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RESUMO

Neste estudo foi realizada uma andlise comparativa entre métodos de deteccéo
para Listeria sp e Salmonella sp em 51 amostras de linguicas resfriadas
comercializadas no Estado do Parand. Avaliou-se a ocorréncia de Listeria sp e
Salmonella sp comparando os resultados obtidos das analises realizadas por
metodologia convencional (método ISO 11290-1 e, metodologia basica descrita
no Bacteriological Analytical Manual (BAM)) com sistema de analise qualitativa
imunoenzimatica automatizada (mini-VIDAS Listeria, e mini-VIDAS Salmonella).
A ocorréncia de Listeria sp em linguica resfriada comercializadas no Estado do
Parand foi de 52,9%, sendo 13,7% L. monocytogenes, 19,7% L. grayi, 13,7% L.
innocua, e 5,9% L. welshimeri. Um total de 3,9% das amostras de linglica
resfriada apresentaram-se contaminadas com Salmonella sp Em avaliacdo
comparativa entre metodologia BAM e mini-VIDAS Salmonella, observou-se
que através da metodologia BAM ouve uma maior correlagdo com a
identificacdo de Salmonella sp (9,8%), no entanto, a metodologia mini-VIDAS,
demonstrou maior expressividade na identificacdo de Proteus mirabilis e
Salmonella sp ambas com 9,8%. Em avaliacdo comparativa entre ISO e mini-
VIDAS Listeria, observou-se que Listeria grayi predominou em ambos o0s
métodos de andlise com valores de 19,6% e 13,7%, respectivamente, e de que
a Listeria monocytogenes demonstrou resultados expressivos, sendo
constatada 13,7% em ambas as metodologias. O método mini-VIDAS
comparado com o método BAM para identificacdo de Salmonella sp produziu
uma sensibilidade de 100% e uma especificidade de 88,89%. O método mini-
VIDAS comparado com o método ISO para identificacdo de Listeria sp produziu
uma sensibilidade de 96,7% e uma especificidade de 94,70%. Os agares
cromogénicos (CM1080 e CM1084), foram avaliados entre si, verificando-se,
concordancia positiva de 62,7% e concordancia negativa em 35,3%,
condizendo a percentagem global de concordancia de 98,0%. Os agares
classicos (PALCAM e Oxford) também foram avaliados, apresentando
concordancia positiva de 66,5%, e concordancia negativa de 23,5%. O teste de
kappa apresentou concordancia de 96% e 76% respectivamente. Comparando
o tempo de resposta dos métodos para identificacdo de Salmonella sp,
observou-se que nao existe diferenca em resultados de auséncia do
microrganismo entre os metodos mini-VIDAS Salmonella e BAM. No entanto,
guando avaliou-se o tempo para pesquisa com resultado positivo observou-se
que o método classico BAM produz o resultado em menor tempo quando
comparado ao método mini-VIDAS. Comparando o tempo para identificacdo de
Listeria sp observou-se que o método mini-VIDAS desenvolve resposta em
menor tempo quando comparado ao método ISO, tanto na presenca quanto
auséncia do microrganismo. A andlise efetuada neste trabalho evidencia a
ocorréncia de falhas no processo de fabricagao de lingtica resfriada por parte
de alguns produtores, representando grande risco a saude do consumidor.

Palavras chaves: linguica resfriada, Salmonella sp, Listeria sp, sistema mini-
VIDAS.



ABSTRACT

In this study it was carried out a comparative analysis between detection
methods for Listeria sp and Salmonella sp in 51 samples of cooled sausages
commercialized in Parana State. It was evaluated the occurrence of Listeria sp
and Salmonella sp comparing the results gotten from the analysis made by
conventional methodology (method ISO 11290-1 and, described basic
methodology in Bacteriological Analytical Manual (BAM)) with system of
quantitative  automatized imunoenzimética (mini-VIDAS Listeria, and mini-
VIDAS Salmonella). The occurrence of Listeria sp in sausage cooled
commercialized in the State of the Parana it was of 52,9%, being 13,7% L.
monocytogenes, 19,7% L. grayi, 13,7% L. innocua, and 5,9% L. welshimeri. A
total of 3,9% of the samples of cooled sausage had been presented
contaminated with Salmonella sp In comparative evaluation between
methodology BAM and mini-VIDAS Salmonella, it was observed that through
methodology BAM it hears a bigger correlation with the identification of
Salmonella spp. (85.7%), however, the methodology mini-VIDAS, demonstrated
to greater expressividade in the identification of Proteus mirabilis and
Salmonella sp (9,8%) in booth. In comparative evaluation between ISO and
mini-VIDAS Listeria, it was observed that Listeria grayi it predominated in both
the methods of analyzes with values of 19,6% and 13,7%, respectively, and of
that Listeria monocytogenes it demonstrated significant result, being evidenced
in 13,7% booth. The mini-VIDAS method compared with the BAM method for
identification of Salmonella sp produced a sensitivity of 100% and a specificity of
88.89%. The mini-VIDAS method compared with the I1SO method for
identification of Listeria sp produced a sensitivity of 96.7% and a specificity of
94.70%. The chromogenic agars (CM1080 and CM1084) were evaluated
together, there is positive correlation of 62.7% and 35.3% in negative
correlation, match the overall percentage of agreement of 98.0%. The classic
agars (PALCAM and Oxford) were also evaluated, showing good agreement of
66.5% and negative agreement of 23.5%. The kappa test showed concordance
of 96% and 76% respectively. Comparing the time of reply of the methods for
identification of Salmonella sp, it was observed that difference in results of
absence of the microrganismo between the methods does not exist mini-VIDAS
Salmonella and BAM. However, when it was evaluated the time for research
with positive result was observed that classic method BAM it produces the result
in lesser time when compared with the method mini-VIDAS. Comparing the time
for identification of Listeria sp it was observed that the method mini-VIDAS it
develops reply in lesser time when compared with the method ISO, as much in
the presence how much absence of the microrganismo. It analyzes it effected in
this work evidences the occurrence of imperfections in the process of
manufacture of sausage cooled on the part of some producers, representing
great risk the health of the consumer.

Key word: cooled sausages, Salmonella sp, Listeria sp, mini-VIDAS system.



FIGURA 01

FIGURA 02

FIGURA 03

FIGURA 04

FIGURA 05

FIGURA 06

FIGURA 07

FIGURA 08

FIGURA 09

FIGURA 10

FIGURA 11
FIGURA 12

FIGURA 13

FIGURA 14

FIGURA 15

LISTA DE FIGURAS

Listeria sp OBSERVADA POR MICROSCOPIA ELETRONICA

DE VARREDURA. ... .o 33
ISOLAMENTO DE Listeria sp PELO MEIO PALCAM............. 42
ISOLAMENTO DE Listeria sp PELO MEIO CM 1084............. 43
MORFOLOGIA DA Salmonella sp EM COLORACAO DE
GRAM . e 47
METODO CONVENCIONAL BAM PARA ISOLAMENTO DE
Salmonella sp PLAQUEAMENTO SELETIVO E
DIFERENCIAL. ESQUERDA AGAR ENTERICO DE HEKTOEN
(HE). DIREITA AGAR Salmonella -Shiguella (SS).................. 54
DISTRIBUICAO EM PORCENTAGEM DOS LOCAIS
PRODUTORES DAS AMOSTRAS ANALISADAS.................. 67

FLUXOGRAMA DE ISOLAMENTO DE IDENTIFICACAO DE
Listeria sp PELO METODO CONVENCIONAL ISO 11290-1..72
FLUXOGRAMA DE IDENTIFICACAO DE Listeria sp PELO

METODO MINI-VIDAS.......coviieieeeeeee e 74
SISTEMA APl LISTERIA — IDENTIFICACAO: Listeria
MONOCYIOGENES. ... iiiieiiiieeee et eeees 76
FLUXOGRAMA DE IDENTIFICACAO DE Salmonella sp PELO
METODO CONVENCIONAL BAM......ccocoveeuiiiieceieeceeeennnns 79

SISTEMA API 20 E PRONTO PARA USO (DESIDRATADO)82
FLUXOGRAMA DE IDENTIFICACAO DE Salmonella sp PELO
METODO MINI-VIDAS.......coviieieieee et 83
OCORRENCIA DE AMOSTRAS VERDADEIRAMENTE
POSITIVAS PARA Listeria sp EM LINGUICA RESFRIADA....87
OCORRENCIA DE AMOSTRAS POSITIVAS PARA Salmonella
sp EM LINGUICA RESFRIADA. ........cooieeieeeeeeeee e, 88
ANALISE DO METODO MINI-VIDAS Salmonella AVALIANDO
POSSIVEIS VARIACOES.........oovoeoeeeeeeeeeeeeeeeee e, 99



FIGURA 16

FIGURA 17

FIGURA 18

AVALIACAO DOS RESULTADOS OBTIDOS ATRAVES DO
METODO MINI-VIDAS Salmonella PARA IDENTIFICACAO

DAS ESPECIES AVALIANDO POSSIVEIS
VARIACOES. ..., 99

ANALISE DO METODO MINI-VIDAS LISTERIA AVALIANDO
POSSIVEIS VARIACOES.........cooieeeeeeeeeeeeeeeee e 100

AVALIACAO DOS RESULTADOS OBTIDOS ATRAVES DO
METODO MINI-VIDAS LISTERIA AVALIANDO POSSIVEIS
VARIACOES. ..., 101



LISTA DE QUADROS

QUADRO 01 FORMAS DE OCORRENCIA DE LISTEROSE.........c.ccccveu...... 36
QUADRO 02 LEVANTAMENTO EPIDEMIOLOGICO DE L. monocytogenes 38
QUADRO 03 LEVANTAMENTO EPDEMIOLOGICO DE Salmonella sp ....... 51



TABELA 01

TABELA 02

TABELA 03

TABELA 04

TABELA 05

TABELA 06

TABELA 07

TABELA 08

TABELA 09

TABELA 10

LISTA DE TABELAS

RANKING DOS PRINCIPAIS SETORES DA INDUSTRIA DE
PRODUTOS ALIMENTARES EM VALOR DE 2001 A 2005...25
OCORRENCIA DE Listeria sp E Salmonella sp ATRAVES DO
METODO RAPIDO, E METODO CONVENCIONAL EM
LINGUICA RESFRIADA........coctitieieeeeeeeeeeee e 91
AVALIACAO COMPARATIVA DOS DADOS OBTIDOS NA
DETECCAO DE Salmonella sp ATRAVES DO METODO BAM
E METODO MINI-VIDAS......oooviieiieeeieeeeeee e 91
AVALIACAO COMPARATIVA DOS DADOS OBTIDOS NA
DETECCAO DE Listeria sp ATRAVES DO METODO ISO E
METODO MINI-VIDAS.......coviieeeeeeece e 91
PERCENTUAL DE ESPECIES DE Listeria sp DETECTADAS
ATRAVES DA METODOLOGIA  MINI-VIDAS E
METODOLOGIA ISO.....ooieiiieeceeeeeeee e, 92
PERCENTUAL DA FAMILIA ENTEROBACTERIACEAE
DETECTADO ATRAVES DA METODOLOGIA MINI-VIDAS E
METODOLOGIA BAM.......cooiiiiieeieeieeeeeeeeeeee e 93
RESULTADOS  POSITIVOS E  NEGATIVOS NA
COMPARACAO ENTRE O METODO MINI-VIDAS E METODO
CONVENCIONAL BAM (PADRAO) PARA PESQUISA DE
Salmonella sp EM LINGUICA RESFRIADA........c..ccccceevennn, 95
TESTE DE EXATIDAO ENTRE O METODO MINI-VIDAS E
METODO CONVENCIONAL BAM (PADRAO) PARA
PESQUISA DE Salmonella sp EM LINGUICA RESFRIADA..95
RESULTADOS  POSITIVOS E  NEGATIVOS NA
COMPARACAO ENTRE O METODO MINI-VIDAS E METODO
CONVENCIONAL ISO (PADRAO) PARA PESQUISA DE
Listeria sp EM LINGUICA RESFRIADA..........ccoceveeereernns 97
TESTE DE EXATIDAO ENTRE O METODO MINI-VIDAS E
METODO CONVENCIONAL ISO (PADRAO) PARA
PESQUISA DE Listeria sp EM LINGUICA RESFRIADA......... 97



TABELA 11

TABELA 12

TABELA 13

TABELA 14

TABELA 15

TABELA 16

RESULTADOS  POSITIVOS E  NEGATIVOS NA
COMPARACAO DO METODO ISO EM RELACAO AOS
AGARES CROMOGENICOS PARA PESQUISA DE Listeria sp
EM LINGUICA RESFRIADA..........cocuoeeeeeeeeeeeeeeeeneeeennn, 102
TESTE DE CONCORDANCIA ENTRE RESULTADOS
POSITIVOS E NEGATIVOS NA COMPARACAO DO METODO
ISO EM RELACAO AOS AGARES CROMOGENICOS PARA
PESQUISA DE Listeria sp EM LINGUICA RESFRIADA.......102
RESULTADOS  POSITIVOS E  NEGATIVOS NA
COMPARACAO DO METODO ISO EM RELACAO AOS
AGARES CLASSICOS PARA PESQUISA DE Listeria sp EM
LINGUICA RESFRIADA........oouiovieeeeeeeeeeeeeee e, 103
TESTE DE CONCORDANCIA ENTRE RESULTADOS
POSITIVOS E NEGATIVOS NA COMPARACAO DO METODO
ISO EM RELACAO AOS AGARES CLASSICOS PARA
PESQUISA DE Listeria sp EM LINGUICA RESFRIADA.......103
DESCRICAO DO TEMPO DE ANALISE PARA
IDENTIFICACAO DE Salmonella Sp.........cc.coveveveeveveueennnn.. 105
DESCRICAO DO TEMPO DE ANALISE PARA
IDENTIFICACAOQ DE LISteria SP.......cceveoeevereeveeeeeeeeeeeeeeanenns 106



LISTA DE ABREVIATURA

ABNT Associacao Brasileira de Normas Técnicas
ADPT Agua Peptonada Tamponada

AFNOR Association Francaise de Normalisation
AOAC Association of Official Agricultural Chemists
APHA American Public Health Association

APPCC Andlise de Perigos e Pontos Criticos de Controle
ATCC American Type Culture Collection

BAM Bacteriological Analytical Manual

BGA Brilliant Green Agar

BSA Agar Sulfito Bismuto

BPF Boas Préticas de Fabricacao

CDC Center Disease Control and Prevention

DTA Doencgas Transmitidas por Alimentos

E Especificidade

EIA Ensaio Imunoenzimético

ELFA Enzyme Linked Fluorescent Assay

ELISA Enzyme Linked Immunoabsorbent Assay
EMB Eosina azul de metileno

FDA Food and Drug Administratios

FN Falso-negativo

FP Falso-positivo

HE Hektoen

ISO International Organization of Standardization
LIA Agar lisina ferro

LIS Listeria

MAPA Ministério da Agricultura, Pecuaria e do Abastecimento

MSRV Agar semi-solido Rappaport-Vassiliadis Modificado



RIISPOA

RV

SC

SIM

SLM

SR

SS

TSA-YE

TSI

UFC

USDA — FSIS

Regulamento de inspecéo industrial e sanitaria de produtos de
origem animal

Rappaport-Vassiliadis

Sensibilidade

Selenito-Cistina

Sulfito indol motilidade

Salmonella

Semi-sélido Rappaport

Salmonella —Shiguella

Agar tripticase de soja suplementado com extrato de levedura
Triplice Agucar Ferro

Unidades formadoras de colonias

Departamento da agricultura dos Estados Unidos — Alimentos
pronto para consumo e servico de inspec¢ao



SUMARIO

1. INTRODUGAO ...t 19
2 0= 1 = 1 LY/ 1T 22
2.1 OBJIETIVO GERAL ..ottt 23
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS.......ooiiieceeee et 23
3. REVISAO DE LITERATURA .....oooiite ettt 24
3.1 SEGURANGA ALIMENTAR......ooiieitecte ettt ettt 25
B2 EMBUTIDOS ...ttt et ete et te e ete e e 28
3.3 BACTERIAS ANALISADAS ......oouiitiieeeeeeee ettt 31
3.3 L LISEEIIA SP. it 31
3.3.1.1 CARACTERISTICAS GERAIS DA LiSteria Sp .....cccccovevveveeeeeeeerrennen, 31
B.3.L.2 LISTERIOSE ...t ettt ettt te e ate e ane s 34
3.3.1.3 ASPECTOS EPIDEMIOLOGICOS........cooieeueeieeeeeeeeeeeeeeeee e, 37
3.3.1.4 PRESENCA DE Listeria sp EM EMBUTIDOS .......ccovoveveeeeeeeeeeenee, 39
3.3.1.5 METODOS PARA ISOLAMENTO DE Listeria Sp. .......cccceeveveveverennne. 40
3.3.1.6.METODOS DE DETECCAQ DE LiSteria Sp......c.cccceeveeeveeereereeereenenen, 44
3.3.2.SAIMONEIA SP oo a7
3.3.2.1 CARACTERISTICAS GERAIS DA Salmonella sp .........ccccccoveuveuennan... 47
3.3.2.2 SALMONELOSE .......coociitiiteceeee ettt ettt 48
3.3.2.3 ASPECTOS EPIDEMIOLOGICOS........couieeieeieeeeeeeee e, 50
3.3.2.4 PRESENCA DE Salmonella sp EM EMBUTIDOS ... 52
3.3.2.5 DETECCAO DE Salmonella SP .......c.ccceveveueeieeeeeeeeeeeeeeee e, 54
3.4 METODOS MICROBIOLOGICOS .....ccooiveceieeeeeeeeeee e 60
3.4.1 METODOLOGIA CONVENCIONAL.......ceouieeeeeieeeeeeeeee e, 60
3.4.2 METODOLOGIA RAPIDA / PRATICA ..o 61
IR IS o I = Y = P 64
3.4.4 CONSIDERACOES SOBRE OS METODOS MICROBIOLOGICOS ....... 64
4. MATERIAIS E METODOS.......ooiiiiiiteeie ettt 66
A1 MATERIAIS ..ottt ettt te et ete e e 67
4.1.1 MEIOS DE CULTURA, SOLUCOES, REAGENTES, INSUMOS E

DAV EST 0 1 J 68
B | = W0 50 1 TSR 69

4.2.1 PREPARACAO DAS AMOSTRAS PARA ANALISE........cccooveveeeernn. 70



4.2.2 PESQUISA LISTEIIA SP. +.eveeeeeeerieieeiieiieeeeieeeteeeeeeeeeesseesssssesssssaesssessessssesennes 70
4.2.2.1 METODO DE CULTURA CONVENCIONAL COMO RECOMENDADO

NS0 R = 70
4.2.2.2 METODO MINI-VIDAS. .....coiiiiiteeeeeee et 73
4.2.2.3 CONFIRMATORIO DE Listeria sp ATRAVES DO API LISTERIA ........ 75
4.2.3 PESQUISA DE Salmonella SPP. . .cvvveeeeiiieiiiiiiiiiiiiiieiiieeiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 76
4.2.3.1 METODO CONVENCIONAL BAM.......cooiiiiiieieieieee e 76
4.2.3.2 METODO RAPIDO MINI-VIDAS .....ooveiteeeeeeeeeee e 80
4.2.3.3 CONFIRMATORIO DE Salmonella sp ATRAVES DO API 20E............ 80
4.2.4 ANALISE ESTATISTICA DOS DADOS ......c.ooovvieeeeieeeeceeeeeeeee e 84
4.2.5 METODO EMPREGADO PARA AVALIACAO DOS MEIOS SELETIVOS
DE Listeria sp PELO METODO ISO 11.290-1.......cceoueieueeeeeeeeieeieeeeeeeeeeie s 85
5. RESULTADOS E DISCUSSAO ..o, 86
5.1 OCORRENCIA DE Listeria sp e Salmonella sp EM LINGUICA RESFRIADA
.......................................................................................................................... 87

5.2 SENSIBILIDADE E ESPECIFICIDADE DOS METODOS ANALISADOS...95
5.3 AVALIACAO DOS MEIOS EMPREGADOS PELO METODO ISO 11290-1

PARA ISOLAMENTO DE LISLEIHA SP. «..vveveerieeceeeeeeeeeee e e ee e 101
5.4 AVALIACAO DO TEMPO DE ANALISE DOS METODOS..........ccc......... 104
(T O0] N [G1 I U 7Y@ T 108
7. REFERENCIAS ...ttt ettt 111

8. ANEXOS . .. 128



1. INTRODUCAO



INTRODUCAO 20

1. INTRODUCAO

A analise microbiologica de um alimento visa investigar
guantitativamente e qualitativamente a presengca ou auséncia de um
determinado microrganismo em um produto, assim como identificar e
caracterizar as diferentes espécies a fim de rastrear as condi¢cdes de higiene
em que o alimento foi processado, 0s provaveis riscos a salude do consumidor,
e se o alimento tera ou ndo vida de prateleira pretendida. Além disso, a andlise
laboratorial permite determinar o agente etiolégico mais provavel no caso de
toxinfec¢do alimentar. Essa analise é imprescindivel também para verificar se
os padrbes e as especificacbes microbioldgicas, nacionais, ou internacionais,
estdo sendo atendidas adequadamente.

A escolha da metodologia a ser adotada na andlise microbiolégica de
alimentos deve ser norteada pela precisdo pretendida, custo, tempo de andlise,
aceitabilidade do método por Orgdos oficiais e comunidade cientifica;
operacionalidade, treinamento e qualificacdo do analista, disponibilidade e
gualidade de reagentes, meios de cultura e outros suprimentos, disponibilidade
de espaco no laboratério, entre outros.

Apesar da utilizacao de diferentes técnicas para garantir a qualidade e a
inocuidade de alimentos, as doencas transmitidas por alimentos (DTA)
continuam sendo um problema de saude publica.

Diversos microrganismos podem causar DTA, e dentre eles Listeria sp e
Salmonella sp destacam-se devido a capacidade de sobreviver em alimentos
mantidos sob temperaturas de refrigeracéo, sendo capazes de sobreviver por
muito tempo nos alimentos e outros substratos. Sendo que estes
microrganismos possuem elevada resisténcia fisiologica, sendo dificil controlar
ou prevenir sua presenca em alimentos, principalmente naqueles que sua
confecgdo ndo sofre tratamento térmico, como é o caso das linguigas.

A carne e seus derivados incluem-se entre os alimentos que mais
preocupam os servicos de saude publica, em razdo dos riscos que oferecem

pela contaminacdo com uma grande variedade de bactérias patogénicas. As



INTRODUCAO 21

linglicas apresentam-se como excelentes substratos para o desenvolvimento
de microrganismos, devido a uma série de fatores favoraveis como a alta
atividade de agua, mistura de diferentes tipos de ingredientes, etc. Além disso,
linglicas s&o submetidas a intenso manuseio durante seu processo, 0 que
aumenta a probabilidade de contaminagdo com microrganismos indesejaveis.

Um dos aspectos relevantes das DTAs € a ocorréncia de surtos de
toxinfec¢do alimentar, onde os numeros relatados demonstram-se inferiores ao
esperado, em virtude da disseminacdo do patégeno no ambiente. Varios
fatores provavelmente interferem nesta relacdo: subnotificacdo; o periodo de
incubacdo de até 30 dias para alguns patogénicos dificulta a associacdo do
quadro clinico com alimentos; a dificuldade de encontrar o alimento incriminado
apos a confirmagcdo do caso, uma vez que o alimento contaminado ja foi
consumido ou desprezado; a utilizagdo de antibiéticos no tratamento antes da
coleta para andlise microbioldgica da infeccao dificulta o isolamento do
microrganismo nos pacientes.

Desta forma, produtores de alimentos, bem como érgaos de fiscalizacédo
tém estado alerta para garantir a auséncia de microrganismos patogénicos nos
alimentos. Entretanto esta metodologia pode ser limitada, uma vez que as
técnicas de laboratério rotineiramente empregadas para isolamento de
patogénicos séo trabalhosas e demoradas no fornecimento de resultados.

Considera-se que o desenvolvimento de uma proposta metodoldgica, a
qual diminua o tempo do fornecimento dos resultados, seja uma importante
contribuicdo para o atendimento as exigéncias dos o6rgdos fiscalizadores,
produtores e consumidores.

