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RESUMO

Os surtos de Doencas Veiculadas por Alimentos (DVA) constituem alvo de
preocupacao para as industrias alimenticias e para os 6rgaos de saude publica.
Listeria monocytogenes é conhecida como um importante patdégeno causador de
doencas veiculadas por alimentos, e sua importancia vem aumentando desde a
década de 1980. Apesar de o nimero de casos da doencga por ano ser relativamente
baixo, a infeccdo pode ser grave, com letalidade acima de 30%. Em pesquisas
realizadas no Brasil foi identificada uma incidéncia de 32% em amostras de produtos
carneos com uma taxa de isolamento de 80% em linguicas do tipo frescal
elaboradas com carne suina. Apesar dos recentes avancos nas tecnologias de
controle de patdogenos em alimentos, os consumidores tém procurado alimentos
“naturais”, isto é, submetidos a tratamentos menos agressivos e isentos de
conservadores quimicos. Em 2007, o Departamento de Agricultura dos Estados
Unidos (USDA) e a agéncia norte-americana Food and Drug Administration (FDA)
aprovaram o uso do LISTEX™ P100, um bacteriéfago especifico para o controle de
Listeria monocytogenes, para todos os tipos de alimentos. Bacteriéfagos sao virus
que infectam somente bactérias e ndo infectam células animais ou vegetais. Eles
estdo largamente distribuidos no ambiente, e 0 homem esta exposto a eles em altas
concentracfes através da agua e dos alimentos, sem qualquer efeito adverso a sua
salde. A importancia que a carne representa na alimentacdo humana, associada a
necessidade de se oferecer sempre um alimento indécuo e incapaz de veicular
doencas ao homem, motivou o desenvolvimento desta pesquisa, que teve como
objetivos verificar a ocorréncia de Listeria monocytogenes em linguicas do tipo
frescal vendidas a varejo em estabelecimentos comerciais da cidade de Salvador-BA
e avaliar a eficAcia do agente antimicrobiano, bacteriéfago P100 (LISTEX™ P100),
sobre células de Listeria monocytogenes inoculadas artificialmente no alimento.
Foram examinadas 40 amostras de linguicas do tipo frescal de carne suina e 40 de
frango, de diferentes marcas comerciais. Isolou-se Listeria spp. em 12 amostras
(15%), das quais trés (3,75%) foram positivas para L. monocytogenes. Entre as
espécies, L. innocua foi isolada com maior frequéncia, em 11 amostras (13,75%);
em duas amostras foram detectadas as duas espécies. As cepas de
L. monocytogenes isoladas das amostras pertenciam ao sorotipo *a. Na
investigacdo da eficacia do uso do bacteriéfago P100 no controle da contaminacéo
do embutido pelo microrganismo, verificou-se uma reducdo de trés ciclos
logaritmicos na populacdo inicial do microrganismo, diferenca estatisticamente
significativa (p<0,05). Também foi encontrada diferenca significativa (p<0,05)
quando se comparou o tratamento no tempo O (zero) e no tempo 10, com aumento
da populacdo do patégeno no alimento apds 10 dias de armazenamento, 0 que
remete a necessidade de se utilizar um fago com titulo mais elevado.



