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RESUMO

Visando o controle de qualidade da carne suina, sobretudo no sistema APPCC, avaliou-se a contamina¢ao
superficial de carcagas e de tonsilas suinas com Listeria monocytogenes em estabelecimentos de abate. Foram
coletadas 30 amostras de carcagas obtidas num matadouro-frigorifico de suinos fiscalizado pelo Servigo de Inspe-
¢do Federal, e 30 carcacgas e 30 tonsilas em trés estabelecimentos nao inspecionados, localizados na mesma regiao
geografica. As amostras foram submetidas a analise microbioldgica convencional e a técnica da PCR. Nao houve
diferenga significativa entre os isolamentos de L. monocytogenes (p = 0,47) nas amostras de carcagas e tonsilas,
quando se realizou a analise pelo método convencional, nem pelo ensaio da PCR (p = 0,196). A técnica da PCR
mostrou-se mais sensivel, rdpida e viavel economicamente para detectar L. monocytogenes, em comparagao a con-
vencional. A pesquisa de L. monocytogenes em estabelecimentos durante o processo de abate permite a detec¢do do
referido microrganismo como um perigo a ser monitorado e controlado na carne suina pelo sistema APPCC.
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ABSTRACT

MOLECULAR AND CONVENTIONAL DETERMINATION OF Listeria monocytogenes FOR PORK
QUALITY CONTROL

The presence of Listeria monocytogenes was evaluated in swine carcasses and tonsils. Thirty carcass samples
were obtained in a swine slaughterhouse under federal inspection, and 30 carcasses and 30 tonsils were also collected
in three non inspected establishments located in the same geographical area. The samples were analized by
conventional microbiological methods and by PCR. Differences were not significant for the isolation of L.
monocytogenes (p = 0,47) from samples of carcasses and tonsils by the conventional method or by PCR (p=0,196).
PCR was more sensitive, rapid and economic to detect L. monocytogenes compared to the conventional technique.
The detection of L. monocytogenes in establishments during the slaugther process allows the characterization of
this microorganism as a hazard to be monitored and controlled in pork under the context of the APPCC.

Keywords: Listeria monocytogenes, swine slaugther, PCR, APPCC.
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INTRODUCAO

A bactéria Listeria monocytogenes causa a doenga
chamada listeriose em humanos, geralmente a partir do
consumo de alimentos contaminados, gerando sérios
comprometimentos da satide de gestantes e recém-
nascidos. Um grande numero de casos de listeriose vem
ocorrendo nos ultimos anos, em fungdo da mudanga no
estilo de vida dos consumidores, que utilizam cada vez
mais a cadeia do frio no processo de producdo de
alimentos prontos para o consumo, aumentando a sua
exposicao ao agente (Hofer & Reis, 2005).

A existéncia de grupos de risco associada ao fato
de o microrganismo ser passivel de isolamento em
alimentos processados, do tipo “pronto para consumo”,
e, ou refrigerados tem despertado o interesse de
indastrias alimenticias, autoridades de Satude Publica e
de pesquisadores em varios paises (Loguercio et al.,
2001).

Dentre os patogenos freqiientemente isolados de
carcagas suinas, encontra-se L. monocytogenes (Mc
Mullen, 2000). Korsak et al. (1998), avaliando
patogenos causadores de doengas de origem alimentar,
detectaram a presenga de L. monocytogenes na superficie
de carcagas suinas e reafirmaram que o referido patdogeno
¢ um dos principais perigos para a saude publica.

Nos tltimos 10 anos, na Franca, os produtos de
origem suina se mostraram mais freqlientemente
envolvidos em surtos de listeriose do que os produtos
derivados do leite, ressaltando a importancia de mais
pesquisas buscando a presenga de L. monocytogenes em
produtos carneos e na carne em natureza (Leclerc et al.,
2002).

