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RESUMO

Atualmente a L. monocytogenes é considerada um patégeno de importincia em
alimentos, pois varios surtos e casos de listeriose associados ao consumo de
alimentos tém sido relatados, incluindo os produtos de frango. O aumento da
produgdo brasileira de carnes de aves, a reducao de preco no mercado interno e
conseqiiente aumento do consumo e a falta de métodos oficiais para a
quantificacio de L. monocytogenes em alimentos, principalmente os in natura,
levaram ao desenvolvimento deste projeto numa tentativa de quantifica-la para
que limites maximos de tolerincia possam ser propostos. Amostras resfriadas de
peito e de frango inteiro obtidas no comércio varejista, foram submetidas a
quantificacio de Listeria spp pelo método do Namero Mais Provavel (NMP)
utilizando-se: a) caldo Fraser modificado (MdFB) contendo 20 mg de
acriflavina/l. a 35°C/48h; b) caldo de enriquecimento para Listeria (LEB)
(USDA) a 30°C/48h e c¢) caldo LEB a 30°C/24h seguido do caldo Fraser
modificado (MFB) (USDA) a 35°C/24-48h. No isolamento foram utilizados os
agares cloreto de litio feniletanol moxalactam (LPM) e Oxford modificado
(MOX) e na identificagdo as provas bioquimicas padrao ou o kit API-Listeria.
Os resultados revelaram: i) a viabilidade do emprego do meio MdFB na técnica
do NMP; ii) valores de NMP para Listeria sp e L. monocytogenes entre <0,3 a
93/g para peitos e entre <9 a 2,8x10%/carcaca ou <0,005 a 1,943/g de frango; iii)
predominio de L. innocua, L. monocytogenes, L. welshimeri e L. seeligeri. Em
estudo paralelo com as mesmas amostras, verificou-se ocorréncia elevada de
Listeria sp e L. monocytogenes, com indices de 96,7% e 90,0% respectivamente e
pequena diferenca entre carcacas e peitos de frango. O agar LPM apresentou
desempenho melhor que 0 MOX no isolamento de L. monocytogenes. Em outro
estudo, empregando-se a técnica do NMP proposta, verificou-se a ineficiéncia
de hipoclorito de sédio e de fosfato trissédico na redugao de L. monocytogenes
em coxas de frango artificialmente contaminadas; os niveis de redugao obtidos
foram < 0,42 ciclos log, os quais ndo foram considerados estatisticamente

significantes.
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SUMMARY

The use of the Most Probable Number (MPN) method to quantify
Listeria spp, evaluation of its occurrence in chicken meat and the efficiency of

sanitizing agents in the reduction of L. monocytogenes contamination.

L. monocytogenes is currently considered to be an important food pathogen, since various
outbreaks and cases of listeriosis have been related to the consumption of foods, including
some chicken products. The increase in the production of fowl meats in Brasil, the
reduction of the price on the internal market and consequent increase in consumption by
the population and the lack of official methods for the quantification of L. monocytogenes
in foods, principally in raw foods, are the factors which led to the development of this
project, aimed at quantifying the problem and subsequently proposing maximum
tolerance limits. Thus refrigerated samples of chicken breast and whole chickens, all
obtained on the retail market, were quantified for Listeria spp by the Most Probable
Number (MPN) method, using a) modified Fraser broth (MdFB) containing 20 mg
acriflavine/L at 35°C/48h; b) Listeria enrichment broth (LEB) (USDA) at 30°C/48h and
¢) LEB broth at 30°C/24h followed by modified Fraser broth (MFB) (USDA) at 35°C/24-
48h. For the isolation procedure, lithium chloride phenylethanol moxalactam agar (LPM)
and modified Oxford agar (MOX) were used, and the standard biochemical test or API-
Listeria kit used for identification. The results showed the following: i) the viability of
using the medium MdFB in the MPN technique; ii) MPN values for Listeria spp and L.
monocytogenes between <0.3 and 93/g for breasts and between <9 and 2.8x10°/carcass or
<0.005 to 1.943/g chicken and iii) predominance of L. innocua, L. monocytogenes, L.
welshimeri and L. seeligeri. In a parallel study with the same samples, an elevated
occurrence of Listeria spp and L. monocytogenes was determined, with indices of 96.7%
and 90.0% respectively, the difference between the carcasses and breasts being relatively
small. LPM agar was shown to be a better isolation media for L. monocytogenes than
MOX. In another study using the proposed MPN technique, the inefficiency of sodium
hypochlorite and of trisodium phosphate in the reduction of L. monocytogenes in
artificially contaminated chicken legs was shown, the reduction levels being <0.42 log

cycles, and not therefore statistically significant.
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1. INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

Na atualidade, em vista da crescente exigéncia dos consumidores em relagdo
a qualidade e seguranga, as industriais de alimentos vém se preocupando com a
implantagdo de sistemas de qualidade cada vez mais eficientes e capazes de
proporcionar/garantir a qualidade de seus produtos. Nesta mesma diregdo, os
orgaos oficiais de controle procuram estabelecer padrées e normas que possam
orientar e regulamentar os parametros de qualidade e os pesquisadores tentam
estudar tanto a otimizag&o e automatizagdo de processos quanto o desenvolvimento
de metodos analiticos para monitorar ou avaliar as condigbes dos processos e a
qualidade dos produtos.

Dentre os microrganismos patogénicos a L. monocyfogenes é considerada
atualmente importante na microbiologia de alimentos, por estar associada a varios
surtos e casos de listeriose pelo consumo de alimentos, tendo sido os produtos de
frango incriminados como veiculo de transmissdo em varios deles. O aumento da
producéo de carnes de aves no Brasil, com o consequiente aumento do consumo
interno e a falta de métodos para quantificagéo de L. monocytogenes em alimentos,

principalmente nos in natura, destacam a necessidade de pesquisas nesta area.

Embora o primeiro isolamento de Listeria monocytogenes tenha sido
realizado em 1926 por Murray e colaboradores e o primeiro caso de listeriose
humana tenha sido descrito em 1929 por Nyfeldt, foi somente a partir da década de
80 que surtos de listeriose de origem alimentar foram relatados. A partir dai, houve

um crescente aumento de pesquisas sobre Listeria.

Ao contrario das outras bactérias causadoras de toxinfecgdes alimentares
que normalmente acarretam distarbios gastrintestinais, a L. monocytogenes
manifesta-se  principalmente provocando meningite e meningoencefalite,
acometendo preferencialmente gestantes, recém-nascidos, idosos e pessoas
imunodeprimidas. Devido a gravidade da doenca e a alta taxa de mortalidade em
individuos suscetiveis, ela vem merecendo a atengdo de microbiologistas de

alimentos e profissionais da érea da saude, que tém se dedicado a elucidagéo dos



aspectos epidemioldgicos envolvidos na doenga, bem como ao controle e redugéo
da listeriose de origem alimentar, diminuindo, assim, os riscos a saude do

consumidor.

As bactérias do género Listeria sdo amplamente distribuidas na natureza e
apresentam a propriedade de se multiplicar em temperaturas de refrigeragao, fato
que dificulta a obtencéo de alimentos in natura livres destas bactérias. Assim, torna-
se relevante a quantificacéo de L. monocytogenes nestes alimentos para que limites

maximos de tolerancia possam ser propostos.

Atualmente os métodos oficiais baseiam-se na detecgdo do microrganismo,
mas n&o a sua quantificagdo. Poucos trabalhos sobre quantificagdo de Listeria sp
tém sido realizados e ndo havendo método padrdo recomendado pelos 6rgdos
oficiais, cada pesquisador tem preconizado um método diferente.

Quanto a ocorréncia de L. monocytogenes em carnes de aves, trabalhos
mostram que a incidéncia é bastante variavel. No Brasil, alguns trabalhos sobre a
incidéncia de Listeria spp. em alimentos de origem animal ja foram realizados,
inclusive em carnes de frango. No entanto, a quantificagdo deste patégeno nestes
produtos néo foi realizada.

Os agentes quimicos, como compostos clorados e acidos organicos, s&o
utilizados no processo de abate de animais para redugdo da microbiota
contaminante, visando principalmente a eliminagdo de Salmonella sp. Em 1992, o
uso de fosfato trissédico na redugdo da contaminagéo de carcacas de aves foi
aprovado nos Estados Unidos. No Brasil, o Ministério da Agricultura autorizou, em
1995, o uso do produto em estabelecimentos com Servigo de Inspecdo Federal.
Alguns trabalhos realizados demonstram que o fosfato trissédico é eficiente na
reducdo da contaminagdo de Salmonella e Campylobacter em aves, todavia, ha
poucos relatos da agéo deste agente sobre L. monocytogenes.



Diante desta realidade, o presente trabalho foi proposto na tentativa de
colaborar com a melhoria dos métodos de quantificacdo de Listeria sp em carnes de
frango e contribuir na obtengdo de carnes de frangos livres de L. monocytogenes.

2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVOS GERAIS

1. Propor uma metodologia para quantificacéo de Listeria spp em carnes de

frango, baseada na técnica do Numero Mais Provavel (NMP).

2. Verificar a ocorréncia de Listeria spp em produtos de frango.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Estudar a técnica do NMP de 3 tubos utilizando meios de cultura

empregados tradicionalmente nos métodos de detecgdo de Listeria sp.

2. Avaliar a ocorréncia, e o nivel de contaminacgao, de L. monocytogenes em
cortes e carcagas de frango utilizando a técnica do NMP.

3. Avaliar a eficiéncia dos meios de cultura tradicionais na detec¢do de L.

monocytogenes.

4. Avaliar a eficiéncia da aplicagao de fostato trissédico e de hipoclorito de
sodio na redugdo da contaminagdo por L. monocytogenes em coxas de

frango.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. TAXONOMIA DE LISTERIA

O primeiro isolamento de Listeria monocytogenes foi realizado em 1926 por
Murray e colaboradores. Nesta ocasido, um bastonete Gram positivo foi isolado de
sangue de coelhos que apresentavam uma doenga caracterizada como monocitose
tipica, assim foi chamado de Bacterium monocytogenes. Trés anos depois, Pirie
isolou uma bactéria de figado infectado de um camundongo africano e 0 denominou
Listerella hepatolytica. Posteriormente, soube-se que B. monocytogenes e L.
hepatolytica eram o mesmo microrganismo e o nome foi alterado para Listerella
monocytogenes. Porém, em 1939 foi descoberto que desde 1906 o nome Listerella
ja era usado na designagao de um grupo de bolores. Entdo, em 1940, Pirie propds a
mudanga do nome Listerella monocytogenes para Listeria monocytogenes, que foi
aceita e adotada na 6° edicdo do "Bergey's Manual of Determinative Bacteriology".
Em 1954 foi aprovado pela Comissdo Judicial de Nomenclatura e Taxonomia
Bacteriolégica (RYSER & MARTH, 1991).

O género Listeria, inicialmente foi descrito contendo apenas L.
monocytogenes (senso lato) e posteriormente, baseados em estudos de
hibridizacdo de DNA/DNA, foi redefinido para incluir cinco espécies, sendo apenas
uma reconhecida como L. monocytogenes (senso estrito) (Mc LAUCHLIN, 1987).

Na 92 edigcdo do "Bergey's Manual of Sistematic Bacteriology" (SEELIGER &
JONES, 1986), o género Listeria encontra-se classificado na seg¢éo 14, no grupo dos
bastonetes regulares, Gram positivos € ndo esporogénicos. O género Listeria inclui
cinco espécies: L. monocytogenes, L. innocua, L. welshimeri, L. seeligeri e L.
ivanovii. Inclui ainda trés espécies com classificag@o incerta ("incertae sedis"): L.
grayi, L. murrayi e L. denitrificans. Em 1987 (ROCOURT et alii, 1987), esta ultima foi
redenominada como Jonesia denitrificans baseada nas caracteristicas bioquimicas e
através da analise do rRNA (acido nucléico ribossdmico 16S) que demonstrou estar

filogeneticamente relacionado com membros da subdivisdo dos actinomicetos.



Atualmente na 9° edicdo do "Bergey's Manual of Determinative Bacteriology"
(HOLT et alii, 1994), L. denitrificans foi transferido para o género Jonesia, no grupo
20 dos bastonetes Gram positivos irregulares ndo esporogénicos. O género Listeria
encontra-se no grupo 19 e passou a apresentar 7 espécies, L. monocytogenes, L.
ivanovii, L. innocua, L. seeligeri, L. welshimeri, L. grayi e L. murrayi.

Em 1992, BOERLIN et alii estudaram varias cepas de L. ivanovii e
constataram que dois grupos gendmicos representam duas subespécies, L. ivanovii
subsp. ivanovii e L. ivanovii subsp. londoniensis subsp. nov.

3.2. CARACTERIZACAO MORFOLOGICA E BIOQUIMICA

Morfologicamente os microrganismos do género Listeria apresentam a forma
de pequenos bastonetes Gram positivos regulares, de 0,4-0,5 um de didmetro e 0,5-
2,0 um de comprimento, que podem aparecer isolados, em cadeias curtas ou
arranjados em forma de V, ou ainda dispostos paralelamente. Nao formam esporos
nem capsula. Apresentam poucos flagelos peritriquios € em meio semi-sélido a 20-
25°C apresentam motilidade tipica na forma de guarda-chuva. As colénias quando
em meios de cultura claros e translucidos e sob luz obliqua transmitida, apresentam-
se com coloragdo azul esverdeada. Sdo aerdbios e anaerdbios facultativos
(SEELIGER & JONES, 1986). Proliferam numa faixa de temperatura de -0,4 a 50°C
(FARBER & PETERKIN, 1991) com crescimento 6timo a 30-37°C (SEELIGER &
JONES, 1986). Crescem em pH variando entre 50 a 9,5 (LOVETT & TWEDT,
1988), atividade de agua (a,) minima de 0,90 (FARBER et alii, 1992) e toleram altas
concentragdes de cloreto de sédio (FARBER & PETERKIN, 1991).

As caracteristicas bioquimicas para identificagdo das bactérias do género
Listeria s&@o: producdo de catalase, ndo produgdo de oxidase, fermentagdo de
glicose com produgéo de acido latico sem produgéo de gés, nao producgéo de indol,
provas de Voges Proskauer e vermelho de metila positivas, hidrolizam a esculina e
o hipurato de sodio, nao hidrolizam a uréia, a gelatina e a caseina (SEELIGER &
JONES, 1986).

Os testes bioquimicos para diferenciacdo das espécies estdo apresentados



na Tabela 1 e compreendem a prova de reducgdo de nitrato, a produgéo de f-
hemolisina em &gar sangue de cavalo, a utilizagdo do manitol, ramnose e xilose, o
Camp teste e a patogenicidade em camundongos.

Tabela 1. Caracteristicas de diferenciagédo das espécies do género de Listeria.

CAMP teste Utilizagéo de
Listeria sp B-hemolise redugio de S. R Manitol Ramnose Xilose Pat.’
nitrato  gureys”  equii ’

L. monocytogenes 4o - + - - + -

L. ivanovii + - - + - - +

L. innocua - - - - - ve - -
L. welshimeri - - - - - v + -
L. seeligeri + - + - - - + -
L. murrayi - + - - + v - -
L. grayi - - - - + - - -

: Staphylococcus aureus NCTC 1803.
Rodococcus equii NCTC 1621.

°Pat. = patogenicidade em camundongo.
¢ Poucas cepas negativas.

®V = variavel.
Fonte: SEELIGER & JONES, 1986.

3.3. LISTERIOSE HUMANA

3.3.1. MANIFESTAGOES CLINICAS

O primeiro caso de listeriose humana foi descrito em 1929 por Nyfeldt que

isolou a bactéria de sangue de pessoas com doenga semelhante & mononucleose
(Mc LAUCHLIN, 1987).

Entre as espécies de Listeria existentes, somente as produtoras de §-
hemolisinas sdo consideradas patogénicas tanto para o homen como para os
animais, a saber: L. monocytogenes, L. ivanovii e L. seeligeri. L. monocytogenes é
responsabilizada pelo maior numero de casos de listerioses relatados no homem e
animais (Mc LAUCHLIN, 1987). No entanto, alguns relatos de infecgbes humanas



por L. ivanovii em pacientes aidéticos foram descritos (CUMMINS et alii, 1994,
LESSING et alii, 1994).

Na populagdo, as mulheres gravidas, recém-nascidos, criangas menores de 1
ano, idosos e pessoas imunologicamente deprimidas, compdem o grupo suscetivel
a adquirir uma infecgéo por L. monocytogenes (MARTH, 1988).

Em gestantes, a listeriose se manifesta com sintomas semelhantes aos de
gripe. Os sintomas comumente observados s&o: febre, dor de cabega, calafrios e
dores nas costas, aparecendo as vezes faringite, diarréia e inflamagéo dos rins;
ocasionalmente ocorre meningite. A bacteremia na gestante pode levar a infecgao
do feto via rota transplacental, o que ocorre geralmente no terceiro trimestre de
gestacdo. As vezes, logo apds os sintomas de febre e calafrios, ocorre o aborto ou o
nascimento de bebés prematuros. A bacteremia no feto consequentemente acarreta
a disseminagéo da bactéria em varios 6rgdos (MARTH, 1988).

Em neonatos, as manifestagdes sdo variadas e incluiem normalmente, falha
cardiaca, dificuldade respiratéria, pneumonia, conjuntivite, hiperexcitabilidade,
vomitos, anormalidades hematologicas e hipo ou hipertermia. A doenga
predominante é a meningite (FARBER & PETERKIN 1991). Normalmente nos
recém-nascidos a listeriose também envolve varios 6rgdos (MARTH, 1988).

Além dos recém-nascidos, a listeriose também pode ser observada em
criancas entre 7 meses a 1 ano de idade. Ja foi observado que pode ocorrer um
atraso no desenvolvimento neural e paralisia do corpo em fetos ou neonatos que
sobreviveram a doen¢a (MARTH, 1988).