Portanto, espera-se que o0s dados expressos no presente estudo
possibilitem uma forte correlacdo entre as metodologias, assim como, as
informacdes obtidas exprimam resultados confiaveis dentro de um curto espaco
de tempo, viabilizando desta forma a precisdo nos resultados emitidos,

associados a satisfagcdo dos profissionais que utilizam as metodologias, e

acima de tudo, objetiva-se assegurar a qualidade dos alimentos consumidos.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL
Comparar métodos de deteccdo e avaliar a incidéncia de Listeria sp e

Salmonella sp em linglicas resfriadas comercializadas no Estado do Parana.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
Identificar a incidéncia de linguicas resfriadas contaminadas com Listeria
monocytogenes e espécies do género Salmonella.
Comparar os resultados obtidos nas andlises realizadas pelo método mini-
VIDAS Salmonella com o método BAM em amostras de linglica resfriadas.
Comparar os resultados obtidos nas andlises realizadas com o método mini-
VIDAS Listeria com o método ISO 11290-1 em amostras de linglica
resfriadas.
Comparar os resultados obtidos com 0s meios seletivos utilizados no
plagueamento do método ISO 11290-1 para o isolamento de Listeria sp.
Comparar o tempo dispensado para andlise nas pesquisas de Listeria sp
(método 1SO 11290-1 e método mini-VIDAS Listeria) e Salmonella sp (método
BAM e método mini-VIDAS Salmonella).
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REVISAO DE LITERATURA 25

3.1 SEGURANCA ALIMENTAR

O mercado mundial de carnes apresenta producao crescente segundo dados
apresentados pela ABIPECS (2005). A producdo mundial deste género foi de 257
milhdes de toneladas. O Brasil destaca-se na producdo de produtos cérneos, tendo
producao anual de 41 milhdes de bovinos abatidos, quatro bilhées de frangos e 34,5
milhdes de suinos, em 2004, representando uma producao anual de 24,4 bilhdes de
dolares, sendo exportados 4,5 bilhdes (ABIPECS, 2008).

O setor de derivados carneos manteve-se entre 2001 e 2005 em primeiro
lugar no “ranking” dos principais setores da industria de produtos alimentares no
Brasil como descrito na Tabela 01 (ABIA, 2007).

TABELA 01 RANKING DOS PRINCIPAIS SETORES DA INDUSTRIA DE
PRODUTOS ALIMENTARES EM VALOR DE 2001 A 2005.

Industria da Alimentacéo - Principais Setores em Valor |

2001 2002 2003 2004 2005
Laticinios 2° 4° 4° 4° 4°
Beneficiamento 3° 3° 2° 3° 2°
de Café, Chae
Cereais
Derivados de 1° 1° 1° 1° 1°
Carne
Oleos e 4° 2° 3° 2° 3°
Gorduras
Derivados do 5° 5° 5° 6° 6°
Trigo
AcuUcares 6° 6° 6° 5° 5°
Derivados de 8° 8° 7° 7° 7°
Frutas e
Vegetais
Diversos 7° 7° 8° 8° 8°
Chocolate, 9° 9° 9° 9° 9°
Cacau e Balas
Conservas de 10° 10° 10° 10° 10°
Pescados

FONTE: Adaptado de ABIA, 2007

A crescente exigéncia do mercado consumidor por alimentos cada vez mais
seguros e 0s requisitos de seguranca alimentar estabelecidos pelos 6rgaos

regulamentadores tem levado as industrias alimenticias a adotarem programas de
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gestdo da qualidade severos. Os primeiros passos sdo 0s de implantagdo de
sistemas de seguranca alimentar, como as BPF (boas praticas de fabricacéo),
implantacdo do APPCC (andlise de perigos e pontos criticos de controle), entre
outros programas de qualidade.

Ferramentas sdo necessarias para auxiliar técnicos das industrias a identificar
perigos, estabelecer limites criticos, formas de monitoramento e medidas corretivas.
A melhoria de condi¢Bes dos servigos publicos de saude e direitos do consumidor
esta evidenciando um aumento no numero de casos de doencgas transmitidas por
alimentos, o que exige dos fabricantes de produtos alimenticios novas acdes
relacionadas a seguranca alimentar. Analisar amostras alimenticias e ambientais
quanto a presenca de bactéria patogénica, ou deteriorante, fungos e toxinas é uma
pratica que assegura a qualidade do produto.

Entre os varios parametros que determinam a qualidade, os mais importantes,
sdo sem duvida, aqueles que definem suas caracteristicas microbiologicas. A
avaliagdo da qualidade microbiologica de um produto fornece informacfes que
permitem julgd-lo quanto as condicbes de processamento, de armazenamento, de
distribuicdo, sua vida util, e quanto ao risco de saude da populacdo (FRANCO E
LANDGRAF, 2004).

Apesar das infeccbes alimentares terem sido a principal causa de
enfermidades para o homem durante muitos anos, desconhece-se sua incidéncia
real. H4 estudos que periodicamente resumem as tendéncias das enfermidades de
origem alimentar. As originadas por patégenos, constituem um problema mundial de
saude publica que pode ser influenciada pela demografia, industrializacdo, e
distribuicdo, transporte, comercializagéo, bem como a elucidagéo e a capacidade de
adaptacdo dos microrganismos. As enfermidades de origem alimentar vao desde
gastrenterites leves, a enfermidades letais, constituindo perigo a saude do
consumidor, podendo deixar sequelas a longo prazo (ICMSF, 2002).

As enfermidades de origem alimentar ocorrem quando uma pessoa contrai
uma doenca devido a ingestdo de um produto contaminado com microrganismos e/
ou toxinas indesejaveis. Essa condicdo €, frequentemente, denominada como
toxinfeccdo alimentar. E sabido que apenas um pequeno nimero de casos de
enfermidades causadas por alimentos sdo notificados aos 6rgdos de inspecédo de
alimentos, de controle e as agéncias de saude. Isso se deve em parte ao fato de que
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muitos patégenos presentes em alimentos causam sintomas brandos, e a vitima ndo
busca auxilio médico (FORSYTHE, 2002).

CondicBes sanitarias deficientes durante o abate dos animais, cozimento
inadequado, armazenamento improprio, e falta de higiene durante o preparo dos
produtos carneos sédo condicbes que podem predispor os individuos a tornarem-se
portadores assintomaticos ou doentes. Dependendo do microrganismo envolvido, 0s
sintomas podem variar de desconforto intestinal moderado a desidratagdo severa,
ou diarréia hemorragica e morte (PELCZAR, 1997).

A auséncia de microrganismos patdgenos para o homem, nos alimentos, e de
suas toxinas constitui uma exigéncia priméaria: se pressupbe que estes nao
transmitirdo enfermidades aos consumidores. Além disso, o produto de boa
qualidade microbiol6gica deve apresentar niveis reduzidos de microrganismos
deteriorantes (BENITEZ, 2000).

A contaminacdo biolégica é um problema de saude publica no Brasil, assim
como afeta o mundo todo. No Pais existe normatizacdo adequada para controle
sanitario dos alimentos, como o Regulamento de Inspecéo Industrial e Sanitaria de
Produtos de Origem Animal (RIISPOA), do Ministério da Agricultura Pecuaria e
Abastecimento (MAPA). Porém, ainda falta a fiscalizacdo efetiva e permanente da
producéo, conservagao e comercializacdo de alimentos pelos servicos estaduais e
municipais de vigilancia sanitaria, aos quais é delegado o poder de inspecionar e
punir os infratores (BALBANI E BUTUGAN, 2001).

A qualidade da matéria-prima, a padronizacdo do processamento e a
manutencdo das temperaturas na saida da industria até as gbndolas do
supermercado tém sido citadas como parametros importantes para se evitar as cada
vez mais frequentes toxinfec¢cdes alimentares. A busca incessante da qualidade,
seja na producao, transporte, armazenamento e consumo de alimentos € fator

primordial na competicao entre empresas deste mercado (RICHARDS, 2003).
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3.2 EMBUTIDOS

Embutidos ou carnes preparadas embutidas sdo produtos elaborados
com carnes ou outros tecidos animais comestiveis, curados ou nao,
condimentados, cozidos ou ndo, defumados e dessecados ou n&o, tendo como
envoltorio natural tripas, bexigas ou outras membranas animais ou envoltério
plastico apropriado (SAO PAULO, 1978).

De acordo com Martins e Terra, (1985), o embutido sera designado pelo
seu nome, seguido da classe a que corresponde, ou o tipo, ou espécie animal
de que designa, podendo ser seguido ainda de complementacdes elucidativas
guanto as caracteristicas peculiares. Pode-se exemplificar como “linglica
defumada”, “salsicha tipo Viena”, “Pasta de figado”.

De acordo com o seu processo de fabricacdo, os embutidos sao
classificados em frescos, cozidos, defumados e secos. Segundo a sua
composi¢cdo sao divididos em simples e mistos e de acordo com suas
caracteristicas em chourico, lingtica, morcela, mortadela, paio, queijo de porco
ou ralado, salame, salsicha e paté ou pasta (SAO PAULO, 1978).

Os embutidos crus sé&o curados a frio e/ou a quente, dividindo-se em
frescos e maturados, pois a cura pode ser dividida em duas fases: a cura
propriamente dita (seca ou Umida) e a maturacao e secagem. Podem ainda se
apresentar defumados ou ndo. Os embutidos maturados dividem-se em secos
e semi-secos, apresentando-se em ampla variedade devido as muitas
matérias-primas envolvidas no seu processamento, 0 que acaba por dificultar a
exata classificacao destes produtos (HAACK et al, 1991).

A industria emprega grande variedade de carnes como matéria-prima,
desde os segmentos musculares até visceras, gorduras, sangue, pele e
ligamentos. Dependendo do produto, € precedida a escolha do tipo de tecido,
da qualidade, do estado e da espécie ou espécies de animais a serem
empregados (HAACK et al, 1991).

Os embutidos deveréo ser preparados de carne e outros tecidos animais
em perfeito estado de conservacdo. De acordo com o tipo de embutido e suas
peculiaridades, podem entrar na sua composi¢ao tenddes, cartilagens, ou
aponeuroses, porém a proporcdo nao poderd ser preponderante ao exame
microscopico (SAO PAULO, 1978).
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Os embutidos compreendem basicamente duas classes, aqueles
preparados a partir de misturas de carnes moidas ou menor grau como as
linguicas frescas, linglicas defumadas, e salames: e os embutidos preparados
a partir de emulsdes, como as mortadelas, salsichas e similares, também
chamados de embutidos cozidos (MARTINS E TERRA et al, 1985).

Os principais componentes da emulsdo ou massa sdo a carne, agua,
gordura, sal, aditivos e condimentos, proteinas suplementares e os amidos. A
massa dos embutidos € uma emulsdo de gordura em agua, portanto do tipo
Oleo-agua, onde as goticulas de gordura sdo distribuidas de maneira
relativamente uniforme e sdo mantidas em suspensao pelas proteinas sollveis
da carne (MARTINS E TERRA et al, 1985).

De acordo com Haack et al. (1991), as caracteristicas das matérias-
primas, carnes e gorduras, sdo de importancia decisiva para a elaboracao de
embutidos crus em condi¢cbes adequadas. A carne deve proceder de animais
sadios. Além disso, a carne dos animais submetidos a extremas condi¢cfes
fisiolégicas, isto é, as chamadas influéncias de estresse, exibe uma maturagéo
defeituosa, que se traduz em uma acidificagéo deficiente ou num elevado valor
de pH.

Da mesma forma animais abatidos em condi¢cdes precérias e sem
higiene, carcagas mal resfriadas, carnes desossadas sem os cuidados devidos
ndo podem ser considerada como matéria-prima de boa qualidade e
certamente, mais cedo ou mais tarde, vao ocasionar problemas (HAACK et al,
1991).

Banwart (1989), Jay (1992) e Strapazzon (1997) citam a deterioracao
microbiolégica como a mais grave de todas. E causada por microrganismos
que decompbem rapidamente as proteinas e produzem residuos desta
deterioracdo, como as toxinas que podem causar efeitos indesejaveis ao
consumidor. A contaminacdo da carne pode ocorrer por fonte enddégena ou
exogena.

Esses autores comentam que a contaminagdo endogena é causada por
microrganismos que ja estdo presentes no tecido do préprio animal. O grau
desta contaminacdo pode ser diminuido pela utilizacdo de técnicas e préticas
adequadas de sangria, refrigeracdo das carcacgas, pela boa origem dos

animais, e um bom preparo destes animais antes do abate. Ja a contaminacao
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exdgena é causada por microrganismos existentes no ambiente ou nos
manipuladores de carne. Para reduzir os niveis de contaminacdo, € preciso
haver uma boa limpeza das instalagbes, maquinas, mesas, e ferramentas,
assim como uma rigorosa disciplina quanto a higiene dos manipuladores, e
utilizacdo de sanitarizantes adequados. A contaminagcdo mais importante da
carne é, sem duvida, de origem externa, uma vez que admite-se que a massa
interna da carne ndo contém microrganismos, ou estes sS40 Muito escassos.
Por outro lado, podem ser encontrados microrganismos nos linfonodos, medula
0ssea, e no proprio musculo. Comentam também que a Salmonella sp e
Listeria sp s@o as principais bactérias patogénicas encontradas nas carnes e

seus derivados.
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3.3 BACTERIAS ANALISADAS
3.3.1 Listeria sp

Segundo Corréa e Corréa (1992), em 1919, Gustav Hulpers, na Suécia, isolou
um germe a partir do figado de coelho e o denominou de Bacillus hepatis. A
descricado do germe e o tipo de enfermidade observada no coelho indicam
claramente que ele foi o primeiro a isolar Listeria monocytogenes, porém a amostra
bacteriana ndo foi conservada, impedindo de compara-la com as cepas hoje
conhecidas. No entanto, dez anos mais tarde, Munay, Webb e Swann, durante uma
epizootia entre coelhos e cobaias de um biotério em Cambridge, isolaram
microrganismos que causavam intensa monocitose, nomeando 0 agente como
Bacterium monocytogenes.

Um ano mais tarde, na Africa do Sul, observou-se uma doenca similar em
roedor selvagem e, em honra a Lord Lister, denominou-se o agente como Listerella
hepatolytica, porém, considerando ser parecido com o agente isolado pelos outros
autores ingleses, propds a denominacdo de Listerella monocytogenes.
Posteriormente, como havia um género vegetal assim denominado, o agente passou
a chamar-se Listeria monocytogenes.

Os primeiros isolamentos confirmados do microrganismo provenientes de
individuos infectados, foram efetuados em 1929 por Nyfeldt, na Dinamarca, que
isolou a bactéria do sangue de doentes com monocitose. Em 1931, Gill isolou a
bactéria pela primeira vez de ovelhas na Nova Zelandia. Posteriormente, casos
esporadicos de listeriose humana foram reportados, 0s quais estavam associados a
individuos que tiveram contato com animais doentes. Na década de 80, com o0s
relatos de diversos surtos decorrentes da ingestdo de alimentos contaminados, o
interesse pelo microrganismo cresceu rapidamente entre as industrias, agéncias

governamentais reguladoras e pesquisadores (FABER E PETERKIN, 1991).

3.3.1.1 CARACTERISTICAS GERAIS DA Listeria sp

O meio cientifico foi despertado para o perigo da listeriose durante a década
de 80, quando uma séries de surtos ocorreram na América do Norte e Europa; e a

Listeria monocytogenes foi responsavel por véarias formas de listeriose humana. A
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partir de 1988, principalmente nos paises da Europa Central, pesquisadores
passaram a investigar a listeriose como doenga de origem alimentar (FABER E
PETERKIN,1991; OLIVEIRA, 1993).

Rocourt em 1996 classificou o género Listeria em seis espécies: L.
monocytogenes, L. ivanovii, L. innocua, L. seeligeri, L. welshimeri e L. grayi. A
espécie L. denitrificans foi reclassificada como Jonesia denitrificans e as espécies L.
grayi e L. murrayi foram agrupadas em uma Unica espécie, L. grayi. As subespécies
da L. ivanovii foram extintas (BARBALHO, 2002).

Das espécies de Listeria, L. monocytogenes, L. ivanovii e L. seeligeri estdo
associadas com enfermidades no homem (VARNAM E EVANS, 1991). A L.
monocytogenes desperta um maior interesse para saude publica (VIDON et al.,
2001), por estar envolvida em surtos de listeriose de origem alimentar em humanos.
A L. ivanovii tem sido descrita raramente em patologias no homem, embora seja
responsavel por abortos em bovinos e caprinos (PEREIRA E ROCOURT, 1993). A L.
seeligeri foi relatada apenas uma Unica vez como causa de meningite num adulto
imunodeprimido. Contudo, usualmente, a presenca de qualquer espécie do género
Listeria em alimentos € um indicador de condi¢Bes precéarias de higiene (PEREIRA E
ROCOURT, 1993; COCOLIN et al., 2002).

Listeria sp encontra-se amplamente distribuida na natureza, fato que explica a
facilidade com que é encontrada em alimentos, desde a producdo até o consumo
(BEUCHAT, 1996).

A pesquisa de L. monocytogenes em alimentos prontos para o consumo € de
grande importancia, pois se sabe que os alimentos envolvidos em surtos e casos
esporadicos de listeriose sdo aqueles processados industrialmente, mantidos sob
refrigeracdo, com vida de prateleira longa, e que oferecem condi¢cbes adequadas
para a sua multiplicag&o.

Listeria monocytogenes € uma bactéria ubiqua, com capacidade de se
desenvolver em condi¢des indspitas para outros microrganismos patogénicos, que
pode iniciar multiplicacdo em temperaturas que variam de 0 a 45°C
(SWAMINATHAN, 2001).

Segundo o Manual de Bergey (HENSYL, 1994), Listeria € um bacilo pequeno,
quando célula jovem, as células observadas ao microscépio apresentam-se como

pequenos bacilos difteréides, medindo de 1,0 a 2,0 ym de comprimento por 0,5 pym
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de diametro. Apés trés a cinco dias de incubacdo, no entanto, as células
apresentam-se como bacilos longos, com tamanho variado de 6 a 20um. Os
organismos do género Listeria sdo definidos como bastonetes regulares Gram
positivos, que podem aparecer isolados, em cadeias curtas ou formando agregados
em forma de V, Y e K (Figura 01) ou ainda dispostos em palicadas. Nao formam
esporos, nem capsulas e sao aerébios ou anaerébios facultativos. Sdo méveis a
25°C, com movimentos caracteristicos de tombamento, e sdo imovel a 35°C. A
multiplicacdo ocorre rapidamente na maioria dos meios bacteriolégicos utilizados na
rotina laboratorial (HENSYL, 1994; RYSER E DONNELLY, 2001).

FIGURA 01 Listeria sp OBSERVADA POR MICROSCOPIA ELETRONICA
DE VARREDURA

FONTE: KUNKEL, 2008.

Quanto as caracteristicas bioquimicas, bactérias do género Listeria sdo
catalase positivos, oxidase negativos, hidrolisam a esculina e o hipurato de sodio,
mas ndo hidrolisam a uréia, a gelatina e a caseina. Fermentam a glicose com
producdo de acido latico sem producdo de gas, sdo indol negativo e Hz2S e
apresentam reacdo positiva a provas de Voges Proskauer e vermelho de metila
(SEELIGER E JONES, 1986).



REVISAO DE LITERATURA 34

As colbnias de Listeria sdo pequenas e circulares quando em meios de
cultura claros e transllcidos que ao serem examinados sob luz obliqua transmitida,
apresentam-se com coloragéo azul esverdeada (BAHK E MARTH, 1990).

O pH de multiplicagdo de L. monocytogenes varia entre 4,4 e 9,6, mas se
multiplica melhor entre 6 e 8, sendo 7,0 o pH 6timo (ROCOURT, 1999). Por ser
acido tolerante, pode sobreviver em alimentos de baixa acidez por dias ou semanas
(RYSER E DONNELLY, 2001). Listeria € um dos poucos microrganismos
patogénicos que pode se multiplicar em substratos com atividade de agua tdo baixa
quanto 0,93 e em meio de cultura com 10% de NaCl (FARBER et al.,, 1991,
ROCOURT, 1999).

A hemolisina € o mais importante fator de viruléncia da Listeria e trés
espécies, L. monocytogenes, L. ivanovii e L. seeligeri, sdo hemoliticas (GOUIN et al.,
1994).

3.3.1.2 LISTERIOSE

Dentre os alimentos ja envolvidos nos surtos de listeriose, tém-se leite cru e
pasteurizado, queijos, carnes bovina, suina, de aves e seus derivados, frutos do
mar, além de produtos de origem vegetal, crus ou processados, e refeicdes
preparadas (FRANCO E LANDGRAF, 1996; RYSER E DONNELLY, 2001).

A listeriose é definida como uma zoonose que pode acarretar um quadro
clinico severo com elevada taxa de letalidade. A doenca passou a receber atencao
significativa a partir dos episédios ocorridos nos Estados Unidos entre 1981 e 1985
(SCHLECH Il et al., 1983) e a doenga é transmitida por duas vias principais: contato
com animais infectados, infeccdo cruzada (contaminacdo cruzada),
preferencialmente entre recém-nascidos em hospitais e através da ingestdo de
alimentos contaminados (BELL E KYRIADES,1998).

Com relacdo aos mecanismos de acao da Listeria monocytogenes, esta
produz algumas toxinas, destacando-se as toxinas hemoliticas (hemolisinas) e as
toxinas lipoliticas; responséveis pelo aumento na producdo de mondcitos e pela
depresséo na atividade de linfécitos. Entre as toxinas isoladas incluem uma toxina
hemorragica, uma fracdo pirogénica e uma toxina capaz de causar alteracoes
eletrocardiogréficas (MARTH, 1988).
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A hemolisina durante a infeccdo provoca rompimento das membranas,
especialmente aquelas formadas entre os vacuolos fagocitarios e os lisossomas,
nao permitindo, portanto, a formagao dos fagolisossomas, que poderiam destruir a
bactéria por meio das hidrolases &cidas ai existentes. Isto permite que a Listeria
sobreviva e se multiplique dentro das células fagocitarias. As enzimas hidroliticas,
apos a ruptura das membranas dos lisossomas, sdo liberadas e provocam a
destruicdo dos macrofagos e mondcitos (CORREA E CORREA, 1992).

Diversas formas de transmissdo do microrganismo a humanos ja foram
relatadas, mas a via alimentar parece ser a mais preocupante. Entretanto, o risco de
desenvolver uma infeccado por L. monocytogenes, ap0s a ingestdo de um produto
contaminado, é baixo para a populacdo em geral (CDC, 2008).

A listeriose ocorre principalmente em pessoas pertencentes a certos grupos
de risco, tais como mulheres gravidas, criancas, idosos e individuos
imunodeprimidos como os submetidos a terapia prolongada com corticosterodides ou
a quimioterapia, os portadores de AIDS, os alcodlicos, os diabéticos e os submetidos
a hemodialise.

Em gestantes, a doenga manifesta-se com sintomas semelhantes aos da
gripe, como febre, dor de cabeca, calafrios e dores nas costas, aparecendo as vezes
faringite, diarréia e inflamacdo nos rins; ocasionalmente ocorre meningite. A
bacteremia na gestante pode levar a infeccdo do feto através da via transplacentaria,
0 que ocorre geralmente no terceiro més de gestacdo. Logo apds os sintomas de
febre e calafrios, pode ocorrer o aborto ou o nascimento de bebés prematuros
(MARTH, 1988).

Na listeriose neonatal (ROCOURT, 1996) podem ser observadas duas
sindromes: uma manifestacdo precoce, principalmente septicemia apresentada por
bebés de pouco peso e acompanhada de alta taxa de letalidade e uma manifestacao
tardia, principalmente meningitica, que ocorre em recém-nascidos com peso normal
e esta caracterizada por baixa taxa de letalidade (FARBER, 1986).