Chasseignaux ez al. (2002) investigaram a presenga
de L. monocytogenes em superficies de trabalho em
plantas de processamento de carne suina e a
consideraram a principal fonte de contaminagao da
carne. Esse microrganismo também foi encontrado em
equipamentos das areas de recepgao e processamento da
carne.

Esta bactéria pode ser isolada de alimentos que
tiveram contato com superficies, pisos e paredes do
matadouro. Nesse ambiente, os principais pontos de
contaminac¢do, durante o abate de suinos, estdo
associados as origens fecal, faringeana e ambiental
(Borch et al., 1996, Chasseignaux et al., 2002).
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Diante dos riscos conhecidos e visando a
seguranga alimentar, ¢ sugerida a investigagdo da L.
monocytogenes cOMo um perigo microbiologico a ser
controlado na carne suina, pelo sistema de “Analise de
Perigos e Pontos Criticos de Controle — APPCC”,
sobretudo nas fases e em ambientes criticos do abate.
Com esse propdsito, devem ser utilizadas técnicas
laboratoriais adequadas ao sistema APPCC, por serem
as mais rapidas e de menor custo.

A pesquisa de L. monocytogenes em alimentos
pode ser realizada utilizando-se métodos de cultivo
tradicionais, seguidos de caracterizagdo bioquimica, ou
por meio de técnicas alternativas. Entre os métodos
convencionais de analise microbioldgica, encontram-se
o método desenvolvido pelo Departamento de
Agricultura dos Estados Unidos (USDA), usualmente
aplicado a analise de carne, produtos carneos ¢
esfregacos de superficies, e 0 método da Administragado
de Drogas e Alimentos dos Estados Unidos (FDA),
usualmente aplicado a analise de leite e produtos lacteos
(Silva et al., 1997).

Como técnicas alternativas para a detecgao de L.
monocytogenes, apresentam-se métodos que podem ser
usados apds o enriquecimento primario, como a Reagao
em Cadeia de Polimerase (PCR), ribotipagem, PCR
5‘nuclease, nested PCR, amplificagdo ao acaso do DNA
polimorfico (RAPD), eletroforese em gel 2 - D, dentre
outros (Norton & Batt, 1999; Byuna et al., 2001, Jaradat
et al., 2001; Chasseignaux et al., 2002, Holko et al.;
2002).

Pretende-se, com esse trabalho, avaliar a
contaminag¢ao superficial de carcagas e de tonsilas suinas
com L. monocytogenes em estabelecimentos de abate,
inspecionados ou ndo, como subsidio ao controle de
qualidade da carne suina, sobretudo no sistema APPCC,
comparando a técnica PCR com o método convencional.

MATERIAL E METODOS

Foram coletadas 30 amostras de carcagas obtidas
num matadouro-frigorifico de suinos, fiscalizado pelo
Servigo de Inspecdo Federal (SIF), e 30 carcagas e 30
tonsilas em trés estabelecimentos nao inspecionados,
localizados na mesma regido geografica, entre os meses

Julho/Agosto, 2006



de margo e novembro de 2003.

No estabelecimento com fiscalizagdo do SIF, as
amostras de carcagas foram analisadas pelo método
convencional de isolamento e identificacdo de Listeria
sp e L. monocytogenes. Nos estabelecimentos ndo
fiscalizados, além do método convencional, utilizou-se
a técnica da PCR em amostras de carcacas e tonsilas.

