da carne moida, 12 (75 5) eram L. innocua e 4 (25 %) L. monocytogenes.

Segundo Barre et al. (2016), L. innocua e L. monocytogenes sao as espécies
mais frequentemente isoladas, porém apenas L monocytogenes é patogénica ao
homem e de importancia em alimentos, causando listeriose, sendo responsavel por
surtos veiculados por alimentos com alta mortalidade. As demais espécies, apesar de
existem estudos que relatam a infeccdo de humanos ocasionadas por L. seeligeri
(GILOT; CONTENT, 2002), L. ivanovii (GILOT; CONTENT, 2002;), L. grayi
(TODESCHINI et al., 1998) e L. innocua (KARLI et al., 2014), ndo possuem
importancia em alimentos.

Para Kells e Gilmour (2004), o isolamento de qualquer espécie do género deve
ser considerado, pois acredita-se que L. monocytogenes habite os mesmos nichos,
embora nao seja consenso (TOMPKIN, 2002), a presenca de Listeria spp. pode servir
de indicador para a possivel presenca de L. monocytogenes (D’AMICO; DONNELLY,
2009).

Na caracterizagao geral de Listeria spp. presente em cada marca (A, B, C),
considerando sua origem (industria e varejo), bem como seu tempo de prateleira (T1
— na obtengdo; T2 — no vencimento), observou-se presencga de Listeria spp., porém

sem diferenca estatistica significante entre os periodos (p>0,05) (TABELA 8).

TABELA 8 — CARACTERIZAGAO GERAL DAS FREQUENCIAS DE LISTERIA SPP. CONSIDERANDO
MARCA, ORIGEM E TEMPO DE PRATELEIRA

ORIGEM MARCA T T2 P-VALOR
A 0 0
INDUSTRIA B 0 0 -
C 0 0
A 3 5
VAREJO B 4 3 0,698
C 3 3

P-valor obtido pelo teste de Qui Quadrado de Independéncia com ajuste pelo método Monte Carlo
FONTE: A autora (2017)
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Quando correlacionamos cada espécie de Listeria spp., de acordo com a sua
origem e tempo de prateleira, para todas as espécies em estudo, ndo houve diferengas
estatisticas significativas entre os dois periodos de avaliagéo (p>0,05).

Todos os resultados das caracterizagdes fenotipicas de todas as amostras
estdo no APENDICE 1.

5.2.4 Associagéo de presenca e auséncia de Listeria spp. com a origem, bem como

estabelecimento comercial e tempo de prateleira

Para presencga e auséncia de Listeria spp. para produtos com origem no varejo,
houve diferenca significativa entre os supermercados tanto no dia de obtencéao
(x*=30,106; p<0,0001) quanto no dia de vencimento (x*>=17,033; p<0,00001), havendo
frequéncias significativamente elevadas de Listeria spp. entre os produtos do
estabelecimento comercial GP.

O estabelecimento GP foi 0 que apresentou a maior incoeréncia nas datas de
validade dos produtos do varejo, apresentando 21 amostras com validade superior a
5 dias; foi, também, o estabelecimento que apresentou a maior positividade para
Listeria spp., onde das 14 amostras positivas, 12 amostras, 85, 7 %, foram adquiridas
nesse estabelecimento. Portanto, infere-se que haja contaminagéo cruzada durante o
fatiamento, seja por deficiéncia de higienizagdo do ambiente, utensilios, equipamentos

e/ou méaos dos colaboradores.

5.2.5 Associagao de presenca e auséncia de Listeria spp. € marca do produto, bem

como estabelecimento comercial e tempo de prateleira

Para os produtos da marca A, com origem no varejo, houve diferenga
estatistica significativa entre os supermercados no dia de obtencédo (x*=6,555;
p=0,069), assim como no dia de vencimento (x*=9,286; p=0,014), havendo
significativamente maior frequéncia de presenca de Listeria spp. no estabelecimento
GP.

Siqueira et al. (2017), em estudo realizado em Pernambuco, observou que
dos 10 estabelecimentos varejistas estudados, 80 % tiveram ao menos uma amostra

de ambiente positiva para Listeria spp., mostrando que as condi¢gdes higiénico-
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sanitarias dos pontos de coleta ndo estavam adequadas favorecendo a contaminagao
dos alimentos ali fatiados e ou manipulados apresentando um risco a saude publica;
além de propiciar um ambiente para formacao de biofilme (NGUYEN; BURROWS,
2014).