O Quadro 01, a seguir, demonstra resumidamente tipos de infeccbes

causadas por listeriose, bem como, gravidade e periodo de incubacao.
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QUADRO 01 FORMAS DE OCORRENCIA DE LISTEROSE
Tipos de Listeriose Natureza da Gravidade Tempo de
Infecgéo . ~
incubacéo
Infecgéo Infecgdo local e Benigna e curavel se 1-2 dias
Zoondtica lesBes na tratada
pele
Infecgcéo Infeccdo de recém Pode ser 1-2 dias, habitual em
Neonatal nascidos adquirida extremamente grave,

da mée durante o
parto ou por
contaminacao
cruzada de um
neonato no hospital a
outros recém

resultando em
meningite e morte.

infecgBes congénitas

antes do nascimento.

nascidos.
Infeccdo durante a Adquirida pelo Enfermidade leve 5-12 dias
ravidez consumo de similar a gripe, ou . . .
9 : : + 9rip (incubacéao tardia)
alimentos assintomatica para a
contaminados. mae, mas com sérias | Como conseqiéncia
implicagBes para o . .
plicag p de uma infecgéo a
feto que inclui aborto
espontaneo, a morte | partir de outro recém
do feto, nascimento .
. nascido.
de criangas mortas e
meningite.
Infecgéo de Adquirida pelo Assintomaética, Varia desde um dia a
Adultos consumo de enfermidades leves, -
. ; varios meses.
alimentos gue podem evoluir
contaminados para infeccbes do
sistema nervoso
central como
meningites. Sendo
mais comum em
individuos
imunodeprimidos e
idosos.
Intoxicacéo Consumo de Vomitos e diarréia, as | Menos de 24 horas
alimentar alimentos com vezes podem evoluir .
N g ) apés o consumo.
por Listeria grandes quantidades para bacteremia

de L.
monocytogenes, ou
toxinas pré-formadas.

podendo se curar
sozinha ou néo.

FONTE: BELL E KYRIAKIDES, (1998)

A dose minima de infeccdo ndo foi ainda estabelecida, mas informacdes
sobre a populagéo de L. monocytogenes em alimentos contaminados envolvidos em
surtos indicam que populacdes entre 10° — 10* Unidades Formadoras de Col6nia
(UFC)/g de alimento foram responséaveis pela doenca (DUFFY et al., 1999).
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Entretanto, estudo realizado na Finlandia indica que a exposicao da
populacdo de risco a doses baixas [0,3 Numero Mais Provavel (NMP)/g] de L.
monocytogenes, por periodos prolongados, pode também levar ao desenvolvimento
da doenca (MAIJALA et al., 2001).

Organismos internacionais tratam o caso com a gravidade que merece, porém
no ambito nacional, os estudos dos casos envolvendo este microrganismo ainda séo
pontuais e ndo se relacionam, resultando em um cenério onde, aparentemente, ndo
representa um grau de risco que justifique maior informagdo ao publico e medidas
mais amplas de controle. As causas mais provaveis da falta de um maior volume de
dados cientificos e de informac¢des sobre os problemas relacionados a Listeria no
cenario nacional, seriam os altos custos analiticos e uma deficiéncia na interacao
dos estudos realizados, tanto dentro do setor alimenticio como no hospitalar, e
pouca exigéncia de controle governamental.

A legislacao brasileira determina a auséncia de L. monocytogenes em 25
gramas de queijo, mas para outros alimentos, como produtos cérneos, ainda nao
existe um limite regulatorio. Dada a freqtiéncia de L. monocytogenes em carnes e
produtos carneos de origem suina, a sua deteccdo deveria ser levada em
consideracao na avaliacédo do risco de transmissao da listeriose para o ser humano,
a partir de produtos carneos (SANTOS et al., 2005).

Critérios para niveis tolerdveis de L. monocytogenes em produtos carneos
foram introduzidos em diversos paises (GRAVANI, 1999). Entre estes, os Estados
Unidos da América exige auséncia de L. monocytogenes em 25 g do alimento
("tolerancia zero"), enquanto na Europa, limites quantitativos inferiores a 100 UFC/g
foram recomendados para nao apoiar o crescimento do patégeno (ANON, 1999).

3.3.1.3 ASPECTOS EPIDEMIOLOGICOS

Apesar de Listeria monocytogenes causar uma doenca de baixa morbidade
(0,3 — 1 caso / 100.000 pessoas / ano) nos Estados Unidos, sua importancia esta na
elevada mortalidade associada a ela (FDA, 2008).

No Quadro 02 descreve-se o levantamento epidemiolégico efetuado entre os
anos de 1970 a 2008 envolvendo incidéncias e surtos ocorridos decorrentes de
toxinfeccbes causadas pela L. monocytogenes.
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QUADRO 02 LEVANTAMENTO EPIDEMIOLOGICO DE L. monocytogenes
Ano Pais Ocorréncia Bibliografia
1970 - 2007 | Estados Unidos 12 surtos de listeriose resultaram em 1466 FDA, 2008
casos decorrentes da ingestdo de produtos
lacteos, carneos, vegetais e ovos
contaminados.
1979 Estados Unidos Primeiro surto de listeriose causada por JAY, 2005
alimentos, registrados em 8 hospitais;
segundo investigacao realizada a possivel
causa relaciona-se a ingestédo de vegetais e
carne de frango contaminados.
1981 Canada Foram constatados 41 casos de listeriose SCHLECH Il et
transmitidas por vegetais cultivados com al., 1983
esterco contaminado com L.
monocytogenes.
1983 Estados Unidos Surto de listeriose associado ao sorotipo FLEMING et al.,
4b, ocasionou 14 6bitos, causado pelo 1985
consumo de leite submetido a tratamento
térmico inadequado.
1985 Brasil Observou-se cinco casos de listeriose em HOFER et al.,
transplantados renais num mesmo hospital, 1999
caracterizada pelos sorovares 1/2a e 4b.
1985 Estados Unidos Epidemia de listeriose acometeu 65% da LINNAN et al.,
populagéo de risco, o alimento responsavel 1988
foi 0 queijo macio tipo mexicano, resultando
em 105 mortes.
1983 — 1987 Suica Surto resultou em 122 casos e 34 6bitos, BILLE, 1990
associado ao consumo de queijo
contaminado
1988 Tdrquia Relato de aborto de 23 semanas KERR et al.,1988
ocasionados pelo consumo de carne de
frango.
1992 Franca Surto de listeriose envolvendo 279 casos DEVER et al.,
com 63 mortes e 22 abortos onde a usa foi 1993

a ingestéo de lingua suina cozida
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1996 Suécia Relatou-se surto de listeriose associado & | ERICSSON et al.,

ingestéo de truta arco-iris. 1997

1998-1999 Finlandia Surto de listeriose causado pela ingestdo MAIJALA et al.,
de manteiga contendo L. monocytogenes 2001

sorotipo 3a.

1999 — 2006 Franca (1999 — 2005) Declinio na incidéncia de GOULET, et al.,,

listeriose. 2008
(2006) Aumento abrupto da infecgéo
causada pela L. monocytogenes.

2000 Franca Consumo de produto suino defumado DOROZYNSKI,
contaminado resultou em 7 6bitos. O 2000
produtor retirou do mercado todos os

produtos depois do registro de L.
monocytogenes.

2003 Reino Unido Surto de listeriose observou-se em DAWSON et al.
mulheres gravidas que consumiram ,2006

sanduiche proveniente do mesmo ponto de
venda.
2003 - 2007 Estados unidos Declinio na incidéncia de infeccdes CDC, 2008
causadas por Campylocabter e alguns
sorovares de Salmonella.
Aumento significante de infec¢des
causadas por Listeria.
2006 Brasil Relataram-se dois casos de peritonite TOYOSHIMA et
bacteriana espontanea por Listeria al., 2006
monocytogenes em pacientes com cirrose.
2005-2008 india Observou-se aumento de surtos DHANASHREE et

relacionados a listeriose, envolvendo
principalmente derivados carneos e

vegetais.

al., 2008

3.3.1.4 PRESENCA DE Listeria sp EM EMBUTIDOS

Estudos no Brasil demonstram a presenca de L. monocytogenes em

alimentos carneos. DESTRO et al.,(1991) relataram uma incidéncia de 32% de L.

monocytogenes em diferentes alimentos, como carne, lingliga, salsicha, leite “in

natura” e queijo tipo “Minas Frescal”. Quanto as linglicas, 80% das amostras foram

positivas para 0 microrganismo.
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De acordo com os resultados obtidos por BERSOT et al. (2001), das 30
amostras de mortadela analisadas, 11 (36,7%) foram positivas para Listeria sp,
sendo oito (26,7%) para L. monocytogenes.

LIMA, ROSSINI e POPERMAYER (2003) verificaram a ocorréncia de L.
monocytogenes em produtos carneos, através da andlise de 106 amostras de cinco
tipos diferentes de linglicas (de suina, se carne de frango, tipo calabresa, tipo mista
e tipo toscana). A presenca de Listeria sp foi evidenciada em 62 amostras (58,5%) e
L. monocytogenes em 11 amostras (10,4%). A maior ocorréncia de L.
monocytogenes ocorreu em linguica de frango (18,2%).

Em um estudo realizado por SILVA et al. (2004), foi isolada Listeria sp em
100% das 41 amostras de linguicas mistas do tipo frescal analisadas. Dentre as
diferentes espécies, L. innocua foi isolada com maior frequéncia (97,6% das
amostras) seguida por L. monocytogenes (29,3%) e L. welshimeri (24,4%).

Listeria monocytogenes possui elevada resisténcia fisiolégica, sendo dificil,
controlar ou prevenir sua contaminacdo em alimentos, principalmente naqueles que
ndo sofrem tratamento térmico durante o processamento. Sua capacidade de
colonizagao, multiplicacdo, e formacdo de biofiimes em equipamentos de plantas
processadoras de alimentos tornam este microrganismo uma ameac¢a a industria
(RORVICK et al., 2003). Assim, cuidados especiais, como adoc¢do de boas praticas
de higiene durante as etapas de producdo de alimentos, associados as técnicas de

preservacao do produto final tornam-se imprescindiveis (FENLON, 1999).

3.3.1.5 METODOS PARA ISOLAMENTO DE Listeria sp

Listeria monocytogenes ndo era considerada um importante patégeno em
alimentos até ocorrem alguns surtos de listeriose no inicio dos anos 1980; devido ao
consumo de alimento contaminado. Consequentemente, alguns meios seletivos
foram desenvolvidos para o isolamento de Listeria monocytogenes em alimentos.
McBride e Girard (1960) e Vlaemynck et al., (2000) desenvolveram um meio seletivo
para o isolamento de L. monocytogenes de amostras clinicas, mas foram
encontrados problemas com a biota contaminante como Streptococcus,
Micrococcus, Enterobactérias e Pseudomonas. Muitas modifica¢cdes do meio foram
subseqiientemente desenvolvidas como o Modified McBride’s Agar, porém a
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seletividade era insuficiente. Muitos investigadores buscavam melhorar a

seletividade propondo modificaces de férmulas.

O desenvolvimento do cloreto de litio feniletanol moxalactam Agar LPM por
Lee e McClain (1986), apud Vlaemynck et al.,(2000), foi uma significante melhoria
para o isolamento de Listeria monocytogenes considerando a resisténcia geral de
Listeria sp frente ao cloreto de litio e cefalosporinas, como moxalactam e
ceftazidina. Estes principios sdo a base para outros meios seletivos. O caréater
indicativo neste meio ainda estava baseado no desenvolvimento de colonias
azulado-acinzentadas quando do uso da iluminacdo de Henry (VLAEMYNCK et al.,
2000). A adicdo de esculina ao meio resultando na formagdo de coldnias verde
acinzentadas puxando para preto, em alguns casos, o meio também modificava sua
cor para preto, tornavam mais facil a visualizacdo e identificacdo das colbnias.
Estes elementos foram explorados, posteriormente, na maioria dos meios usados
para o isolamento de Listeria sp, como Agar Oxford (CURTIS et al., 1989), Agar
Oxford modificado (McCLAIN E LEE, 1988) e Agar PALCAM (VAN NETTEN et
al.,1989). Porém ainda havia necessidade de um meio que pudesse distinguir
Listeria monocytogenes e Listeria sp ndo patogénica. Além disso, sabe-se que
durante o enriqguecimento em caldo seletivo, Listeria monocytogenes pode ser
inibida pelo r4pido crescimento de Listeria innocua.

O Agar hemolitico ceftazidina cloreto de litio — HCLA, “enhanced haemolysis
agar” — EHA e algumas modificacdes deste, Listeria monocytogenes Agar sangue -
LMBA, recentemente desenvolvido Rapid L'mono de Foret & Dorey (1997), o0 meio
ALOA, e Agar Base Listeria Cromogénico (ISO) CM 1080 e CM 1084 ambos
fornecidos pela Oxoid (OTTAVIANI et al.,1997) sdo exemplos de tais meios que
possibilitam a diferenciagéo de Listeria monocytogenes de Listeria sp (VLAEMYNCK
et al., 2000).

O enriguecimento seletivo realizado em duas etapas (a primeira em caldo Half
Fraser, e a segunda em caldo Fraser), tem a finalidade de inibir a microbiota
acompanhante, permitindo a recuperacdo de baixos numeros de células de Listeria
sp.

O efeito seletivo do caldo Half Fraser é exercido pela associacdo de &cido
nalidixico e acriflavina, e no caldo Fraser pelo cloreto de litio, 4cido nalidixico,
acriflavina e citrato de ferro. O enegrecimento do meio evidencia a presenca de
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Listeria sp. ApGs 48 horas de incubacdo, as culturas que ndo enegrecem, sao
consideradas negativas (DIFCO E BBL MANUAL, 2003). Na selegéao e isolamento
em &gar PALCAM, observa-se a ndo fermentacdo do manitol e a formacdo de
esculetina pela hidrolise da esculina, reacdo revelada pela presenca de ferro
trivalente. Palcam € meio solido onde se encontram presentes as substancias sulfato
de polimixina B, cloreto de litio, ceftazidina e cloridrato de acriflavina, com a
finalidade da inibicdo da biota acompanhante. Listeria monocytogenes hidrolisa a
esculina dando como resultado a formagéao de um halo negro ao redor das col6nias
(Figura 02).

Este agente ndo fermenta o manitol, o que o diferencia de contaminantes
como Enterococcus e Staphylococcus (DIFCO E BBL MANUAL, 2003).

FIGURA 02 ISOLAMENTO DE Listeria sp PELO MEIO PALCAM

O agar base Listeria Cromogénico (ISO) CM 1080, para sele¢éo e isolamento,
utiliza o principio basico dos meios existentes pela adicdo dos agentes seletivos
inclusive cloreto de litio, ceftazidina, polimixina B, &cido nalidixico e anfotericina para
reduzir o desenvolvimento de competidores. No entanto o agar base Listeria
Cromogénico (ISO) CM 1084 somente utiliza como agentes seletivos o cloreto de
litio, polimixina B e &cido nalidixico, ndo conseguindo reduzir o eventual crescimento
de bolores e leveduras.

Em ambos os meios a esculina é substituida por um substratocromogénico e
um substrato enzimatico (lecitina e fosfatidilinisitol), onde, a hidrélise da lecitina pela

enzima fosfolipase C resulta em um aparecimento de colénia azulada tipica para
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todas as listerias e a capacidade de diferenciar Listeria monocytogenes de outras
Listerias sp, pela producdo de um halo opaco claro que cerca as colonias.

A combinagdo cromogénica X-glucoside é somada com o substrato para a
deteccdo da B- glucosidase, que é comum para toda a espécie de Listeria,
resultando em colonias de coloragdo azul. A diferenciacdo da Listeria
monocytogenes da Listeria sp € baseada na produc¢éo de fosfatidilinositol-especifico
fosfolipase C em cepas de Listeria monocytogenes que somado a um substrato
purificado especifico resulta em um halo opaco claro ao redor das col6nias de
Listeria monocytogenes (Figura 03) (VLAEMYNCK et al., 2000).

A confirmacdo bioquimica e diferenciacdo das espécies sdo realizadas por
meio da verificacdo da producdo de beta-hemodlise em Agar sangue de cobaia
(L.monocytogenes € positiva), prova de CAMP-test (L. monocytogenes produz
reacdo de CAMP positiva com Staphylococcus aureus ATCC 25923 e negativa para
Rhodococcus equi ATTC 6939), motilidade caracteristica no Agar motilidade
modificado (Listeria sp apresenta crescimento moével caracteristico em forma de
guarda-chuva), capacidade de fermentar ramnose e, a - metil D — manosideo,
incapacidade de fermentar xilose e o manitol (OXOID MANUAL, 2008).

FIGURA 03 ISOLAMENTO DE Listeria sp PELO MEIO CM 1084

FONTE: OXOID MANUAL, 2008
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3.3.1.6 METODOS DE DETECGCAO DE Listeria sp

L. monocytogenes € um microrganismo ndo facilmente diferenciado das
outras espécies de Listeria ndo patogénicas. Varios métodos convencionais, como
os da International Organization for Standardization (ISO, 1996), United State of
Department of Agriculture — Food Safety and Inspection Service (USDA — FSIS,
1989); Bacteriological Analytical Manual (BAM) (HITCHINS, 1998) e AOAC
Internacional, (AOAC, 1999), requerem varios dias e um grande numero de provas
bioquimicas para a identificacdo e diferenciacdo das espécies (HOCHBERG et al.,
2001).

Na tentativa de melhorar a capacidade de deteccdo de L. monocytogenes e
tornar os resultados mais rapidos e confiaveis, estes métodos, apesar de aceitos,
sofrem constantes modificagdes (DONNELY, 1999).

Apesar do longo tempo envolvido na sua execucao, do volume de trabalho e
do custo em termos de vidraria, equipamentos de laboratério (estufas, geladeiras,
autoclaves, contadores, etc.) e suprimentos, os métodos convencionais apresentam
a grande vantagem de serem utilizados ja ha muito tempo e de serem reconhecidos
como oficiais, tanto nacional como internacionalmente (FRANCO, 1994).

Métodos alternativos para detectar L. monocytogenes tém sido desenvolvidos,
mas, geralmente, requerem tempo préximo ao do convencional para o procedimento
de confirmacé&o para resultados positivos presuntivos.

Na pesquisa de Listeria uma etapa inicial de enriquecimento é quase sempre
usada para facilitar a recuperacdo de organismos injuriados que podem ser
encontrados em amostras de alimentos processados. Além disso, ela pode
promover a multiplicagéo seletiva do organismo alvo. Gray et al. (1948) descreveram
um dos primeiros protocolos de enriqguecimento de Listeria, em que amostras eram
mantidas a frio (4°C), em meio nao-seletivo, por varios meses. Desta maneira,
conseguiam limitar o crescimento de organismos competidores e tirar proveito da
caracteristica psicrotrofica de Listeria. Embora o método de enriquecimento a frio
tenha mostrado alta sensibilidade, o tempo para a obtencdo dos resultados limitou
seu potencial para aplicacdo pratica como um método de deteccdo (DONNELY,
1999).
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Esforgos para reduzir o tempo de recuperacdo e o isolamento de Listeria sp
em matrizes complexas e amostras ambientais resultaram no desenvolvimento de
diferentes caldos de enriqguecimento e agares seletivos e diferenciais (DONNELY,
1999).

Problemas associados aos métodos convencionais ocorrem por exemplo,
com que células de L. monocytogenes injuriadas que podem ndo se recuperar nos
meios empregados, ou outras espécies de Listeria podem multiplicar-se mais
rapidamente, sobrepondo-se a populacdo de L. monocytogenes. Com isso, h&
possibilidade de resultados falso-negativos.

Outros microrganismos acompanhantes podem também se multiplicar mais
rapidamente que L. monocytogenes, interferindo na sua deteccdo (DONNELLY,
1999; PETRAN E SWANSON, 1993). Vérios sdo os métodos ndo convencionais
para a pesquisa de Listeria sp. Em alimentos, porém poucos séo especificos para L.
monocytogenes. De modo geral, todos os testes requerem um enriquecimento
primério, para aumentar seletivamente a populacdo alvo para niveis detectaveis
(ROCOURT, 1999).

Devido a tolerancia zero para L. monocytogenes em alimentos prontos para o
consumo em alguns paises e a frequente presenca de baixas populacbes de L.
monocytogenes nos alimentos em geral (ZHANG et al., 2004), o método de escolha
deve ser muito sensivel, capaz de detectar 1 célula / g do produto (INGIANNI et al.,
2001) e apresentar alta especificidade, prevenindo a ocorréncia de resultados falso-
positivos.

Um teste Otimo para utilizagdo em rotina deve ser de facil execucdo por
técnicos nao especializados, especifico para L. monocytogenes, rapido, com a
possibilidade de obter-se o resultado em poucos dias, adequado para automacao
(INGIANNI et al., 2001).

A obtencao de resultados em um periodo curto de tempo possibilita eventuais
correcdes durante o processamento do alimento, a retirada de um lote do comércio
e, para produtos frescos, a comercializacdo mais rdpida (BARBUTI et al., 2000).

Os métodos rapidos surgiram na década de 70 com o objetivo de abreviar o
tempo para obtencdo de resultados analiticos, simplificar o trabalho, e reduzir
custos, no sentido de melhorar a produtividade laboratorial. A essas vantagens
aliam-se outras como maior sensibilidade e especificidade que aquelas
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apresentadas pelo método convencional. Nos ultimos anos, a area de métodos
rapidos vem se desenvolvendo rapidamente, com a proposta de novos sistemas e
instrumentos, destinados a variados tipos de analise (ALMEIDA, 2001; ALMEIDA et
al., 2003).

Recentemente, varios métodos alternativos para deteccdo rapida de células
de Listeria tém sido desenvolvidos, os quais sado baseados na hibridizacao de acidos
nucléicos (EMOND et al., 1993), amplificacdo de &cidos nucléicos (STARBUCK et
al., 1992) ou uso de anticorpos especificos (RIJPENS et al., 1995). No entanto, eles
nem sempre sdo apropriados para uso na indastria de alimentos. Até o momento
nenhuma técnica empregando DNA tem poder discriminatério capaz de, em um
unico teste reconhecer todas as espécies de Listeria (RIJPENS et al., 1995). Além
disso, os testes baseados na analise de DNA podem detectar células mortas,
porventura presentes nos alimentos (ALMEIDA et al., 1999).

Os testes de deteccao rapida atualmente disponiveis incluem hibridizacdo de
acidos nucléicos (Gene-Trak, Darmstadt de origem alemd), métodos baseados
imunodoseamento (Listeria visual imunodoseamento Bioenterprises Tecra,
Roseville, desenvolvido na Austrélia; VIDAS - Biomerieux, Marcy I'Etoile, ambos
elaborados por franceses; Listertest, Vicam, Watertown, promovidos por
americanos), imuno-latex aglutinacdo métodos baseados (Listeria Rapid Test,
Oxoid), Isothermal amplificacdo de acidos nucleicos (Nasba, Organon Teknika,
Boxtel) e PCR (ProbeliaTM,  Sanofi Pasteur diagndsticos; Bax System-L.
monocytogenes, Qualicon, Wilmington). No entanto, a maioria deles requer um
passo enriquecimento seletivo e, conseqientemente, auséncia ou presenca pode
ser determinada, mas n&o quantificada (MARTIN et al., 2004).

A quantificacdo de L. monocytogenes em produtos carneos € muitas vezes
dificil, devido a elevada populacdo da microbiota competitiva (CAPITA et al. 2001) e
0s baixos niveis de Listeria sp. Muitos métodos tém sido desenvolvidos para a
guantificacéo de Listeria sp ou L. monocytogenes:
Listeria-SELECT (CARROLL et al. 2000), ISO-GRID método de filtro (ENTIS
LERNER, 2000) e PCR em tempo real (HEIN et al. 2001). No entanto, esses
métodos sdo, em geral, demasiadamente caros e ndo adequados para andlise de

rotina em muitos laboratérios.
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3.3.2 Salmonella sp

A Salmonella sp recebeu este nome em homenagem ao seu descobridor,
Daniel Salmon (TORTORA et al.,, 1993). Salmon e Smith descreveram a S.
choleraesuis como agente etiolégico de uma doenca infecciosa em suinos,
posteriormente identificada como sendo a Peste Suina Classica em que a S.
choleraesuis aparecia como agente secundério (JUBB et al., 1985).

3.3.2.1 CARACTERISTICAS GERAIS DA Salmonella sp

De acordo com o International Comission on Microbiological Specifications for
Foods (ICMSF, 1996), a Salmonella € um género da familia Enterobacteriaceae,
sendo caracterizadas como bactérias Gram negativas, anaerobias facultativas, na

forma de bastonetes (Figura 04). As formas moveis possuem flagelos peritriquios.