A determinagdo de Listeria monocytogenes foi
feita por adaptagdo da técnica do USDA (United States
Department of Agriculture) (Silva et al., 1997), conforme
descrito a seguir. No enriquecimento seletivo primario,
25 mL da amostra previamente homogeneizada foram
cultivados em 225 mL de Caldo Universidade de
Vermont (Oxoid CM 863) e incubados a 30°C durante
24 horas, como também foi feito paralelamente com o
cultivo em Caldo de Enriquecimento para Listeria (LEB)
(Oxoid CM 862). A seguir, no enriquecimento seletivo
secundario, foi transferido 0,1 mL dos cultivos anteriores
para tubos com 10 mL de Caldo Fraser (Oxoid CM 895),
incubado a 35°C por 24 horas. Prosseguiu-se com o
plaqueamento seletivo diferencial dos cultivos, que
revelaram escurecimento no caldo Fraser em placas de
Agar Oxford Modificado (MOX) (Difco 0225,
suplementado com colistina e moxalactam), incubando-
se as placas a 35°C, durante 24 a 48 horas. Para a
confirmagdo das colonias de Listeria sp, selecionaram-
se pelo menos trés coldnias tipicas de cada placa de Agar
Oxford Modificado, as quais foram estriadas em Agar
TSA-YE (Agar Tripticase de Soja Difco 0369
suplementado com 0,6% de extrato de levedura) e
incubadas a 30°C por 24 a 48 horas. As colonias foram
observadas sob luz obliqua, num angulo de 45°. Foram
selecionadas as coldnias azuladas tipicas, bem isoladas
para a realizagdo das provas de confirmagdo
(identificagdo). Constituiram-se as provas de
identificagdo: coloracdo de Gram, teste de catalase, teste
de motilidade em agar sulfeto indol motilidade a 20°C-
25°C, teste de reducao do nitrato, teste de verificagdo de
hemolise, teste de fermentagdo da dextrose, xilose,
rhamnose, manitol, maltose e esculina, e teste CAMP.
Foram consideradas listerias tipicas as culturas que
mostraram o formato de “guarda-chuva” na prova da
motilidade.

Para o ensaio da PCR, foi utilizado o cultivo
oriundo dos homogenatos de esfregagos de carcagas em
agua peptonada e fragmentos de tonsila. As amostras de
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DNA foram obtidas pelo método de extragdo
fenol:cloroférmio, realizado segundo metodologia-
padrdo descrita por Sambrook et al. (1989).

Na amplificagdo do DNA, foram utilizados os
oligonucleotideos iniciadores especificos para os genes
L. monocytogenes inlA*, sendo InlA(forward) 5°-
CCTAGCAGGTCTAACCGCAC-3’ e InlA(reverse) 5°-
TCGCTAATTTGGTTATGCCC-3’ (7). A mistura de
reagdo continha 15,5 uL de agua®, 0,5 uL de 2 mM de
mistura dNTP, 1U (0,2 uL) de Taqg DNA polimerase?, 2,5
pL de tampao PCR 10 X, 1,5 uL de 50 mM de tampao de
cloreto de magnésio e 20 pmol (2,5 uL) do par de
oligonucleotideos. As condigdes de amplificacdo foram
as seguintes: desnaturacao inicial a 94°C por 3 minutos,
seguida por 40 ciclos de amplificagao. Cada ciclo
consistiu de desnaturac@o (94 °C por 1 min.), anelamento
(55 °C por 2 minutos) e extensao do oligonucleotideo (72 °C
por 1 min.). O DNA amplificado foi submetido, juntamente
com marcador X174 clivado com a enzima Haelll 3, a
eletroforese com 1 a 2% de gel de agarose corado com 2
iL de brometo de etidio, a 10 mg/1 mL por 1 hora, ¢
visualizado com luz UV. Como controle positivo, utilizou-
se L. monocytogenes ATCC 7644, padrao obtido na
Fundagao Oswaldo Cruz.

Realizou-se a analise de custos das provas
microbiologica convencional e PCR no que se refere a
despesa com material de consumo, ndo sendo
consideradas as despesas com mao-de-obra, vidrarias,
equipamentos e encargos sociais, etc.