Para os produtos da marca B com origem no varejo, houve diferenga
estatistica significativa entre os supermercados no dia de obtencédo (x*>=7,500;
p=0,019), com frequéncia de Listeria spp. significativamente mais elevada no
estabelecimento GP. N&o houve diferenca significativa no dia de vencimento
(x*=3,333; p=0,156).

Para os produtos da marca C, com origem no varejo, ndo houve diferenga
estatistica significativa entre os supermercados tanto no dia de obtencao (x*=5,294;
p=0,198), quanto no dia de vencimento (x*=5,294; p=0,198), uma vez que todas as
amostras dessa marca, que apresentaram positividade, foram adquiridas no

estabelecimento GP.

5.2.6 Relacao de contagem de Listeria spp. considerando o tempo de prateleira

Foi possivel observar que ndo houve diferenga estatistica significativa da
contagem de Listeria spp. em relagdo ao tempo de prateleira dos produtos fatiados
(V=3; p=0,063).

No dia de obtengdo, as contagens variaram de 1,0 x 10" UFC/g (amostra
numero 25) até 3,9 x 102 UFC/g (amostra numero 23). No vencimento, as contagens
variaram de 2,0 x 10" UFC/g (amostra nimero 25) até 6,7 x 102 UFC/g (amostra
numero 38). As contagens encontradas para Listeria spp. foram relativamente baixas,
porém em algumas amostras foi encontrado de 390 UFC/g a 670 UFC/g. Levando em
consideracado que o patdgeno L monocytogenes nao foi isolado nessas amostras,
apenas Listeria spp., conclui-se que as amostras nao apresentam risco de
contaminagdo e DTA. Caso L. monocytogenes tivesse sido isolada haveria
possibilidade de infecgdo humana ja que contagens inferiores a 102 UFC/g em
alimentos apesar de nao serem infectantes, ndo excluem essa possibilidade. Pelo
Food and Drug Administration, (2003), assume-se que menos do que mil células
possam causar a doenga em populagdes susceptiveis como gravidas, neonatos,

criangas, idosos e pessoas imunodeprimidas.
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5.2.7 Relagdo da contagem de bactérias acido laticas considerando o tempo de

prateleira
Foi possivel observar que houve diferenga estatistica significativa da
contagem de bactérias acido-laticas em relagdo ao tempo de prateleira dos produtos

fatiados (V=10; p<0,0001) (TABELA 9).

TABELA 9 — QUANTIFICACAO DE BAL CONFORME ORIGEM E TEMPO DE PRATELEIRA

VARIAVEL INDUSTRIA INDUSTRIA VAREJO VAREJO

T1 (UFC/g) T2 (UFC/g) T1 (UFC/g) T2 (UFC/g)

MINIMO 1,0 X 101 1,0 X 10" 1,0 X 10" 1,0 X 10!

MAXIMO 4,9 X 105 1,1 X 108 2,2 X108 1,1 X 108

MEDIA 4,7 x 104 1,2 x 107 1,1 x 105 1,4 x 107

DESVIO PADRAO 1,1x 105 2,5x 107 3,0x 105 2,8 x107
P=VALOR P=0,001 P<0,0001

T1 — Obtencao; T2 — Validade
FONTE: A autora (2017)

No dia de obtengao, as contagens para BAL variaram de 1,0 x 10" UFC/g até
2,2 x 108 UFC/g. No vencimento, as contagens variaram de 1,0 x 10" UFC/g até 1,1 x
108 UFC/g evidenciando o rapido crescimento de bactérias acido laticas durante o
tempo de prateleira dos produtos.

Foi possivel observar que nao ha diferengca estatistica significativa das
amostras fatiadas na industria quando associado com as amostras fatiadas no varejo,
no tempo de obtencéo (p=0,154). Também nao foi observado diferenca estatistica
significativa das amostras fatiadas na industria quando associado com as amostras
fatiadas no varejo, no tempo de vencimento (p=0,581).