A listeriose envolvendo o sistema nervoso central se manifesta na forma de
meningite e meningoencefalite que acomete principalmente os idosos,
freqUientemente homens com idade acima de 60 anos e pacientes imunodeprimidos.
Outras manifestagdes esporadicas sdo: endocardites, peritonites, pneumonia,
osteomielite, artrites e abcesso de figado (FARBER & PETERKIN 1991). O curso da
doenga normalmente é fulminante com mortalidade em 70% dos pacientes ndo
tratados ou tratados tardiamente (MARTH, 1988).



A morte em adultos sadios € rara, contudo, pode atingir taxas de 30% em
pessoas imunodeprimidas, recém-nascidos e criangas muito jovens (LOVETT &
TWEDT, 1988).

O periodo de incubagéo estimado da doenca é de uma a varias semanas
(apud KERR et alii, 1988b). No entanto, ja foram descritos casos de listeriose
humana com periodo de incubagédo entre 3 a 5 dias (KERR et alii, 1988b e
KACZMARSKI & JONES, 1989).

A dose infecciosa necesséria para causar a doenga ainda nao esta bem
definida. Acredita-se que a dose seja variavel e dependente do estado de saude do

individuo e da pré-disposicdo das pessoas. Para pessoas suscetiveis, sugere-se

uma dose estimada entre 10° a 105 organismos por grama, sendo provavelmente
mais alta para adultos saudaveis (ENGEL et alii, 1990).

Entre 5 a 10% da populagéo geral pode ser portadora do microrganismo
(FARBER & PETERKIN 1991).

3.3.2. FORMAS DE TRANSMISSAO

A principio, além da via alimentar, existem varias formas de transmiss&o da
infecg&o por L. monocytogenes, ou seja, por contato direto com material infectado,
infecg&o cruzada durante o periodo neonatal e infecgdo via rota transplacental em
fetos (McLAUCHLIN, 1996).

3.3.2.1. Transmissdo de origem ndo alimentar

A transmissé&o de listeriose por rota nao alimentar, ocorre principalmente pelo
contato direto com animais infectados, contaminagéo de fetos e neonatos através da
mae e através da contaminagao cruzada de bebés em hospitais.

A listeriose transmitida pelo contato direto com material de animal infectado
nado é comum. Em 1994, McLAUCHLIN & LOW revisando os casos de listeriose
cutdnea em adultos, verificaram que este tipo de infeccdo era uma doenca
ocupacional que atingia médicos veterinarios e fazendeiros. As lesbes cutaneas

normalmente ocorreram nos bragos e maos cuja pele havia sofrido irritagdo. A
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contaminagdo era originaria de material proveniente do aborto de bovinos
infectados. Nestes casos, o periodo de incubacdo era de 1 a 2 dias e a dose

infecciosa provavelmente era alta.

SEELIGER (1961) e MOUTON & KAMPELMACHER (1966) (citado por
McLAUCHLIN & LOW, 1994) observaram casos de meningite em fazendeiros que
assistiram abortos de bovinos.

Um surto de listeriose em recém nascidos ocorreu em 1989, em um hospital
da Costa Rica. As investigacdes realizadas revelaram que os 10 recém nascidos
doentes foram contaminados pelo 6leo mineral utilizado no banho. L.
monocytogenes do sorovar 4b com o0 mesmo padrédo de eletroforese isoenzimatica
foi isolado do sangue dos bebés e do 6leo mineral (SCHUCHAT et alii, 1991).

A infecgéo de recém nascidos também pode ocorrer durante o parto, ocasido
em que a crianga presumivelmente pode aspirar material fecal ou vaginal infectado
(SCHLECH, 1996).

Casos de listeriose com histérico semelhante a gripe ocorridos em gestantes,
resultaram em abortos espontaneos, devido a contaminacdo do feto via rota
transplacental (CAIRD, 1989).

3.3.2.2. Transmissdo de origem alimentar - Surtos e casos de infeccdes

alimentares

O consumo de alimentos contaminados € a principal rota de transmissao de
L. monocytogenes. Diversos alimentos ja foram associados a casos esporadicos e a
surtos de listeriose em varios paises. No Brasil no entanto, ndo ha relatos da

ocorréncia de tal infecgao.

Na década de 80, ocorreu um crescente aumento no nimero de casos de
listeriose nos paises do Hemisfério Norte. O ndimero de casos notificados na Gra
Bretanha no periodo de 1967 a 1977 era inferior a 50 casos/ano, no entanto, em
1985 atingiu 142 casos e em 1987, 214 (McLAUCHILIN et alii, 1988). Na década de
90 houve um declinio na incidéncia da doenga, com aproximadamente 120 casos
em 1994 (McLAUCHILIN, 1996).



Uma reduc&o no numero de casos de listeriose humana também ocorreu nos
Estados Unidos no periodo de 1989 a 1993 (TAPPERO et alii, 1995).

Em 1979, houve um surto de listeriose em oito hospitais de Boston, onde 23
pacientes imunodeprimidos foram acometidos pela doenga, sendo que em 87% dos
casos, isolou-se L. monocytogenes do sorotipo 4b. Segundo as investigagdes
realizadas, foi sugerido a possibilidade de que alguns pratos, como salada de
frango, atum e queijo, servidos com vegetais crus (aipo e alface) contaminados com
Listeria terem sido o veiculo de transmissao (HO et alii, 1986).

Na Nova Zeléandia, em 1980 ocorreu um surto envolvendo 29 pessoas sendo
23 perinatais, com 9 mortes, onde o alimento implicado foi peixe cru e ou marisco
(citado por FARBER & PETERKIN, 1991).

Nas Provincias Maritimas do Canada, em 1981, ocorreu um surto de
listeriose com 34 casos perinatais e 7 em adultos. O provavel veiculo de
transmissdo foi a salada de repolho cru (“colesiaw’) contaminada com L.
monocytogenes sorotipo 4b. A investigagdo demonstrou que no cultivo dos
repolhos, esterco de ovelhas foi utilizado como fertilizante, sendo que algumas das
ovelhas apresentaram infecgé@o por L. monocytogenes (SCHLECH et alii, 1983).

Outro surto associado ao sorotipo 4b ocorreu em Massachusetts, em 1983.
Nesta ocasido, 49 pessoas, gestantes, bebés e adultos imunodeprimidos
adoeceram, com 29% de casos fatais. O surto, foi associado ao consumo de leite
pasteurizado integral e leite pasteurizado com 3% de gordura, submetidos a
tratamento térmico inadequado. Varios sorotipos de L. monocytogenes foram
isolados de leite cru e casos de listeriose foram observados nas vacas produtoras
do leite (FLEMING et alii, 1985).

Em 1985, uma epidemia de listeriose ocorreu em Los Angeles, Califérnia,
com 142 casos, sendo 65,5% em gestantes e 34,5% em adultos com fatores
predisponentes. L. monocytogenes sorotipo 4b foi isolado de pacientes e de queijo
macio tipo Mexicano. As investigacdes realizadas na industria produtora do queijo
revelaram que a origem da contaminagao foi provavelmente a utilizagdo de 10% a
mais de leite que a capacidade de pasteurizacdo, ocasionando desta forma um
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tratamento térmico insuficiente ou ainda a introdugdo de leite cru no leite apds a
pasteurizacdo inicial (LINNAN et alii, 1988).

Outro surto devido ao consumo de queijo mole ocorreu na Suiga, entre 1983
a 1987. Neste periodo, ocorreram 122 casos de listeriose, com 31 mortes, sendo
que a maioria dos isolados de L. monocytogenes era do sorotipo 4b. As pesquisas
revelaram que as cepas isoladas do queijo tipo “Vacherin Mont d'Or" eram
indiscutivelmente do mesmo sorotipo e fagotipo da maioria das culturas humanas do
periodo epidémico (BILLE, 1990).

O mais recente surto de listeriose ocorreu na Franga, em 1992, envolvendo
279 casos com 63 mortes e 22 abortos e a causa foi a ingestdo de alimento a base
de lingua de porco cozido (citado por DEVER et alii, 1993).

Alimentos como: camaréo, paté e salame também ja foram associados a
surtos de listeriose (citado por FARBER & PETERKIN, 1991).

Em pesquisas realizadas pelo “Center for Diseases Control” (CDC) entre
1986 e 1987, sobre infecgbes por L. monocytogenes em 6 regides dos Estados
Unidos da America (EUA), salsicha ndo cozida (“hot dog”) e frango mal cozido,
foram associados aos casos esporadicos ocorridos neste periodo (SCHWARTZ et
alii, 1988).

KERR et alii (1988b), relataram um caso em que uma gestante apresentou
sintomas de gripe com aborto espontaneo. O alimento incriminado foi um frango
cozido resfriado cujo consumo ocorreu ap6és 3 dias sob refrigeracdo em uma salada.
Neste caso, foi isolado L. monocytogenes do sorotipo 4.

Alimentos a base de carnes de aves também tém sido incriminados como
veiculos de transmissdo de listeriose. KACZMARSKI & JONES, 1989 descreveram
um caso onde uma mae imunodeprimida adquiriu listeriose e seu filho apresentou a
doenga de forma suave, com mal estar, diarréia e vomitos. Neste caso, "nuggets" de
frango foram a provavel fonte de contaminag&o dos doentes.
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Outro caso aconteceu com uma paciente com cancer e o alimento implicado
foi salsicha de peru, que a paciente consumia diariamente, aquecida no microndas
(BARNER et alii, 1989).

Um caso de listeriose foi descrito por AZADIAN & FINNERTY (1989), onde L.

monocytogenes do sorotipo 4b foi isolada do doente e do alimento. O alimento

incriminado foi queijo com 107 UFC/g de L. monocytogenes.

JUNTTILA & BRANDER (1989), relataram um caso associado ao consumo de
cogumelos salgados. L. monocytogenes sorotipo 4b foi isolada do sangue do
doente e do alimento (3,8x10° UFC/g).

Também ja ocorreram casos de listeriose associados a ingest&o de ovos crus
(SCHWARTZ et alii, 1988), vegetais em conserva (KERR et alli, 1988b) e tabletes
de alfafa (FARBER et alii, 1990).

3.4. OCORRENCIA NO MEIO AMBIENTE

A L. monocytogenes & um microrganismo amplamente encontrado na
natureza, tanto em ambientes terrestre como aquatico.

Este microrganismo ja foi isolado de solo cultivado e ndo cultivado (HOFER,
1984, BRACKETT, 1988), milho, soja e grama (BRACKETT, 1988), silagem,
forragem (BRACKETT, 1988; SKOVGAARD & MORGEN, 1988), palha, esterco e
fezes de animais (SKOVGAARD & MORGEN, 1988; IIDA et alii, 1991).

A silagem pode albergar L. monocytogenes em niimeros superiores a 12.000
celulas por grama. As aves sdo consideradas vetores na inoculacdo desta bactéria
na silagem, e esta, a origem de listeriose dos animais (BRACKETT, 1988).

A L. monocytogenes também foi isolada em &guas de rios, lagos, canais,
esgotos tratado e n&o tratado e efluentes de abatedouros (BRACKETT, 1988).

Em animais, L. monocytogenes estd associada ao trato intestinal ou a
infecgdes subclinicas.

Inumeros animais apresentam L. monocytogenes, entre eles podemos citar:
bovinos, suinos (BRACKETT, 1988; IIDA et alii, 1991), ovinos, equinos, caprinos,
12



caes, gatos, coelhos, veados, gambas, chinchilas, anfibios como sapos e rés,
peixes, crustaceos, carrapatos, insetos, aves como frango, peru, pato, ganso,
faisdo, canario, pombo, gar¢a, papagaio, perdiz, galo silvestre (BRACKETT, 1988) e
rato (IIDA et alii, 1991).

No meio ambiente a Listeria apresenta grande resisténcia a dessecacéo,
sobrevivendo 3 meses em forragem seca, mais de 6 meses em palha seca, mais de
2 anos em fezes secas e 295 dias em solo (LOVETT & TWEDT, 1988).

Em ambientes domésticos, COX et alii (1989) encontraram L. monocytogenes
em panos de prato e refrigeradores.

3.5. OCORRENCIA NAS INDUSTRIAS DE ALIMENTOS

A L. monocytogenes esta presente em varios ambientes das industrias de
alimentos. A disseminagdo de L. monocytogenes ao longo da linha de
processamento de aves, tem sido estudada por varios pesquisadores, afim de
avaliar o papel das diversas etapas de processamento, do ambiente e dos
equipamentos na contaminagao do produto final.

Em 1988, SKOVGAARD & MORGEN investigando 2 abatedouros, com
producdo anual de 4 e 11 milhGes de frangos, isolaram no primeiro L.
monocytogenes de pele de pescogo apds o processo de escalda a 50,6°C/2 min e
resfriamento ao ar e em tanque e, apoés escalda a 58,6°C/1 min e resfriamento em
tanque. No segundo, foi isolado em pele de pescogo apds o processo de
resfriamento ao ar e em gaiolas de transporte de aves.

HUDSON & MEAD (1989) encontraram L. monocytogenes em abridor
automatico de carcaga, cortador de pele de pescogo, esteira transportadora para o
setor de embalagem, dreno da linha de evisceragdo, e em pele de pescogo de
frangos antes do recebimento da embalagem.

Num estudo realizado em abatedouro de frango, GENIGEORGIS et alii
(1989), avaliaram a potencial contribuicdo das praticas de abate na prevaléncia de
Listeria spp no produto final. L. monocytogenes foi isolada de dgua de resfriamento,
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agua reciclada para limpeza de moelas e de carne mecanicamente separada. Em
agua de gotejamento de depenadeira, L. innocua foi isolada. L. monocytogenes
também foi encontrada em m&os e luvas de manipuladores daquele
estabelecimento.

VARABIOFF (1990) avaliou abatedouros de frango: de grande porte, com
sistemas automaticos e de pequeno porte, com sistemas manuais. L.
monocytogenes foi encontrada em agua de resfriamento de abatedouro de pequeno
porte onde a temperatura da agua estava entre 3 a 9°C, no entanto nao foi
encontrado em agua de escalda. Analisando frangos apds algumas etapas do
processamento, L. monocytogenes foi isolado apds o resfriamento, porém somente
L. innocua foi encontrado apds escalda e evisceragdo.

DYKES et alii (1994), detectaram L. monocytogenes em dedos de borrachas
de depenadeira, em tubo da maquina de embalagem e em pele de pesco¢o de

frangos apds resfriamento e apds o recebimento da embalagem.

LONCAREVIC et alii (1994) investigaram a ocorréncia de espécies de Listeria
em frangos de 2 abatedouros ap6s pré-resfriamento e apds o resfriamento em agua
clorada. L. monocytogenes foi isolada apenas apds a passagem pelo resfriamento

em agua < 10 ppm de cloro disponivel livre.

Em recente trabalho, OJENIYI et alii (1996) investigaram 7 abatedouros na
Dinamarca. O estudo compreendeu desde a andlise de matrizes, frangos na
criagdo, gaiolas de transporte e varios pontos na linha de processamento. Os
resultados revelaram a presenga de L. monocytogenes em amostras de ceco de
matrizes, em gaiolas de transporte sujas ou limpas, em agua de escalda, em
equipamentos de evisceragao, depenagem, separador de penas, resfriador giratorio,
em pisos e paredes e na segdo de cortes. Em frangos, foi detectado em pele de

pescogo antes e apos o resfriamento e em produtos prontos.

LAWRENCE & GILMOR (1994) reportaram a incidéncia de Listeria spp, em
particular L. monocytogenes em ambientes processadores de frangos, sendo o
patogeno encontrado em superficies de ago inoxidavel de equipamentos, esteiras
trasportadoras, maganetas de portas, pisos e drenos.
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Em abatedouro de peru, GENIGEORGIS et alii (1990), isolaram L.
monocytogenes de agua de gotejamento de depenadeira, agua reciclada para
limpeza de moelas, em carne mecanicamente separada e em maos e luvas de

manipuladores.

WENGER et alii (1990) avaliaram uma industria produtora de salsicha de
peru e encontraram L. monocytogenes na linha de produgdo em emulsédo crua,
emulsdo cozida e apos resfriamento e apds descascamento da salsicha. Este
agente também foi isolado de piso do local de resfriamento e de correia

transportadora para despeladeira de salsicha.

Em industria processadora de leite, espécies de Listeria foram encontradas
mais frequentemente em equipamentos de embalagem, transportadeiras, palet,
dreno, piso e paredes de planta processadora de leite fluido (NELSON, 1990). COX
et alii (1989), tambeém encontraram L. monocytogenes em dreno, piso, residuos e
equipamentos de processamento de industria de queijo tipo italiano e em
equipamentos de processamento de sorvete. O patégeno também ja foi isolado de
aguas residuais de industrias de laticinios (SERAFINI et alii, 1996).

Em usina de processamento de salmdo defumado RORVIK et alii, 1995
isolaram L. monocytogenes da agua do mar, ambiente de processamento da sala de
defumagé&o, de peixes antes e apés filetagem, de peixes apés salga e em salméo
defumado embalado a vacuo. No Brasil, pesquisa realizada por DESTRO (1995),
em industria processadora de camarao, revelou a presenga de L monocytogenes
em utensilios, ambiente, m&os de manipuladores, agua de diferentes pontos da
linha de processamento, além do carmaréo.

3.6. OCORRENCIA EM ALIMENTOS

Certamente os animais, o homem e o0 meio ambiente representam o
reservatorio de L. monocytogenes e a origem da contaminagédo de alimentos, que
por sua vez oferecem uma ameaga a saude, principalmente das pessoas
suscetiveis.
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Este patdgeno é encontrado tanto em alimentos de origem animal como
vegetal e tem sido isolado em alimentos in natura, processados e preparados e

prontos para o consumo.