O teste Qui-quadrado foi utilizado a 5% de
significancia para analise das possiveis associagdes entre
as seguintes variaveis: contaminag¢do na carcaga € na
tonsila com L. monocytogenes; desempenho dos testes
microbiologico convencional e PCR e estabelecimento
inspecionado e ndo-inspecionado.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Analisando os resultados referentes aos esfregacos
de superficie de carcaca e fragmentos de tonsilas nos
estabelecimentos ndo-inspecionados, verificou-se que nao
houve diferenca significativa entre eles para L.
monocytogenes (p=0,47), nem para Listeria sp.(p=0,19),
quando se realizou a analise partindo do método

2 Imprint do Brasil, Belo Horizonte, MG, Brasil
3 Sigma Chemical Co, St Louis, MO, USA
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convencional. Como este comportamento analitico
confirmou-se no ensaio da PCR (p = 0,196), pode-se
sugerir que ambas as amostras podem ser adequadas
para a pesquisa de L. monocytogenes (Tabela 1).

Tabela 1. Freqiiéncia (%) de Listeria sp ¢ Listeria
monocytogenes em carcagas e tonsilas suinas através do exa-
me convencional e PCR nos estabelecimentos ndo-
inspecionados

Listeria sp Listeria monocytogenes
Convencional Convencional PCR

Carcaca 4  (13,3)° 2 (6,66)" 18 (60,0)®

Tonsila 1 (3,33)° 0(0,0)* 13 (43,3)°

Freqiiéncias de mesma coluna (Listeria monocytogenes e Listeria sp) e linha
(Listeria monocytogenes), seguidos de uma mesma letra, ndo apresentaram diferenca
estatisticamente significativa a 5% de significancia.

Entre as vantagens ¢ desvantagens das amostras
escolhidas, ressalta-se que a coleta de tonsila dispensa
a interrupgdo da linha de abate para a realizacdo da
pesquisa, o que nao ocorre quando a coleta € realizada
por esfregacos de superficie das carcagas. Assim, o
estabelecimento em estudo ndo tem seu fluxo de abate
alterado durante a execucdo desta atividade num
procedimento de verificagdo de um plano APPCC. Por
outro lado, os procedimentos de inspegdo ¢ de coleta das
tonsilas também se constituem em risco de
contaminagdo da carcaga a partir das maos dos operarios
e das facas (Borch et al., 1996). Desse modo, o esfregago
de superficie, como forma de obtengdao de amostras,
torna-se uma opgao com menor risco de contaminacao
da carne. Além disso, quando se pretende, numa analise
de risco, a determinacdo de pontos criticos de controle
de um plano APPCC, somente a coleta de amostras da
superficie permite o acompanhamento das diversas
etapas do abate.

As reagdes da PCR de L. monocytogenes
obtidas em uma amostra positiva de carcaga (banda
de 255 pb), um controle negativo ¢ um controle
positivo (L. monocytogenes ATCC 7644), estdo
ilustradas na Figura 1.
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Figura 1 - Resultado da PCR de uma amostra positiva para L.
monocytogenes ATCC 7644 (B), controle negativo (C) e controle posi-
tivo (D), segundo o marcador molecular X 174/Haelll (A).

de L.
estatisticamente maior que a obtida pela metodologia

Uma freqiiéncia monocytogenes
convencional foi observada no ensaio da PCR (Tabela
1), tanto a partir de esfregagos de superficie de carcagas
(p=0,00001) como a partir de fragmentos de tonsila (p
= 0,00005). Este resultado deve ser interpretado com
cuidado devido ao fato da técnica ser muito sensivel e
identificar a presenga do DNA bacteriano, mesmo sem
a viabilidade da bactéria. Neste caso, o patogeno nao
representaria risco para a saude publica.

A detecgdo de L. monocytogenes pelos métodos
convencionais pode subestimar sua presenga caso se
encontre injuriada, dificultando seu isolamento, o que
implicaria resultados falsos-negativos (Williams &
Golden, 2001). Sendo assim, o ensaio da PCR torna-se
uma técnica importante para detectar o microrganismo
e estabelecer um limite critico de contaminagao a ser
verificado e controlado num plano APPCC.