FIGURA 04 MORFOLOGIA DA Salmonella sp EM COLORACAO DE
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De acordo com Adams e Moss (1995), a temperatura Otima para o
crescimento deste microrganismo € de 35-37°C, onde a minima é de 5°C podendo
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chegar a temperatura maxima de 45°C. O pH 6timo para seu crescimento é 7,0.
Quando os valores extremos para o crescimento sdo ultrapassados, pode ocorrer a
morte da Salmonella.

A atividade de agua afeta o crescimento deste microrganismo. A atividade de
dgua minima para o crescimento do microrganismo é de 0,93. Sdo destruidas
facilmente por desinfetantes comerciais, utilizados na industria de alimentos. As
salmonelas sdo capazes de sobreviver por muito tempo nos alimentos e outros
substratos (ICMSF, 1996).

A dose infecciosa de Salmonella é elevada, 10° (UFC/g ou mL) podendo
variar de acordo com a viruléncia do sorotipo, a sensibilidade do individuo e o
alimento veiculado (ADAMS E MOSS, 1995). De acordo com Forsythe (2002) a dose
infecciosa pode variar de 20 até 10° células. A dose infectante depende
principalmente do status imunolégico do hospedeiro, da viruléncia do agente e da
composic¢do quimica do alimento contaminado.

Compondo a populacdo de maior risco estdo 0s neonatos, criangas, idosos e
imunodeprimidos. Essa populacdo apresenta uma resposta imunoldgica fraca em
funcdo da imaturidade ou debilitacdo do sistema imunolégico, somada, em algumas
situacdes a baixa producdo de acido cloridrico no estdbmago que favorece a
colonizacao intestinal. Da mesma forma, o elevado contetddo de gordura de alguns
alimentos proporciona as bactérias certa protecao frente a acidez do estémago,
onde pequeno numero de células podera causar infec¢do a partir desses alimentos
(D’AOUST, 1997).

3.3.2.2 SALMONELOSE

As salmonelas podem ser classificadas em trés grupos. Primeiramente, as
gue infectam somente os humanos: estas incluem a S. typhi, a S. parathypi Ae a S.
parathypi C. Este grupo inclui o agente das febres tiféide e paratiféide, que sdo as
mais graves de todas as enfermidades produzidas por Salmonelas.

A febre tiféide é a que tem o periodo de incubacdo mais longo, provoca
temperatura corporal mais elevada, e o indice de mortalidade mais alto. A sindrome
paratiféide € mais benigna que a tiféide.

Em segundo aparecem as sorovariedades adaptadas a hospedeiros (algumas

das quais sdo patdgenas para o homem e podem ser contraidas a partir de
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alimentos): estéo incluidas S. gallinarum (aves), S. dublin (bovinos), S. abortus-equi
(equinos), S. abortus-ovis (ovinos), e S. choleraesuis (suinos).

No terceiro grupo estdo as sorovariedades inadaptadas (sem preferéncia de
hospedeiro). Sdo patogénicas para as pessoas e para outras espécies animais, e
incluem a maioria das sorovariedades transmitidas por alimentos (JAY, 1994).

De acordo com Jay (1994) entre as diferentes espécies de Salmonella,
S.choleraesuis possui o indice de mortalidade mais alto: 21%.

Conforme Frazier e Westhoff (1993) as pessoas e 0s animais sdo direta ou
indiretamente a fonte de contaminacdo dos alimentos com Salmonella. Também
podem ser provenientes de gatos, suinos e dos bovinos, ainda que as fontes mais
importantes de Salmonella nos alimentos sdo as aves, 0s ovos e 0s roedores.
Cascas de ovos, ovos liquidos, ovos congelados sao fontes importantes de
contaminagdo. As salmonelas estdo presentes no trato intestinal das aves e dos
grandes animais de abate sem demonstrar sintoma algum de infeccdo. S&o
encontradas nas fezes, nos géanglios linfaticos, no figado e na vesicula biliar, nos rins
e bago de animais clinicamente sadios (PRICE E SCHWEIGERT, 1994).

Os individuos adquirem Salmonella quase exclusivamente devido ao
consumo de agua e alimentos contaminados com fezes de animais ou humanos,
principalmente, cremes doces utilizados em tortas, maioneses, carne moida,
linguicas, ovos e carnes de aves, suinos e bovinos. As carnes suinas e bovinas sdo
responsaveis por cerca de 13% dos surtos de salmonelose humana (MEAD et al.
1999; SLUTSKER et al., 1999; BRENNER et al., 2000).

A salmonelose pode se apresentar clinicamente nos animais na forma
entérica (localizada) com diarréia ou na forma generalizada, afetando varios
sistemas, resultado de septicemia. A enfermidade clinica causada ao homem pela
ingestdo de alimentos contaminados por Salmonella tem um periodo de incubacéo
de 8 a 36 horas, com os extremos oscilando entre 5 e 72 horas (PARDI et al., 1995).

Thorberg e Engvall (2001) relataram que 0s processos particularmente
envolvidos no risco de contaminacdo por Salmonella sp no abate de suinos sao a
evisceracdo e a toalete, mas o escaldamento e a divisdo da carcaca também podem
introduzir microrganismos que resultam em uma maior contaminagao ao fim da linha
do abate.

O aumento da incidéncia de salmonelose estd associado ao aumento da

populacdo, ao aumento da criagdo e alimentacdo de animais com o0 uso de
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antibiéticos, ao aumento do consumo de carnes e derivados, a preparacdo macica
de alimentos, ao armazenamento inadequado e ao habito crescente do consumo de
produtos crus e mal cozidos (BARRETO, 2008).

Entre 0s microrganismos importantes para a seguranca alimentar, a
Salmonella tem se destacado como causadora de infecgcbes alimentares. Os
produtos de origem avicola tém sido os mais comumente relacionados a surtos
desta natureza em humanos. Entretanto, a contaminacdo da carne suina também
pode vir a oferecer risco a populacdo (WEGENER E BAGER, 1997). A auséncia
dessa bactéria em produtos de origem suina é de extrema importancia para competir
no mercado, que apresenta uma crescente exigéncia em relacdo a qualidade dos
produtos.

A partir da crescente énfase na seguranca de produtos carneos que chegam
ao consumidor, tem-se estimulado a identificacdo de meios para reduzir ou eliminar
Salmonella sp antes do abate, uma vez que a reducdo das taxas de infeccao pré-
abate resulta em aumento na seguranc¢a dos produtos carneos (FUNK et al., 2001).

3.3.2.3 ASPECTOS EPIDEMIOLOGICOS

Entre os bacilos Gram negativos que produzem gastroenterites de origem
alimentar, os mais importantes sao o0s representantes do género Salmonella sp
(JAY, 2005).

A salmonelose € uma infeccao alimentar de alta incidéncia e de importancia
em saude publica, com custo significativo para muitos paises. Existem poucos dados
acerca da participagdao dos alimentos de origem animal na epidemiologia de
salmonelose humana nos paises em desenvolvimento, contrastando com 0s paises
desenvolvidos onde eficientes pesquisas etioldgicas séo realizadas (LAZARO et al.,
1997).

A incidéncia real de salmonelas nas toxinfec¢des alimentares é desconhecida
uma vez que, freqientemente pequenos surtos ndo séo relatados as autoridades de
Saude Publica. Milhdes de casos sédo registrados anualmente em todo o mundo que
resultam em mortes.

O Center Disease Control (CDC) estima a ocorréncia de 2 a 4 milhdes de
anuais com mais de 2000 subespécies de Salmonella (CDC, 2008).
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No Quadro 03 descreve-se o levantamento epidemiolégico efetuado entre os

anos de 1986 a 2008 envolvendo incidéncias e surtos ocorridos decorrentes de

toxinfecgcbes causadas pelas formas patogénicas do género Salmonella.

QUADRO 03 LEVANTAMENTO EPIDEMIOLOGICO DE Salmonella sp
Ano Pais Ocorréncia Referéncia
1986 -1993 Argentina Notificaram-se 150 surtos afetando CAFFER E EIGUER,
mais de 600 pessoas, sendo que 1994
47,3% apresentaram Salmonella
enteritidis como agente causador da
toxinfecgéo
1984 Portugal Relatou-se a freqiiéncia de MACHADO E
salmonelose em 92% dos surtos BERNARDO, 2002
1991 — 1994 Italia Salmonella sp foi responsavel por 81% MACHADO E
dos surtos onde S. enteritidis estava BERNARDO, 2002
relacionado a 34% deles
1995 Brasil Notificou-se 56 surtos causados por CVE, 1995
Salmonella com 3516 casos e 5 dbitos
1995 — 2001 Comunidade Relatou-se em 13 paises 600.000 GILL et al., 2002
Européia casos de salmonelose humana por
(13 paises) ano, em sua maioria causada por S.
enteritidis e S. typhymurium
1999 - 2002 Brasil Registraram-se 878 surtos de EDUARDO et al., 2003
toxinfecgdo alimentar, com 20471
casos, dentre as bactérias envolvidas a
Salmonella sp correspondeu a 25,6%
dos surtos
2000 Brasil P&o de queijo contaminado por formas SOUZA et al. 2000
patogénicas do género Salmonella foi o
causador de surtos
2000 Franca Um surto foi envolvido ao consumo de PENA et al, 2000
sanduiches contaminados por
Salmonella sp envolvendo 34 pessoas
com registro de 6bito de uma crianga
2000 — 2004 Brasil O consumo de ovos ou maionese BRASIL, 2004
caseira foi responsavel por 277 surtos
2004 Inglaterra 90% dos surtos alimentares foram FRANCO;
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causados por Salmonella sp LANDGRAF, 2004

2004 Estados Unidos, | Dados relatam o aumento gradativo da FRANCO E
Canada e Japao incidéncia de salmonelose LANDGRAF, 2004

2005 Estados Unidos InfeccBes por Salmonella, resultaram WHO, 2005

em 168.000 casos, 15.000 internacdes,
580 mortes, com custo aproximado de

3 bilhdes de doblares

2007 Inglaterra e Pais Relatou-se que dos 101 surtos HUGHES et al, 2007

de Gales alimentares analisados, Salmonella sp

foi responsavel por mais da metade
deles.

2008 Estados Unidos 40.000 casos de salmonelose foram CDC, 2008

relatados, resultando em 600 mortes

Embora as notificagbes brasileiras sejam precarias, acredita-se que a
incidéncia de doencgas microbianas de origem alimentar em nosso pais seja bastante
elevada. Mesmo em paises desenvolvidos, nos quais o abastecimento de géneros
alimenticios é considerado seguro do ponto de vista de higiene e saude publica, a
ocorréncia de doenca desta natureza € significante e vem aumentando, apesar dos

avancos tecnoldgicos nas areas de producao e controle de qualidade.

3.3.2.4 PRESENCA DE Salmonella sp EM EMBUTIDOS

Os suinos tém sido identificados em diversos paises como importantes
portadores de Salmonella sp (HALD et al., 2004; DAVIES et al., 2004) e nos ultimos
anos a carne suina, cada vez mais, reconhecida como potencial origem de
salmonelose humana (HALD et al., 2004).

No México, Bello-Pérez (1993) verificou que em 9.322 amostras de alimentos,
encontrou-se Salmonella sp em 30% das linguicas e 33% dos salsichdes. Da mesma
forma, Escartin et al. (1999), no mesmo pais, encontraram 88,3% de embutidos
positivos.

Chaves et al. (2000) no Rio de Janeiro, encontraram 10% das amostras de
linglica frescal de origem suina positivas para Salmonella sp enquanto Tavechio et
al. (2002) relataram 5% de ocorréncia de Salmonella em salsicha em Sao Paulo, e
Lobo et al. (2001) encontraram a mesma porcentagem em salames coloniais no Rio
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Grande do Sul. Lirio et al. (1999) observaram que a lingtiga crua (10%) foi o
segundo alimento que originou maior numero de isolamento de Salmonella em Séo
Paulo.

Surto devido a lingligas contaminadas tem sido relatado nos Estados Unidos,
onde a S. typhimurium foi isoladas (SAUER et al. 1997). Na Italia, Salmonella tem
sido isolada em lingticas de carne de suinos e também em curados (GIOVANNINI et
al.,2004).

Em trabalho realizado por Giovannini et al. (2004), na Itdlia, de um numero
total de 595 amostras de produtos suinos, 58 (9,7%) foram encontradas
contaminadas por Salmonella. Quarenta (17,6%) das 227 linguigas frescas, 9 (8,9%)
das 101 linguicas secas e 9 (5%) das 180 carnes frescas foram positivas para
Salmonella sp. S. typhimurium foi a mais freqientemente isolada (35,5%), sorovar
esse que € o segundo maior causador de salmonelose em humanos (20,3% do
casos) na Itdlia (SCUDERI et al., 1993).

3.3.2.5 DETECCAO DE Salmonella sp

A deteccdo de Salmonella sp em alimentos é uma técnica laboratorial que
pode levar até 7 dias quando a analise é realizada pela metodologia tradicional,
sendo necessarios 4 dias para obtencdo de resultado negativo confirmatério neste
meétodo (BENNETT et al., 1998).

Para a industria de alimentos, que retém seus produtos até a obtencdo dos
resultados analiticos frente a um patégeno qualquer pesquisado, este tempo pode
significar perdas econdmicas, o que leva o analista a buscar alternativas analiticas
mais rapidas.

Em microbiologia de alimentos, a presenca de um Unico organismo
patogénico é considerada significante, "considerando-se a dose infectante do
agente”. Portanto, métodos e meios devem ser sensiveis o suficiente para detectar
um numero extremamente reduzido de células (TIEJEN E FUNG; 1995).

Para pesquisa de Salmonella sp em alimentos, o método recomendado pelo
Bacteriological Analytical Manual (BAM), American Public Health Association
(APHA), Associacdo Brasileira de Normas Técnicas (ABNT) e Ministério da
Agricultura Pecuéaria e Abastecimento (MAPA) é o método classico de cultivo,

desenvolvido com a finalidade de garantir a deteccdo desse microrganismo, mesmo
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em alimentos que apresentem situacfes extremamente desfavoraveis para o seu
desenvolvimento, como alimentos com microbiota competidora muito maior que a
populacdo de Salmonella sp, alimentos em que as células se encontrem em namero
muito reduzido e/ou alimentos em que as células se encontrem injuriadas pela
técnica de preservacdo, como a aplicacdo de calor, congelamento, secagem, salga,
cura, entre outros (ECKNER et al., 2002).

O isolamento classico de Salmonella sp pode ser dividido em quatro etapas:
a) o pré-enriqguecimento em caldo ndo seletivo para restaurar células injuriadas a
uma condicdo fisiolégica estavel; b) enriquecimento seletivo, no qual a amostra é
novamente colocada em caldo de cultivo contendo reagentes inibitérios que
permitem a multiplicacdo de Salmonella sp, enquanto restringem a proliferacéo da
maioria das outras bactérias; c) semeadura em meios sélidos seletivos que
restringem a multiplicacdo de outras bactérias que ndo Salmonella (Figura 05); d)
metodologias confirmatérias. A selecdo dos meios de cultura e metodologia de
preparo e cultivo das amostras varia de acordo com a fonte consultada, visando
sempre, no entanto, obter as melhores condicbes de isolamento frente aos
diferentes tipos de amostras (HAJDENWURCEL,1997).

FIGURA 05 METODO CONVENCIONAL BAM PARA ISOLAMENTO DE
Salmonella sp PLAQUEAMENTO SELETIVO E
DIFERENCIAL. ESQUERDA AGAR ENTERICO DE HEKTOEN
(HE). DIREITA AGAR SALMONELLA -SHIGUELLA (SS)

O Agar semi-solido Rappaport-Vassiliadis Modificado (MSRV) é derivado de
melhorias efetuadas ao longo do tempo no Caldo Rappaport. Segundo o Manual

Difco, (2003) o caldo de Rappaport segundo Rappaport, Konforti e Navon (1956),
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incubado a 35°C, é baseado na habilidade de Salmonella sp em sobreviver em um
meio de cultura de pressdo osmotica relativamente elevada, capacidade de
multiplicacdo em pH reduzido (5,2) e maior resisténcia ao verde malaquita, em
conjunto com uma menor demanda nutricional.

Algumas modificacdes foram introduzidas por Vassiliadis et al., (1976) no
caldo Rappaport, como a reducdo na concentracdo de verde malaquita, 0 aumento
na temperatura de incubacédo de 35°C para 43°C e a sua utilizacdo ap0s uma etapa
de pré-enriquecimento. Esta modificacdo foi denominada meio de Rappaport-
Vassiliadis que apresenta uma maior atividade inibitéria sobre a microbiota
competidora do que a formula original (XIROUCHAKI, et al., 1982; VASSILIADIS,
1983).

Em estudo realizado por Van Schothorst e Renaud (1983), o caldo
Rappaport-Vassiliadis (RV) permitiu o isolamento de Salmonela em 42 amostras
ambientais, enquanto o caldo tetrationato verde brilhante e o caldo selenito-cistina
detectaram apenas 60% e 29% dessas cepas, respectivamente. Kalapothaki et al.,
(1983) também relataram a superioridade do caldo Rappaport-Vassiliadis em relacao
ao caldo tetrationato verde brilhante no isolamento de Salmonella sp a partir de
amostras de carnes. O principio dos meios semi-solidos estd na obtencao de uma
maior especificidade e facilidade de isolamento das cepas de Salmonella sp porque
estdo combinados em um Unico meio de enriguecimento, o crescimento seletivo e a
capacidade de produzir flagelos, caracteristica da maioria das cepas de Salmonella.

Busse (1995), em uma revisdo bibliografica sobre meios de enriquecimento
seletivo, concentra sua pesquisa bibliografica no caldo RV e na sua evolucédo na
forma do MSRV. Stuart e Pivnick (1965) estudaram o caldo selenito com 1,2% de
agar, o caldo Rappaport com 0,6% de agar e o meio modificado de Rappaport
adicionado de verde brilhante substituindo o verde malaquita. Os melhores
resultados foram obtidos com o0 meio de Rappaport adicionado de verde brilhante e
foi observado que o uso deste meio seguido de isolamento em Agar EMB (Agar
eosina Azul de Metileno), geralmente, resultava em uma colonia pura de Salmonella
sp.

Outros autores que usaram o procedimento do tubo em formato de “U”,
nomeado como tubo “U”, foram Banwart (1968), que tentaram aperfeicoar o método
testando o efeito do pH, forca iGnica e a acédo do trifeniimetano na motilidade de

enterobactérias.
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Em 1974, Chau e Huang desenvolveram um meio de enriquecimento seletivo
semi-sélido para tubo "U“, para a pesquisa de Salmonella sp a partir de amostras
fecais. Foi considerado um meio de cultura eficaz e simples, mas sua seletividade
ndo era alta, porque permitia o desenvolvimento e migragdo de outras espeécies
bacterianas como Citrobacter freundii e Enterobacter cloacae. Este efeito na
seletividade foi minimizado quando, em 1976, Chau e Huang introduziram na
composi¢cdo do meio, verde malaquita, cloreto de magnésio e novobiocina (20ug/ml).
Com o material coletado na area de migracdo realizavam testes soroldgicos para
antigenos “H" (BUSSE, 1995).

Apesar dos meios semi-sélidos nos tubos em “U” permitirem o isolamento de
um grande numero de cepas de Salmonela, esses tubos apresentavam
desvantagens como a necessidade de manuseio adequado, maior espago para
incubagcédo e a limitagcdo do seu uso devido ao formato peculiar (PERALES E
AUDICANA, 1989).

Uma modificacdo do método foi introduzida por Goossens et al., (1984) que
trocaram os tubos em “U” por placas de Petri. Eles usaram o meio de Rappaport
modificado contendo 3,2 g de &gar, 65 mg de verde malaquita oxalato e 17,25 g de
MgCI por litro. Os nutrientes foram reduzidos para 60% da formulagéo do Rappaport.
Em trabalhos comparativos, o uso deste meio incubado por 18 horas sob
temperatura de 37°C, aumentou em 22,3% a sensibilidade (deteccdo de amostras
positivas) comparada ao método cultural tradicional (DE SMEDT et al., 1986).

Perales e Audicana (1989) avaliaram o efeito da temperatura de incubacéo na
eficiéncia do meio MSR para a deteccdo de Salmonela a partir de 104 amostras de
produtos carneos. O microrganismo estava presente em 41 amostras, das quais o
meio SR (Semi-sdélido Rappaport) incubado a 35°C permitiu detectar 90,2%, o BGA
(Agar Verde Brilhante), 63,4%, o meio SR incubado a 43°C, 58,5% e o BSA (Agar
Sulfito Bismuto), 46,3%. O meio SR incubado a 43°C foi 100% especifico, seguido
pelo SR a 35°C (72,6%), o BSA (36,6%) e o BGA (25,1%). O meio SR incubado a
35°C forneceu a melhor combinacdo sensibilidade-especificidade. Apesar da
incubacdo do meio SR a 43°C ter aumentado a especificidade do meio de 72,6%
para 100%, houve uma perda consideravel de sua sensibilidade.

Um meio similar foi proposto por De Smedt et al., (1986) contendo 2,7 g de
agar, 37 mg de verde malaquita oxalato e 23,3 g MgClz. O conteddo de nutrientes

também foi reduzido. Como uma modificagdo do RV, o agar foi chamado MSRV



REVISAO DE LITERATURA 57

(Modificacdo do agar semi-sélido Rappaport Vassiliadis). O mais seletivo, MSR, é
incubado a 35-37°C, enquanto para o0 MSVR foi proposto 43°C (reduzido para 42°C,
Baird et al., 1989). Como toda a familia Rappaport, este meio ndo contém acgucares.
Essa modificacdo de De Smedt et al., (1986) tornou 0 meio mais hipertonico.

Foi observado que concentracbes mais elevadas de agar resultavam em
zonas de migracdo muito reduzidas e concentracdes menores, apesar de
proporcionar uma deteccdo mais rapida, tornava o meio instavel e fragil durante o
manuseio das placas de Petri.

A concentracdo de cloreto de magnésio de 2,33% e incubacédo a 42°C foram
suficientes para a inibicdo de Enterobacter cloacae e Citrobacter diversus. A
reducdo da concentracdo de agar de 0,29 % para 0,27% aumentam a zona de
migragcdo, bem como o uso de 0,92% de triptose ao invés de triptona, resultou na
formacéo de zonas de migracdo maiores (BUSSE, 1995). Estes fatores, combinados
com uma temperatura de incubacdo de 42°C, permitiram condi¢bes adequadas para
a multiplicacéo e consequente migracdo das cepas de salmonela (DE SMEDT et al.,
1986).

A adicdo de novobiocina também € inibitéria para Enterobacter cloacae e
Citrobacter freundii (DE SMEDT et al, 1986; CHAU E HUANG, 1974). Desta forma a
eficiéncia desse meio € decorrente da habilidade de Salmonella sp em migrar
através do meio altamente seletivo que € conferido pela presenca de oxalato de
verde malaquita, cloreto de magnésio, novobiocina, temperatura de incubacdo a
42°C (O'DONOGUE et al., 1992) e pH reduzido, o que minimiza a migracao da
maioria das Enterobacteriaceae moveis, exceto espécies de Salmonella sp.

De Smedt e Bolderdjik (1986) demonstraram que um pequeno numero de
células (60 UFC/mL) podia ser recuperado, mesmo que o numero de bactérias
competidoras estivesse na ordem de 10. As cepas de Salmonella, se presentes na
amostra, formam zonas de migracgéo circular na superficie do meio MSRV atingindo
de 10 a 40 mm de raio em 24 horas de incubacdo a 42°C, enquanto os demais
microrganismos (Enterobacter cloacae, Citrobacter freundii, Proteus mirabilis) sao
totalmente inibidos ou, quando se desenvolvem , as zonas circulares de migragao
nao ultrapassam raios de 4 a6 mm (DE SMEDT et al.,1986).

Esta migracdo é caracterizada por uma zona turva esbranquicada ao redor da
gota de inoculacdo, que pode se espalhar por toda a extenséo da placa. Se o meio

permanecer de coloragdo azul, sem formagdo de zona turva, o teste é considerado
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negativo (auséncia de Salmonella sp moével). O crescimento de microcolénias em
volta da gota ndo é considerado como migracdo. O resultado falso-negativo nédo
deve ocorrer com o meio MSRV porque Salmonella sp, ao se mover por quimiotaxia
através do meio, forma os halos de migracdo que facilitam a visualizagdo de seu
crescimento, o que ndo acontece com os competidores (DE SMEDT et al., 1994).