3.6.1. ALIMENTOS A BASE DE CARNES DE AVES

A ocorréncia de Listeria sp e L. monocytogenes em carnes de aves no mundo
é bastante, conforme mostra os dados da Tabela 2. Nos E.U.A. a frequéncia varia
de 10,0 a 42,0% das amostras analisadas (BAILEY & FLETCHER, 1987; McCLAIN
& LEE, 1988; BAILEY et alii, 1989; GENIGEORGIS et alii, 1989; GENIGEORGIS et
alii, 1990). Na Noruega (RORVIK & YNDESTAND, 1991), Inglaterra ( PINI &
GILBERT, 1988, HUDSON & MEAD, 1989), Canada (FARBER et alii, 1989), irlanda
do Norte (LAWRENCE & GILMOR, 1994) e Japdo (RYU et alii, 1992) a ocorréncia
ultrapassa 50,0%. Em outros paises, como a Dinamarca (SKOVGAARD &
MORGEN, 1988), Suica (BREER & SCHOPPER, 1988), Australia (VARABIOF,
1990), Italia (IANIERI, et alii, 1990), Taiwan (WONG et alii, 1990), China (WANG et
alii, 1992), Irlanda (SHERIDAN et alii, 1994) e Emirados Arabes (GOHIL et alii,
1995a) é variavel, no entanto, a ocorréncia ndo ultrapassa 50,0%.

No Brasil, trabalhos realizados por LAGE (1993) e NUNES (1994), revelam
uma grande variacéo na ocorréncia de L. monocytogenes em carcacgas e cortes de
frango, sendo observado positividade de 3,3 a 50,0%, dependendo do tipo de
amostra.

GENIGEORGIS et alii (1989), também encontraram estas bactérias em
figados de frango. Listeria sp foi isolada em 28% e L. monocytogenes em 14% de 50
amostras comerciais analisadas. PINI & GILBERT, 1988 também encontraram L.

monocytogenes em 22% das amostras de mitidos analisadas.

HAYES et alii (1991) e HAYES et alii (1992) analisaram alimentos de
refrigeradores de pacientes com listeriose e verificaram um nivel de ocorréncia em

produtos a base de aves, da ordem de 90 e 91% respectivamente.

WONG et alii (1990) isolaram L. monocytogenes em frango e também em
produtos importados como partes de peru.
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Tabela 2. Ocorréncia de género Listeria e L. monocytogenes em carnes de aves
obtidas na comercializagao e em abatedouros.

Pais Produto n® Lm?®  List. sp° Referéncia
(%) (%)

EUA frango 40 42,5 67,5 BAILEY & FLETCHER, 1987
Dinamarca frango ¢ 17 47,0 94,0 SKOVGAARD & MORGEN, 1988
Inglaterra frango 50 66,0 26,0 PINI & GILBERT, 1988
Inglaterra frango © 50 5,0 30,0 PINI & GILBERT, 1988
EUA aves ° 22 31,8 - McCLAIN & LEE, 1988
Suica aves 56 25,0 - BREER & SCHOPFER, 1988
Inglaterra frango ¢ 30 50,0 - HUDSON & MEAD, 1989
EUA frango 90 23,0 38,0 BALLEY et alii, 1989
EUA asa de frango 50 10,0 36,0 GENIGEORGIS et alii, 1989
EUA coxa de frango 60 15,0 46,6 GENIGEORGIS et alii, 1989
Canad4 coxa de frango 16 56,3 - FARBER et alii, 1989
Itdlia aves® 98 3,0 - CASERIO et alii, 1989
EUA asa de peru 60 20,0 450 GENIGEORGIS et alii, 1990
EUA coxa de peru 60 13,3 28,3 GENIGEORGIS et alii, 1990
Australia frango ° 80 15,1 32,5 VARABIOF, 1990
Italia frango 23 21,7 82,6 IANIERI et alii, 1990
Taiwan frango 16 50,0 - WONG et alii, 1990
Noruega frango ¢ 90 61,0 - RORVIK & YNDESTAD, 1991
Japdo frango 12 25,0 50,0 RYU et alii, 1992
Japdo filé de frango 04 75,0 - RYU et alii, 1992
Japdo frango picado 06 66,7 - RYU et alli, 1992
Italia frango 50 36,0 - GALLI, et alii, 1992
China frango 21 4,7 52 WANG et alii, 1992
Brasil frango 30 3,3 100,0 LAGE, 1993
Brasil coxa e sobrecoxa 30 3,3 100,0 LAGE, 1993

de frango
Brasil peito de frango 30 6,7 96,7 LAGE, 1993
Brasil frango 20 15,0 100,0 NUNES, 1994
Brasil frango ° 20 50,0 95.0 NUNES, 1994
Brasil coxa e sobrecoxa 20 25,0 95,0 NUNES, 1994

de frango
Brasil peito de frango 20 50,0 70,0 NUNES, 1994
Irlanda pedagos de frango 30 30,0 50,0 SHERIDAN et alii, 1994
Irlanda do Norte filé de frango ¢ 12 83,3 1000  LAWRENCE & GILMOR, 1994
Irlanda do Norte frango 12 16,7 33,3 LAWRENCE & GILMOR, 1994
Emirados Arabes frango 30 33 33,3 GOHIL et alii, 1995a
EUA frango 45 - 73,0 RYSER et alii, 1996

?n = n° de amostra analisada.

®1.m. = L. monocytogenes.

° List. sp = género Listeria.

4 amostras coletadas em abatedouro.
¢ congelado.
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Em alimentos processados ou preparados a base de carne de aves,
L. monocytogenes ja foi encontrada em aves pré cozidas pronta para o consumo
(GILBERT et alii, 1989 e KERR et alii, 1990), alimentos cozidos resfriados a base de
carne de aves (KERR et alii, 1988a), produtos frescos e congelados preparados
com frango e peru (CASERIO et alii, 1991) salsicha de peru (WENGER et alii, 1990;
CASERIO et alii, 1991), enrolado de frango (LACHICA, 1990), produtos de frango
(HUDSON et alii, 1992) e paté de peru (FARBER & DALEY, 1994).

3.6.2. OUTROS ALIMENTOS

L. monocytogenes foi isolada de carcaga bovina, suina e ovina ( RORVIK &
YNDESTAD, 1991). As carnes bovina (BREER & SCHOPFER, 1988; RYU et alii,
1992; SHERIDAN et alii, 1994), suina (BREER & SCHOPFER, 1988; RYU et alii,
1992; SHERIDAN et alii, 1994) e de cordeiro (SHERIDAN et alii, 1994), carnes
moidas bovina (McCLAIN & LEE, 1988; FARBER et alii, 1989; DESTRO et alii,
1991), suina (FARBER et alii, 1989) e de vitela (FARBER et alii, 1989) também
apresentaram esta bactéria, assim como carne seca (BREER & SCHOPFER, 1988)
e linguicas (McCLAIN & LEE, 1988; FARBER et alii, 1989; DESTRO et alii, 1991;
FURLANETTO et alii, 1996).

Em pescados como camardo (HOFER & RIBEIRO, 1990; RORVIK &
YNDESTAD, 1991, RYU et alii, 1992; DESTRO, 1995), peixes( RORVIK &
YNDESTAD, 1991, RYU et alii, 1992), moluscos bivalves (SIMON et alii, 1992), e

outros produtos marinhos crus (RYU et alii, 1992) ja foi isolado este patégeno.

Em leite cru (SLADE & THOMPSON, 1988; MOURA et alii, 1993) e vegetais
(WONG et alii, 1990; SIMON, et alii, 1992) este microganismo também tem sido
encontrado.

Em alimentos prontos para o consumo L. monocytogenes foi encontrada em:
salame (BREER & SCHOPFER, 1988; KEER et alii, 1988a e VARABIOFF, 1990),
paté (KERR et alii, 1988a; MORRIS & RIBEIRO, 1989; VARABIOFF, 1990; FARBER
& DALEY, 1994), refei¢cbes resfriadas, alimentos a base de carne suina e marisco
(HUDSON et alii, 1992), salmado defumado (RORVIK & YNDESTAD, 1991 e
HARVEY& GILMOUR, 1993), presunto (SHERIDAN et alii, 1994), queijos (PINI &
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GILBERT, 1988; RORVIK & YNDESTAD, 1991; DESTRO et alii, 1991; OLIVEIRA,
1993, FURLANETTO et alii, 1996), salada de vegetais, saladas preparadas
(HARVEY& GILMOUR, 1993) e sorvete (FARBER, et alii, 1989).

3.7. METODOS PARA ISOLAMENTO E IDENTIFICACAO

Os primeiros métodos de isolamento de L. monocytogenes foram
desenvolvidos para uso médico e veterinario. Na microbiologia clinica, as amostras
normaimente apresentam grande numero de microrganismos, que frequentemente
crescem quase como cultura pura em condi¢cdes ideais. Ja na microbiologia de
alimentos, a rotina envolve detectar pequenas quantidades do patdgeno que, estao
frequentemente na presenca de milhdes de outras bactérias, ou ainda estdo

subletalmente injuriadas devido ao processamento do alimento (BUCHANAN, 1990).

Para isolar L. monocytogenes de alimentos e ambiente, € necessario que a
amostra seja colocada em meios de enriquecimento na tentativa de recuperar as
poucas células existentes ou células injuriadas. O método de enriquecimento a frio
de GRAY et alii (1948) foi o primeiro para isolar Listeria de alimentos, e era
realizado em caldo n&o seletivo incubado a 4°C por varios meses. A principio, este
método foi adotado como padréo para detectar L. monocytogenes pelo alto grau de
sensibilidade com maior numero de isolamentos do que o plagueamento direto, mas
“tornou-se impraticavel pelas industrias de alimentos devido ao longo tempo de
incubacgéo (DENVER et alii, 1993).

Embora o crescimento de L. monocytogenes seja favorecido a 4°C, outros
microrganismos incluindo Proteus, Hafnia, Pseudomonas e enterococos também se
multiplicam a essa temperatura (RYSER & MARTH, 1991). Este fato conduziu a
novas pesquisas e a utilizagdo de agentes inibidores nos meios de cultura para
prevenir o crescimento da microbiota acompanhante. Os trabalhos também
proporcionaram métodos mais rapidos com a diminuigdo do tempo de incubagéo do

caldo de enriquecimento a 30-37°C para 24 a 48 horas.

Os métodos de detecgdo e isolamento de L. monocytogenes em alimentos
basicamente envolvem etapas de enriquecimento e posterior semeadura em meio
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solidos seletivos para a posterior identificagdo. Nestas etapas basicas, o meio de
cultura pode variar dependendo do alimento e das metodologias utilizadas.

Inimeros meios de cultura foram desenvolvidos e sua eficiéncia avaliada
desde a descoberta da L. monocytogenes como agente de infecgéo alimentar
(RYSER & MARTH, 1991; DENVER et alii, 1993).

Atualmente existem métodos oficiais para o isolamento de L. monocytogenes
adotados por: a) U.S. Food and Drug Administration- FDA (HITCHINS, 1992); b)
U.S. Department of Agriculture - USDA (Mc CLAIN & LEE, 1989); c) Health
Protection Branch, do Canadéa - HPB (WARBURTON, et alii, 1991a); d) Netherlands
Goverment Food Inspetion Service - NGFIS (VAN NETTEN et alii, 1989); e)
International Dairy Federation - IDF (TWEDT et alii, 1994), semelhante ao da FDA;
f) COBAC recomendado na Franga pelo Laboratério Central de Higiene de
Alimentos (RYSER & MARTH, 1991). Na Tabela 3 sao apresentados
resumidamente alguns destes métodos com os seus respectivos meios.

O método preconizado pelo USDA é recomendado para produtos carneos, o
da IDF para produtos lacteos, os da FDA, NGFIS e COBAC tanto para produtos
carneos como lacteos e amostras ambientais e o HPB para todos os tipos de

alimentos e amostras ambientais.

Recentes avangos tecnoldgicos ocorridos desde a descoberta de L.
monocytogenes como causador de infecgdo alimentar, tem contribuido na rapidez
do isolamento e identificagdo deste microganismo em alimentos. Atualmente existem
inumeras técnicas rapidas de detegdo como o teste ELISA (‘enzyme - linked
immunosorbent assay’), comercialmente apresentados como “Organon Teknika”
(reconhecido pelo FDA - HITCHINS, 1992) e “Listeria-Tek Assay”, além de outras
técnicas como o PCR (“Polimerase Chain Reaction”), “Gene-Trak Systems” e os
sistemas de identificagéo através de Kits bioquimicos tais como o APl ZYM, MAST
ID, API Listeria e MICRO-ID Listeria (DENVER et alii, 1993).

Segundo estudo realizado por BILLE et alii (1992), 97,7% das estirpes de
L. monocytogenes testadas com o sistema API Listeria, tiveram identificag@o correta
e diferenciada dos 99,4% de L. innocua também avaliadas. Este sistema de
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identificag&o foi recomendado por FUJISAWA & MORI (1994), que sugeriram o uso

concomitante com o agar sangue Columbia com 5% de sangue de cavalo fresco,

para uma correta, facil e rapida detecgdo e identificagao de L. monocytogenes.

Tabela 3. Métodos oficiais para isolamento de L. monocytogenes em alimentos

Método Enriquecimento Incubagdo Agar  Incubagio Referéncia
temperat./ tempo temperat./ tempo
FDA (cél. ndio EB 30°C/24,48h OXA 35°C/24,48h HITCHINS,
injuriadas LPM  30°C/24,48h 1992
FDA (cél. EB + 0,1% 30°C / 6h OXA 35°C/24,48h
injuriadas) piruvato de sodio LPM  30°C/24, 48 h
adicionar agentes 30°C / 48h
seletivos
USDA LEB 30°C/24h MOX McCLAIN &
MFB 35°C /24, 48h LEE, 1989
HPB* LEB 30°C/24,48n  OXA  35°C/24,48h WARBURTON
MFB 35°C/24,48h LPM  30°C /24, 48h etalii, 1991a
MOX  350C /24,481
PAL

35°C/24,48h

EB = Caldo de enriquecimento (HITCHINS, 1992).
LEB = Caldo de enriquecimento para Listeria (McCLAIN & LEE, 1989).
MFB = Caldo Fraser modificado (McCLAIN & LEE, 1989).
OXA = Agar Oxford (CURTIS et alii, 1989).
LPM = Agar cloreto de litio feniletanol moxalactam (LEE & McCLAIN, 1986).

MOX = Agar Oxford modificado (McCLAIN & LEE, 1989).

PAL = Agar Palcam (VAN NETTEN et alii, 1989).
? O HPB recomenda que se use pelo menos 2 meios sélidos seletivos.

3.8. TECNICA DO NUMERO MAIS PROVAVEL (NMP) PARA CONTAGE

Os métodos apresentados anteriormente avaliam a presenca de Listeria spp

nas amostras, mas ndo podem determinar a sua quantidade.

A técnica do NMP é usada para estimar o numero de microrganismos em uma

amostra. Embora n&o seja uma determinagao precisa, ela consegue estimar baixas

concentragOes de bactérias que séo dificiimente detectaveis pelos métodos diretos
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de contagem. Esta técnica é comumente utilizada para a determinagdo de
coliformes em alimentos (PEELER et alii, 1992).

O emprego do protocolo do NMP aumenta a complexidade da analise em
pelo menos 9 vezes (para um NMP de 3 tubos); mas € a unica forma efetiva para
obter dados quantitativos quando o nivel de L. monocytogenes é inferior a 20-50
unidades formadoras de col6nia por grama (UFC/g) (BUCHANAN, 1990).

A FDA prevé a quantificagdo pela técnica do NMP de 5 tubos em casos de
amostras implicadas diretamente com listeriose de origem alimentar (HITCHINS,
1992).

A técnica de contagem pelo NMP ja tem sido usada por aiguns pesquisadores
para avaliar a quantidade de Listeria sp. em produtos carneos comercializados
(BUCHANAN et alii, 1989; WENGER et alii, 1990; BUYSER et alii, 1990; COMI et
alii, 1990; VALLAVANTI, 1994; WANG & MURIANA, 1994), em leite cru (SLADE &
COLLINS-THOMPSON, 1988), em queijos (COMI et alii, 1990) e em patés
(FARBER & DALEY, 1994).

BUCHANAN et alii (1989), WENGER et alii (1990) e BUYSER et alii (1990)
avaliaram produtos carneos utilizando a técnica do NMP de 3 tubos com uma etapa
de enriquecimento.

O caldo da Universidade de Vermont (UVM), seguido da semeadura em
agares cloreto de litio feniletanol moxalactam (LPM) e Vogel Johnson modificado
(MVJ) foram usados por BUCHANAN et alii (1989) na avaliagdo de carnes de aves e
produtos marinhos.

BUYSER et alii (1990), compararam a técnica de contagem de Listeria sp em
produtos carneos pelo NMP, utilizando-se o caldo de enriquecimento para Listeria
(LEB) seguido pelo isolamento em agar Oxford modificado (MOX) com a contagem
direta em agar Oxford modificado e verificaram que mais de 90% do total (102) de
amostras apresentavam um nivel de contaminagdo menor que 100 listerias/g. Nas
amostras em que foi possivel realizar a contagem pelo método direto, os resultados
foram similares ao NMP.
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WENGER et alii (1990) determinaram o nivel de contaminacéo de Listeria sp,
em salsicha de peru, através da técnica do NMP usando o LEB seguido da
semeadura em LPM.

COMI et alii (1990) avaliaram queijos e produtos carneos, mas usaram a
técnica do NMP com 5 tubos. O LEB foi utilizado para o enriquecimento e o agar
Palcam para o isolamento.

Em estudo de VALLAVANTI et alii (1994) amostras de carnes bovina, suina e
de aves foram avaliadas quanto a contaminagéo por Listeria spp através da técnica

do NMP segundo o metodologia preconizada pelo Decreto Ministerial da Italia.

BUNCIC et alii (1991), utilizaram esta técnica para avaliar o comportamento
de L. monocytogenes durante o processo de produgéo de linglica fermentada. O
procedimento envolveu o NMP de 3 tubos com o uso de duas etapas de
enriquecimento em caldo de enriquecimento para Listeria (LEB) e caldo secundario
de enriquecimento para Listeria (LEB2) e entdo isolamento em agar LPM.