Apobs o processo de cozimento do presunto a flora natural do produto sdo as
BAL, porém em uma quantia muita baixa que ndo protege os produtos contra o
crescimento de patégenos. As BAL naturalmente dominam a microflora de varios
alimentos, incluindo carnes crus e produtos a base de carne que sdo armazenados
em embalagens de vacuo ou em atmosfera modificada aumentando a seguranga do
alimento (MATARAGAS et al., 2003). As embalagens do varejo sdo bandejas de



66

poliestireno envoltas em PVC, o que ajuda a rapida deterioragdo do produto. Em
média para as amostras originadas do fatiamento na industria houve o crescimento
de 3 logs e nas amostras fatiadas no varejo, crescimento de 2 logs; essa diferenga se

explica pelo maior tempo de prateleira das amostras onde o fatiamento € na industria.

5.2.8 Associagao entre a quantidade de BAL e a presenca e auséncia de Listeria spp.,

considerando o tempo de prateleira

Quando realizada a associagao entre a quantidade de bactérias acido laticas
€ a presenca e auséncia de Listeria spp., considerando seu tempo de prateleira, foi
possivel verificar que houve diferenga estatistica significativa em relagdo ao fator
presenca e auséncia de Listeria spp. (F=2,2762; p=0,0019), e em relagao ao fator
tempo de prateleira do produto (F=11,318; p=0,0001). Porém, ndo houve diferenca
estatistica significativa quando analisada a interacdo desses fatores (F=-98,346;
p=0,6429). Pode-se entdo interpretar que tanto no momento de obteng¢do quanto no
momento de vencimento, ha um maior nimero de bactérias acido laticas quando ha
presenca de Listeria spp..

Quando realizada a associagéo entre a quantidade de bactérias acido laticas
e a quantificagao de Listeria spp. considerando seu tempo de prateleira, foi possivel
verificar que houve diferencga estatistica significativa em relagao ao fator quantificagao
de Listeria spp. (F=0,11632; p=0,0011), e em relagcdo ao fator tempo de prateleira
(F=1,923; p=0,0001). Porém, ndo houve diferenca estatistica significativa quando
analisada a interacao desses fatores (F=-21,919; p=1), reforgando que ha um maior

numero de bactérias acido laticas quando ha presenca de Listeria spp..

5.2.9 Associacdo de quantificacdo de Listeria spp. entre os estabelecimentos

comerciais do varejo, considerando o tempo de prateleira

Quando realizada a associacéo entre a quantificagao de Listeria spp. entre os
estabelecimentos comerciais do varejo, considerando o tempo de prateleira, foi
possivel verificar que ndo houve diferenga estatistica significativa em relagéo ao fator
tempo de prateleira (F=1,8821; p=0,1214), nem em relagao ao fator estabelecimento
(F=1,4216; p=0,153), bem como interagao desses fatores (F=0,15585; p=0,3972).
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Das 14 amostras que apresentaram positividade para Listeria spp., 12
amostras (85,7 %) foram adquiridas no estabelecimento GP, 1 amostra (7,0 %) no
estabelecimento DC e, 1 amostra (7,0 %) no estabelecimento FM. Dessas 14
amostras, 5 amostras (35,7 %) apresentaram contagens para Listeria spp, onde, em
apenas 2 amostras, foi possivel quantificar espécies de Listeria no dia de obtencédo e
vencimento (amostras numeros 23 e 25, marca C).

As amostras adquiridas nos estabelecimentos DC e FM foram as unicas
amostras com prazo de validade de 5 dias que apresentaram contagem de Listeria
spp. em T2 variando de 1,8 x 102 UFC/g (amostra numero 34, marca B) a 6,7 x 102
UFC/g (amostra numero 38, marca A). As demais amostras, com positividade, que
apresentaram contagem para Listeria spp. foram provenientes do estabelecimento
GP, com validade variando de 7 a 9 dias com contagens entre 1,0 x 10" UFC/g
(amostra numero 25, marca C, T1, 7 dias de validade) a 6,4 x 102 UFC/g (amostra

numero 58, marca A, T2, 9 dias de validade).
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6 CONCLUSOES

No presente estudo néo foi detectado e nem isolado L. monocytogenes,
patdogeno de importancia em alimentos, em nenhuma amostra independente da
marca, origem de fatiamento e tempo da analise.