Devido a baixa incidéncia de sorotipos de salmonela iméveis (<0,1%) e ao
percentual de amostras negativas para salmonela (90%), os métodos de deteccao
baseados na motilidade tém tido reconhecimento na rotina laboratorial, e entre eles
0o MSRV, por apresentar um numero reduzido de falso-positivos resultando em
rapidez na andlise, e, conseqientemente, reducdo de custos de armazenamento
para a industria de alimentos em geral (OGGEL et al.,1990).

Em janeiro de 1993, a Association of Official Analytical Chemists (AOAC)
adotou, preliminarmente, o método MSRV para a deteccdo de salmonela em
amostras de cacau e produtos achocolatados e, em 1995, para dried milk products
apos a realizacdo de estudos comparativos com o método tradicional para estas
classes de produtos (BOLDERDIJK E MILAS, 1996).

Estudos comparativos foram efetuados utilizando o método MSRV frente a
outros métodos de deteccdo de salmonela em amostras de alimentos, como
imunoenzimatico Salmonella - tek, Bactometer, tradicional, (O’'DONOGUE et al.,
1992), modified 1-2 test e tradicional (OGGEL et al., 1990), ndo havendo diferenca
estatistica nos resultados.

Os procedimentos de cultivo padrdo para o isolamento de Salmonella em
alimentos sdo trabalhosos e requerem um minimo de 4 dias para se obterem
evidéncias presuntivas de contaminagao (D’AOUST et al., 2000). A necessidade de
métodos mais rapidos e menos laboriosos de deteccdo tem levado a avancgos
significativos no desenvolvimento de pesquisa e comercializagdo de “kits” de
diagnostico baseados em técnicas sorolégicas, imunoabsorbancia enzimatica,
hibridizacdo de acido nucléicos, entre outras (D’AOUST et al., 2003). Varios “kits”
comerciais de diagndéstico baseados na técnica Enzyme-Linked Immunoabsorbent
Assay (ELISA) estdo disponiveis no mercado. Embora estudos comparativos tenham
estabelecido sua equivaléncia com o método padréo de cultivo, € necessario validar
a semelhanca de sensibilidade entre ambas as metodologias (D’AOUST et al.,
2002).
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A importancia e precisdo da utilizacdo de ensaios imunoldgicos para fins de
diagnéstico estdo na diversidade de anticorpos formados para um mesmo antigeno
e que podem ser escolhidos, no caso dos anticorpos monoclonais. Esta
diferenciacdo ocorre devido aos varios tipos de imunoglobulinas formadas
(HARLOW E LANE, 1988).

O primeiro imunoensaio para Salmonella sp foi realizado em 1977 e, desde
entdo, varios ELISA tém sido desenvolvidos, usando-se tanto anticorpos policlonais
como monoclonais para detectar a maioria dos sorovares de Salmonella sp. Com o
desenvolvimento da tecnologia de producdo de anticorpos monoclonais, trabalhos
utilizando essa metodologia surgiram mostrando uma maior sensibilidade na
deteccdo deste microrganismo. Nove anticorpos monoclonais capazes de detectar
Salmonella sp viva em alimentos foram produzidos posteriormente (TAPCHAISRI et
al. 1999). Nao houve significancia nas reac¢des cruzadas com outras bactérias.

Dois “kits” comerciais receberam o “status” de oficiais pela AOAC (Association
of Official Analytical Chemists), desde 1989. Em comparacdo com o método
convencional, o tempo total é reduzido em 2 dias e a andlise estatistica dos dados
ndo tem indicado diferencas significativas (D’AOUST et al.,, 2003). Porém, o
principal problema relatado por todos os métodos, que ndo o convencional, é o
aparecimento de resultados falso-positivos e/ ou falso-negativos (BEUMER et al.,
1991). De acordo com 0s mesmos autores, resultados falso-negativos no teste
ELISA podem ser eliminados utilizando-se um anticorpo monoclonal de alta
especificidade (TAPCHAISRI et al. 1999).
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3.4 METODOS MICROBIOLOGICOS

3.4.1 METODOLOGIA CONVENCIONAL

A deteccao de Salmonella sp e Listeria sp em alimentos séo freqientemente
realizadas pelo método tradicional chamado método classico e foram desenvolvidos
para a deteccdo de ambas as bactérias em situacdes desfavoraveis como é o caso
de alimentos com a microbiota comprometida maior do que a populacdo do
microorganismo e/ou em alimentos nos quais as células bacterianas se encontrem
em numero muito reduzido e/ou injuriadas por processo de preservagdo, como
aplicacdo de calor, de congelamento ou de secagem (SILVA et al., 1997;
GIOMBELLI, 2000).

As técnicas convencionais para deteccdo de Salmonella sp e Listeria sp em
alimentos, embora apresentem algumas variagdes na selecdo dos meios de cultura
e na forma de preparacdo das amostras envolvem basicamente quatro etapas que
podem ser aplicadas a qualquer tipo de alimento: pré-enriquecimento,
enriquecimento seletivo, isolamento em meios seletivos soélidos, e identificagcdo
completa das coldnias por meio de teste bioquimico e sorolégicos (BAM, 1992;
SILVA et al.,, 1997; BOER E BEUMER, 1999; REIS et al.,, 2002; GIOMBELLI E
LOPES DA SILVA, 2002).

O pré-enriquecimento em caldo ndo seletivo objetiva a recuperacao de células
injuriadas por incubacdo da amostra por um periodo minimo de 18 horas a 35-37°C.
Vérios meios podem ser utilizados nesta etapa, recomendados por 6rgdos nacionais
e internacionais (SILVA et al., 1997; AOAC, 2002, FORTUNA E FRANCO, 2005).

A etapa de enriquecimento em caldo seletivo objetiva inibir a multiplicacdo da
microbiota acompanhante e promover a elevacdo do niumero de microrganismos,
inoculando-se o pré-enriquecimento em caldo seletivo por 18 a 24 horas em
temperaturas recomendadas para cada caldo utilizado. Recomenda-se a utilizagéo
de no minimo dois tipos de caldos seletivos, pois a resisténcias a estes
microrganismos varias de cepa para cepa. A eficacia do isolamento depende da
interacdo entre meios de enriquecimento seletivo, temperatura e tempo de
incubagédo (SILVA et al., 1997; AOAC, 2002, FORTUNA E FRANCO, 2005).

O plagueamento seletivo e diferencial tem como objetivo o desenvolvimento

preferencial de unidades formadoras de colénias (UFC) com caracteristicas tipicas
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para posterior confirmacado soroldgica e bioquimica. Recomenda-se o plaqueamento
com o minimo trés diferentes tipos de meios pelas mesmas razdes citadas no
paragrafo anterior (SILVA et al., 1997; AOAC; 2002, FORTUNA E FRANCO, 2005).

A primeira confirmacdo (testes preliminares — triagem) é realizada com o
objetivo de verificar se as col6nias tipicas desenvolvidas na placa sao realmente as
bactérias pesquisadas (SILVA et al., 1997; AOAC, 2002, FORTUNA E FRANCO,
2005).

A segunda confirmacdo é efetuada através de provas bioquimicas e
sorologicas utilizadas para a identificacdo da espécie. Colbnias caracteristicas
nesses meios devem ser submetidas ao testes sorolégicos e bioquimicos para
confirmacdo (FORTUNA E FRANCO, 2005).

3.4.2 METODOLOGIA RAPIDA / PRATICA

Nos ultimos anos, varios métodos para deteccao rapida foram propostos e
dentre eles destacam-se as técnicas imunologicas. O primeiro ensaio
imunoenzimatico (EIA) foi reportado em 1977 com a necessidade de abreviar os
resultados analiticos da Salmonella e melhorar a produtividade laboratorial
(BEUMER et al.,, 1991; FRANCO, 1996). Os imunoensaios enziméticos (EIA)
baseados em técnicas de triagem podem contribuir para acelerar e simplificar a
deteccdo de diversos tipos de patdogenos em alimentos (AOAC, 2002) e sao muito
empregados por apresentarem diversas vantagens: simplicidade, rapidez,
sensibilidade, especificidade e conveniéncia como método de triagem (FRANCO,
1996).

As técnicas imunolégicas, baseadas nas reacbes antigeno-anticorpo
empregam anticorpos marcados com uma enzima cromogénica facilitadas por
leitores automatizados sendo utilizado como método de triagem. Inimeros ELISAS
foram desenvolvidos, usando anticorpos policlonais e monoclonais que sédo capazes
de detectar muitos sorotipos associados a infeccado humana (BEUMER et al., 1991;
FRANCO, 1996; REIS et al., 2001; ALCOCER E OLIVEIRA, 2003).

Os meétodos imunoldgicos contam com a especificidade de ligacdo do
anticorpo com o antigeno. Para detec¢do de um microrganismo ou toxina microbiana
especifica, uma variedade de anticorpos é aplicada em diferentes tipos de amostras.

A adequacao desses anticorpos depende geralmente de sua especificidade. Anti-
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soro policlonais contém uma variedade de anticorpos originarios de diferentes
células e, portanto, de diferentes especificidades. Muitos anticorpos usados em
imunoensaios sao derivados do soro de coelho ou carneiro. Uma desvantagem no
uso de anti-soro policlonal em imunoensaio € a inconstancia da resposta imune do
animal. O desenvolvimento de anticorpos monoclonais aumentou e muito 0 campo
de imunoensaios devido & comprovacdo consistente e pesquisas confidveis de
caracterizacao de anticorpos (BOER E BEUMER, 1999).

Entre os varios tipos de testes imunoenzimaticos existentes, tipo nao
competitivo (tipo sanduiche) € o mais empregado nos sistemas de triagem de
microrganismos patogénicos em alimentos. Todos os sistemas regentes de EIA
disponiveis para andlise até o momento sdo heterogéneos onde o0s patdgenos
investigados, se presentes no produto em teste, sdo capturados por aglutinacao
através de anticorpos especificos adsorvidos a superficie de uma matriz sélida que
dependendo do sistema, pode ser esferas de poliestireno, placas de microtitulacéo,
particulas metélicas, papel etc. Na etapa seguinte, 0 complexo antigeno-anticorpo
reage com o conjugado preparado, através da ligacdo do anticorpo especifico para o
microrganismo a ser detectado e com uma enzima cromogénica. Apés um periodo, o
conjugado nédo ligado presente € lavado e uma substancia é adicionada. Em
seguida, o sanduiche formado reage com o substrato da enzima cromogénica,
resultando no desenvolvimento de cor. Substratos fluorogénicos também podem ser
empregados e mensurados diretamente pela quantidade de fluorescéncia. Se a
enzima esta presente, o substrato sera modificado, resultando em um produto que
pode ser detectado por técnicas colorimétricas ou fluorométricas (SILVA et al., 1997,
BOER E BEUMER, 1999; FRANCO, 1996).

Vérios sistemas reagentes de ELISA tém sido empregados para deteccdo de
Salmonella sp e Listeria sp. Estes geralmente requerem que o microrganismo alvo
esteja em uma concentracdo 10° UFC/mL, apesar de alguns testes relatarem limite
de sensibilidade de 10* (FORSYTHE, 2002). Tal requerimento justifica as etapas de
pré-enriquecimento seletivo empregadas nas metodologias. O sistema reagente
validado pela AOAC, para ambas as deteccdes, Salmonella sp e Listeria sp foi o
sistema mini-VIDAS. Em comparacdo com métodos tradicionais, o tempo de ensaio
é reduzido em até 2 dias e a analise estatistica dos dados indica que ndo ha
diferenca significativa entre eles. A essas vantagens aliam-se outras como: maior

sensibilidade e especificidade, comparadas aos métodos convencionais. O maior
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problema relatado com o método é a ocorréncia de resultados falso-positivos ou
falso-negativos. Resultados falso-positivos de ELISA podem ser eliminados usando
combinagdes de anticorpos monoclonais de alta especificidade (BEUMER et al.,
1991; FRANCO, 1996; AOAC, 2002).

Historicamente, o sistema Vidas foi validado pela Association Francaise de
Normalisation (AFNOR), em 17 de junho de 1994 como um método de andlise
rapida para todos os produtos para a alimentagdo humana. Esta validagdo foi obtida
de acordo com o método de referéncia descrito na Franca NF EN ISO 11290-1
padrdo. O método também foi validado como método oficial N ° 999,06 pela
Association of Analytical Chemists (AOAC), em maio de 1999. O método Vidas trata-
se de um sistema de anadlise qualitativa imunoenzimatica automatizada que utiliza
pela técnica ELFA uma mistura de anticorpos monoclonais de captura com grande
especificidade para deteccdo de antigenos (estirpes/cepas moveis e imoveis) nos
produtos alimentares e nas amostras ambientais. Todas as etapas do teste sdo
executadas automaticamente utilizando galerias plasticas descartaveis, constituidas
de compartimentos contendo 0s reagentes necessarios para o teste. A leitura e
interpretacdo dos resultados também sdo automaticas (BOER E BEUMER, 1999;
FRANCO, 1999; REIS et al., 2001; AOAC, 2002).

No sistema mini-Vidas o cone de utilizagdo Unica serve tanto de fase sélida
como de suporte de pipetagem para teste. O interior do cone esta revestido com 0s
anticorpos anti- Salmonella e anti- Listeria, absorvidos na sua superficie. Os outros
reagentes estdo prontos a serem usados e pré-repartidos no barrete. Todas as
etapas do teste sdo efetuadas automaticamente pelo aparelho. Uma fracdo das
aliquotas do caldo de enriquecimento aquecido € colocada no barrete e a amostra €
submetida a um ciclo de aspiracdo e dispensacao cuja duracéo foi especificamente
calculada para ativar a reacdo. Os antigenos presentes no meio vao fixar-se aos
anticorpos monoclonais aderidos ao interior do cone. As etapas de lavagem
eliminam os elementos ndo fixados. Em seguida, os anticorpos conjugados com
fosfatase alcalina sé&o aspirados e dispensados pelo cone e vao fixar-se aos
antigenos, que ja se encontram fixados aos anticorpos da parede do cone. Novas
etapas de lavagem o substrato € aspirado e dispensado pelo cone; a enzima do
conjugado catalisa a reacdo de hidrolise no substrato em um produto cuja
fluorescéncia emitida € medida a 450 nm (AOAC, 2002).
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3.4.3 SISTEMA API

E um sistema de identificacdo que utiliza testes miniaturizados e
padronizados, sendo possivel diferenciar todas as espécies das bactérias
pesquisadas. O API possui microtubos contendo substratos desidratados para
diversas provas bioquimicas, incluindo testes enzimaticos e fermentacdo de
acucares. Os resultados das reacdes sao obtidos apds 18 -24 h de incubacao a 35 -
37 °C, identificando a espécie. As reacbes produzidas durante o periodo de
incubacédo traduzem-se pelas mudancas de cor espontaneas ou reveladas pela
adicao de reagentes. A leitura destas reacfes é efetuada com o quadro de leitura e
a identificacdo obtém-se consultando a lista de perfis do folheto informativo ou com
um sistema de identificacdo. A interpretacdo dos resultados deve ser feito por um
profissional capacitado, levando-se em consideracdo os resultados da andlise das
colbnias e analise microscopica.

Os testes utilizados no presente estudo foram: API Listeria para identificacao
de Listeria sp e APl 20-E que possibilita a identificacdo da familia
Enterobacteriaceae, o que possibilita o confirmacdo do patégeno Salmonella sp
(BIOMERIEUX, 2008).

3.4.4 CONSIDERACOES SOBRE OS METODOS MICROBIOLOGICOS

A busca por uma metodologia adequada e eficiente para detectar
microrganismos em alimentos tem sido constante pelos pesquisadores da area
(GIOMBELLI, 2000). Para utilizagdo adequada de um critério microbiolégico é
necessaria que a metodologia analitica a ser adotada seja relacionada corretamente.
Muitos métodos podem ser utilizados para uma mesma determinacao,
conseqlentemente, a escolha do melhor método dependera do método
microbioldgico adotado e da estrutura do laboratério (FRANCO E LANDGRAF,2004).

Inimeros meétodos laboratoriais de andalise (convencionais e rapidos ou
praticos) podem ser utilizados para um mesmo fim e por isso é importante considerar
quais os objetivos da andlise, uma vez que estes determinam o seu tipo (um
indicador ou um patégeno), o metodo (rapidez, precisdo, repetibilidade,
reprodutibilidade, etc), a aliquota analisada (produto final ou da linha de produc¢éo), a
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interpretacdo do resultado, as acbes a adaptar e 0s reajustes do processo
(FRANCO, 1996, ICMSF, 2002, FRANCO E LANDGRAF, 2004).

Recentemente a necessidade de creditacdo e o conceito de gerenciamento
da qualidade total tem resultado em aumento da demanda para validacdo de
métodos de controle da qualidade laboratorial. Entretanto, problemas associados
com a microbiota ndo desejada, a injaria e estresse do microrganismo, e a influéncia
dos constituintes dos alimentos na produtividade e seletividade dos meios de cultura
ainda existem. A influéncia destes fatores pode ser minimizada se métodos
validados para efeito do controle de qualidade para meios de cultura forem
desenvolvidos e experimentados (CURTIS E BEUCHATS, 1998).



4. MATERIAIS E METODOS



MATERIAIS E METODOS 67

4. MATERIAIS E METODOS

4.1 MATERIAIS

Foram coletadas 51 amostras de lingliga resfriada (Anexo 01) adquiridas em
diferentes estabelecimentos comerciais do estado Parand, e produzidas na regido Sul do
pais, como demonstrado na Figura 06, na forma embalada no periodo de agosto a
dezembro de 2008. Foi adquirida, por amostra, a quantidade minima de 250 g de forma a
manter a representatividade preconizada pela RDC 12 de 02/01/2001. Apds a coleta as
amostras foram encaminhadas sob refrigeracdo durante o transporte para o laboratério e
analisadas imediatamente ao seu recebimento. Somente foram analisadas as amostras

que apresentaram a embalagem totalmente integra.

FIGURA 06 DISTRIBUICAO, EM PORCENTAGEM, DOS LOCAIS
PRODUTORES DAS AMOSTRAS ANALISADAS
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4.1.1 MEIOS DE CULTURA, SOLUCOES, REAGENTES E INSUMOS

Utilizaram-se meios de cultura formulados conforme Food and Drug
Administration (FDA, 1995) e disponiveis comercialmente dos Laboratérios Difco Ltda,

Oxoid e Merck na forma desidratada.

a) Pesquisa Listeria sp
Frascos com 225mL de Caldo Half Fraser suplementado com SR 0166E (Citrato
Férrico Amoniacal 112mg, Acido Nalidixico 2,25mg, Acriflavina 2,8125mg) (Oxoid);
Tubos com 9 mL de Caldo Fraser suplementado com SR 0155E (Citrato Férrico
Amoniacal 250mg, Acido Nalidixico 10mg, Acriflavina 12,5mg) (Oxoid);
Placas de Agar Palcam suplementado com SR 0150E (Polimixina B 5mg,
Acriflavina HCI 2,5 mg) (Oxoid) ;
Placas de Agar Oxford seletivo para Listeria suplementado com Suplemento
Seletivo Listeria (Formulagdo Oxford) SRO140E (Cicloheximida 200mg, Sulfato de
Colistina 10mg, Acriflavina 2,5mg, Cefotetana 1mg, fosfomicina 5mg) (Oxoid);
Placas de Agar Base Listeria Cromogénico CM 1080 (Oxoid) suplementado com
Suplemento Seletivo Listeria Cromogénico SR 0227E (Acido Nalidixico 13mg,
Polimixina B 38,350 IU, Anfotericina 5mg, Ceftazidima 3mg) e SR 0228E
Suplemento Diferencial Listeria Cromogénico (Solucéo de lecitina 20mL) ;
Placas de Agar Base Listeria Cromogénico (ISO) CM 1084 (Oxoid) suplementado
com SR 0228E Suplemento Diferencial Listeria Cromogénico (Solugcdo de lecitina
20mL) e Suplemento Seletivo Listeria Cromogénico (1ISO) SR 0226E;
Sistema Vidas Listeria (Biomerieux);
Barrete LIS (Biomerieux);
Tubos Sulfito Indol Motilidade com adicéo de 0,05% de cloreto de trifeniltetrazolium
(SIM modificado);
Tubos inclinados de Agar tripticase de soja suplementado com 0,6% de extrato de
levedura (TSA-YE);

API Listeria (Biomerieux).
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b) Pesquisa de Salmonella sp
Agua peptonada tamponada - ADPT (frasco de boca larga com 225 mL);
Caldo Selenito-Cistina — SC (10 mL em tubos 16x160 com tampa de ac¢o-inox);
Caldo Rappaport-Vassiliadis Modificado - RV (10 mL em tubos 16x160 com tampa
de ago-inox);
Caldo M (ref. bioMerieux 42077)
Sistema Vidas Salmonella
Barrete SLM
Cone SLM (Cones sensibilizados com anticorpos monoclonais especificos de
antigeno de superficie das Salmonella)
Calibrador SLM (Antigeno purificado e inativado de Salmonella +conservante +
estabilizante protéico )
Controle Positivo SLM (Antigeno purificado e inativado de Salmonella +
conservante + estabilizante protéico )
Controle Negativo (Tampdo TRIS — NaCL 150 mmolL — Tween pH 7,6 +
conservante)
Cartdo MLE (Ficha de especificacbes que contém os dados de fabricacdo
necessarios para a calibracdo do teste)
Placas com Agar Salmonella -Shiguella (SS);
Placas com Agar entérico de Hektoen (He);
Agar Triplice Agucar Ferro (TSI) (tubos 15 x 150 com tampa de baquelite);
Agar Lisina Ferro (LIA) (tubos 15 x 150 com tampa de baquelite).
Soro polivalente somatico;

Soro fisioldgico 0,85%.

4.2 METODOS

Nas amostras coletadas foram realizadas as pesquisas de Salmonella sp e
Listeria sp em 25 g de amostra.

Para a pesquisa de Salmonella sp através do método convencional utilizou-se
metodologia convencional descrita no Bacteriological Analytical Manual (BAM), elaborado
pelo Food and Drug Administratios (FDA); Compendium of Methods for the Microbiological
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Examination of Foods, (1992) e método répido, por meio do sistema mini Vidas
(Biomerieux), onde este utiliza critérios de presenca e auséncia de colénias em 25 gramas
da amostra.

Para a pesquisa de Listeria sp utilizou-se o método ISO 11290-1 (método
convencional), e pelo sistema mini-VIDAS (Biomerieux), que caracteriza a presenca e

auséncia do microorganismo em 25 gramas da amostra analisada.

4.2.1 PREPARACAO DAS AMOSTRAS PARA ANALISE

A preparacdo das amostras para andlise se desenvolveu da seguinte maneira: a
retirada da fracdo para analise foi feita de forma a garantir que a porcdo removida
representasse o conteudo da unidade de amostra. As fracdes para andlise, por¢des de 25
g, foram retiradas assepticamente em cabine de seguranca biologica, e colocados em
sacos plasticos estéreis, proprios para o Stomacher, tendo seu peso descontado

previamente em balanca analitica.

4.2.2 PESQUISA Listeria sp

4.2.2.1 METODO DE CULTURA CONVENCIONAL COMO RECOMENDADO PELA ISO
11290-1
Enriquecimento primario
Para o enriguecimento primario em 25g da amostra foram adicionados 225mL de
Caldo Half Fraser suplementado. Ap6s homogeneizacdo em Stomacher por 2 minutos,
este foi incubado a 30°C por 24 horas.

Enriquecimento secundério
Nesta segunda etapa, 1mL do enriquecimento primario foi adicionado em 9mL de

Caldo Fraser suplementado, e incubado a 37°C por 48 horas.