Para verificar o nivel de contaminacdo de patés, FARBER & DALEY (1994)
também utilizaram o NMP de 3 tubos com duas etapas de enriquecimento, porém
com os meios UVM e Caldo Fraser (FB) seguido do plaqueamento em LPM e agar
Oxford (OXA). WANG & MURIAMA (1994), usaram o método com os meios UVM
seguido do FB e plagueamento em MOX para quantificar L. monocytogenes em
exudato de salsichas.

GUYEY & JEMMI (1991) e JEMMI & KEUSCH (1992) estudaram o
comportamento de L. monocytogenes durante a fabricagéo e estocagem de salméao
defumado e truta defumada respectivamente, usando a técnica de 3 tubos com uma
etapa de enriquecimento em LEB e posterior isolamento em agar Palcam.

SWAMINATHAN et alii (1988) compararam a contagem direta em placa, em
Agar McBride, com NMP utilizando-se o caldo de enriquecimento (EB) e LEB em
queijos altamente contaminados e provaram que o NMP poderia estimar aitos niveis
de L. monocytogenes.

BLYSICK-MCKENNAL & SCHAFFNER (1994) modificaram o método de
isolamento da FDA e usaram-no para quantificar L. monocytogenes em produtos
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lacteos com baixo teor de gordura. Com o NMP de 3 tubos foi possivel enumerar
baixos niveis de L. monocytogenes em leite mesmo na presenga de altos niveis de
Pseudomonas aeruginosa e Lactobacillus casei.

GOHIL et alii (1995b), inocularam L. monocytogenes em iogurte concentrado
fermentado ("labneh”) e compararam a contagem pelo NMP de 3 tubos em LEB por
48 horas com o UVM seguido do FB. Para o isolamento usaram o agar OXA. Nas
amostras inoculadas em quantidade maior que 100 UFC/g, o NMP também foi
comparado com espalhamento direto em placas com agar Palcam e agar OXA. A
niveis inferiores a 10 UFC/g, os resultados variaram dentro do limite de confianga
de 95% descrito na tabela do NMP. Porém para valores acima de10 UFC/g houve
uma grande variabilidade entre as replicatas

Recentemente, YU & FUNG (1993) criaram um procedimento para contar
L. monocytogenes usando a técnica do NMP de 5 tubos. Nos ensaios sdo utilizados
tubos especiais em forma de "J" onde o caldo tripticase soja contendo esculing,
citrato férrico e Oxyrase fica no compartimento A (parte longa do tubo) e o caldo
Fraser no compartimento B (parte curta do tubo), comunicadas por um agar MOX
semi-solido. A L. monocytogenes presente na unidade A inoculada se movera
através do agar semi-sélido para o compartimento B, que entdo sera isolada em
agar seletivo para Listeria. Esta técnica foi efetiva na contagem de baixos e altos

niveis do agente em produto carneo reestruturado.

3.9. 0 USO DO FOSFATO TRISSODICO NA DESCONTAMINACAO DE
CARCACAS DE FRANGO

As aplicagbes de fosfato trissédico (TSP) em grau nédo alimenticio inclui a
limpeza industrial, pintura, solda e fluidos de freio, enquanto em grau alimenticio, ja
tem sido introduzido como preservante e agente emulsificante (ANONIMO, 1994b).

Em 1992, o Ministério da Agricultura dos Estados Unidos (USDA) aprovou o
uso do TSP no processamento de aves. O emprego de solugdes TSP de 8 a 12% foi

autorizado em processos de imersdo ou pulverizagdo de carcagas por 15 s a

24



temperatura de 45 a 55°F (7 - 13°C) apds resfriamento ou a 65 a 85°F (18 - 30°C)
antes do resfriamento (ANONIMO, 1994e).

Segundo o "Food Safety and Inspection Service” (FSIS) do USDA, o uso do
TSP apresenta os seguintes beneficios (ANONIMO, 1994d): o tratamento com TSP
reduz significativamente os niveis bacterianos em carcagas de aves, incluindo os
patogénicos ao homem; o TSP é seguro; o uso de TSP em concentragbes e
periodos de tempo aprovados ndo deixa residuos nocivos ao consumidor; testes
mostraram a aceitagédo pelo consumidor das aves tratadas com TSP; teste da FSIS
nao indicaram problemas com umidade ou reten¢&o de agua em carcagas tratadas
com TSP.

A avaliagdo da qualidade sensorial quanto aos para@metros sabor, textura e
aparéncia de frangos tratados com TSP revelaram uma boa aceitagcdo pelo
consumidor. HATHCOX et alii (1995) verificaram que tratamento de frangos com
solugdo a 12% de TSP durante 15 segundos ndo afetava a qualidade sensorial de
frangos crus e fritos. As amostras de frango tratadas com solugéo a 8% de TSP por
15 minutos, apéds 8 dias, tiveram a preferéncia do consumidor (HOLLENDER et alii,
1993).

Quanto aos efeitos negativos, o TSP pode destruir a cérnea, pode causar
dermatite apés repetido contato e pode provocar uma reagdo caustica que pode
corroer o ago inoxidavel e o latdo (ANONIMO, 1994c).

A instalacéo de equipamentos especiais para o tratamento de aves com TSP
nao afeta a velocidade da operagao de resfriamento. Os equipamentos consistem
de um tanque de mergulho, sistema de filtragao, tanque de mistura, equipamento de
"spray" e uma bomba (GIESE, 1992). De acordo com o FSIS, o custo do
equipamento por linha de processamento é de U$ 45.000 e 0,5 centavos por ave
para o TSP (ANONIMO, 1994a)

O TSP causa a morte de bactérias Gram negativas através do rompimento da
membrana celular externa (fosfolipidica) pela agdo do alto pH da solugéo,
interferéncia no metabolismo pela agéo do fosfato e pelo bloqueio de transferéncias
ibnicas (PO4 <-> Na+, K+). Além disso promove a dissolugao da gordura, permitindo
a penetragdo do produto dentro dos poros de inser¢do das penas, local de
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contaminacéo elevada (RHODIA, s.d.). Contudo, KIM et alii (1994b) sugerem que
um dos principais mecanismos do TSP é a remog&o bacteriana da superficie da

pele.

No Brasil, em 1995, a Secretaria de Vigilancia Sanitaria do Ministério da
Saude concedeu, atraves da Portaria n° 72 de 24 de agosto de 1995, o registro do
produto “Rhodigard” ou “Avgard” da Rhodia S/A.

O Ministério da Agricultura, do Abastecimento e da Reforma Agraria autorizou
o uso do fosfato trissédico dodecahidratado, comercialmente conhecido como
‘Rhodigard” ou “Avgard”, para ser utilizado como coadjuvante de tecnologia na
lavagem de ovos, carcaga das diferentes espécies de animais e agougue, peixes e
crustaceos com o objetivo de reduzir a carga bacteriana, em estabelecimentos com
Inspegéo Federal. Esta autorizagdo foi concedida pela Divisdo de Operagbes
Industriais através do oficio DOI/DIPOA n° 305/95 de 28 de novembro de 1995.

As pesquisas sobre o efeito do tratamento de carcagas de frango com
solugbes de TSP revelam uma redugdo da contaminagdo por Campylobacter,
Escherichia coli e Salmonella.

SLAVIK et alii (1994), determinaram o efeito da imersdo de carcagas de
frango em solucdo de TSP a 10 %, a temperaturas de 10 e 50°C por 15 segundos e
verificaram que a 50°C ocorria uma redugcdo de 1,2 a 1,5 log na contagem de
Campylobacter das carcagas e uma redugdo de 0,16 log nas carcacas tratadas a 10
°C. FEDERIGHI et alii (1995) porém, constataram uma redugéo de 1,3 ciclos log de

Campylobacter termotolerante apés imersdo a temperatura ambiente por 15 s em
solugao a 10%.

KIM et alii (1994a) constataram que as carcagas de frango tratadas com
solugdo de 10% de TSP a 10 e 50°C por 15 segundos apresentavam uma redugéo
de incidéncia de Salmonella de 12-24% (grupo controle) para 0-8%. As amostras
contaminados com Salmonella tiveram uma redugdo de 1,6 a 1,8 log quando
tratadas com TSP.
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Salmonella typhimurium aderidas a pele de coxa de frango tiveram uma
redugéo de 2,2 log a 10°C e 1,7 a 50°C quando tratadas com solugéo a 10% de TSP
por 15 segundos (KIM et alii, 1994b). O tratamento a 10°C por tempo maior (15
minutos) no entanto, ndo aumentou a redugdo desta bactéria em pele de frango que
foi de 2 ciclos (LILLARD, 1994).

Em carne bovina, redugdo da contaminagdo de Salmonella, E. coli e
L. monocytogenes tratadas com TSP também foram divulgadas por KIM & SLAVIK
(1994), DICKSON et alii (1994) e GORMAN et alii (1995). O efeito sobre
L. monocytogenes foi minino, com redugédo de apenas 0,3 log (DICKSON et alii,
1994).

Uma reducgao da ordem de 1,3 log de L. monocytogenes foi observado por
HWANG & BEUCHAT (1995) em pele de frango inoculado apés tratamento com
solucéo a 1% de TSP durante 30 minutos a 25 °C.

SOMERS et alii (1994) determinaram o efeito de TSP sobre biofilmes de
L. monocytogenes em superficies de ago inoxidavel e de borracha e sobre células
em suspensao e observaram que L. monocytogenes é mais resistente ao efeito do
TSP do que a E. coli O157:H7, C. jejuni e S. typhimurium, necessitando de uma
exposicdo de 10 minutos em solugéo a 8% sob temperatura ambiente ou 20 minutos
a 10°C para uma redugéo de apenas um ciclo log no biofilme, sendo as células em
suspens&o menos resistentes que o biofilme.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. MATERIAL

4.1.1. AMOSTRAS

As amostras analisadas foram adquiridas no comércio varejista do municipio
de Campinas - SP, sendo constituidas de:

¢ 10 peitos resfriados de frango,
e 20 carcagas resfriadas de frango

e 54 coxas de frango.

4.1.2. MEIOS DE CULTURA

o Caldo de Enriquecimento para Listeria (Oxoid - formulagdo UVM), suplementado
com 20 mg/l de acido nalidixico (Harmless Chemical) e 12 mg/l de acriflavina
(Sigma) segundo McCLAIN & LEE, 1989 - LEB;

e Caldo Fraser (Caldo de Enriquecimento para Listeria da Oxoid - formulagdo
UVM), suplementado com 3g/l de cloreto de litio (Merck), 20 mg/l de &cido
nalidixico (Harmless Chemical), 12 mg/l de acriflavina (Sigma) e 0,5 g/l de citrato
férrico amoniacal (Riedel-de Haén) segundo FRASER & SPERBER, 1988 - FB;

e Caldo Fraser Modificado (Caldo de Enriquecimento para Listeria da Oxoid -
formulagdo UVM), suplementado com 3 g/l de cloreto de litio (Merck), 20 mg/l de
acido nalidixico (HarmlessChemical), 25 mg/l de acriflavina (Sigma) e 0,5 g/l de
citrato férrico amoniacal (Riedel-de Haén) segundo McCLAIN & LEE, 1989 - MFB;

e Caldo Fraser Modificado nesta pesquisa (Caldo de Enriquecimento para Listeria
da Oxoid - formulagdo UVM), suplementado com 3 g/l de cloreto de litio (Merck),
20 mg/l de acido nalidixico (HarmlessChemical), 20 mg/I de acriflavina (Sigma) e
0,5 g/l de citrato férrico amoniacal (Riedel-de Haén) - MdFB;

o Agar Cloreto de Litio Feniletanol Moxalactam (Difco) suplementado com 20 mg/l
de moxalactam (Sigma) segundo LEE & Mc CLAIN, 1986 - LPM;
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Agar Oxford Modificado (Agar Oxford da Oxoid) suplementado com 10 mg/l de
colistina (Sigma) e 20 mg/l de moxalactam (Sigma) segundo McCLAIN & LEE,
1989 - MOX;

Caldo Triptona e Soja (Difco) suplementado com 6 g/l de extrato de levedura
(Difco) - TSBYE;

Agar Triptona e Soja (Oxoid) suplementado com 6g/l de extrato de levedura
(Difco) - TSAYE,;

Agar Triplice Aglcar e Ferro (Difco) - TSI;

Meio SIM (Merck);

Caldo MR-VP (Difco);

Caldo Base de Purpura de Bromocresol (Difco) acrescido de manitol (Difco),
ramnose (Difco), dextrose (Difco) ou xilose (Merck);

Caldo Nitrato preparado no laboratério, segundo FOOD AND DRUG
ADMINISTRATION (FDA), 1984;

Agar Sangue Columbia (Difco) com 5% de sangue desfibrinado de cavalo
(Biotério Boa Vista);

TSAYE com 5% de sangue desfibrinado de carneiro (Biotério Boa Vista);
Solucéo peptonada a 0,1% (peptona da Difco);

Tampéao fosfato de Butterfield (Fosfato de potassio monobasico p.a., Nuclear),
segundo FDA, 1984;

API Listeria (BioMérieux).

4.1.3. AGENTES QUIMICOS SANITIZANTES

Fosfato trissddico (NagP04.12H20) - Rhodgard (Rhodia):
e Solugéo aquosa a 8%;

¢ Solugéo aquosa a 12%.

Hipoclorito de sédio (NaOCI) (Alkkimia):
e Solugéo a 5ppm (fator = 0,97) de cloro total;
e Solugéo a 20ppm (fator = 1,18) de cloro total
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4.1.4. REAGENTES

Acido acético glacial p.a., Merck;

Amido soluvel para iodometria p.a., Ecibra;
Dicromato de potassio p.a., Ecibra;

lodeto de potassio p.a., Merck;

Fosfato de potassio monobasico p.a., Nuclear,
Fosfato de sédio dibasico p.a., Synth;

N, N dietil fenilenodiamina, Sigma;

Sulfato ferroso amoniacal p.a., Baker;

Tiossulfato de sédio pentahidratado p.a., Merck.

4.1.5. CEPA BACTERIANA

Listeria monocytogenes Scott A (originaria de material clinico de um surto de
toxinfecgao alimentar; sorotipo 4b) fornecido pelo FDA.

4.1.6. EQUIPAMENTOS

Balang¢a semi-analitica, Sartorius, modelo U 3600;
Balanga analitica, Mettler Toledo, modelo AB 204;
Balanca semi-analitica, Micronal, modeio B 400;

Capela de fluxo laminar vertical, Veco, modelo VLFS-12;
Centrifuga refrigerada, Beckman, modelo J2-21;
Contador de coldnias, Phoenix, modelo CP 600;

Estufa Incubadora para BOD, Fanem ,modelo 347 CD;
Estufa Incubadora para BOD, Fanem, modelo 347 F;

Homogeneizador de pistbes ("Stomacher”), Seward Medical, mod. Lab Blender
400;

Incubadora com agitagao orbital, Lab Line Instruments, modelo 3527,

Microscépio estereoscopico, Carl Zeiss, modelo 4752, com iluminador, Scott,
modelo KL 1500;

Microscdpio bioldgico triocular, Carl Zeiss, modelo Jenaval;
Potenciébmetro, Micronal, modelo B 374;

Outros equipamentos de uso comum em laboratério de microbiologia.
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4.2. METODOS
Este trabalho desenvolveu-se em 2 fases distintas:

1) Estudo de metodologia para a quantificagdo de Listeria sp. € sua ocorréncia em
peitos e carcacgas de frango;

2) Avaliacao da redugdo da contaminagao por L. monocytogenes em frangos pela
aplicagcado de agentes quimicos.

4.2.1. METODOLOGIA PARA A QUANTIFICAGAO DE Listeria spp. E SUA
OCORRENCIA EM PEITOS E CARCAGAS DE FRANGO

Nesta primeira fase foram analisadas 10 amostras de peito resfriado de
frango e 20 amostras de carcaga resfriada de frango, num total de 30 amostras.
As amostras foram adquiridas no comércio varejista do municipio de Campinas -
Séo Paulo e transportadas ao laboratério em caixas isotérmicas contendo gelo e
mantidas sob refrigeragéo até o momento da analise.

4.2.1.1. Amostragem

Inicialmente, foram coletados os dados sobre a procedéncia, marca, data de
embalagem e validade de cada produto. As carcagas foram retiradas de suas
embalagens originais e pesadas (sem cabega, pescogo, miudos e pés) em
condigbes assépticas, em capela de fluxo laminar vertical. A amostragem da
carcaca foi realizada pelo método de enxagle (SURKIEWICZ et alii, 1969)
utilizando-se 300 ml de LEB e homogeneiza¢gdo manual por 2 minutos.

Para as amostras de peito, uma unidade analitica de 25 g, incluindo pele e
musculo, foi retirada assepticamente e homogeneizada com 225 ml de LEB em
homogeneizador de pistdes ("Stomacher") por 2 minutos.

4.2.1.2. Deteccdo de Listeria spp

O método utilizado foi 0 da USDA (Mc CLAIN & LEE, 1989) modificado e as
etapas s&o apresentadas no esquema da Figura 1.
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A amostra homogeneizada em LEB foi incubada a 30°C e ap6s 24 horas, 0,1
mi foi inoculado em 10 mi de MFB e apds mais 24 horas de incubacéo (perfa-
zendo 48 h) foi plaqueado por estrias em placas com &gares LPM e MOX. O
caldo MFB foi incubado a 35°C por 24-48 horas e tanto os tubos positivos
(coloragéo escura ou preta) como os negativos (sem escurecimento) foram
semeados por estrias em placas de LPM e MOX. As placas de LPM foram
incubadas a 30°C por 48 h e as placas de MOX a 35°C por 48 h para posterior
isolamento e identificagdo, conforme item seguinte.