A pesquisa microbiologica convencional de L.
monocytogenes demanda tempo, geralmente atinge duas
semanas, para a confirmac¢ao do microrganismo,
enquanto que o ensaio da PCR pode ser realizado num
prazo de 24 horas. Diante de um surto de toxinfecgao
alimentar em que ha caracteristicas da listeriose, a
pesquisa convencional torna-se menos oportuna que a
PCR. Ainda ¢ possivel monitorar, por essa técnica, um
lote de carcagas antes da sua distribui¢do ao comércio,
enquanto se encontra em processo de refrigeragdo no
estabelecimento de abate.

Farber & Peterkin (1991) também enfatizaram

algumas desvantagens dos métodos convencionais,
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quando os consideraram laboriosos ¢ passiveis de
resultados variaveis.

Alguns autores, pesquisando L. monocytogenes em
alimentos pela técnica da PCR, despenderam, no
maximo, 36 horas para obtengao do resultado, enquanto
que a pesquisa por técnicas convencionais chegou a 14
dias (Jaradat et al., 2001, Holko et al., 2002).

O custo da realizagdo das analises considerando-
se um laboratdrio montado, contando-se apenas o custo
com reagentes e meios de cultura, encontra-se em torno
de US$ 7,38 por amostra na pesquisa convencional. Neste
aspecto, o ensaio da PCR apresenta-se como uma boa
alternativa na identificacdo do agente em questéo,
mostrando-se uma técnica mais econdmica, quanto ao
consumo de reagentes na pesquisa do referido agente,
pois seu custo esta em torno de U$ 2,09 por amostra.

Quando se compararam o estabelecimento
inspecionado e os nao-inspecionados em relagdo a
freqiiéncia das bactérias estudadas, ndo se observou
diferenca significativa, com L. monocytogenes (p = 1,00)
e Listeria sp (p = 0,66). Embora ndo tenha ocorrido a
diferenca significativa, observou-se uma freqiiéncia
maior no estabelecimento ndo-inspecionado (Tabela 2).
O abate de animais em estabelecimento nao-
inspecionado geralmente esta associado a condigdes
precarias de instalacdes, higiene e procedimento
operacional de abate, aumentando o risco de
contaminagdo da carne suina por patdogenos em geral.

Tabela 2. Freqiiéncia (%) de Listeria monocytogenes e Listeria
sp por estabelecimentos inspecionado e ndo-inspecionado pelo
método convencional

Listeria monocytogenes Listeria sp
Inspecionado 1(3,33)® 2 (6,66)"
Nao-inspecionado 2 (6,66)* 4 (13,33)"

Freqiiéncias de mesma coluna seguidos de uma mesma letra ndo apresentaram
diferenca estatisticamente significativa a 5% de significancia.

A determinagdo de L. monocytogenes na carne
suina durante o seu abate, seja em matadouros-
frigorificos inspecionados, como apoio as agdes de
controle de qualidade, APPCC por exemplo, seja em
situagdes de abate clandestino, pode ser facilitada com
o emprego de técnicas mais apropriadas, como a PCR,
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favorecendo o controle de patégenos como a L.
monocytogenes.

CONCLUSOES

A pesquisa de L. monocytogenes em
estabelecimentos durante o processo de abate permite a
detecg@o do referido microrganismo como um perigo a
ser verificado e controlado na carne suina.

A técnica da PCR ¢ mais sensivel, rapida e viavel
economicamente para detectar L. monocytogenes,
de
monitoramento da L. monocytogenes num plano
APPCC.

A bactéria L. monocytogenes no abate de suinos

podendo ser empregada em atividades

pode ser detectada pela técnica da PCR em amostras de
tonsila como alternativa ao esfregago de superficie da
carcaga, evitando-se maiores interrup¢des no processo
de abate, quando se deseja caracterizar a presenga do
microrganismo nesse ambiente. Por outro lado, a
pesquisa de L. monocytogenes por coleta de esfregagos
de carcaca também auxilia na determinag@o de pontos
criticos de controle no sistema APPCC, quando as
contaminag¢des da carne, a partir de tonsilas, sdo
freqiientes nas coletas de amostras.
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