Plagueamento seletivo
Apébs enriguecimento secundario procedeu-se o0 estriamento em duplicata em placas

nos seguintes meios seletivos:
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Agar Palcam suplementado;

Agar Oxford seletivo para Listeria suplementado;

o O O

Agar Base Listeria Cromogénico CM 1080 (Oxoid) suplementado;
o Agar Base Listeria Cromogénico CM 1084 (Oxoid) suplementado.
Estes foram submetidos a incubacé&o a 37°C por 48 horas.
As coldnias tipicas de Listeria em Agar Oxford e Palcam apresentam se esféricas e
circundadas por halos pretos resultantes de hidrélise da esculina.
Foram selecionadas 3 a 5 col6nias de cada placa contendo coldnias tipicas para

posterior confirmagao.

Confirmacgdo com colbnias tipicas

A confirmacdo das colbnias tipicas desenvolveu-se por meio da selecdo de
colénias tipicas seguida pelo estriamento por esgotamento em tubos de Agar
Tripticase de soja suplementado com 0,6% de extrato de levedura (TSA-YE), e
incubadas a 30°C/ 24 e 48 horas.

Inoculou-se, a partir do enriquecido, em tubos de sulfito indol Motilidade com
adicdo de 0,05% de cloreto de trifeniltetrazolium (SIM modificado), em incubacgéo a
25°C por ate 7 dias e observacéo diéria, para realizagdo da prova de motilidade.

As cepas de Listeria sp sdo méveis a temperatura de 25°C e desenvolvem uma
zona de migracao tipica espalhando se na parte superior do meio e mantendo-se
restritas a picada no fundo do tubo. Este tipo de migracdo produz uma massa de
crescimento caracteristico lembrando um guarda-chuva.

Paralelamente procedeu-se a identificagéo das cepas pelo sistema API Listeria.

O fluxograma de analise para deteccdo da Listeria sp em alimentos pelo método

ISO estéa apresentado na figura 07.

FIGURA 07 FLUXOGRAMA DE ISOLAMENTO DE IDENTIFICACAO DE
Listeria sp PELO METODO CONVENCIONAL ISO 11290-1



MATERIAIS E METODOS 72

FLUXOGRAMLG O1 - ISOLANMERNTO/MNDENTIFICACALO |isferia spp. 150 11200-1

CIREL AT N O RERGREC

UL S CIRTL M B S L UL

FLADULATALM | 3 SLLL PSSO fosarfanme o o dup 1 arx)

CONMFIRRG ] ORI COLONIsE P

W

PRODUTO CARKLC
EMBUTIOC
g

1

CALDO HALT FEASER
UKL FFEN T ATE]D
z2Iml

]

STOMACIHILR
2 MINUTDS

I

IR S -
>4 HOEN S

CTHLSAOEMLR L O
=rel FALAED O3
TmiL

1 !

CALDO TRASER
UKL FFEN T AIE]D
S mL
INCIHH&H Fe
16 HORAS

l

AdaaH Fal Card
SUPLCTACHTAD D

l l

|

ALK (ERIHI
SUPLCKICHTALC

AGAR CROMICENICO
il
SUFLEMENTADC

AR CROHOGINICD
CH e
SUPLERMEHI AU

1

1 1

INCLRAR 370
ETTRTTE -t

TN U DSH o
18 HORAS

IHUOUL A -0
A8 HOES

2

TN AR 300
AR HAOMRAS

1

CRCRINCE [FE)

SUSPLITAT
[} L]

HESII 1&alr:
HLGATIWE

+*

=FIFLEINAE
COLANIAS TIPICAS

[

LSTRIAR CH T3 T

T
L J

IHENRAR AF
B 1IEHAYS

1

FETRIAR 211 CITO
IMUSIL R HILIvALL

RMCTILIDADD
TIRCa




MATERIAIS E METODOS 73

4.2.2.2 METODO MINI-VIDAS
Enriquecimento primario

Para o enriquecimento primario em 25g da amostra foram adicionados 225 mL

de Caldo Half Fraser suplementado, ap6s homogeneizagdo em Stomacher por 2

minutos, este foi incubado a 30°C por 24 horas.

Enriquecimento secundério
Nesta segunda etapa 0,1mL do enriquecimento primario foi adicionado em 9mL
de Caldo Fraser suplementado, e incubado a 30°C por 24 horas.

Inativag&o celular
ApOs enriquecimento secundario transferiram-se 2 mL para tubo estéril, aqueceu-
se em banho-maria a 95°C - 100°C por 15 minutos, arrefeceu-se o tubo

imediatamente num banho de 4gua fria.

Sistema mini-Vidas

Transferiu-se 0,5 mL da suspenséo inativada para o pogo-amostra do barrete
mini-Vidas LIS (Desenvolvimento da metodologia conforme preconizado pelo
fabricante). Conservou-se o resto do caldo a 4° C para confirmacédo em caso de
resultado positivo. Nesta situagdo procedeu-se ao plagueamento seletivo,
identificacdo bioquimica e sorologia, adotando a mesma metodologia do
procedimento convencional, e por fim avaliagdo confirmatério desenvolvida pela
sistema API Listeria.

O fluxograma de andlise para deteccéo da Listeria sp em alimentos pelo

meétodo mini-vidas esta apresentado na figura 08.

FIGURA 08 FLUXOGRAMA DE IDENTIFICACAO DE Listeria sp PELO
METODO MINI-VIDAS
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FLUXOGRAMA 02 - IDENTIFICACAOQO Listeria spp. mini-VIDAS Listeria

CRESCIMENTO PRIMARIO

CRESCIMENTC SECUNDARIO

EXPOSICAQ DO ANTIGENO

MINI-VIDAS

CONFIRMATORIO
COLONIAS TiPICAS

N

PRODUTCO CARNEC
EMBUTIDO
259

v

CALDO HALF FRASER
SUPLEMENTADO
225mL

L 4

STOMACHER
2 MINUTOS

v

INCUBAR 30°C

CRESCIMENTO
PRIMARIO
1mL

A l
CALDO FRASER

SUPLEMENTADO
9 mL

I

INCUBAR 30°C

24 HORAS

24 HORAS

L 4

TRANSFERIR 2 mL DO
CALDO DE
ENRIGUECIMENTO
SECUNDARIO EM TUBO

!

AQUECER A 100°C
POR 13 MINUTOS

}

RESFRIAR A

TEMPERATURA —
AMBIENTE

l

TRANSFERIR 0,5mL
PARA BARRETE MINI-
VIDAS SLM

|

LEITURA EM 45
MINUTOS

|

REACAOD

DESENVOLVYER
PLAQUEAMENTO
SELETIVO

POSITIVA?

RESULTADO
NEGATIVO

L 4

CONFORME
METODOLOGIA
CONVENCIONAL
(FLUXOGRAMA 01)




MATERIAIS E METODOS 75

4.2.2.3 CONFIRMATORIO DE Listeria sp ATRAVES DO API LISTERIA

Purificacéo das colbnias suspeitas de Listeria sp

As colbnias tipicas selecionadas para identificacdo bioquimica convencional
foram também utilizadas para identificacdo através do API Listeria. Com uma alca de
Henly, foi transferida uma coldnia para um tubo de TSA-YE inclinado seguido de
incubacgéo a 35° C por 24 horas.

Preparo do in6culo

Com uma alca de niquel-cromo foi transferida uma pequena quantidade de
crescimento bacteriano do tubo de TSA-YE inclinado para uma ampola contendo 2
mL de &gua desmineralizada, obtendo-se uma suspensdo bacteriana com uma

turbidez de 0.5 pontos na escala de McFarland.

Preparagéo da cAmara umida
A camara Umida, onde foi incubada a galeria contendo os microtubos com
agar desidratado em atmosfera Umida, foi formada pela prépria bandeja e tampa do

kit, adicionando-se 5mL de agua.

Inoculacgédo distribuida

Foi distribuida a suspensdo bacteriana em cada microtubo, evitando-se a
formacdo de bolhas. No primeiro teste, DIM, foram adicionados 100uL do inéculo e,
nos demais, 50 uL. A exatiddo da inoculacdo é muito importante, uma vez que, um
microtubo com inéculo insuficiente, ou em excesso pode causar resultado falso-
positivo ou falso-negativo. Incubou-se a cémara uUmida, contendo a galeria

inoculada, a 35° C - 37° C por 18 — 24 horas em condi¢cfes aerdbicas.

Leitura e Interpretacéo da galeria

Adicionou-se 1 gota de reagente ZYM B ao teste DIM e, ap6s 3 minutos, foi
realizada a leitura de todos os testes, conforme exemplo apresentado na Figura 09.

Anotaram-se todos os resultados obtidos em uma ficha de resultados, da qual
configuraram-se os testes dos microtubos como positivo ou negativo, de acordo com

a coloragéo formada.
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Os resultados obtidos foram transcritos em um perfil numérico, onde a

combinacdo numérica revela a identificacdo de espécie do microrganismo.

FIGURA 09 SISTEMA APl LISTERIA - IDENTIFICAQAO: Listeria
monocytogenes

) — — = —

C DM} ESC.. cMAN  DARL XYL . RHA.  MDG.  RIB.___GIP. . TAG

Legenda: (Substrato enzimético) negativo, (Esculina Citrato de Ferro) positivo, (4-
nitrofenil-D-manopiranosido) positivo, (D-arabitol) positivo, (D-Xylose) negativo, (L-
Rhamnose) positivo, (Metil-D-glucopiranosido) positivo, (D-Ribose) negativo,

(Glicose-1-Fosfato) negativo, (D-Tagatose) negativo,

4.2.3 PESQUISA DE Salmonella sp

4.2.3.1 METODO CONVENCIONAL BAM

O fluxograma de andlise para deteccdo da Salmonella sp em alimentos

pelo método convencional est4 apresentado na Figura 10.

Pré-enriqguecimento em caldo néo seletivo
Vinte e cinco gramas da amostra foram pesadas assepticamente e
adicionadas a 225 mL de caldo de pré-enriquecimento (ADPT) com
homogeneizagdo em “Stomacher”. Os frascos foram incubados a 35 + 0,2°C em

estufa bacteriologica por 24 horas, com as tampas ligeiramente afrouxadas.

Enriquecimento em caldo seletivo
Apés incubacéo, o frasco com o caldo de pré-enriquecimento foi agitado
delicadamente e foi transferido deste, 1,0 mL para 10,0 mL de Caldo Selenito Cistina
(SC) e 0,1 mL para 10,0 ml de Caldo Rappaport -Vassiliadis Soja Peptona (RVS) os

quais foram incubados em estufa bacteriolégica a 42+ 0,2°C por 24 horas.
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Plaqueamento seletivo diferencial
Os enriquecimentos em caldo seletivo foram estriados na superficie de
placas de Agar SS e Agar HE que foram posteriormente incubadas de forma
invertidas a 35+ 0,2°C por 24 horas. Apds periodo de incubacédo foi verificado o
desenvolvimento de colbnias tipicas de Salmonella. Em HE as colbnias tipicas
apresentam-se transparentes, verde-azuladas, com ou sem centro preto. As cepas
fortemente produtoras de H,S podem produzir colénias inteiramente negras. Em SS

as colbnias tipicas apresentam-se transparentes geralmente com centro negro.

Confirmacgé&o bioquimica e sorolégica

Quando da ocorréncia de colbnias tipicas foram selecionadas, duas
coldnias tipicas de cada placa para confirmacg&o preliminar nos tubos de Agar LIA e
Agar TSI. Com o auxilio de uma agulha de inoculag&o, foi removida uma porcéo da
massa de células, do centro da col6nia tipica que foi inoculada em tubos inclinados
de Agar LIA e Agar TSI. A inoculacéo foi feita por picada e estrias na rampa, foi
utilizada a mesma alcada para inocular ambos os tubos. Ndo € necessario nem
recomendado flambar a agulha e retirar outra por¢cdo da colbnia, entre um tubo e
outro. Os tubos foram incubados a 35+ 0,2°C por 24 horas e foi observada a
ocorréncia de reacao tipica de Salmonella.

Reacéao tipica de Salmonella sp em TSI: rampa alcalina (vermelha) e fundo
acido (amarelo), com ou sem producdo de H,S (escurecimento do agar). Reacéo
atipica e, TSI, que ndo deve ser descartada se as demais reacbes em LIA se
apresentarem tipicas: rampa e fundo acidos (amarelos), com ou sem producédo de
H,S. Reacéo tipica de Salmonella sp em LIA: fundo e rampa alcalinos (purpura, sem
alteracdo da cor do meio), com ou sem producédo de H,S (escurecimento do meio).
Reacdo atipica em LIA, que ndo deve ser descartada se as demais reacdes em TSI
se apresentarem tipicas: fundo amarelado com rampa alcalina, com ou sem
producéo de H,S.

Quando as placas de HE ou SS apresentaram col6nias tipicas, porém
nao isoladas de Salmonella, foi estriada uma alcada da col6nia, tomada no centro e
sem tocar nas colonias adjacentes, em placas de HE e SS, para purificacdo da
cultura. Somente entdo, a partir da cultura pura, foram inoculados os tubos de LIA e
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TSI.Os tubos de TSI utilizados foram inclinados com fundo de no minimo 2,5 cm e
incubados com a tampa ligeiramente afrouxada, para manter condi¢cdes aerobicas.
Este cuidado objetivou prevenir a excessiva producdo de H,S e reacdes &cidas
errbneas na rampa. Se ainda assim, ocorrendo excessiva producdo de H;S,
mascarando a reacao acida do fundo, assumiu-se a reagdo como tipica.

Os tubos de LIA utilizados foram inclinados com fundo de, no minimo 2,5
cm, e incubados com a tampa bem fechada, porque a reagcéo de descarboxilacao da
lisina ocorre em anaerobiose. A exclusdo do ar previne falsos resultados positivos
resultantes da desaminacédo oxidativa das peptonas do meio de cultura.

A partir da cultura de 24 horas em TSI com reacéo suspeita de Salmonella
foi realizado o teste sorologico somatico polivalente em I[amina de vidro ou placa de
Kline. Em dois quadrados foram colocadas duas gotas de soro fisiolégico e uma
alcada do microrganismo a partir o Agar TSI. A cultura foi bem emulsionada. Sobre
um dos quadrados foi adicionada uma gota de anti-soro polivante anti-Salmonella e
foi bem emulsionado. Segurando a lamina contra um fundo preto bem iluminado,
foram feitos delicados movimentos de inclinagcdo e rotacdo da lamina, para
movimentar a emulsdo, por um minuto, foi entdo observada a ocorréncia de
aglutinacdo no quadrado com o anti-soro (prova positiva). Foi comparado o resultado
obtido com a aparéncia da emulsdo no quadrado com salina (controle negativo),
para ndo confundir a aparéncia turva da emulsdo com a reacdo de aglutinacao.
Eventualmente pode ocorrer aglutinacdo em ambos os quadrados (reacao

inespecifica), provavelmente causada por cepas rugosas e auto-aglutinaveis.

FIGURA 10 FLUXOGRAMA DE IDENTIFICACAO DE Salmonella sp PELO
METODO CONVENCIONAL BAM
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FLUXOGRAMA 03: DETECCAQ DE Salmone/fa sp. PELQ METODO COMYENCIONAL
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4.2.3.2 METODO RAPIDO MINI-VIDAS

O fluxograma de andlise para deteccdo da Salmonella sp em alimentos
pelo método mini-vidas esta apresentado na Figura 12.

Adicionam-se assepticamente 25 g da amostra em 225 mL do caldo de
ADPT. Homogeneizou-se utilizando um saco Stomacher e incubou-se 24 +2 horas a
35°C. Apés incubacao, o frasco com o caldo de pré-enriquecimento foi agitado e foi
transferido deste 1,0 mL para 10,0 mL de Caldo SC e 0,1 mL para 10,0 mL de
Caldo Rappaport-Vassiliadis Soja Peptona (RVS) os quais foram incubados em
estufa bacteriolégica a 42+ 0,2°C por 24 horas.

Apés incubacao, transferiu-se 1 mL de cada caldo de enriquecimento
seletivo para tubo contendo caldo M, incubou-se a 42+ 0,2°C por 24 horas.
Transferiram-se 2 mL do enriquecido para tubo estéril, desenvolveu-se técnica de
inativacdo do antigeno, fazendo-se aquecimento em banho-maria a 100° C durante
15 minutos. Em seguida resfriou-se em &gua fria, transferiu-se 0,5 mL para a
barrete /tira VIDAS SLM (conforme preconizado pelo fabricante). Conservou-se o
resto do caldo a 4° C para confirmacdo em caso de resultado positivo. Nesta
situacdo procedeu-se ao plagueamento seletivo — diferencial e a confirmacao
bioquimica através do sistema API 20E e sorologia somatica polivalente e lamina de

vidro.

4.2.3.3 CONFIRMATORIO DE Salmonella sp ATRAVES DO API 20E

Purificacéo das colbnias suspeitas de Salmonella sp

As colbnias tipicas selecionadas para identificacdo bioquimica convencional
foram também utilizadas para identificagdo através do APl 20E (Figura 11). Com
uma alca de niquel-cromo, foi transferida uma colénia para agar nutriente seguida de

incubacgéo a 35° C por 24 horas.

Preparo do in6culo
Com uma al¢a de niquel-cromo foi transferida uma pequena quantidade de

crescimento bacteriano do agar nutriente para uma ampola contendo 2 mL de agua
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desmineralizada, obtendo-se uma suspenséo bacteriana com uma turbidez de 0.5

pontos na escala de McFarland.

Preparagéo da camara umida
A camara Umida, onde foi incubada a galeria contendo os microtubos com
agar desidratado em atmosfera Umida, foi formada pela prépria bandeja e tampa do

kit, adicionando-se 5mL de agua.

Inoculacgédo distribuida

Foi distribuida a suspensdo bacteriana em cada microtubo, evitando-se a
formacdo de bolhas. Nos testes Citrato de Soédio, Piruvato de Sédio, e Gelatina
Bovina, foram adicionados 100uL do inéculo e, nos demais, 50 uL. Com a utilizacéo
de Oleo de parafina desenvolveu-se anaerobiose nos testes L-arginina, L-lisina, L-
ornitina. A exatiddo da inoculacdo € muito importante, uma vez que, um microtubo
com indculo insuficiente, ou em excesso pode causar resultado falso-positivo ou
falso-negativo. Incubou-se a camara umida, contendo a galeria inoculada, a 35° C -

37° C por 18 — 24 horas em condic¢des aerobicas.

Leitura e Interpretacéo da galeria
Adicionaram-se 0s seguintes reagentes:
0 Reagente TDA, sobre o teste L-triptofano (1 gota);
o0 Reagente JAMES, sobre o teste L-triptofano (1 gota);
0 Reagentes VP 1 e VP 2, sobre o teste VP (1 gota de cada).
Apos 3 minutos, foi realizada a leitura de todos os testes.
Anotaram-se todos os resultados obtidos em uma ficha de resultados, da qual
se configuram os testes dos microtubos como positivo ou negativo, de acordo com a
coloracéo formada.
Os resultados obtidos foram transcritos em um perfil numérico, onde a
combinacdo numérica revela a identificacéo de género e espécie do microrganismo.
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FIGURA 11 SISTEMA API 20 E PRONTO PARA USO (DESIDRATADO)

FIGURA 12 FLUXOGRAMA DE IDENTIFICACAO DE Salmonella sp PELO
METODO MINI-VIDAS
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FLUXOGRAMA 04: DETECCAO DE Salmonelia sp. PELO METODO RAPIDO MINI-VIDAS
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4.2.4 ANALISE ESTATISTICA DOS DADOS

Para a andlise de concordancia entre resultados positivos e negativos na
comparacao do método ISO em relagdo aos agares classicos (PALCAM e Oxford) e
cromogénicos (CM1080 e CM1084) para pesquisa de Listeria sp em linguica
resfriada, foi calculada a porcentagem global de concordancia, que é a porcentagem
de diagnosticos positivos e negativos em concordancia com as duas avaliacdes
concordancia positiva e também descrita como concordancia positivo/positivo
considerou-se 0 numero de resultados positivos para os dois métodos.

Concordéancia negativa, também chamada de concordancia negativo/negativo,
foi considerada pelo numero de resultados negativos nos dois métodos.
Discordancia positiva ou também chamada discordancia positivo/negativo
apresentou-se por meio do nimero de resultados positivos observados pelo padréo
comparativo e negativos para o analisado.

Discordancia negativa ou também chamada discordancia negativo/positivo foi
considerado o numero de resultados negativos identificados no padrdo de
comparacao e positivos no método a ser comparado.

Foi também utilizado o teste kappa ndo ponderado para comparacdo entre
duas avaliacdes. Kappa € uma medida de concordancia que nao requer suposicao
acerca da classificacao correta e que inclui uma correcao para as concordancias que
seriam devidas apenas ao acaso. Kappa varia de -1 a +1. O valor de kappa +1
indica concordéancia perfeita.

Pode se considerar uma condicdo como concordante quando os valores de
concordancia ficam acima de +0,75, enquanto que valores abaixo de +0,40
representam concordancia ruim. Os valores entre +0,40 e +0,75 representam
concordancia aceitavel pouca ou boa. Um valor de kappa negativo seria indicativo
de discordancia sistematica. O valor zero representa concordancia casual (JEKEL et
al, 1999).

Levando-se em conta os métodos convencionais considerados como padrao
de comparacao, para as observacdes positivas e negativas para pesquisa de Listeria
sp e Salmonella sp em linglica resfriada, foram calculadas as estimativas de
sensibilidade, especificidade, prevaléncia, taxa de erro falso positivo e taxa de erro
falso negativo.
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A sensibilidade (S) de um método esta relacionada com a sua capacidade de
um método de ndo apresentar resultados falso-negativos (FN) e, a especificidade
(E), com sua capacidade de nao apresentar resultados falso-positivos (FP).

Neste experimento foram considerados verdadeiros positivos, os resultados
identificados como Listeria ou Salmonella, em ambas as metodologias. Foram
considerados falso-negativos quando o método analisado apresentou resultado
negativo em relacdo ao resultado positivo do método padrdo. No entanto, falso
positivo considerou-se quando as amostras do método analisado apresentadas
como positivas, ndo foram confirmadas através do método padrdo como Listeria sp
ou Salmonella sp.

Sensibilidade e especificidade dos métodos foram avaliadas pela equacédo de
BEUMER et al., (1991).

Todos o0s calculos estatisticos foram efetuados utilizando-se a planilha

eletrdnica Excel (Microsoft®), com programacéo apropriada.

4.2.5 METODO EMPREGADO PARA AVALIACAO DOS MEIOS SELETIVOS DE
Listeria sp PELO METODO ISO 11.290-1

Considerando o terceiro passo da metodologia ISO 11290-1 para identificacao
de Listeria sp, este descrito como plagueamento seletivo, consiste no processo de
isolamento da bactéria, onde, no presente estudo desenvolveu-se avaliagdo com
quatro agares disponiveis comercialmente, sendo estes:

o Agar Palcam suplementado;

o Agar Oxford seletivo para Listeria suplementado;

o Agar Listeria Cromogénico CM 1080 (Oxoid) suplementado;
o Agar Listeria Cromogénico CM 1084 (Oxoid) suplementado.

Para a avaliacdo dos resultados expressos pelos quatro 4gares analisados,
optou-se por dividi-los conforme suas caracteristicas. A andlise comparativa
desenvolveu-se por dois grupos: os agares cromogénicos (CM 1080 e CM 1084) e
os agares classicos (PALCAM e Oxford). Realizou-se andlise de concordancia entre
resultados positivos e negativos na comparacdo do método ISO em relacdo aos
agares classicos e cromogénicos para pesquisa de Listeria sp em linguica resfriada.



5. RESULTADOS E DISCUSSAO
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 OCORRENCIA DE Listeria sp e Salmonella sp EM LINGUICA RESFRIADA

Considerando as duas metodologias de andlise, das 51 amostras analisadas,
a ocorréncia de Listeria sp em lingliga resfriada foi de 52,9% (Figura 13), sendo que
destas, 13,7% corresponderam a ocorréncia de L. monocytogenes, enquanto que, L.
grayi foi descrita em 19,7% das amostras analisadas e L. innocua e L. welshimeri,
foram identificadas, 13,7% e 5,9% dos casos respectivamente (Figura 13). A
presenca de Salmonella sp foi registrada em 3,9% das amostras pesquisadas
(Figura 14).

Os resultados acima descritos correspondem a amostras verdadeiramente
positivas, ou seja, as amostras que apresentaram-se positivas para ambos o0s
métodos analisados e confirmadas as espécies pelo sistema API.