A deteccdo de Listeria spp foi realizada concomitantemente com a
quantificagéo (item 4.2.1.4.2.)

4.2.1.3. Isolamento e Identificacdo

Trés colbnias tipicas de cada placa de LPM (colénias azul-esverdeado sob
luz transmitida) e MOX (colénias pretas com halo escuro) foram purificadas e
mantidas em TSAYE até a identificagdo, que foi realizada através de:

a) caracterizagéo morfologica pela coloragéo de Gram e bioquimica pelas provas de
producao de catalase, oxidase, B-hemélise em agar sangue de cavalo, produgéo
de indol, motilidade a 25°C, reagdo caracteristica em &gar TSI, vermelho de
metila, Voges Proskauer, uréia, redugdo de nitrato, produgdo de &cido a partir de
glicose, ramnose, manitol e xilose e Camp teste, conforme DONNELLY et alii
(1992) ou,

b) emprego do método rapido API Listeria, conforme recomendacéo da BioMérieux
(Anexo 1), que prevé a caracterizagdo morfolégica pela coloracéo de Gram, as
provas de catalase, oxidade, B-hemdlise em sangue de cavalo e motilidade a
25°C, antes da utilizagéo do API Listeria. O sistema com 10 testes, baseia-se na
presenga de arilamidase (teste de DIM), hidrolise da esculina, presenca de -
manosidase, producdo de acido a partir de D-arabitol, D-xilose, L-ramnose, -

metil-D-glicosideo, D-ribose, glicose 1 fosfato e D-tagatose.
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(35°C, 24- 48h)
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' o Legenda

LEB = Caldo de enriquecimento para Listeria (McCLAIN & LEE, 1989).
‘ MFB = Caldo Fraser modificado (McCLAIN & LEE, 1989).

LPM = Agar cloreto de litio feniletanol moxalactam (LEE & McCLAIN, 1986)
MOX = Agar Oxford modificado (McCLAIN & LEE, 1989)

Figura 1. Esquema da metodologia para detecgao de Listeria spp em frangos
(McCLAIN & LEE, 1989 - modificado).
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4.2.1.4. Proposta de Metodologia para Quantificacdo de Listeria spp.

4.2.1.4.1. Avaliagdo do crescimento de uma cepa padrio de L.

monocytogenes em Diferentes Meios de Enriquecimento

Foi avaliado o crescimento de uma cepa padréo de L. monocytogenes (Scott
A) em: LEB contendo 0,5 g/l de citrato férrico amoniacal (LEBc), FB, MFB e
MdFB.

Apbs duas transferéncias sucessivas de L. monocytogenes (Scott A) em
TSBYE incubados a 35°C por 24 horas, 1 ml de cultura de 24 h foi diluida em

solugéo peptonada até a concentragéo de 10" UFC/mI; 1 mi desta, foi inoculado
em duas séries de frascos contendo 100 ml de cada um dos meios de
enriquecimento: LEBc, FB, MFB e MdFB. Uma série dos meios foram incubados a
30°C e outra série a 35°C, a intervalos de tempos de 0, 3, 6, 9, 12, 24, 27, 30, 36
e 48 horas. A contagem do numero de células foi realizada retirando-se 1 ml de
caldo e utilizando-se a técnica de contagem em profundidade (SWANSON et alii,
1992) em TSAYE, apés 48 h de incubacéo a 35°C.

O meio (MdFB a 35°C) que proporcionou o crescimento de L. monocytogenes

semelhante ao caldo LEBc a 30°C foi utilizado posteriormente para verificar a
contagem da cepa padrdo pela técnica do NMP de 3 tubos usualmente
empregada para bactérias coliformes (PEELER et alii, 1992).

4.2.1.4.2. Contagem de Listeria spp pela Técnica do NMP

O esquema da metodologia para quantificacéo de Listeria spp pela técnica do
NMP de 3 tubos é apresentado na Figura 2. O estudo foi realizado seguindo trés
procedimentos: a) incubag&o em meio LEB, a 30°C por 48 h; b) utilizagdo de 2
etapas de enriquecimento, primeiro em LEB a 30°C por 24 h e em seguida em
meio MFB a 35 °C por 24 a 48 h, meios estes recomendados pelo “USDA’
(McCLAIN & LEE, 1989) para detecgdo de L. monocytogenes em carnes e,
¢) incubagéo em meio modificado nesta pesquisa MdFB a 35°C por 48 h.
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Inicialmente, foram retiradas aliquotas de 10 e 1 ml da amostra
homogeneizada em LEB (diluigdo 10™), preparada no item 4.2.1.1, e 1 ml das

diluicbes 10'2 e 10'3 (preparadas a partir da diluicdo 10™ em solucdo peptonada) e

em seguida inoculadas conforme descrigcéo abaixo:

a) Inoculacéo em tubos contendo 10 ml de LEB:

os tubos com o indculo foram incubados a 30°C por 48 horas. A partir de cada
tubo, foi realizada a semeadura em placas de LPM e MOX para posterior
isolamento e identificagdo das coldnias tipicas de Listeria sp conforme o item
4.2.1.3. Neste ensaio, pela impossibilidade da observagdo visual, a contagem do
Numero Mais Provavel foi confirmada (NMPc) apds a identificagdo positiva dos
microrganismos nas placas.

b) Inoculagéo utilizando dois meios de enriguecimento:

a partir dos tubos inoculados em LEB e incubados a 30°C por 24 horas (item
anterior), 0,1 ml foi retirado e transferido para tubos contendo 10 ml de MFB, os
quais foram incubados a 35°C por 24 - 48 horas. A leitura do Numero Mais
Provavel presuntivo (NMPp) foi realizada considerando-se positivos os tubos com
escurecimento (marrom ou preto) devido a hidrolise da esculina. A partir de cada
tubo positivo e negativo (sem escurecimento) foram realizadas semeaduras em
LPM e MOX. As colénias tipicas foram isoladas e identificadas como em 4.2.1.3.
Assim, o Numero Mais Provavel confirmado (NMPc) pode ser comparado com os
valores do Numero Mais Provavel presuntivo (NMPp).

c) Inoculacéo em tubos contendo 10 ml de MdFB:

os tubos de MdFB foram incubados a 35°C por 48 h. Previamente, nos tubos
aonde foram inoculadas aliquotas de 10 ml da amostra homogeneizada em LEB,
as concentragdes de LiCl, acriflavina e cloreto férrico amoniacal foram ajustadas
para n&o alterar a concentragdo final do meio. A contagem do Numero Mais
Provavel presuntivo (NMPp) e a sua confirmagdo, NUmero Mais Provével
confirmado (NMPc), foram realizadas conforme o procedimento anterior.
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Numa primeira fase, os diferentes métodos (a, b e c¢) foram avaliados
utilizando-se cepa padréo de L. monocytogenes (Scott A). Nestes ensaios, apds

duas transferéncias sucessivas de L. monocytogenes em TSBYE a 35°C durante

24 horas, foram preparadas suspensdes de 25 ml contendo de 101 a 102 UFC/m
de L. monocytogenes em agua peptonada e em agua de enxague de carcacga. A
agua de enxagle de carcaca foi obtida através do enxagiie (conforme item
4.2.1.1.) de uma carcaga resfriada de frango em 150 ml de solucdo peptonada.
As contagens de L. monocytogenes das suspensdes utilizadas foram realizadas
pelos métodos de profundidade (SWANSON et alii, 1992) em TSAYE e de
superficie (SWANSON et alii, 1992) em LPM, respectivamente para as
suspensdes em solucéao peptonada e em agua de enxague de carcaca.

Os resultados da contagem foram interpretados segundo a tabela do NMP
(anexo 2) descrito em PEELER et alii, 1992.

Na fase posterior, os trés métodos de quantificagdo pelo NMP foram
avaliados em 10 amostras de peito resfriado de frango e em 10 amostras de
carcaca resfriada de frango.

Na sequéncia do trabalho, devido aos resultados obtidos, as demais
amostras de carcaga (10) foram quantificadas somente utilizando-se o MdFB.

4.2.2. AVALIACGAO DA REDUGAO DA CONTAMINAGAO POR
L. monocytogenes EM FRANGOS, PELA APLICAGAO DE AGENTES
QuiMmIcos

Nesta pesquisa, coxas resfriadas de frango adquiridas sempre de um mesmo
fornecedor foram contaminadas com 5 cepas de L. monocytogenes isoladas da
pesquisa anterior, e agentes quimicos relacionados no item 4.1.3. foram
avaliados frente a reducédo de L. monocytogenes, as temperaturas de 4 e 25°C.
Cada experimento teve 2 repetigdes.
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4.2.2.1. Preparo da Suspensédo Bacteriana

Cinco cepas de L. monocytogenes sorotipadas pelo Fundacdo Oswaldo Cruz
(cepas n°®: 13, sorotipo 1/2a e 308, sorotipo 4b provenientes de peitos e M347,
sorotipo 1/2a; M685, sorotipo 4b e M850, sorotipo 4b provenientes de carcaga),
isoladas anteriormente (item 4.2.1.4.2.c), foram semeadas separadamente em
TSBYE e incubadas a 35°C. Ap6s 18-24h de incubagéo, 0,1 ml de crescimento foi
inoculado em 100 ml de TSBYE e incubados sob agitagéo (120 rpm) a 35°C por
24h. As culturas foram centrifugadas a 1600 x g por 30 minutos a temperatura de
4°C. O sobrenadante foi desprezado e o precipitado de células foi ressuspendido
em 10 ml de solugé&o peptonada. A suspensdo de L. monocytogenes, contendo
10" UFC/ml, foi preparada adicionando-se em 3 L de solugéo peptonada 3 ml de
cada cultura centrifugada.

4.2.2.2. Contaminacéo Artificial das Coxas de Frango

As coxas adquiridas no comércio local foram submetidas primeiramente a um
pré-enxague com agua potavel corrente e entdo foram imersas na suspensao de
cultura por 10 minutos. As amostras foram retiradas da solugdo e deixadas a 4°C
por 2 horas para drenagem do excesso de liquido. Na Figura 3, a sequéncia dos
procedimentos € apresentada de forma esquematica.

4.2.2.3. Preparo das Solucdes Sanitizantes

As solucbes de fosfato trissodico e hipoclorito (relacionadas no item 4.1.3.)
foram preparadas com &agua destilada estérii e o pH foi determinado com
potenciémetro.

A dosagem de cloro disponivel total nas solugdes de hipoclorito de sédio a 5
ppm de cloro, foi realizada utilizando-se o método Titulométrico - DPD Ferroso da
Americam Public Health Association n® 4500-C| F (APHA, 1992) e nas solugbes a
20 ppm pelo método lodométrico da Americam Public Health Association n® 4500-
Cl C. (APHA, 1992).
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Inoculagdo Artificial
com L. monocytogenes

Descorjtaminacao . Confrole 1
com sangtizante (t, T) Enxagiie (tagnpao fosfato

—
D%mg%y.ca..!

Amostra
(homogeneizada)

| R |
it
NMP

MdFB = Caldo Fraser modificado neste trabalho
NMP = NMP presuntivo (escurecimento do meio) e
confirnado (identificagdo das Lisferfa spp em placas)

Figura 3.

Esquema para avaliar a eficiéncia de agentes sanitizantes na redugéo
da contaminagédo de coxas de frango artificialimente inoculadas com

L. monocytogénes
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4.2.2.4. Tratamento com Agentes Sanitizantes

Apos a contaminagdo, cada grupo de 3 coxas foi submetido a
descontaminagdo com os agentes apresentados no item 4.1.3. Para tanto, as
coxas foram imersas em 800 ml de cada solugédo teste. Para as solugdes de
fosfato trissddico, as coxas foram deixadas em contato por 1 minuto a 25°C e as

solugdes de hipoclorito e 20 minutos a temperatura de 4 °C .

Apds o contato com as solugdes sanitizantes, as coxas foram colocadas a

4°C por 2 horas para drenagem do excesso de liquido, e posterior quantificagdo
da L. monocytogenes.

Paralelamente aos tratamentos com os sanitizantes, um grupo de 3 coxas
(Controle 1) também foi submetido a imersédo em 800 m! de solugdo tampéo
fosfato de Butterfield estéril nas mesmas condigcdes de tempo e temperatura

utilizadas nos diferentes testes, servindo de controle para cada experimento.

4.2.2.5. Contagem de L. monocytogenes

Apés o tratamento com os agentes sanitizantes, 10 g de pele foram coletados
assepticamente, em capela de fluxo laminar, e homogeneizados em 90 mi de LEB
por 2 min, em homogeneizador de pistdes. A partir do homogeneizado, diluigbes
decimais foram feitas com solugcéo peptonada e a contagem foi realizada pelo
método do NMP de 3 tubos utilizando-se o meio MdFB, conforme descrito em
4.2.1.4.2. item c. Os tubos positivos e os negativos foram semeados por estrias
em MOX. Apds 48 horas de incubagao a 35°C, colbnias tipicas suspeitas foram
isoladas do MOX e submetidas a alguns testes. As col6nias isoladas foram
consideradas L. monocytogenes quando produziu B-hemolisina em sangue de
cavalo, n&o utilizou xilose a reagdo do Camp teste foi positivo com S. aureus. Os
resultados da contagem foram interpretados usando-se a tabela do NMP descrita
em PEELER et alii (1992).

Um outro grupo de trés coxas apés contaminag¢do, mas sem tratamento com

sanitizante (Controle 2) sofreu o mesmo procedimento de contagem para que o
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nivel real de contaminagdo das coxas utilizadas no experimento fosse
determinado.

4.2.3. ANALISE ESTATISTICA

Para avaliar o desempenho dos caldos de enriquecimento (LEB e MFB), bem
como dos agares seletivos (LPM e MOX) durante a detecgdo de Listeria spp em
amostras resfriadas de peito e frango inteiro, foi utilizado o teste Z para diferenga
de proporgées com nivel de significancia de 5%.

A influéncia da aplicagédo de hipoclorito de sédio e do fosfato trissédico na
reduc@o de L. monocytogenes em coxas de frango artificialmente contaminadas
foi verificada através de andlise de varidncia de um critério de classificagéo
(ANOVA).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. ESTUDO DA OCORRENCIA E_QUANTIFICACAO DE Listeria spp EM
PEITOS E CARCACAS DE FRANGO

5.1.1. CARACTERISTICAS DAS AMOSTRAS COLETADAS

A descricdo das amostras de frango coletadas sao apresentadas nas
Tabelas 4 e 5. No total, foram avaliadas 10 amostras de peito resfriado de frango e
20 carcagcas resfriadas de frango, abrangendo 12 marcas distintas denominadas de

A a L, sendo 4 diferentes para peito e 11 para carcaca.

Embora todas as amostras estivessem no prazo de validade estipulado na
embalagem, variando de 8 a 15 dias a 4°C, deve-se considerar a dificuldade de se
encontrar nos pontos de comercializagéo, balcdes refrigerados mantidos a esta
temperatura, o mesmo acontecendo nos refrigeradores domésticos. Assim seria
necessario que as indUstrias revissem este prazo em fungdo da realidade do

comeércio e do consumidor.

Tabela 4. Dados gerais sobre as amostras de peito resfriado de frango.

Caodigo da Codigo da Data de Validade Data de Analise
Amostra Marca Embalagem
P1 A 14/02/95 - 16/02/95
P2 B 02/03/95 - 03/03/95
P3 A 01/03/95 - 03/03/95
P4 B 09/03/95 - 14/03/95
P5 B 09/03/95 - 14/03/95
P6 C 31/03/95 8 dias 07/04/95
P7 C 04/04/95 8 dias 07/04/95
P8 D 13/11/95 10 dias 21/11/95
P9 D 16/11/95 10 dias 21/11/95
P10 C 17/11/95 8 dias 21/11/95
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Em trabalho realizado por HART et alii (1991) foi observado que L.
monocytogenes pode crescer em peito de frango em diferentes condigbes de
atmosfera e temperatura de refrigeragdo. A temperatura de 1°C, n&o houve
crescimento de L. monocytogenes durante a estocagem por 20 dias, enquanto que,
a 6°C, um pequeno crescimento foi observado durante 15 dias de armazenagem, e
a 15°C, a contagem de L. monocytogenes aumentou 100 vezes quando estocado

em presenca de ar por 3 dias, mas ligeiramente menor em 100% de CO..

Tabela 5. Dados gerais sobre as amostras de carcaga resfriada de frango.

Cédigo da Codigo da Data de Validade Data de Peso da
Amostra Marca Embalagem Anilise Carcaca (g)°

C1 E 16/10/95 10 dias 24/10/95 1.437
C2 A 18/10/95 10 dias 24/10/95 1.763
C3 F 07/11/95 12 dias 08/11/95 1.625
C4 G 02/11/95 10 dias 08/11/95 1.441
C5 E 17/11/95 10 dias 21/11/95 -

Cé6 H 28/02/96 12 dias 05/03/96 1.519
C7 F 01/03/96 12 dias 05/03/96 1.594
C8 B 19/04/96 10 dias 24/04/96 1.955
Co A 22/04/96 10 dias 24/04/96 1.457
C10 C 24/05/96 8 dias 30/05/96 1.425
C11 A 31/07/96 10 dias 06/08/96 1.702
Ci12 A 03/08/96 10 dias 06/08/96 2.056
C13 I 01/08/96 15 dias 06/08/96 1.970
Cl4 I 01/08/96 15 dias 06/08/96 1.528
C15 E 02/08/96 10 dias 06/08/96 1.831
C16 J 09/08/96 12 dias 15/08/96 1.463
C17 L 12/08/96 15 dias 15/08/96 1.568
C18 M 10/08/96 15 dias 15/08/96 1.425
C19 I 09/08/96 15 dias 15/08/96 1.876
C20 J 09/08/96 12 dias 15/08/96 1.468

® peso da carcaga sem pés, cabega, pescogo e miudos.
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5.1.2. OCORRENCIA EM PEITOS E CARCACAS RESFRIADA DE FRANGO

Os resultados desta investigacdo, conforme mostra a Tabela 6, revelaram
uma contaminacéo pelo género Listeria em 96,7% (29) das amostras analisadas e
em 70% (21) delas a presenca do patégeno L. monocytogenes. Do total, 9 (90%)
amostras de peito e 20 (100,0%) de carcaga de frango foram positivas para Listeria
sp, enquanto que L. monocytogenes foi encontrada em 9 (90%) amostras de peito e
12 (60%) de carcaga.