Da mesma forma, nas amostras com origem de fatiamento na industria ndo
se detectou nenhuma espécie de Listeria. Pressupde-se que, uma vez que, as marcas
adquiridas nesse presente estudo foram originadas de industrias com fiscalizagdo do
MAPA, as mesmas tenham implantadas controles de processo e programas de
autocontrole como Boas Praticas de Fabricagdo, APPCC e Programas de
Higienizacdo Operacional e Pré-operacional com controle microbiolégico ambiental,
de superficie e de produto acabado acarretando em um produto de melhor qualidade
higiénico-sanitario com um processo térmico efetivo sem contaminagéo cruzada pos
processamento.

Nas amostras com origem de fatiamento no comércio varejista detectou-se a
presenca de espécies de Listeria em 14 amostras (23,3 %) sendo L. ivanovii, L.
seeligeri, L. innocua e L. welshimeri. Nenhuma das espécies isoladas tem importancia
em alimentos mas sugere uma possivel contaminagcdo do ambiente de
processamento, utensilios, equipamentos e/ou maos dos manipuladores. Infere-se,
portanto, que ha contaminacgao cruzada durante o fatiamento no comércio varejista e
isso se deve, muito provavelmente, pela falta de programas de Boas Praticas de
Fabricagdo, APPCC, procedimentos descritos de higienizagdo e uma fiscalizagao
escassa. Dos 4 estabelecimentos estudados, nenhum possuia Servigo de Inspegcao
municipal, estadual ou federal, apenas fiscalizagado do Ministério da Saude e vigilancia
sanitaria. A falta de uma fiscalizacdo efetiva nesses estabelecimentos, mostra uma
realidade preocupante, uma vez que cada estabelecimento fracionador € quem
determina, sem critérios cientificos, o tempo de prateleira dos produtos fatiados que
ofertam aos seus consumidores.

A presenca de contagens acima de 100 UFC/g de Listeria spp., em amostras
provenientes de fatiamento no comércio varejista, representa um risco de saude
publica, mesmo que pequeno por ndo se tratar de L. monocytogenes, e serve como

alerta a populagao, uma vez que a presencga de Listeria spp. no produto final pronto
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para consumo (RTE) serve de indicador para a possivel presenca de L.
monocytogenes.

No estabelecimento EB n&o foi detectado Listeria spp. pois as amostras
adquiridas eram provenientes de fatiamento na industria. O supermercado GP foi o
que mais apresentou variagao no tempo de prateleira. Nao mostrando um padréao na
validade de seus produtos fatiados, nem mesmo naqueles da mesma marca
evidenciando assim a falta de fiscalizagao e embasamento técnico para validade dos
produtos ali fatiados.

Quanto ao atendimento das legislagbes vigentes para embalagem e
rotulagem, as amostras fatiadas na industria como as fatiadas no comércio varejista
apresentaram conformidade.

Para BAL, observou-se que tanto no momento de obtengao quanto no momento
de vencimento, ha um maior numero de bactérias acido laticas quando ha presenca
de Listeria spp.. Em média para as amostras originadas do fatiamento na industria
houve o crescimento de 3 logs e nas amostras fatiadas no varejo, crescimento de 2
logs; essa diferenga se explica pelo maior tempo de prateleira das amostras onde o
fatiamento € na industria.

Diante de todo o exposto, neste trabalho ndo isolamos o patdégeno de
importdncia em alimento, Listeria monocytogenes, porém observamos outras
espécies de Listeria spp. 0 que pode indicar a presenga do patdégeno nesses nichos.
Assim, sugere-se a continuagdo deste trabalho com pesquisa de mapeamento
genético das espécies encontradas, assim como uma investigacdo de Listeria spp.
nos fatiadores do estabelecimento GP e o estudo de tempo de prateleira para produtos
fatiados no comercio varejista a fim de estipular um padrdo adequada a cada tipo de
alimento RTE fatiado. Assim como, a pesquisa de bacteriocinas que sejam

antagonistas a Listeria monocytogenes através das cepas isoladas neste estudo.
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