Os dados respectivos aos métodos empregados para identificacdo de Listeria
sp e Salmonella sp estédo tabulados nos anexos 2 e 3 respectivamente.

FIGURA 13 OCORRENCIA DE AMOSTRAS POSITIVAS E NEGATIVAS
PARA Listeria sp EM LINGUICA RESFRIADA

13, 7%

O L innocua

O L grayi

O L. welshimeri

O L. monocytogenes
O Resultado Negativo

47,1% 19,6%

13,7%
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FIGURA 14 OCORRENCIA DE AMOSTRAS VERDADEIRAMENTE
POSITIVAS PARA Salmonella sp EM LINGUICA RESFRIADA

3,9%

O Salmonella sp
O Resultados Negativos

96,1%

Os resultados obtidos em pesquisas, no Brasil, quanto a presenca de
Salmonella sp em produtos carneos, sdo bastante variados. Sousa et al., 2000,
avaliando a qualidade microbioldgica de trinta amostras de carne bovina moida in
natura do municipio de Macapa-AP, ndo detectaram a presenca da bactéria. Por
outro lado, Reis et al. (1995) avaliaram cinglienta amostras de produtos carneos
comercializados no municipio de Cuiaba-MT, e isolaram Salmonella sp em 26,0%
das amostras. Em trabalho semelhante, Magnani et al. (2000) analisaram um total
de cinglenta amostras de carne suina e cinquienta amostras de salame colonial e
revelaram a presencga de Salmonella sp em 6,0% em ambas as amostras.Trindade
et al. (2004) isolaram Salmonella sp em 7,14% das amostras analisadas, sendo que,
das amostras positivas, 5,17% foram provenientes de linglica de carne suina, 0,71%
de linguica mista frescal, resultado semelhante ao obtido nessa pesquisa; Trindade e
colaboradores (2004) mencionam que das 18 amostras de linglicas de carne suina
analisadas, 3 foram positivas para Salmonella sp, o que demonstra que 16,67%
dessa categoria de produto apresentava-se impropria para 0 consumo.

Por outro lado, Dias (2008) isolou Salmonella sorotipos Typhimurium e
Infantis de duas (9,5%) amostras de linglica suina e sorotipos Typhimurium, Infantis
e Derby de trés (13,6%) amostras de linguica de frango. No entanto, Malti (2007)
nao identificou a presenca de Listeria sp e Salmonella sp nas amostras de linguica
analisadas.
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Esteves (2006) relata a positividade de 3% para Salmonella sp, das amostras
de linglica avaliadas, e indice de 8% para a pesquisa de Listeria sp, sendo que
ambas avaliacdes utilizaram como forma de detec¢cdo, o método ELFA (Enzyme
Linked Fluorescent Assay), com sistema automatizado multiparamétrico de
imunoanalise (VIDAS BioMerrieux), sendo que as amostras positivas foram
confirmadas usando galerias bioquimicas API Listeria (BioMerrieux).

Fatos estes bastantes variados, mas que constatam a redu¢ao da incidéncia da
Salmonella em nosso pais, Johnston (1982) avaliam esta redugdo entre os anos de
1969 e 1979, quanto a incidéncia de Salmonella sp em embutidos frescais. No
presente estudo, foram isoladas 162 das 566 (28,6%) amostras analisadas. Para as
amostras analisadas em 1979, 74 das 603 amostras (12,4%) foram positivas para
Salmonela sp. A redugéo de 16,2% em 1979 indica uma reducédo na incidéncia de
Salmonella nos produtos analisados, fato este constatado pelas legislagbes e
inspecdes que tiveram inicio nos anos acima descritos.

Estudos realizados no Brasil demonstram que a presenca de L. monocytogenes
em alimentos carneos € frequente. Silva et al. (2004) estudando plantas industriais
do processamento de linglicas mistas do tipo frescal, na regido de Pelotas-RS,
observou Listeria sp em 100% das amostras analisadas, sendo 29,3% caracterizada
com Listeria monocytogenes. Lima, Rossini e Popermayer (2003) verificaram a
ocorréncia de Listeria monocytogenes em produtos carneos, através da analise de
106 amostras de cinco tipos diferentes de linglica (de carne suina, de carne de
frango, tipo calabresa, tipo mista, e tipo toscana). A presenca de Listeria sp foi
evidenciada em 62 amostras (58,5%), e L. monocytogenes em 11 amostras (10,4%),
resultado este similar ao encontrado na presente pesquisa.

A presenca de Listeria monocytogenes em aproximadamente 13,7% das
amostras examinadas é bastante preocupante principalmente por ser a lingiica um
produto de amplo consumo em nosso pais. Sendo as linglicas mistas do tipo
frescal, alimentos intensamente manipulados, sdo freqientemente responsaveis
pela veiculagdo de enfermidades transmitidas por alimentos. Esta contaminacéo
pode ser procedente da matéria-prima, ou decorrente de contaminacdo poés-
processamento.

Rocourt e Cossart (1997) relataram dados que explicam a procedéncia de tal
contaminagao, demonstrando desta forma que entre 11 e 52% dos animais abatidos
nos diversos paises eram portadores de L. monocytogenes, e a contaminacdo da
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carcaca poderia ocorrer pelo contato do conteddo gastrointestinal com o musculo
durante o abate. Portanto, as condi¢bes higiénicas na obtencdo da carne bovina,
suina, etc., poderdo determinar uma maior ou menor contaminagdo inicial que
interferira na qualidade do produto final.

Segundo Barreto (2006) o maior risco de contaminagdo tanto de Listeria
monocytogenes como de Salmonella sp provém da contaminacdo poés
processamento depois da cocc¢do, quando ndo observados os cuidados necessarios,
no que se refere a manipulacdo de alimentos crus e mal cozidos, como € o caso de
leite e produtos lacteos (queijos brancos), ovos, sorvetes, hortalicas (adubadas com
fezes de animais), mariscos, mexilhdes, carnes e produtos carneos (fiambre,
salsicha, embutidos de carne de porco) e, ainda, dos préprios manipuladores de
alimentos, onde os instrumento de corte ou o recipiente de acondicionamento, 0s
quais foram utilizados no alimento cru, possivelmente passam por processos
inadequados de higienizacdo, favorecendo a contaminacdo o produto cozido.
Contudo, a preocupacdo € intensificada quando observamos dados obtidos pelo
estudo de Mattick (2002) que verificou a ocorréncia de Salmonella sp em salsichas
mesmo apds a processo de cozimento.

Trabalhos relatados na literatura (McEVOY et al. (1998), WALSH et al. (1998),
LACIAR E CENTORSBI, (2002), que citam como mais comumente encontrada, tanto
em alimentos, quanto em amostras ambientais, L. monocytogenes foi isolada em
7,7%, 30,8% e 46,7% das amostras, nos frigorificos A, B e C, respectivamente. Ja L.
welshimeri foi isolada em 23,1% no frigorifico A, 15,4% no B e 33,3% no C. A
presenca de L. innocua foi significativamente superior (p= 0,05) que a de L.
monocytogenes e de L. welshimeri, ndo havendo diferencga significativa entre os dois
ultimos microrganismos em relacéo a ocorréncia nos frigorificos analisados.

Tais indices podem ser explicaveis pela linglica do tipo frescal ser um produto
de origem animal que apresenta alta atividade de agua, ser intensamente
manipulado e ndo ser submetido a tratamento térmico.

Conforme observado nas diferentes pesquisas realizadas com L.
monocytogenes em linglicas, os percentuais de isolamento foram bastante

elevados, condizendo desta forma com um alto risco a saude publica brasileira.



RESULTADOS E DISCUSSAO 91

Séo descritas na Tabela 02 os dados obtidos na identificagéo de Salmonella
sp e Listeria sp. Em avaliagdo comparativa entre os métodos empregados para
identificacdo de Salmonella sp observamos 06 amostras verdadeiramente positivas
e 05 amostras que apresentaram-se positivas somente pelo método mini-VIDAS.
Quando avaliado a pesquisa de Listeria sp observa-se que 31 amostras foram
verdadeiramente positivas e uma amostra foi positiva somente para o método mini-
VIDAS, e uma amostra foi positiva para o método 1SO.

Conforme mostra na Tabela 03, pode se detectar Salmonella sp pelo método
mini-VIDAS em 11 amostras (21,6%), 40 (78,4%) das amostras foram negativas.
Contudo, através do método BAM encontrou-se 06 (11,8%) amostras positivas, 45
(88,2%) amostras negativas.

No entanto, a Tabela 04 descreve os dados obtidos na identificacdo de
Listeria sp, ambos os métodos apresentaram 32 (62,7%) de amostras positivas, 19
(37,3%) amostras negativas.

TABELA 02 OCORRENCIA DE Listeria sp E Salmonella sp ATRAVES DO
METODO RAPIDO, E METODO CONVENCIONAL EM
LINGUICA RESFRIADA

Pesquisa: Amostras Amostras Amostras
exclusivamente  exclusivamente  positivas método
positivas pelo pelo positivas mini-VIDAS e
método método convencional
mini-VIDAS convencional

Salmonella sp 05 00 06

Listeria sp 01 01 31

TABELA 03 AVAL|AQ~AO COMPARATIVA DOS DADOS OBTIDOS NA
DETECCAO DE Salmonella sp ATRAVES DO METODO BAM
E METODO MINI-VIDAS

Resultados: Método BAM  Método mini-VIDAS
Positivos 6 11
Negativos 45 40

TABELA 04 AVAL|AQ~AO COMPARATIVA DOS DADOS OBTIDOS NA
DETECCAO DE Listeria sp ATRAVES DO METODO ISO E
METODO MINI-VIDAS

Resultado: Método ISO Método mini-VIDAS
Positivo 32 32
Negativo 19 19
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Das 51 amostras analisadas através do método mini-VIDAS, 12 (23,5%)
foram identificadas como Listeria grayi, 10 (19,6%) como Listeria innocua, 7 (13,7%)
como Listeria monocytogenes e 3 (5,9%) Listeria welshimeri. Pelo método ISO,
identificaram-se 11 (21,6%) Listeria grayi, 7 (13,7%) Listeria innocua, 7 (13,7%)
Listeria monocytogenes e 3 (5,9%) L. welshimeri (TABELA 05). Pode-se observar
que Listeria grayi predominou em ambos os métodos de analise com valores de
23,5% e 21,6%, respectivamente, e que Listeria monocytogenes demonstrou
resultados expressivos, sendo constatado 13,7% de positividade em ambos os
métodos.

TABELA 05 PERCENTUAL DE ESPECIES DE Listeria sp DETECTADAS
ATRAVES DA METODOLOGIA MINI-VIDAS E
METODOLOGIA ISO

Resultado: Método I1SO Resultado Método mini-VIDAS
L. innocua 10 (19,6%) L. innocua 7 (13,7%)
L. grayi 12 (23,5%) L. grayi 11 (21,6%)
L. welshimeri 3 (5,9%) L. welshimeri 3 (5,9%)
L. monocytogenes 7 (13,7%) L. monocytogenes 7 (13,7%)

Resultado semelhante ao encontrado foi descrito por Comir (1992) onde das
490 amostras de produtos a base de carne avaliados, 241(49,1%) estavam
contaminadas por Listeria sp, 65 (13,2%) das amostras apresentaram se
contaminadas por L. monocytogenes, 176 (35,9%) por outras Listeria tais como L.
innocua, L. grayi e L. welshimeri.

Estes resultados podem n&do apresentar efetivamente propor¢cao de
organismos presentes nas amostras uma vez que, 0 crescimento de Listeria
monocytogenes € cultivada em meio de enriquecimento seletivo e meio néo seletivo
(DUTH E SCHAFFNER, 1993; PETRAN E SWANSON, 1993).

Além disso, segundo Johnson e Lattuada (1993), as espécies nao
patogénicas de Listeria sdo comumente encontradas em produtos de carne e frango,
principalmente Listeria innocua. Todavia, o fato de isolar apenas espécies nao
patogénicas de alimentos, ndo impede Listeria monocytogenes de estar presente na
amostra, embora n&o seja detectada (PETRAN; SWANSON, 1993), o que pode ser
comprovado pelo estudo realizado por Cassolari et al. (1994), que detectaram dentre
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as espécies encontradas, 47% de Listeria innocua e 16% de Listeria
monocytogenes.

Apesar de existir esta variacdo em funcao da técnica e local de pesquisa, a
ocorréncia de 53,9% de Listeria sp nas linglicas resfriadas comercializadas no
estado do Parana, os dados sugerem falta de controle sobre este microrganismo na
industria, bem como, falhas durante o processo de comercializacdo. Estes
problemas podem aumentar o risco de listeriose, agravado ainda mais pelo
crescente consumo de lingtiga resfriada.

A presenca de Salmonella sp foi registrada em 3,9%, sendo que estas
correspondem ao grupo das amostras verdadeiramente positivas, ou seja, as
amostras que se apresenta positivas para ambos os métodos analisados e que
possuem correspondéncia na andlise confirmatéria registrada pelo método API. No
entanto, a avaliacdo da positividade do “suposto” grupo de Salmonella sp para os
métodos mini-VIDAS, e metodologia classica BAM, apresentou respectivamente a
positividade de 21,6% e 11,8% (TABELA 03).

Das 51 amostras analisadas pelo método mini-VIDAS, Proteus sp e
Salmonella sp demonstraram maior expressividade ambos com 5 (9,8%) amostras
positivas cada, também foi relatado a presenca de amostra Unica de Citrobacter sp,
com incidéncia de 2,0% (TABELA 06).

TABELA 06 PERCENTUAL DA FAMILIA ENTEROBACTERIACEAE
DETECTADO ATRAVES DA METODOLOGIA MINI-VIDAS E
METODOLOGIA BAM

Pesquisa: Método BAM  Método mini-VIDAS

Salmonella sp 5 (9,8%) 5 (9.8%)
Proteus sp 1(2,0%) 5 (9.8%)
Citrobacter sp 0 (0,0%) 1 (2,0%)

No entanto, a metodologia BAM demonstrou uma maior correlagcdo com a
identificac@o do patdogeno Salmonella sp, com incidéncia de 9,8%, e um Unico caso
relatado de Proteus sp, o que corresponde a 2,0%.

De acordo com os dados obtidos foi possivel verificar que a metodologia mini-
VIDAS empregada para a triagem do grupo Salmonella, demonstrou-se eficaz para a

deteccdo do seu patdgeno alvo, no entanto, foi observada desvantagem na
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utilizacdo desta metodologia pelo reconhecimento de outras bactérias, pertencentes
estas a familia Enterobacteriaceae.

Oktay e Heperkan (2006), avaliando manteiga, batata cozida, e queijo
verificaram a presenca de Salmonella sp, pela metodologia classica e metodologia
mini-VIDAS Salmonella, e encontraram resultado similar, em que o microorganismo
Salmonella ndo foi observado em nenhuma das amostras, no entanto, outros
membros da familia Enterobacteriaceae foram isolados. No mesmo estudo, Oktay e
Heperkan (2006), desenvolveram um experimento de inoculagdo com Salmonella
Typhi utilizando as mesmas amostras e como resultado ndo encontraram nenhuma
diferenca na eficiéncia da metodologia classica e mini-VIDAS no que diz respeito a
identificacdo de Salmonella.

Poelma et al. (1976), descreveram em seu estudo a eficacia da metodologia
confirmatoria do sistema APl E20. O trabalho consistiu na avaliacdo de 110 culturas
de Salmonella sp para cinco metodologias comercialmente disponiveis sugeridas
para bioquimicamente diferenciar os membros da familia Enterobacteriaceae. A
média global correspondente para todos os testes bioquimicos ou substratos
avaliados dentro de cada sistema foi a seguinte: API, 99%; Enterotube, 99%;
Minitek, 99%; PathoTec, 97%; e R / B, 96%. Demonstrando desta forma, a eficiéncia
do sistema API, na deteccao de Salmonella sp, mesmo quando pesquisado todos os
membros da familia Enterobacteriaceae.

Lepper (2002) desenvolveu estudo similar comparando o sistema VIDAS
Salmonella com a cultura classica BAM, em 6 tipos de produtos: chocolate ao leite,
leite em pd, ovo desidratado, farinha de soja, pimenta preta e “terra crua”. O
pesquisador observou que os 2 métodos foram concordantes para 1266 das 1440
amostras analisadas.

Blackburn (2008) promoveu a detecgao de Salmonella sp utilizando o sistema
mini-VIDAS que foi comparado com um método convencional para a deteccdo de
Salmonella em 141 amostras de alimentos contaminadas artificialmente e

naturalmente. Como resultado houve um acordo global de 92,9% entre os métodos.
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5.2 SENSIBILIDADE E ESPECIFICIDADE DOS METODOS ANALISADOS

A analise comparativa entre 0 método mini-VIDAS Salmonella e o método
convencional BAM, considerando-se este como padrdo para identificacdo de
Salmonella sp, esta descrita nas Tabelas 07 e 08.

TABELAO7 RESULTADOS POSITIVOS E  NEGATIVOS NA
COMPARACAO ENTRE O METODO MINI-VIDAS E METODO
CONVENCIONAL BAM (PADRAO) PARA PESQUISA DE
Salmonella sp EM LINGUICA RESFRIADA

Diagnéstico Salmonella sp
Verdadeiro positivo 6
Verdadeiro negativo 40
Falso positivo 5
Falso negativo 0
Total 51

TABELA 08 TESTE DE EXATIDAO ENTRE O METODO MINI-VIDAS E
METODO CONVENCIONAL BAM _ (PADRAO) PARA
PESQUISA DE Salmonella sp EM LINGUICA RESFRIADA

Teste de exatiddo Salmonella sp
Sensibilidade (S) 100%
Especificidade (E) 88,89%
Prevaléncia (P) 11,76%
Taxa de erro falso positivo (TEFP) 11,11%
Taxa de erro falso negativo (TEFN) 0,00%

A prevaléncia de Salmonella sp foi de 11,76%, sendo esta calculada pela
razao entre os resultados totais positivos do padréo, e os resultados totais. O
método mini-VIDAS comparado com o método BAM para identificacdo de
Salmonella sp produziu uma sensibilidade de 100% e uma especificidade de
88,89%. A sensibilidade do presente trabalho condiz com a auséncia de resultados
falso-negativos, no entanto a especificidade relaciona-se diretamente aos 5
resultados falso-positivos. Condizendo desta forma, a taxa de falso-positivo
expressa em 11,11%.

Os dados apresentados demonstram a eficacia do método mini-VIDAS,

quando comparado do método BAM.
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Moro (2006) descreve em seu experimento dados muitos similares aos
encontrados quando avaliou-se a sensibilidade e especificidade do método mini-
VIDAS comparado ao convencional. Em seu experimento Moro (2006), descreve
uma avaliagcdo comparativa entre as seguintes metodologias: mini-VIDAS, imuno-
concentragdo e imunoensaio para Salmonella, filtro baseado em PCR, e metodologia
convencional para identificacdo de Salmonella sp (SM ID) precedida por uma etapa
de pré-enriquecimento, estas foram avaliadas em linglicas para a presenca de
Salmonella sp. Cada método foi entdo comparado quanto a sua capacidade para
detectar Salmonella artificialmente. Salmonella foi isolada em 68 amostras das
amostras cultivadas em SM ID e testes foram positivos para Salmonella usando filtro
a base de PCR e VIDAS, resultando em positividade de 77 e 65 amostras,
respectivamente. Usando SM ID como o método de referéncia, a especificidade e
sensibilidade foram 97% e 94% e 73% e 98,5% para VIDAS e PCR,
respectivamente.

Estudo semelhante ao descrito por Moro, 2006, foi desenvolvido por
Uyttendaele et al.,, 2003, em que amostras contaminadas artificialmente (carne de
ave e carne bovina) foram submetidas ao frio e ao congelamento absoluto; 120
amostras naturalmente contaminadas foram testadas para Salmonella sp usando o
diagnéstico semi-solido (DIASALM), o ensaio VIDAS e iQ Check-PCR apoés 24 horas
de enriquecimento em agua peptonada tamponada. Tanto o iQ Check-PCR como
ensaio VIDAS apresentaram-se como um excelente método rapido e de triagem
para deteccdo de Salmonella sp. O acordo com o percentual DIASALM o método foi
correspondente respectivamente em 92% para o iQ-Check PCR e 95% para o
método VIDAS.

Uma avaliagdo comparativa entre isolamento convencional, imunoensaio e
reacdo em cadeia da polimerase (PCR), para Salmonella sp foi desenvolvido por
Ruckert et al.,, (2007). A frequéncia de isolamento de Salmonella sp entre as
metodologias foi avaliada considerando a sua aplicabilidade como ferramentas para
0 acompanhamento programas de controle da qualidade, como a andlise de pontos
criticos de controle (HACCP). Como resultado pode se observar que além de serem
mais sensiveis e especificos, imunoensaios e PCR foram mais rapidos e mais
praticos na deteccdo de Salmonella sp, quando comparados a metodologia

convencional.
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No entanto, o estudo realizado por Elizaquivel et al. (2008) demonstrou
discrepancia com os resultados obtidos no presente trabalho, o estudo desse autor
avaliou em tempo real com utilizagcdo do método de reacdo em cadeia polimerase
(RTI-PCR), e o mini-VIDAS Salmonella comparando os resultados obtidos com a
metodologia convencional para a deteccao de Salmonella sp em alimentos prontos
para consumo, como resultado o sistema mini-VIDAS demonstrou sensibilidade de
14,29%, especificidade de 94.34%, enquanto que o método RTI-PCR apresentou
sensibilidade de 80%, e especificidade de 100%, desta forma o método RTI-PCR
destacou-se como um método de deteccdo para Salmonella sp em relacdo ao
sistema mini-VIDAS.

A analise comparativa entre o método mini-VIDAS Listeria e método
convencional ISO, considerando-se este como padréo, para identificacdo de Listeria

sp, esté descrita nas Tabelas 09 e 10.

TABELAO9 RESULTADOS POSITIVOS E  NEGATIVOS NA
COMPARACAO ENTRE O METODO MINI-VIDAS E METODO
CONVENCIONAL ISO (PADRAO) PARA PESQUISA DE
Listeria sp EM LINGUICA RESFRIADA

Diagndstico Listeria sp
Verdadeiro positivo 31
Verdadeiro negativo 18
Falso positivo 1
Falso negativo 1
Total 51

TABELA 10 TESTE DE EXATIDAO ENTRE O METODO MINI-VIDAS E
METODO CONVENCIONAL ISO  (PADRAO)  PARA
PESQUISA DE Listeria sp EM LINGUICA RESFRIADA

Teste de exatiddo Listeria sp
Sensibilidade (S) 96,80%
Especificidade (E) 94,70%
Prevaléncia (P) 62,74%

Taxa de erro falso positivo (TEFP) 5,26%
Taxa de erro falso negativo (TEEN) 3,12%

A prevaléncia de Listeria sp foi de 62,74%. O método mini-VIDAS comparado

com o meétodo ISO para identificacdo de Listeria sp produziu uma sensibilidade de
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96,7% e uma especificidade de 94,70%. A sensibilidade do presente trabalho
produziu um 1 resultado falso-negativo, e a especificidade relaciona-se diretamente
a 1 resultado falso-positivo. Condizendo desta forma, a taxa de falso-negativo
expressa em 3,12% e a taxa de falso-positivo em 5,26%.

Os dados descritos pela analise comparativa entre os método mini-VIDAS e o
meétodo ISO apresentaram-se como metodos muito similares, sendo estes
excelentes métodos de deteccdo para Listeria sp.

O método mini-VIDAS quando comparado ao método ISO, considerado com
padrdo, demonstrou que € capaz de identificar concentracdes muito baixas dos
microrganismos viaveis na amostra. Cabe ressaltar que nem sempre uma amostra
positiva para Listeria sp € patogénica, fazendo parte deste grupo somente a Listeria
monocytogenes que corresponde a incidéncia de somente 13,7% dos 53,9% do total
de amostras positivas para Listeria sp.

Oktay e Heperkan (2006) desenvolveram estudo muito similar ao presente
trabalho, no entanto, envolveram a avaliagdo de queijo e manteiga e as batatas
cozidas. Todas foram examinadas para a presenca de Listeria monocytogenes com
método descrito pela Organizacdo Internacional de Normalizagdo (ISO) 11290, e
mini-VIDAS. L. monocytogenes nao foi encontrada nas amostras de manteiga e
batata cozida, ao passo que foram identificadas em trés amostras do queijo, sendo
qgue, mini-VIDAS foi determinado por ser muito eficiente na identificacdo de L.
monocytogenes em amostras com baixa contagem bacteriana.