Tabela 6. Frequéncia de amostras positivas para o género Listeria e
L. monocytogenes em amostras resfriadas de peitos e carcagas

de frango.
Amostras Amostras positivas Amostras positivas
para o género Listeria para L. monocytogenes

N* (%) N (%)
Peito 9/10 (90,0) 9/10 (90,0)
Carcaga 20/20 (100,0) 12/20 (60,0)
18/20 (90,0)"
Total 29/30 (96,7) 21/30 (70,0)
27/30 (90,0)°

? N = n° de amostras positivas sobre o total de amostras analisadas.
b N = n° de amostras positivas utilizando-se a técnica do NMP.

A ocorréncia (90%) de Listeria sp em peitos verificada neste trabalho,
mostrou-se préxima aquela encontrada aqui no Brasil por LAGE (1993), 96,7% e
superior & de NUNES (1994), 70,0%. Quanto a L. monocytogenes o valor de 90%
foi bem superior aos obtidos por LAGE (1993) e NUNES (1994) que encontraram
valores de 6,6 e 50,0% respectivamente, dados estes reportados na Tabela 2.

Na literatura, os relatos da ocorréncia de L. monocytogenes em cortes de
frango (Tabela 2) sdo bem varidveis. Em filés de frango, RYU et alii (1992)
encontraram-na em 75,0% das amostras e LAWRENCE & GILMOR (1994) em
83,3%.
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Segundo GENIGEORGIS et alii (1989) e GENIGEORGIS et alii (1990), a
ocorréncia maior de L. monocyfogenes em cortes de aves do que em carcacas,
ocorre pela contaminagdo cruzada no processamento e/ou devido a posterior
manipulacdo dos cortes. As m3os e as luvas de manipuladores de abatedouros de
frango apresentaram L. monocytogenes, sendo verificada a presenca em 36,4% dos
manipuladores da secéo de cortes de carcagas e 45,5% em méos e 59% em luvas
de manipuladores da area de embalagem dos cortes (GENIGEORGIS et alii 1989).

Nas carcagas de frango analisadas nesta pesquisa, a presenga do género
Listeria foi evidenciada em 100,0% das amostras, fato este semelhante aos obtidos
por LAGE (1993) e NUNES (1994).

A prevaléncia do género Listeria em frango resfriado € bastante variada nos
diversos paises (Tabela 2). Na Dinamarca é de 94,0% (SKOVGAARD & MORGEN,
1988), na Inglaterra, 26,0% (PINI & GILBERT, 1988) e 50,0% (HUDSON &
MEAD,1989), nos Estados Unidos, 67,5% (BAILEY & FLETCHER, 1987), 38,0%
(BAILEY et alii, 1989) e 73% (RYSER et alii, 1996), na Italia, 82,6% (IANIERE et ali,
1990), no Japdo, 50,0% (RYU et alii, 1992), na Irlanda do Norte, 33,3%
(LAWRENCE & GILMOR, 1994), e na Unido dos Emirados Arabes, 33,3% (GOHIL
et alii, 1995a).

A ocorréncia (60,0%) de L. monocytogenes em carcagas de frango verificada
neste trabalho foi bem superior aos 3,3 e 15,0% obtidos por LAGE (1993) e NUNES
(1994), respectivamente. Em outros paises, os dados também variam, como os
3,3% de GOHIL et alii (1995a) e os 66,0% de PINI & GILBERT (1988).

A frequéncia de L. monocytogenes em carnes de frango no Brasil, observada
por LAGE (1993) e NUNES (1994) em relagéo a deste trabalho € bem divergente,
muito provavelmente, devido & metodologia empregada.

O baixo nivel de contaminagdo encontrado por LAGE (1993), deve-se
provaveimente ao tempo de incubagéo, de apenas 24 h, do caldo de enriquecimento
para Listeria (LEB) e caldo Fraser (FB) a 30°C. Além disso, o isolamento foi
realizado em LPM e Agar Oxford somente a partir do FB. Outro fator que talvez
tenha contribuido para o baixo nivel de detecgcdo, seja o pequeno numero de
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colbnias isoladas (4 por amostra).

NUNES (1994), utilizando os mesmos meios de enriquecimento que LAGE
(1993), mas incubando-os a 30°C por um tempo maior (48 h), observou uma
frequéncia maior. O primeiro pesquisador, para o isolamento, usou o agar LPM (o
mesmo utilizado neste trabalho) e o &gar base seletivo para Listeria de CURTIS et
alii (1989) suplementado com cicloheximide, acriflavina e &cido nalidixico (LSAB-
CAN) provenientes do FB.

Neste trabalho, a utilizacdo de um segundo meio de enriquecimento mais
seletivo, o MFB, além do isolamento em LPM e MOX a partir do LEB e MFB, deve
ter colaborado no aumento da frequéncia.

Em 30,0% (6/20) das carcagas (amostras C1, C3 e C7 da Tabela 15 e C11,
C18 e C20 da Tabela 16) ndo foi possivel o isolamento de L. monocytogenes
utilizando-se o método de detecgdo tradicional, porém isto ocorreu ao se utilizar a
técnica do NMP. Isto provavelmente ocorreu em virtude do emprego de uma menor
concentragéo do indculo nos tubos do NMP. Segundo BALIMANDAWA et alii (1994)
a concentracdo do indculo tem uma influéncia marcante na detecgéo de Listeria spp
em amostras de carne; eles observaram que a taxa de isolamento foi duas vezes
maior ao utilizar uma concentracéo menor (diluicdo 1/100). O efeito negativo na taxa
de isolamento pelo aumento da concentragdo do indculo, se daria devido a
neutralizacdo da atividade de alguns compostos seletivos do meio pela maior
quantidade de matéria orgénica. Desta forma, considerando o isolamento de L.
monocytogenes durante a quantificagdo, o patégeno foi encontrado em 90,0% das
carcagas; indice este, semelhante aos de HAYES et alii (1991) e HAYES et alii
(1992) que isolaram este microrganismo em 90% e 91% das amostras de aves

coletadas de refrigeradores de pacientes com listeriose.

A variabilidade dos resultados de prevaléncia observada neste trabalho e nos
demais citados acima, provavelmente se deve as diferentes técnicas empregadas e

aos diferentes locais (abatedouros) de origem das amostras.

Estudo realizado por OJENIYI et alii (1996) em 7 abatedouros de frango
evidencia uma grande diversidade nos resultados obtidos a partir das amostras
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coletadas nos varios pontos da linha de processamento, desde a matéria prima até
o produto acabado. A ocorréncia de L. monocytogenes variou entre 0,3 a 18,7% nas
385 amostras examinadas de cada abatedouro.

A presenca de L. monocytogenes no ceco de matrizes e de frangos de corte
e nas gaiolas de transporte verificada por OJENIY]1 et alii (1996) sugere que as aves
s&o veiculos de entrada do patdégeno no abatedouro e a sua confirmagéo na linha
de processamento (SKOVGAARD & MORGEN, 1988; HUDSON & MEAD, 1989,
GENIGEORGIS et alii, 1989; VARABIOF,1990; DYKES, et alii, 1990; LAWRENCE &
GILMOUR, 1994;: LONCAREVIC et alii, 1994; OJENIYI et alii, 1996) demonstra a
disseminacao pela industria. Para DYKES et alii (1994), a contaminag&o do produto
final se deve ao material fecal e ao conteudo intestinal das aves ou a presenga de
cepas epidémicas dentro do abatedouro.

As diferencas existentes entre as industrias processadoras de grande e
pequeno porte, no que diz respeito ao tipo de equipamento e processamento, sao
fatores que levam a diferentes resultados de ocorréncia de L. monocytogenes nos
diversos pontos da linha de abate e consequentemente no produto acabado.

A presencga de cepas do mesmo genétipo em ambientes de processamento
de aves, observado por LAWRENCE & GILMOUR (1995), sustenta a hipdtese de
que certos clones podem se adaptar a certos nichos e a sua permanéncia pode
aumentar pela capacidade de adesdo e formagéo de biofiimes na superficie dando-
lhe protegdo adicional contra agentes biocidas (sanitizantes), fato este que sustenta
a constatacéo de OJENIYI et alii (1996).

A alta frequéncia de L. monocytogenes constatada neste trabalho e o fato de
ser uma bactéria amplamente distribuida no ambiente, s&o fatores que podem ser
considerados no estabelecimento de limites maximos de tolerancia em alimentos.

A higienizacdo eficiente de abatedouros de aves, impedindo que certos
clones de L. monocytogenes se instalem, é recomendavel para reduzir os niveis de
contaminagdo nos produtos avicolas e assim minimizar o risco de doencgas. Neste
contexto, a aplicacdo de Boas Praticas de Fabricagdo (BPF) e a implantagao do
sistema de Analise de Perigos e Pontos Criticos de Controle, recomendado pela
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Portaria 1.428/93 do Ministério da Saude (SECRETARIA DE VIGILANCIA
SANITARIA, 1993), devem contribuir para melhorar a qualidade dos alimentos.

A constatacdo da elevada ocorréncia de L. monocytogenes em carnes de
aves revela a importancia das BPF, atentando-se para que as condicOes de
cozimento (tempo x Temperatura) sejam efetivas na eliminagéo do patégeno. O
Codigo Regulamentar Federal dos EUA (citado por HARRISON & CARPENTER,
1989), preconiza que a temperatura interna de 71,1°C deva ser atingida durante o
cozimento destes produtos. Porém, HARRISON & CARPENTER, (1989) e
CARPENTER & HARRISON (1989) mostraram que o cozimento a uma temperatura
interna de 82,2°C em peitos de frango, altamente contaminados com L.
monocytogenes (106), ndo elimina completamente o patégeno e ocorre ©

crescimento se o produto for armazenamento a 10°C, mas néo a 4°C.

A manipulacdo cuidadosa do alimento apds o seu cozimento € necessaria
para evitar a sua contaminag&o, pois este patégeno pode crescer a temperaturas de
refrigeracdo (7°C) em alimentos como molho de frango (HUANG et alii, 1993) e
peito de frango (BEUMER et alii, 1996), e a 4,4°C em pedacos de frango (GLASS &
DOYLE, 1989). WALKER et alii, (1990) observaram o crescimento em meio de

cultura de caldo de frango até a -0,4°C.

5.1.2.1. Espécies identificadas

Nesta pesquisa (ocorréncia e quantificagéo pelo NMP) foram identificadas no
total 927 cepas de Listeria spp., sendo aproximadamente 670 através da utilizagéao
do kit API-Listeria, conforme exemplos e 257 através dos testes bioquimicos
tradicionais. As espécies identificadas foram: L. monocytogenes, L. innocua, L.
welshimeri e L. seeligeri , conforme apresentamos na Figura 4.

Nas cepas isoladas de L. monocytogenes, foram observadas em agar sangue
de cavalo, reacdes de B-hemolise de intensidades diferentes; fato este observado
por FUJISAWA & MORI (1994), que avaliaram diversos meios de agar sangue de
cavalo e carneiro e constataram o melhor desempenho do agar sangue Columbia
com 5 % de sangue de cavalo (o mesmo utilizado nesta pesquisa).
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Figura 4. |dentificagao de espécies de Listeria pelo sistema API.
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5.1.2.2. Avaliacdo da Eficiéncia_dos Meios de Enriquecimento e

Isolamento

A Tabela 7 mostra a frequéncia de amostras positivas para o género Listeria
e L. monocytogenes utilizando-se os meios de enriquecimento LEB incubados por
48 horas (LEB), LEB por 24 h seguido do MFB por 24-48 h (LEB-MFB), apos a
semeadura nos meios LPM e MOX.

Tabela 7. Frequéncia de amostras positivas para o género Listeria e
L. monocytogenes ap6s enriquecimento em LEB, LEB-MFB e em
LEB combinado com LEB-MFB e plagueamento em LPM e MOX.

LEB LEB-MFB LEB ¢ LEB-MFB
Amostras List.* Lm” List. L m List. L m.
Peito 8/10° 8/10 9/10 7/10 9/10 9/10
(80,0)¢  (80,0) (90,00 (70,0 (90,0) (90,0)
Carcaga 20/20 9/20 20/20 7/20 20/20 12/20
(100,0)  (45,0) (100,0) (35,0 (100,0) (60,0)
Total 28/30 17/30 29/30 14/30 29/30 21/30
93,3) (56,7 (96,7)  (46,7) (96,7) (70,0)

LEB = Caldo de enriquecimento para Listeria (McCLAIN & LEE, 1989).
MFB = Caldo Fraser Modificado (McCLAIN & LEE, 1989).

2 List. = género Listeria.

®[.m. = L. monocytogenes .

Z n° de amostras positivas sobre o total de amostras analisadas.
porcentagem.

5.1.2.2.1. Meios de Enriquecimento

Para o género Listeria, quando se considera o total de 30 amostras, verificou-
se um indice um pouco maior (96,7%) ao se utilizar os meios LEB seguido do MFB
(LEB-MFB), em relag&o ao obtido com o caldo LEB (93,3%) (Tabela 7).

Comparando-se os meios LEB e LEB-MFB na detecgéo de L. monocytogenes
os resultados indicaram um melhor desempenho (56,7%) com o caldo LEB. No
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entanto, a diferengca sO foi considerada estatisticamente significativa para as
amostras de carcacga (Z=2,08 > 1,96) (Tabela 7).

Um acréscimo considerdvel na taxa de detecgdo de L. monocytogenes
ocorreu quando se fez a identificagdo a partir do enriquecimento primério LEB e
enriquecimento secundario MFB (LEB-MFB); o nivel de amostras positivas para L.
monocytogenes aumentou de 56,7% e 46,7% para 70% (Tabela 7). Contudo, os
resultados foram estatisticamente significantes somente em frango inteiro (Z=2,08 >
1,96). Isto demonstra que o isolamento apés os enriquecimentos primario e

secundario foi importante para aumentar a eficiéncia da detecgéo.

HAYES et alii (1992) ap6s analisarem diversos alimentos com o método do
USDA, FDA e NGFIS, sugeriram ao menos 2 métodos de enriquecimento
combinados para recuperagdo de L. monocytogenes a partir de alimentos

contaminados e com uma taxa de sucesso proximo a 90%.

5.1.2.2.2. Meios de Isolamento

Dentre os meios seletivos, o LPM foi o que apresentou melhor resultado no

isolamento de L. monocytogenes, como se pode observar nas Tabelas 8 e 9.

O uso do LEB e LPM concomitantemente proporcionou resultado um pouco
melhor (51%) para o isolamento de L. monocytogenes (Tabela 8) quando
comparado com outras combinagdes (48,1%, 37,0% e 33,3%). No entanto, esta
diferenca foi estatisticamente significativa somente para amostras de carcaga
quando comparada com LEB-MFB e LPM ou MOX (Z=2,28 > 1,96).

Em duas amostras de carcaga (C9 e C10) provenientes do LEB houve o
crescimento de contaminantes e néo de Listeria sp. Por isso, na Tabela 8 a
frequéncia de género Listeria foi menor quando comparada aos isolamentos obtidos
com LPM a partir do MFB (LEB-MFB). No entanto, isto ndo afetou os resultados
gerais da ocorréncia de amostras positivas para L. monocytogenes (8/20) que foi
maior do que em MFB (5/20).

51



Tabela 8. Frequéncia de amostras positivas para género Listeria e
L. monocytogenes em LPM e MOX a partir do enriquecimento
em LEB e LEB-MFB.

LEB/LPM LEB/MOX LEB-MFB/LPM LEB-MFB/MOX
Amostras List.* Lm" List. L. m. List. L m. List. L m.
Peito 7/7° 6/7 7/7 5/7 777 5/7 7/7 4/7

(100,00 (85,7) (100,0) (71,4) (100,0) (71,4) (100,0) (57,1)
Carcaca  18/20  8/20  20/20 820  20/20 520 2020  5/20
(90,0) (40,0) (100,0) (40,0) (100,00 (25,0) (100,00 (25,0)

Total 25/27 1427 2727 1327 27127 1027 2727 927
(92,6) (51,0) (100,0) (48,1) (100,0) (37,0) (100,0) (33,3)

LEB = Caldo de enriquecimento para Listeria (McCLAIN & LEE, 1989).

MFB = Caldo Fraser modificado (McCLAIN & LEE, 1989).

LPM = Agar cloreto de litio feniletanol moxalactam (LEE & McCLAIN, 1986).
MOX = Agar Oxford modificado (McCLAIN & LEE, 1989).

2 List. = género Listeria.

®|.m. = L. monocytogenes .

° n° de amostras positivas sobre o total de amostras analisadas.

9 porcentagem.

O método do USDA nao prevé o plagueamento a partir do LEB, a incubagao
adicional do meio LEB por 24 h (completando 48 h de incubag&o a 30°C) e nem o
uso do agar LPM. Estas modificagdes levaram a obtencdo de resultados com
valores superiores. Avaliagdes de versdes modificadas dos métodos do USDA e da
FDA realizadas por WARBURTON et alii (1991a), WARBURTON et alii (1991b) e
WARBURTON et alii (1992) confirmam que o emprego de 2 meios de
enriquecimento e de mais de um &gar, para o isolamento, influenciam a taxa de
deteccao.

Na Tabela 9, apresenta-se a frequéncia de amostras positivas para o género
Listeria e L. monocytogenes em LPM e MOX, considerando-se os isolamentos a
partir do LEB e LEB-MFB. A recuperagdo de L. monocytogenes foi maior quando
utilizado o LPM (63,0%) do que o MOX (51,8%), porém estatisticamente significante

somente para amostras de carcaga (Z=2,00 > 1,96). Esta avaliag&o € contraria ao
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de BLYSICK-MCKENNAL & SCHAFFNER (1994), que ndo observaram diferenca
estatistica entre os agares LPM e MOX e consideraram-nos igualmente efetivos no
isolamento de L. monocytogenes. Contudo, HAYES et alii (1992) apesar de nao
encontrarem diferenca significativa entre estes meios, preferiram o LPM pelo maior
poder inibitério dos organismos competidores. WARBURTON et alii (1991b) também
demostraram que o LPM foi um pouco melhor que o MOX.

Tabela 9. Frequéncia de amostras positivas para o género Listeria e
L. monocytogenes em agares LPM e MOX a partir do enriquecimento
em LEB e LEB-MFB.

LEB e LEB-MFB = LPM LEB ¢ LEB-MFB = MOX
Amostras List. 2 L- m. b List L. m.
Peito 7/7° 6/7 717 517
(100,0)* (85,7) (100,0) (71,4)
Carcaga 20/20 11/20 20/20 9/20
(100,0) (55,0) (100,0) (45,0)
Total 27/27 17/27 27/27 14/27
(100,0) (63,0) (100,0) (51,8)

LEB = Caldo de enriquecimento para Listeria (McCLAIN & LEE, 1989).

MFB = Caldo Fraser modificado (McCLAIN & LEE, 1989).

LPM = Agar cloreto de litio feniletanol moxalactam (LEE & McCLAIN, 1986).
MOX = Agar Oxford modificado (McCLAIN & LEE, 1989).

2 List. = género Listeria.

®1.m. = L. monocytogenes .

° n° de amostras positivas sobre o total de amostras analisadas.

¢ porcentagem.
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5.1.3. PROPOSTA DE METODOLOGIA PARA QUANTIFICAGAO DE

Listeria

5.1.3.1. Avaliacdo do crescimento de L. monocytogenes em
diferentes meios de enriquecimento

Neste etapa, conforme graficos da Figura 5, pode-se observar o crescimento
de L. monocytogenes a temperaturas de 30 e 35°C nos meios de enriquecimento
LEBc, FB, MdFB e MFB.

Durante a avaliagdo do crescimento de L. monocytogenes nestes meios,
todos com esculina e citrato férrico, pode-se observar o aparecimento do
escurecimento dos meios, devido a hidrélise da esculina, quando o numero de
células atingiu 10’/ml. Este escurecimento foi visualizado nos meios LEBc, FB,

MdFB incubados a 35°C apds 24 horas e no meio MFB apés 30 horas.

Quando incubados a 30°C, os meios LEBc e FB escureceram apos 24 horas,

no entanto, o MdFB e o MFB necessitaram um tempo maior, respectivamente 30 e
36 horas.

Com estes resultados e visando utilizar um meio com resposta semelhante ao
LEBc a 30°C, porém com mais agentes inibidores da microbiota acompanhante de

carnes, optou-se pelo uso do meio MdFB a 35°C para a quantificagio de Listeria sp

e L. monocytogenes em peitos e carcagas de frango.

5.1.3.2. Quantificacdo de Listeria spp pela técnica do NMP

5.1.3.2.1. Amostras inoculadas com L. monocytogenes Scott A

Em primeiro lugar, a eficiéncia de trés procedimentos de contagem pelo NMP
foi avaliada quanto a capacidade de promover a recuperagéo de L. monocytogenes
Scott A inoculada em agua peptonada e em agua de enxague de carcacga resfriada
de frango. Os resultados da quantificacdo de L. monocytogenes utilizando estes
procedimentos sdo apresentados nas Tabela 10 e11.
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Crescimento de L. monocytogenes Scott-A a 30°C
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Figura 5. Curvas de crescimento de L. monocytogenes Scott-A em diversos meios
(LEBc=Caldo de enriquecimento para Listeria (McCLAIN & LEE, 1989) com

citrato férrico amoniacal; FB=Caldo Fraser (FRASER & SPERBER, 1988);
MFB=Caldo Fraser modificado segundo McCLAIN & LEE, 1989;
MdFB=Caldo Fraser modificado neste trabalho).
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A estimativa da populacéo de L. monocytogenes em solucdo peptonada
apresentou resultados insatisfatérios, conforme mostra a Tabela 10, onde se
observa a grande variagao entre os valores obtidos empregando-se as trés técnicas.
Os valores do NMP nos ensaios A, B e C obtidos pelo emprego do MdFB e no
ensaio E quando utilizado o LEB-MFB ficaram fora do limite de confianga de 95%
previsto pela tabela de NMP.

Tabela 10. Estimativa da populacdo de L. monocytogenes Scott A em suspensdes
preparadas com solugéo peptonada, utilizando 3 diferentes meios de
enriquecimento e técnica do NMP.

Meios

Ensaio Inéculo LEB MdFB LEB-MFB
(UFC/ml) * (NMP/ml)" (NMP/ml) (NMP/ml)

A 104 43 9,3 43

B 63 75 43 43

C 112 23 43 23

D 65 43 150 43

E 176 93 240 21

LEB = Caldo de enriquecimento para Listeria (McCLAIN & LEE, 1989).
MFB = Caldo Fraser modificado (McCLAIN & LEE, 1989).

MdFB = Caldo Fraser modificado neste trabalho.

2 UFC/ml = unidade formadora de coldnia por mililitro.

® NMP/mi = nimero mais provavel por mililitro.

O emprego da agua de enxaglue de carcaga, como mostra a Tabela 11,
proporcionou resultados mais coerentes entre os 3 métodos, mesmo havendo uma
diferenga com relagéo ao indculo inicial, aceitavel pelo método do NMP. A utilizagao
da agua de enxague de carcaga foi proposta com o intuito de testar os métodos nas
condicbes mais proximas da realidade das amostras de frango que seriam
analisadas posteriormente. A diferenca nos resultados, pelo uso da solugéo
peptonada e da agua de enxague, se deve provaveimente a agdo dos agentes
inibidores sobre a microbiota existente no segundo. No caso da agua peptonada, a

auséncia de contaminantes disponibilizaria os inibidores do meio a atuarem
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negativamente sobre o crescimento de L. monocytogenes, o que, em alguns casos,

provocou uma grande variagao nas contagens.

Tabela 11. Estimativa da populagéo de L. monocytogenes Scott A em suspensdes
preparadas com agua de enxagle de carcaga, utilizando 3 diferentes
meios de enriquecimento e técnica do NMP.

Meios
Ensaio Inéculo LEB MdFB LEB-MFB
(UFC/ml) * (NMP/ml) ® (NMP/ml) (NMP/ml)
A 122 150 150 150
B 159 240 240 240
C 90 150 150 150

LEB = Caldo de enriquecimento para Listeria (McCLAIN & LEE, 1989).
MFB = Caldo Fraser modificado (McCLAIN & LEE, 1989).

MdFB = Caldo Fraser modificado neste trabalho.

@ UFC/mI = unidade formadora de coldnia por mililitro.

® NMP/mI = nimero mais provavel por mililitro.

5.1.3.2.2. Amostras de peito e carcaga de frango

O limite minimo de deteccdo de género Listeria e L. monocytogens,
utilizando-se os métodos do NMP foi de 0,3/g para amostras de peito e 9/carcacga
para amostras de frango inteiro.

O NMP de Listeria sp e L. monocytogenes, conforme mostram as Tabelas 12
e 13, em peitos de frango variaram entre < 0,3 a 93/g, sendo que 80% das amostras
apresentaram NMP < 25/g, valor este n&o detectavel pelo método de contagem

direta em placas.

Em frango inteiro, o NMP de Listeria sp (Tabelas 14 e 15) e L. monocytogenes
(Tabelas 15 e 16) variou de <9 a 2,8x10° /carcaga ou < 0,005 a 1,943/g.

A quantificagcdo de Listeria spp em carnes de frango tem sido pouco
estudada. CARACAPPA et alii (1994), utilizando a técnica de contagem em placas
com agar Oxford, quantificaram L. monocytogenes em 50 amostras de frango
previamente como positivas para este patdgeno. Estes pesquisadores avaliaram
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pele e musculo isoladamente e verificaram que 70% das amostras de pele e 86% de
musculo apresentaram contagem < 10° UFC/g, sendo observada uma contaminagéo
méxima em pele da ordem de 10* e em musculo de 10%g. Este fato, revela um
grande numero de amostras com baixo nivel de contaminagdo por L.
monocytogenes; portanto, de dificil quantificacdo pelo método de contagem direta
em placas e apropriadas para o uso do NMP.

COMI et alii (1990) obtiveram 94 e 95% de amostras com nivel NMP < 160/g,

respectivamente para amostras de queijo e produtos carneos.

VALLAVANTI et alii (1994) analisaram 423 amostras de carne de aves, e
encontraram valores de NMP de L. monocytogenes < 11/g em 15,0% e >110/g em

4.3% das amostras.

Em nossa pesquisa, de 70 a 80% (dependendo do meio utilizado) das
amostras de peito de frango apresentaram NMP de L. monocytogenes < 11/g e
nenhuma amostra esteve acima de 100/g (Tabela 13). Em carcagas, 50 %
apresentaram NMP <100/carcaca e em apenas15% (amostras C2, C4 e C19) a

contagen foi da ordem de 10°/carcaga (Tabelas 15 e 16).

Além destes trabalhos, HAYES et alii (1991) e HAYES et alii (1992)
quantificaram Listeria pelo método do NMP em diversos alimentos, incluindo frango,
coletados de refrigeradores de pacientes com listeriose. O NMP nas amostras de
frango variou de <0,3 a >220/g.

BUYSER et alii (1990) compararam a técnica de contagem de Listeria sp pelo
NMP com a contagem direta em agar Oxford em produtos carneos e verificaram que
mais de 90% das amostras (102) apresentavam contaminagdo <100 listerias/g; cujo

resultado foi também observado no presente estudo com amostras de peitos.

As pesquisas até agora evidenciam a contaminagao das carnes de frango em
niveis relativamente baixos (<100 listerias/g), e podem conduzir a sugestdo de
aplicacéo de limites de toleréncia neste tipo de alimento, assim como aquele que ja
existe na Italia (Decreto Ministerial numero 291 de 07/12/93, citado por
VALLAVANTI et alii, 1994) que tolera, para produtos sujeitos a cozimento, niveis
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< 11 L. monocytogenes/g em uma unidade de amostra e <110 em 2 unidades de
amostras. VALLAVANTI et alii (1994), no entanto, sugerem a mudanga dos limites
para uma unidade com NMP de 110/g e 2 com 1.100/g.

Para alimentos prontos para o consumo, a exigéncia de tolerancia zero
aplicada nos Estados Unidos (SHANK et alii 1996) nos parece viavel uma vez que
existem segmentos da populagdo que sdo suscetiveis a adquirir a infecgdo. Em
paises como Canadda (FARBER & HARWING 1996) e Alemanha (VAN
SCHOTHORST 1996) é aceitavel um limite para algumas classes destes produtos.

A obtencdo de alimentos crus livres de L. monocyfogenes diante dos

resultados e discussdes apresentados, nao € real.

A “Intenational Commission of Microbiological Specifications for Foods”
ICMSF) estabeleceu uma forma de escolha do plano de amostragem para
L. monocytogenes. Segundo este plano, para alimentos que sofrerdo um tratamento
listericida antes do consumo, como as carnes in natura, ndo é necessario o exame
do produto (VAN SCHOTHORST 1996).

Diante dos resultados até aqui analisados e observagdes notadas deve-se
salientar que as carnes de frango s6 serdo consideradas potencialmente

causadoras de infecgéo se nao forem bem manipuladas durante o preparo.

5.1.3.3. Avaliacdo do desempenho dos métodos de NMP

Os resultados da contagem de Listeria em peitos de frango, utilizando-se a
técnica do NMP, de trés formas diferentes, sédo apresentados na Tabela 72.

Numa primeira analise, quando se compara os valores obtidos através da
contagem presuntiva pela visualizagdo da cor escura nos tubos (NMPp) em relagdo
aqueles obtidos apds confirmagdo com a identificacdo (NMPc) verifica-se poucos
resuitados conflitantes, quer para o meio MdFB quanto para a combinagdo LEB-
MFB. Para o primeiro, em apenas uma das amostras (P6) o valor do NMPc (43) foi
superior ao NMPp (24) sendo os demais resultados idénticos. Ja para a combinagao
LEB-MFB, a diferenca foi mais acentuada, observando-se apenas 4 amostras com
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valores iguais e 6 com o NMPp maior que o NMPc.

Considerando-se a contagem confirmada NMPc, observou-se resultados
idénticos, para amostras de peitos, utilizando-se meio LEB com uma etapa de

enriquecimento ou o meio combinado LEB-MFB.

Tabela 12 Numero Mais Provavel (NMP) de género Listeria em amostras de peito
resfriado de frango.

NMP (Listeria splg)
Meios
MdJFB LEB LEB-MFB
Amostras NMPp NMPc NMPc NMPp NMPc

Pl 93 93 93 93 93
P2 <0,3 <0,3 <0,3 4,3 <0,3
P3 <0,3 <0,3 <0,3 2,3 <0,3
P4 9,3 9,3 43 43 43
P5 2,3 2,3 4,3 4,3 43
P6 24 43 93 93 93
P7 <0,3 <0,3 <0,3 0,9 <0,3
P8 0,4 0,4 <0,3 23 <0,3
P9 43 43 LS 43 1,5
P10 24 24 7,5 43 7,5

LEB = Caldo de enriquecimento para Listeria (McCLAIN & LEE, 1989).

MFB = Caldo Fraser modificado (McCLAIN & LEE, 1989).

MdFB = Caldo Fraser modificado neste trabalho.

NMPp = Resultado presuntivo pelo escurecimento do meio - hidrolise da esculina pelas
Listeria spp.

NMPc = Resultado confirmado através da identificagdo das Listeria spp.

A quantidade de L. monocytogenes determinada pela técnica do NMP com o
meio MdFB, nas amostras de peito de frango, segundo a Tabela 13, foi maior em 5
delas quando comparada com o LEB e 6 quando comparada com o LEB-MFB. O
meio LEB quando comparado com a combinagdo LEB-MFB apresentou valoreé
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maiores em 3 amostras. Para as 3 amostras onde a contagem pelo NMP deram
valores abaixo do limite inferior de contagem <0,3, em apenas 1 (uma) amostra (P3)

confirmou-se a auséncia de L. monocytogenes através do teste de detecgéo.

Tabela 13. Numero Mais Provavel (NMP) de L. monocytogenes em amostras de
peito resfriado de frango.

NMPc (L.monocytogenes/g)
Meios

Método de

Amostras Detecelio *

MdFB LEB LEB-MFB List. "/ L.m.
P1 93 43 43 +/+
P2 <0,3 <0,3 <0,3 +/+
P3 <0,3 <0,3 <0,3 -/-
P4 0,9 0,7 0,4 +/+
PS5 0,9 0,9 0,4 +/+
P6 43 93 93 +/+
P7 <0,3 <0,3 <0,3 +/+
P8 0,4 <0,3 <0,3 +/+
P9 2,3 1,5 0,7 +/+
P10 24 7,5 7,5 +/+

3 >

LEB = Caldo de enriquecimento para Listeria (McCLAIN & LEE, 1989).
MFB = Caldo Fraser modificado (McCLAIN & LEE, 1989).

MdFB = Caldo Fraser modificado neste trabalho.

NMPc = Resultado confirmado através da identificagdo.

® + = presenga , - = auséncia.

®List. = género Listeria .

°L.m. = L. monocytogenes.

Em carcacas de frango, conforme a Tabela 14, os valores NMPp e NMPc
apresentaram-se, na maioria das amostras, bem diferentes tanto com os meios LEB-
MFB quanto MdFB. Para os resultados de NMPc com MdFB, verificou-se valores
maiores de contagem de Listeria sp em 3 amostras quando comparados com
aqueles obtidos com os meios LEB e LEB-MFB, cujos resultados foram similares.
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Para L. monocytogenes, 5 amostras apresentaram contagens de NMPc
maiores em LEB e LEB-MFB, contra 4 do MdFB, e apenas uma amostra foi maior
em LEB-MFB do que em LEB , como mostra a Tabela 15.

A presenga de citrato férrico amoniacal no meio MdFB e MFB permite a
visualizagdo da hidrolise da esculina pelas Listeria spp, através do escurecimento,
proporcionando resultados presuntivos das contagens. Observando-se a Tabela 14
nota-se que os resultados presuntivos da quantificagdo de Listeria sp em carcagas
de frango foram maiores em 70% (7/10) das amostras quando empregou-se o0 meio
MdFB e em 80% (8/10) pelo uso dos meios LEB-MFB. Este comportamento pode
estar relacionado com a microbiota diferenciada das carcagas na qual a técnica de
enxague utilizada na amostragem poderia remover outras bactérias com a
capacidade de hidrolisar a esculina.

Para amostras de peito, o uso do MdFB subestimou a contagem presuntiva
(NMPp) apenas na amostra P6 (10%), isto ocorreu porque, em 1 tubo, apesar de
n&o escurecer (presumivelmente negativo), houve o crescimento e confirmagéo de
Listeria sp. Na avaliagéo do crescimento de L. monocytogenes em diferentes meios
de enriquecimento (item 5.1.3.1.), foi constatado que o escurecimento dos meios
ocorriam quando o nimero de células atingia 10° UFC/mL. Neste tubo da amostra
P6, o numero de células ndo deve ter atingido o nivel para visualizacdo do
escurecimento. Resultados falsos negativos em caldo Fraser ja foram observados
por KORNACKI et alii (1993).