Por meio dos dados obtidos na andlise de exatiddo pode-se desenvolver uma
avaliacdo mais precisa dos dados obtidos. A avaliagdo desenvolveu-se pela analise
de exatiddo baseando-se na avaliacdo comparativa entre as metodologias
convencionais (BAM e ISO) e metodologias rapidas (mini-VIDAS Salmonella e mini-
VIDAS Listeria), tendo como padrao a ser comparado o método convencional.

Os dados obtidos estéo descritos nas figuras 15,16,17,e 18.
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FIGURA 15 ANALISE DO METODO MINI-VIDAS ~ SALMONELLA
AVALIANDO POSSIVEIS VARIACOES

O Possivel variacéo
O Resultados verdadeiros

Resultados Positivos Resultados Negativos

Avaliando os resultados obtidos na identificacdo de Salmonella sp pelo
método mini-VIDAS comparado ao método BAM, observamos que a sensibilidade foi
de 100%, correspondendo, desta forma, que as 40 amostras analisadas foram
realmente negativas, no entanto, a especificidade de 88%, corresponde que das 11
amostras positivas, 22% possivelmente seriam falso-positivas, ou seja, 2 amostras,

como demonstrado na figura 15.

FIGURA 16 AVALIACAO DOS RESULTADOS OBTIDOS ATRAVES DO
METODO MINI-VIDAS SALMONELLA PARA IDENTIFICACAO
DAS ESPECIES AVALIANDO POSSIVEIS VARIACOES

O Possivel variagéo
O Resultados verdadeiros

Salnonella sp Rroteus sp ditrobacter sp
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A figura 16 descreve a comparacgdo de espécie, bem como, variagdes obtidas
pelo método mini-VIDAS Salmonella. Observa-se na avaliagdo da Salmonella sp e
Proteus sp, ambas apresentaram 5 amostras positivas, onde possivelmente 1
amostra seria falso-positiva, Citrobacter sp apresentou 1 amostra positiva, no
entanto pela avaliacdo de especificidade possivelmente esta amostra seria falso-

positiva.

FIGURA 17  ANALISE DO METODO MINI-VIDAS LISTERIA AVALIANDO
POSSIVEIS VARIACOES

O Possivel variacdo
O Resultados verdadeiros

Resultados Positivos Resultados Negativos

Avaliando os resultados obtidos na identificacdo de Listeria sp pelo método
mini-VIDAS comparado ao meétodo 1SO, observa-se que a sensibilidade foi de
96,8%, das 19 amostras negativas, destas 3,2% possivelmente seriam falso-
negativas, correspondendo a aproximadamente 1 amostra. Contudo a especificidade
da metodologia foi de 94,7%, sendo que das 31 amostras positivas, 5,3% poderiam
ser consideradas falso-positivas, condizendo a aproximadamente 1 amostra, como

demonstrado na figura 17.
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FIGURA 18  AVALIACAO DOS RESULTADOS OBTIDOS ATRAVES DO
METODO MINI-VIDAS LISTERIA AVALIANDO POSSIVEIS
VARIACOES

O Possiweis \ariactes
O Resultados verdadeiros

L. innocua L grayi L welshimeri L
monocytogenes

A figura 18 descreve a comparacdo de acordo com a espécie, bem como,
variacbes obtidas pelo método mini-VIDAS Listeria. Observamos que das 11
amostras positivas para L. grayi possivelmente 1 seria falso-positiva, na avaliagdo da
L. innocua e L. monocytogenes, ambas apresentaram 7 amostras positivas, onde
possivelmente 1 amostra seria falso-positiva, L. welshimeri apresentou 3 amostras
positivas, onde 1 possivelmente seria falso-positiva.

A andlise de exatiddo avaliando o sistema mini-VIDAS para ambas as

bactérias apresentaram se como excelente metodologia de triagem.

5.3 AVALIAC}AO DOS MEIOS EMPREGADOS PELO METODO ISO 11290-1 PARA
ISOLAMENTO DE Listeria sp

A descricdo dos meios utilizados para a andalise, bem como a forma com a
gual se desenvolveu a avaliagao estdo descritos no item 4.2.5.
A analise comparativa entre os 4gares cromogénicos, para identificacdo de

Listeria sp, esté descrita nas Tabelas 11 e 12.
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TABELA11 RESULTADOS POSITIVOS E  NEGATIVOS NA
COMPARACAO DO METODO ISO EM RELACAO AOS
AGARES CROMOGENICOS PARA PESQUISA DE Listeria sp
EM LINGUICA RESFRIADA

CM1080 Vs.
Diagnéstico CM1084
concordancia positiva 32
discordancia positiva 1
discordancia negativa 0
concordancia negativa 18
Total 51

TABELA 12 TESTE DE CONCORDANCIA ENTRE RESULTADOS
POSITIVOS E NEGATIVOS NA COMPARACAO DO METODO
ISO EM RELACAO AOS AGARES CROMOGENICOS PARA
PESQUISA DE Listeria sp EM LINGUICA RESFRIADA

indices de concordancia CM1080 Vs. CM1084
Perc. global de concordancia 98,0%
Kappa 96,0%

Na Tabela 11 observa-se a comparagdo dos resultados observados nos
meios cromogénicos verificando-se concordéancia positiva de 32 amostras (62,7%) e
concordancia negativa em 18 amostras (35,3%), condizendo a percentagem global
de concordancia apresentada na Tabela 12 de 98,0%.

Discordancia positiva foi relatada em somente uma amostra correspondendo
a 2,0%, e nenhuma discordancia negativa foi relatada.

O teste kappa foi utilizado como meio de comparacdo entre os &gares
cromogénicos, apresentando concordancia em 96,0%, representando uma
concordéancia excelente entres resultados obtidos pelos agares analisados, ou seja,
houve uma forte concordancia entre as correlacdes analisadas.

Apesar de haver algumas diferencas nas composi¢des dos meios analisados,

estas nao pareceram influenciar nas concordancias entre os resultados expressos.
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TABELA 13  RESULTADOS POSITIVOS E  NEGATIVOS NA
COMPARACAO DO METODO ISO EM RELACAO AOS
AGARES CLASSICOS PARA PESQUISA DE Listeria sp EM
LINGUICA RESFRIADA

PALCAM Vs,
Diagnéstico OXFORD
concordancia positiva 34
discordancia positiva 4
discordancia negativa 1
concordancia negativa 12
Total 51

TABELA 14 RESULTADOS POSITIVOS E NEGATIVOS NA TESTE DE
CONCORDANCIA ENTRE RESULTADOS POSITIVOS E
NEGATIVOS NA COMPARACAO DO METODO ISO EM
RELACAO AOS AGARES CLASSICOS PARA PESQUISA DE
Listeria sp EM LINGUICA RESFRIADA

) PALCAM Vs,
Indices de concordancia OXFORD
Perc. global de concordancia 90,0%
Kappa 76,0%

A andlise comparativa entre os agares classicos, para identificacdo de Listeria
sp, esta descrita nas Tabelas 13 e 14.

Na Tabela 13 observa-se a comparagcdo dos resultados dos meios classicos
verificando-se concordancia positiva de 34 amostras (66,5%) e concordancia
negativa em 18 amostras (23,5%), correspondendo a percentagem global de
concordancia apresentada na Tabela 14 de 90,0%, refletindo com a superior
capacidade do 4gar PALCAM em identificar concentraces muito baixas de Listeria
sp quando comparado ao agar Oxford.

Discordancia positiva foi relatada em 4 amostras correspondendo a 7,8%, e a
discordancia negativa ocorreu em somente uma amostra, representando 2,0%.

O teste kappa foi utilizado como meio de comparacdo entre os &gares
classicos, apresentando concordancia em 76,0%, condizendo com uma excelente
concordancia entre os resultados dos agares analisados.

A eficacia dos quatro agares para o isolamento de L. monocytogenes a partir
de amostras de lingtiica resfriada demonstraram-se satisfatérias.
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Gunasinghe (1993), descreveu analise comparativa entre 0os agares seletivos
para Listeria sp, Oxford (Oxoid) e PALCAM (Merck), por meio de estudo de
cinquenta e dois diferentes variedades de salsicha, salame e paté. Sete (13,0%) das
amostras foram positivas para Listeria monocytogenes e 14 (27,0%) amostras foram
positivas para Listeria outras espécies, enquanto 31 (59,0%) amostras foram
negativas para Listeria outras espécies. A eficacia do agar PALCAM e agar Oxford
para o isolamento de L. monocytogenes a partir de amostras de carne foi
comparado. PALCAM demonstrou se consistentemente mais eficaz na supresséo de
outros microrganismos, aumentando assim a possibilidade de deteccao de espécies
de Listeria presentes em numero reduzido. O isolamento de Listeria também
apresentou se mais facil usando PALCAM.

Capita (2001), desenvolveu andalise comparativa entre os meios PALCAM e
Oxford para identificacdo de Listeria sp em retalhos de carne de frango cru.
Percentagens de amostras de Listeria sp foram significativamente mais elevadas no
agar PALCAM quando comparadas com o agar Oxford (95,0% e 87,0%),
respectivamente. Percentagens mais elevadas de amostras contaminadas com
Listeria monocytogenes também foram obtidas com agar PALCAM (31,0%) do que
com agar Oxford (27,0%).

5.4 AVALIACAO DO TEMPO DE ANALISE DOS METODOS

A avaliacdo descritiva do tempo de andlise dispensado para identificacdo de
Salmonella sp e Listeria sp para os métodos convencionais (BAM e 1SO) e métodos
rapidos (mini-VIDAS Listeria e mini-VIDAS Salmonella) esta descritas nas Tabelas

15 e 16 respectivamente.
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TABELA 15 DESCRICAO B DO TEMPO DE ANALISE PARA
IDENTIFICACAO DE Salmonella sp

Atividade Tempo Tempo Total
dispensado
BAM Resultado Pré-enriquecimento 24 horas 72 horas
Negativo em caldo néo seletivo (3 dias)
Enriguecimento em 24 horas

caldo seletivo
Plagueamento 24 horas
seletivo e diferencial

Resultado Atividades envolvendo 72 horas 96 horas
Positivo resultado negativo (4 dias)
Culturaem TSI e LIA 24 horas
Mini-VIDAS Resultado Pré-enriquecimento 24 horas 72 horas
Salmonella Negativo em caldo nao seletivo (3 dias)
Enriguecimento em 24 horas

caldo seletivo

Cultura em caldo “M” 24 horas
Resultado Atividades envolvendo 72 horas 120 horas
Positivo resultado negativo (5 dias)
Plagueamento 24 horas

seletivo e diferencial
Cultura em TSl e LIA 24 horas

Comparando o tempo de resposta dos métodos para identificacdo de
Salmonella sp (Tabela 15), observou-se que, com a utilizacdo do método mini-
VIDAS Salmonella, obteve-se resultados de auséncia do microrganismo em 72
horas, mesmo tempo utilizado para identificacdo pelo método classico BAM. No
entanto, quando se avaliou 0 tempo para pesquisa com resultado positivo observou-
se que o método classico BAM é mais efetivo comparado ao método mini-VIDAS,
pois necessita de 24 horas a menos para obter o mesmo resultado, isto se deve, a
dispensacédo adicional de 24 horas para a cultura do caldo “M”, utlizado no
confirmatério do método mini-VIDAS.
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TABELA 16 DESCRICAO DO TEMPO DE  ANALISE PARA
IDENTIFICACAO DE Listeria sp
Atividade Tempo Tempo Total
dispensado
ISO Resultado * Enriquecimento 24 horas 120 horas
Negativo primario (5 dias)
* Enriguecimento 48 horas
secundario
* Plagueamento 48horas
seletivo
Resultado * Atividades 120 horas 288 horas
Positivo envolvendo resultado (12 dias)
negativo
* Cultura em Indol 168 horas
para avaliacéo da
motilidade
Mini-VIDAS Resultado * Enriquecimento 24 horas 48 horas
Listeria Negativo primario (2 dias)
* Enriguecimento 24 horas
secundario
Resultado * Atividades 48 horas 264 horas
Positivo envolvendo resultado (11 dias)
negativo
* Plagueamento 48 horas
seletivo
* Cultura em Indol 168 horas

para avaliacéo da
motilidade

Comparando o tempo dispensado para o desenvolvimento das metodologias
utilizadas para identificacdo de Listeria sp (Tabela 16), observou-se que, com a
utilizacdo do método rapido mini-VIDAS Listeria, obteve-se o resultado de auséncia
em 48 horas e presenga em 264 horas apds o inicio da analise, seguida de
identificacdo a nivel de espécie através do teste bioquimico API Listeria, totalizando
288 horas.
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Todavia, com a utilizacdo do método convencional ISO obtém-se resultados
de 120 horas para auséncia e 288 horas para presenca de Listeria sp, e resultados
confirmatorios a nivel de espécie com 312 horas, através do teste API Listeria. Esta
diferenca de 72 horas, na identificacdo de resultados presuntivos pelo método
convencional 1SO, é devido ao tempo de incubagdo do enriquecimento secundario
gue requer 48 horas, e a inclusdo de uma terceira etapa, o plagueamento seletivo,
gue necessita de 48 horas de incubacéao.

A diferenca entre o tempo de andlise dos métodos estudados € de no minimo
72 horas para auséncia de Listeria sp; no entanto, como a legislacdo internacional
determina auséncia do género Listeria, 0 método rapido mini-VIDAS apresenta
vantagem apés 48 horas do inicio da andlise para detectar esse género, o que
ocorre somente ap6s 120 horas, utilizando o método convencional ISO.

Os métodos de investigagao laboratorial para microrganismos patogénicos em
alimentos séo criticados pelos analistas por serem laboriosos, desta forma o
presente trabalho contribui para a introducdo de uma metodologia mais rapida
(especialmente quando pesquisado o patdgeno Listeria sp) com a confiabilidade
esperada pelos analistas, desenvolvendo desta forma uma nova realidade voltada a
precisdo de resultados, favorecendo a satisfacdo do produtor por enviar ao mercado
um produto seguro, assegurando vantagens na comercializacdo, e de forma direta
aos consumidores garantindo maior confiabilidade nos produtos a serem

consumidos.
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Um total de 52,9% das amostras de linguica resfriada estavam contaminadas
com Listeria sp, sendo 13,7% com L. monocytogenes, 19,7% com L. grayi, 13,7% L.
innocua, e 5,9% L. welshimeri, enquanto que 3,9% das amostras apresentaram-se
contaminadas com Salmonella sp.

Em avaliacdo comparativa entre metodologia BAM e mini-VIDAS Salmonella,
observou-se que através da metodologia BAM houve uma maior correlacdo com a
identificacdo de Salmonella sp (9,8%), no entanto, a metodologia mini-VIDAS
demonstrou maior expressividade na identificagcdo de Proteus mirabilis e Salmonella
sp, ambos com 9,8% de positividade.

Em avaliacdo comparativa entre ISO e mini-VIDAS Listeria, observou-se que
Listeria grayi predominou em ambos os métodos de andlise com valores de 19,6% e
13,7%, respectivamente, e de que a Listeria monocytogenes demonstrou resultados
expressivos, sendo constatadas em 13,7% em ambas as metodologias.

O método mini-VIDAS comparado com o método BAM para identificacdo de
Salmonella sp apresentou uma sensibilidade de 100% e uma especificidade de
88,89%.

O método mini-VIDAS comparado com o método ISO para identificacdo de
Listeria sp apresentou uma sensibilidade de 96,7% e uma especificidade de 94,70%.

Por meio da andlise de exatiddo na identificacdo de Salmonella sp avaliando
o método mini-VIDAS Salmonella, constatou-se que as 40 amostras negativas
realmente foram negativas, e que das 11 amostras constatadas positivas,
possivelmente 2 seriam falso-positivas.

Na identificacdo de Listeria sp pelo método mini-VIDAS Listeria constatou-se,
pela andlise de exatiddo, que das 19 amostras negativas possivelmente 1 seria
falso-negativa, e das 31 amostras positivas, possivelmente 1 seria falso-positiva.

Os métodos mini-VIDAS Salmonella e mini-VIDAS Listeria apresentaram-se
como excelentes métodos de triagem.

Os &gares cromogénicos (CM1080 e CM1084), foram avaliados entre si,
verificando-se, concordéancia positiva de 62,7% e concordancia negativa em 35,3%,
condizendo a percentagem global de concordancia de 98,0%. Contudo os agares
classicos (PALCAM e Oxford) também foram avaliados, apresentando concordancia
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positiva de 66,5%, e concordancia negativa de 23,5%. O teste de kappa apresentou
concordancia de 96% e 76% respectivamente, representando uma excelente
concordéancia entres resultados obtidos.

Comparando o tempo de resposta dos métodos para identificacdo de
Salmonella sp, observou-se que nao existe diferenca em resultados de auséncia do
microrganismo entre os métodos mini-VIDAS Salmonella e BAM. No entanto quando
avaliou-se o0 tempo para pesquisa com resultado positivo observou-se que o método
classico BAM € mais efetivo comparado ao método mini-VIDAS.

Comparando o tempo para identificacdo de Listeria sp observou-se que o
meétodo mini-VIDAS apresenta auséncia do microrganismo em 72 horas a menos
gquando comparado ao método 1SO. Contudo, quando se avaliou a presenca do
microrganismo obtém-se resposta em 24 horas a menos, quando se compara o
método mini-VIDAS com o método ISO.

A incidéncia de 53,9% de Listeria sp das amostras analisadas, sugere
a necessidade de implementar acbes de inspecado industrial e fiscalizacdo por
orgdos competentes nos produtos produzidos e comercializados por estas
empresas, haja visto que uma vez que estes microrganismos adentram as plantas
industriais dificilmente seriam eliminadas, além da L. monocytogenes representar um
serio risco a saude da populacdo. lgualmente, é preciso alertar as autoridades de
saude e o publico em geral para o risco de listeriose, em particular para gestantes,
recém-nascidos, imunodeprimidos e idosos que constituem a populacdo mais
vulneravel.

A profunda transformacdo do modo de vida dos paises industrializados,
marcadamente pela utilizacdo mais frequente da cadeia de frio, contribui
indubitavelmente para um aumento da contaminacdo dos alimentos por
microrganismos psicotroficos. Desta forma, a reducdo do grau de contaminacao de
matérias-primas e um programa adequado de higiene e sanitariza¢@o, consistem

medidas basicas de prevencao na linha de produc¢éo dos alimentos.
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ANEXO 01 AMOSTRAN\S DE LINGUICA RESFRIADA POR LOCAL DE
PRODUCAO, TIPO E LOCAL DE COLETA
Amostra Local de Producgédo Tipo de amostra Local de coleta
1. Morretes/PR Linglica Blumenau Supermercado
2. Irati/PR Linglica Pura Defumada Hipermercado
3. Curitiba/PR Linglica Blumenau Supermercado
4. Curitiba/PR Linglica Frescal Supermercado
5. Curitiba/PR Linglica Frescal Supermercado
6. Curitiba/PR Linglica de Frango Supermercado
7. S&o Jose dos Pinhais/PR Linglica Frescal Mercado Municipal
8. S&o Jose dos Pinhais/PR Linglica Frescal Mercado Municipal
9. Toledo/PR Linglica Frescal Caseira Hipermercado
10. Toledo/PR Linglica Frescal Hipermercado
11. Toledo/PR Linglica Seca Caseira Estabelecimento
comercial de pequeno
porte
12. Foz do Iguagu/PR Lingtiica Frescal Estabelecimento
comercial de pequeno
porte
13. Curitiba/PR Lingtiica Frescal Feira livre
14. Curitiba/PR Linglica Frescal Hipermercado
15. Curitiba/PR Linglica Pura Hipermercado
16. Curitiba/PR Linglica Frescal Hipermercado
17. Curitiba/PR Linglica Frescal Feira livre
18. Curitiba/PR Lingliica Suina Feira livre
19. Curitiba/PR Lingiica Suina Hipermercado
20. Frederico Westphalen/RS Linglica Toscana Hipermercado
21. Frederico Westphalen/RS Lingiica Suina Hipermercado
22. Concoérdia/SC Linglica de Cordeiro Supermercado
23. Curitiba/PR Linglica Defumada Hipermercado
24, Pitanga/PR Linglica Mista Hipermercado
25. Irati/PR Linglica Pura Hipermercado
26. Curitiba/PR Linglica Mista Hipermercado
27. Curitiba/PR Linglica Pura Acougue
28. S&o Jose/SC Linglica Pura Acougue
29. Concoérdia/SC Linglica Mista Acougue
30. Bom Retiro do Sul/RS Linguica Pernil Hipermercado
31. Bom Retiro do Sul/RS Linglica Toscana Hipermercado
32. Bom Retiro do Sul/RS Linglica de Frango Hipermercado
33. Curitiba/PR Lingliica Suina Mercado Municipal
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34. Bom Retiro do Sul/RS Lingiica Suina Mercado Municipal
35. Chapeco/ SC Linguica Suina Mercearia

36. Medianeira/PR Linglica Toscana Supermercado
37. Pinhais/PR Lingiica Suina Acougue

38. Medianeira/PR Linglica Toscana Acougue

39. Curitiba/PR Linglica Toscana Hipermercado
40. Medianeira/PR Lingtica Pura Suina Hipermercado
41. Curitiba/PR Linglica Toscana Supermercado
42. Bom Retiro do Sul/RS Linglica Pernil Hipermercado
43. Concoérdia/SC Linguica Pernil Supermercado
44, S&o Jose/SC Linglica Mista Hipermercado
45, Chapeco/SC Lingiica Lista Mercado Municipal
46. Cafelandia/PR Linglica Frango Hipermercado
47. Concoérdia/SC Linglica Mista Supermercado
48. S&o Jose/SC Linglica Toscana Acougue

49. Curitiba/PR Linglica Pura Hipermercado
50. Curitiba/PR Linglica Pura Acougue

51. Concoérdia/SC Linguica Pernil Supermercado
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ANEXO 02 RESULTADOS OBSERVADOS PELO EMPREGO DO
METODO ISO 11.290-1 E MINI-VIDAS LISTERIA
CONFIRMADOS PELO SISTEMA API LISTERIA

Amostras ISO Confirmatério mini-VIDAS Confirmatério
1 + L. innocua + L innocua
2 + L. innocua + N&o ldentificada
3 + L. innocua + N&o ldentificada
4 + L. grayi + L. grayi
5 - - - -
6 + L. welshimeri + L. welshimeri
7 - - - -
8 - - - -
9 + L. grayi + L. grayi
10 - - - -
11 - - - -
12 - - - -
13 - - - -
14 + L. grayi + L. grayi
15 + L. innocua + L. innocua
16 - - - -
17 + L. grayi + L. grayi
18 + L. grayi + L. grayi
19 + . monocytogenes + L. monocytogenes
20 - - - -
21 + . monocytogenes + L. monocytogenes
22 - - - -
23 - - - -
24 - - - -
25 + L. grayi - -
26 + L. innocua + L. innocua
27 + L. grayi + L. grayi
28 + L. welshimeri + L. welshimeri
29 + L. innocua + L. innocua
30 - - - -
31 - - - -
32 + L. innocua + L. innocua
33 + L. welshimeri + L. welshimeri
34 - - - -
35 - - - -
36 - - - -
37 + L. innocua + L. innocua
38 - - + N&o ldentificada
39 + L. grayi + L. grayi
40 + . monocytogenes + L. monocytogenes
41 + L. grayi + N&o ldentificada
42 + . monocytogenes + L. monocytogenes
43 + L. innocua + L. innocua
44 + L. innocua + L. grayi
45 - - - -
46 + . monocytogenes + L. monocytogenes
47 + L. grayi + L. grayi
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48 + L. grayi + L. grayi
49 + L. monocytogenes + L. monocytogenes
50 + L. monocytogenes + L. monocytogenes
51 + L. grayi + L. grayi
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ANEXO 03

RESULTADOS OBSERVADOS PELO EMPREGO DO
METODO BAM E MINI-VIDAS SALMONELLA
CONFIRMADOS PELO SISTEMA API 20-E

Amostras

BAM Confirmatério mini-VIDAS Confirmatério
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