Uma superestimagdo do resultado do NMPp ocorreu com LEB-MFB em 6
amostras (60 %) de peitos(Tabela 712). Neste tipo de amostra, provavelmente, a
acriflavina do MdFB tenha inibido inicialmente a maior parte da microbiota
produzindo poucos resultados falsos. No caso do LEB-MFB, provavelemte o LEB
inicialmente, permitiu um crescimento maior da microbiota, devido ao menor poder
inibitério, levando para o MFB possiveis contaminantes que hidrolisaram a esculina,

ocasionando um numero maior de falsos positivos.

Observando-se os resultados das 20 amostras (10 peitos e 10 carcacas), a
quantificagdo pela técnica do NMP utilizando o meio MdFB apresentou-se um pouco
melhor na quantificacdo de L.monocytogenes, onde 9 amostras tiveram contagens
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maiores contra 6 do LEB e 6 do LEB-MFB.

GOHIL et alii (1995b) obtiveram resultados similares ao empregar a técnica
do NMP de 3 tubos de duas formas distintas: a primeira com apenas uma etapa de
enriquecimento em caldo LEB e a segunda com duas etapas de enriquecimento em
meio da Universidade de Vermont seguido do caldo Fraser (UVM-FB) para
quantificar L. monocytogenes em iogurte concentrado (‘labneh”), artificialmente
contaminados. Os pesquisadores, ressaltaram ainda a vantagem do emprego do
UVM-FB que, pelo aparecimento da cor preta no FB, é possivel obter um resultado
presuntivo e sugeriram o emprego desta técnica na rotina de controle de qualidade
de alimentos processados.

TRAN & HITCHINS (1996) adaptaram o método da FDA e avaliaram a
performance do método do NMP em leite e produtos carneos e constataram que o
metodo parece promissor na quantificagdo de baixas concentragcbes (1 a 100
UFC/g) nestes produtos.

A avaliagdo realizada por BLYSICK-MCKENNAL & SCHAFFNER (1994)
durante a quantificagéo pelo NMP de baixos niveis de L. monocytogenes em leite de
com baixo teor de gordura, artificiaimente contaminado, mostraram que os meios
LPM e MOX foram igualmente efetivos no isoclamento de L. monocytogenes. Este
resultado difere do presente trabalho, cujo melhor desempenho foi observado com o
LPM onde foi verificado que dos 253 tubos positivos confirmados para o género
Listeria durante as quantificagbes, 69,56% (176/253) apresentaram positivos para L.
monocytogenes em LPM e 61,66% (156/253) em MOX.

Considerando as avaliagdes acima, a técnica do NMP de 3 tubos utilizando o
meio MdFB proposto, apresentou um bom desempenho e comparavel com a técnica
utilizando os meios de cultura LEB e LEB-MFB, oficialmente aprovados para a
deteccdo de L. monocyfogenes. A técnica utilizando o meio MdFB, além de
apresentar a vantagem de oferecer resultados presuntivos pela visualizagdo do
escurecimento do meio pelas provaveis Listeria spp tem como caracteristica a
utilizagdo de apenas uma etapa de enriquecimento, que representa uma menor
manipulacéo.
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Tabela 16. Numero Mais Provavel (NMP) pelo uso do caldo MdFB e detecgéo de
Listeria sp e L. monocytogenes em carcaca resfriada de frango.

Meio MdFB Método de

Amostras NMPp NMPc NMPc NMPc NMPc  Deteccio®

List./carc.®  List/carc.  List/g° L.m.Jcarc.® L.m.Jg® List/L.m. '
Cll1 4,5%10° 4,5x10? 0,264 2,7x10" 0,0159 +/-
C12 2,7x10! 2,7x10" 0,131 2,7x10" 0,0131 ++
C13 2,8x10? 6,9x10" 0,035 2,7x10! 0,014 +/+
Cl4 2,8x10° 1,3x10? 0,085 1,3x10? 0,085 +/+
C15 7,2x10° 7,2x10? 0,393 7,2x10? 0,393 ++
C16 1,3x10? 1,3x10? 0,089 <9,0x10° <0,006 +/-
C17 7,2x10? 1,3x10? 0,083 <9,0x10° <0,006 +/-
C18 1,3x10° 1,3x10° 0,091 1,2x10' 0,008 +/-
C19 1,3x10° 1,3x10° 0,692 1,3x10° 0,692 +/+
C20 6,9x10" 6,9x10" 0,042 1,2x10" 0,008 +/-

LEB = Caldo de enriquecimento para Listeria (McCLAIN & LEE, 1989).
MFB = Caldo Fraser modificado (McCLAIN & LEE, 1989).

MdFB = Caldo Fraser modificado neste trabalho.

NMPp = Resultado presuntivo pelo escurecimento do meio - hidrélise da esculina pelas Listeria spp.
NMPc = Resultado confirmado através da identificacdo das Listeria spp.
? + = presenga , - =auséncia.

® List /carc. = género Listeria por carcaga.

€ List./g = género Listeria por grama de carcaga.

4.m/carc.= L. monocytogenes por carcaga.

°L.m./g = L. monocytogenes por grama de carcaga.

fList/ L.m. = Listeria sp / L. monocytogenes .
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5.2. AVALIACAO DO EFEITO DE AGENTES QUIMICOS NA REDUCAO DA
CONTAMINACAO POR L. monocytogenes

O uso do fosfato trissédico foi aprovado para o processamento de aves nos
Estados Unidos em 1992 e, no Brasil, 0 Ministério da Agricultura do Abastecimento
e Reforma Agraria, em 1995 autorizou o uso do produto em estabelecimentos com

inspec¢ao federal.

As Tabelas 17 e 18, apresentam os resultados das contagens de L.
monocytogenes aderidas a coxas de frango artificialmente contaminadas antes e

apos os tratamentos com diferentes agentes sanitizantes.

Na Tabela 19, estdo expostos os resultados das redugdes das contagens de
L. monocytogenes apds os tratamentos. Os tratamentos das coxas contaminadas
com solugdes de fostato trissddico a 25°C durante um minuto, provocaram uma
pequena reduc¢éo, na ordem de 0,14 e 0,42 ciclos log para solugbes de 8 e 12%
respectivamente. No entanto, estas redugcbes nao foram estatisticamente
significativa, conforme mostra a Tabela 20.

Uma ligeira reducgé&o (0,3 ciclos log) de L. monocytogenes em carne bovina
artificialmente contaminadas e imersa em solugdes de TSP a 25°C por 1 minuto, foi
obtida por DICKSON et alii (1994), redugcdo semelhante a apresentada neste
trabalho. Ainda segundo aqueles autores, o tempo de contato, a forma de aplicagéo
(imerséo ou pulverizagdo/lavagem) e a temperatura do produto sdo fatores que

influenciam a reducgéo da contaminagao.

HWANG & BEUCHAT (1995) observaram uma redugao de L. monocytogenes
na ordem de 1,3 ciclos log em pele de frango inoculado apés tratamento com
solugdo a 1% de TSP durante 30 minutos a 25°C. A reducgéo de um ciclo log desta
bactéria aderida a superficie de ago inoxidavel e borracha somente ocorreu apés
exposicdo a solugdo de 8% durante 10 minutos a temperatura ambiente ou 20
minutos a 10°C (SOMERS et alii, 1994).

O fosfato trissédico, no entanto tem demonstrado resultados melhores contra

bactérias Gram negativas. A redugédo da contaminagédo de Salmonella typhimurium
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aderidas a pele de coxa de frango pelo uso de solugdo a 10% de fosfato trissddico a
10 e 50 °C por 15 segundos, na ordem de 2,2 e 1,7 log respectivamente, foi
observada por KIM et alii (1994b). Uma redugéo de 2 ciclos log desta mesma
bactéria foi obtido por LILLARD (1994) em pele de frango apds imersédo em TSP a
10% por 15 minutos a temperatura de 10 °C. KIM et alii (1994a) conseguiram uma
redugéo de 1,6-1,8 log de Salmonella em amostras de frango tratadas com solugéo
a 10% de TSP por 15 segundos. Uma significativa diminuicdo da presenga de
Salmonella também foi constatado em amostras tratadas com TSP.

Com Campylobacter, SLAVIK et alii (1994) verificaram uma reducéo de 1,2-
1,5 log em carcacgas de frango apds imers&o por 15 segundos em solugdo de TSP a
10%, a temperatura de 50 °C e 0,16 log quando tratadas a 10 °C. A temperatura
ambiente, FEDERIGHI et alii (1995) obtiveram 1,3 log de reducgao.

O cloro é um agente tradicionalmente usado nos abatedouros tanto para a
sanitizagdo dos equipamentos e instalagées, como na agua utilizada durante o
processamento, para lavagem das aves e em tanques de resfriamento das
carcacgas. As concentragbes de cloro empregadas no resfriamento, segundo a
literatura (PRESOT & CHAVES, 1995, GENIGEORGIS et alii, 1989 e
GENIGEORGIS et alii, 1990), variam de 2 a 25 mg/L.

O tratamento das coxas contaminadas com solugdes de hipoclorito de sddio
provocou uma ligeira redugdo, da ordem de 0,29 e -0,07 ciclos log para as
concentragdes de 4,95 mg/L e 23,34 mg/L de cloro disponivel total respectivamente,
porém sem significado estatistico (Tabela 217).

A presenca de L. monocytogenes em frangos apés resfriamento em tanque
constatada por SKOVGAARD & MORGEN (1988), GENIGEORGIS et alii (1989),
VARABIOFF (1990), DYKES et alii (1994), LONCAREVIC et alii (1994) e OJENIYI et
alii (1996), revela a ineficiéncia do cloro na redugdo da contaminagdo por esta
bactéria. Segundo LILLARD (1990), que obteve uma incidéncia maior de Sa/monella
apos resfriamento em tanque rotatério, esta etapa seria um local de contaminagéo
cruzada das carcagas.
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Examinando agua de resfriamento de aves, GENIGEORGIS et alii (1989),
isolaram L. monocytogenes de abatedouro de frango que utilizava 20 mg/L de cloro,
mas GENIGEORGIS et alii (1990) s6 encontraram L. welshimeri em agua de chiller
com 20-25 mg/L de cloro, dados estes compativeis com os resultados da Tabela 19
onde nao constatamos ac¢éo de cloro sobre L. monocytogenes. Por outro lado,
LONCAREVIC et alii (1994) encontraram L. monocytogenes somente em amostras
de frango que foram resfriadas em agua com < 10 mg/L de cloro, ndo sendo isolada

quando o nivel de cloro estava a 15 mg/L.

Os resultados insatisfatorios obtidos, os relatos acima, a alta incidéncia deste
agente patogénico no produto acabado reafirmam a ineficiéncia do uso de cloro na
agua de resfriamento de carcagas para garantia de um produto final livre de L.
monocytogenes.

As concentragbes das solugdes de cloro e fosfato trissédico que foram
utilizadas na pesquisa sao as recomendadas pelos 6rgaos oficiais para uso no
processamento de aves. No entanto, estes produtos n&o foram eficientes na
reducdo da contaminagdo por L. monocytogenes. A alta ocorréncia deste patdgeno
em amostras de peito e carcaga de frango verificada nas pesquisas realizadas na
primeira fase deste projeto talvez possa ser justificada através dos resuitados desta
segunda etapa, ou seja, os agentes quimicos sanitizantes nas condi¢des de uso sdo
ineficientes frente a uma possivel contaminagao por L. monocytogenes durante o
abate.

Novas medidas de redugéo de Listeria monocytogenes durante o processo de
abate, e corte de aves, até o recebimento da embalagem devem ainda ser avaliadas

e pesquisadas para a melhoria da qualidade destes produtos.
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Tabela 17. Contagem de L. monocytogenes em coxas de frango artificialmente
contaminadas ap6s imersao em solugbes de fosfato trissddico a 25°C

por 1 minuto.
Grupo Conc. pH log NMP/g de pele
1 TSP 8 % 12,61 6,24 £ 0,08
2 TSP 8 % 12,61 6,65 £ 0,21
3 TSP 12% 12,77 6,02 £ 0,25
4 TSP 12% 12,77 6,32 +£0,23
Controle 1° tampao fosfato - 6,59 £ 0,28
Controle 2 ° sem imersio - 6,81 £ 0,24

@ Grupo controle dos ensaios dos grupos 1, 2, 3 e 4 - com imersdo em tampéao fosfato.
Grupo controle do nivel de contammat;ao das coxas utilizadas nos ensaios (grupos 1, 2, 3, 4 e 5).

Tabela 18. Contagem de L. monocytogenes em coxas de frango artificiaimente

contaminadas apos imerséo em solugdes de hipoclorito de sédio a 4°C
por 20 minutos.

Grupo Conc. (mg/L) * pH log NMP/g de pele
1 4,95 7,68 6,09 £ 0,38
2 4,95 7,68 6,18 +0,14
3 23,34 8,00 6,54 £ 0,12
4 23,34 8,00 6,45 +0,12
Controle 1° tampao fosfato - 6,42+0,11
Controle 2° sem imersio - 6,63 + 0,00

2 Conc = concentragéo de cloro disponivel total.
® Grupo controle dos ensaios dos grupos 1, 2, 3 e 4 -com imersdo em tampéo fosfato.
° Grupo controle do nivel de contaminagdo das coxas utilizadas nos ensaios (grupos 1, 2, 3, 4 e 5).
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Tabela 19.. Efeito dos tratamentos com fosfato trissédico e hipoclorito de sédio
sobre L. monocytogenes aderidos a pele de coxas de frangos.

Solug¢do  Concentragao pH Temperatura / Tempo Redugio
(log NMP/g)
TSP 8 % 12,61 25°C/ 1 min 0,14
TSP 12% 12,77 25°C/ 1 min 0,42
NaOCl 4,95 mg/L * 7,68 4°C /20 min 0,29
NaOCl 23,34 mg/L * 8,00 4°C / 20 min -0,07

? Concentragdo de cloro disponivel total.

Tabela 20. Analise de variancia para os tratamentos com fosfato trissédico

Fator de variagao Soma dos Graude Quadrado da F
quadrados  liberdade média
Tratamento 0,4168 2 0,2084 1,80
Erro experimental 1,3875 12 0,1156
Total 1,8043 14 0,1288

Sendo F = 1,80 < F o5 = 3,89, a hipétese nula é aceita, ou seja ndo ha
diferenga entre os tratamentos.

Tabela 21. Analise de variancia dos tratamentos com Hipoclorito de sédio

Fator de variacao Soma dos Grau de Quadrado da F
quadrados liberdade média
Tratamento 0,4250 2 0,2125 0,37
Erro experimental 6,7990 12 0,5666
Total 7,2240 14 0,5160

Sendo F = 0,37 < F g5 = 3,89, a hipbtese nula é aceita, ou seja ndo ha
diferenca entre os tratamentos.
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6. CONCLUSOES

O estudo realizado ao longo desta pesquisa e o0s resultados obtidos

conduzem as seguintes conclusées:

e As metodologias tradicionais para detecgdo de L. monocytogenes, inclusive as
oficiais, ainda precisam ser aperfeicoadas. As modificagdes no método do
USDA (incubagao adicional do LEB por mais 24 h, o isolamento a partir do LEB
a 48 h, e o uso de mais um agar seletivo, o LPM) proporciona aumento
substancial na detegéo de L. monocytogenes em amostras de carnes de frango;

e A ocorréncia de Listeria sp e L. monocytogenes em carnes de frango é muito
elevada, sendo necessaria uma maior preocupagdo quanto ao controle de sua
presenga em alimentos;

e O agar LPM apresentou melhor desempenho que o agar MOX na recuperagéo
de L. monocytogenes, durante a avaliagdo da ocorréncia e da quantificagéo
pela técnica do NMP, em carnes de frango;

e A técnica do NMP é plenamente vidvel para avaliar quantitativamente a

populacéo de Listeria em carnes de frango;

e O meio MdFB proposto neste trabalho pode ser utilizado na quantificacdo de
Listeria spp em carnes de frango;

e Em amostras com NMP de Listeria abaixo de 100/g é dificil a sua quantificagéo

pelo método de contagem direta em placas;

e O emprego de solugbes de fostato trissédico e hipoclorito de sédio néo se
mostrou eficiente na redugdo da contaminagdo de carnes de frango por
L. monocytogenes, nas condi¢gdes experimentais utilizadas.
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7. SUGESTOES

As industrias processadoras que se preocupam com a qualidade de produtos
alimenticios e com a seguranga do consumidor, deverdo reavaliar os prazos de
validade (8-15 dias) a 4°C em fungdo da dificuldade de atendimento desta

temperatura pelos postos de distribui¢do e nos refrigeradores domésticos.

A elevada ocorréncia de Listeria sp (96,7%) e de L. monocytogenes (70%) em
frangos, verificado neste trabalho e o fato dela ser uma bactéria ambiental devem

sensibilizar as autoridades sanitarias e empresas do setor no sentido de:

e estabelecer limites maximos de tolerancia em carnes de frango para insersdo
nos padrbes de identidade e qualidade da Legislacdo de Alimentos e nos
programas de qualidade das empresas;

e verificar/rever os processos de elaboracdo dos produtos, bem como as
recomendagbes para manipulagéo, limpeza e sanitizagdo visando garantir a
efetiva redugéo da contaminagéao por L. monocytogenes;

e informar/educar a populacdo e as pequenas empresas que preparam este tipo
de alimento sobre os cuidados necessarios durante o preparo (Boas Praticas de
Manufatura) para que se possa reduzir os riscos & saude do consumidor, uma

vez que o cozimento adequado elimina o patégeno.

Apesar do plano de amostragem para L. monocytogenes preconizada pela
“International Commission of Microbiological Specifications for Foods” n&o prever
plano para alimentos que sofrerdo tratamento listericida antes do consumo, como é
0 caso de carnes de frango, devemos salientar que a deternimagéo do NMP desta
bactéria nestes produtos é valiosa no programa de qualidade das empresas.

A técnica do NMP pode ser utilizada para contagem de L. monocytogenes em
outros alimentos, no entanto deve-se considerar que a escolha do meio de
enriquecimento a ser utilizado depende da microbiota existente no alimento e do
grau de injuria bacteriana provocada pelo processamento do alimento.
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