ABSTRACT

The outbreaks of Food-borne Diseases are a reason of concern for the food
industries and public health organs. Listeria monocytogenes is known as an
important pathogen causing diseases transmitted by food and its importance has
been growing since the 1980s. Although the number of disease cases per year is
relatively low, the infection can be serious, with lethality rate at 30%. Research works
conducted in Brazil reported an incidence of 32% in meat product samples with an
isolation rate of 80% in Brazilian fresh sausage (“linguica do tipo frescal”) made with
pork meat. Despite the recent technological advancements in pathogen control in
foods, consumers have sought natural foods, i.e., foods submitted to less aggressive
treatments without chemical preservatives. In 2007, the Department of Agriculture of
the United States (USDA) and the North America Agency Food and Drug
Administration (FDA) approved the use of LISTEX™ P100, a bacteriophage specific
for the control of Listeria monocytogenes, for all types of food. Bacteriophages are
viruses that infect only bacteria and do not infect animal or plant cells. They are
widely distributed in the environment and humans are exposed to them at high
concentrations through water and foods, without any adverse effect to health. The
role played by meat in human nutrition, associated to the need of offering an
innocuous food, incapable of transmitting diseases to humans, has led to the
development of this research, whose objectives were to verify the incidence of
Listeria. monocytogenes in Brazilian fresh sausages sold in commercial
establishments in the city of Salvador-BA and to evaluate the efficacy of the
antimicrobial agent bacteriophage P100 (LISTEX™ P100) in the cells of Listeria
monocytogenes artificially inoculated in the food. Forty samples of type pork Brazilian
fresh sausages and 40 samples of chicken, of different commercial brands were
taken. Listeria spp was isolated in 12 samples (15%) of which three (3.75%) were
positive for L. monocytogenes. Among the species, L.innocua was isolated with
greater frequency in 11 samples (13.75%); the two species were detected in two
samples. The strains of L. monocytogenes isolated from the samples belonged to the
serotype Y2a. When investigating the efficacy in the use of the bacteriophage P100 in
controlling Brazilian fresh sausage contamination by the microorganism, the results
showed a reduction of three logarithmic cycles in the initial population of the
microorganism, a statistically significant difference (p<0.05). A significant difference
(p<0.05) was also found when 0 (zero) time treatment was compared with time 10
treatment, showing increase in the pathogen’s population in the food after 10 days of
storage and the need to use a phage with a higher titer.
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INTRODUCAO

Apesar da utilizacdo de diferentes técnicas para garantir a qualidade e a
inocuidade dos produtos alimenticios, as Doencas Veiculadas por Alimentos (DVA)
continuam sendo um problema de saude publica.

Diversos microrganismos podem causar DVA, inclusive L. monocytogenes, que
se encontra amplamente distribuida na natureza — fato que explica a facilidade com
gue € encontrada em alimentos, desde a producédo até o consumo. O microrganismo
destaca-se devido a sua capacidade de sobreviver e proliferar em alimentos
mantidos sob temperaturas de refrigeracdo, podendo também se desenvolver em
atmosferas modificadas, em razdo de sua caracteristica de microaerofilia. Possui
elevada resisténcia fisiologica, sendo dificil controlar ou prevenir sua presenca em
alimentos, principalmente naqueles que sofrem tratamento térmico.

Entre os alimentos ja envolvidos nos surtos de listeriose, tém-se o leite cru e
pasteurizado, queijos, carne bovina, suina, de aves e derivados, frutos do mar, além
de produtos de origem vegetal, crus ou processados, e refeicdes preparadas.

A carne e derivados incluem-se entre os alimentos que mais preocupam 0S
servicos de saude publica, em razdo dos riscos que oferecem pela contaminacgéo
por uma grande variedade de bactérias patogénicas. As linguicas suinas e de frango
apresentam-se como excelentes substratos para o0 desenvolvimento de
microrganismos, devido a uma série de fatores favoraveis, como pH pouco &cido,
elevada atividade de agua, mistura de diferentes tipos de ingredientes, entre outros.
Além disso, as linguicas produzidas artesanalmente sdo submetidas a intenso
manuseio durante seu processamento, aumentando a probabilidade de
contaminacao por microrganismos indesejaveis.

A ingestdo de alimentos contaminados por Listeria monocytogenes é
particularmente perigosa para gestantes, individuos com sindrome de imuno-
deficiéncia adquirida, cirrose, carcinoma e outras doengas que provocam

comprometimento do sistema imunoldgico; contudo, a doenca pode ocasionalmente
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ocorrer em individuos nao predispostos. Idosos e recém-nascidos também sao
susceptiveis a listeriose e enquadrados como individuos de alto risco.

Apesar da aplicacéo de rigorosos procedimentos de limpeza e sanitizagdo no
ambiente de processamento da industria, os alimentos processados tém sido
contaminados por L. monocytogenes, mesmo quando a matéria-prima esté livre do
patdgeno. L. monocytogenes pode aderir a varios tipos de superficies, sendo
encontrada em biofilmes nos ambientes de processamento de carnes e produtos de
laticinios; é possivel que algumas linhagens de L. monocytogenes possam ter
adquirido resisténcia aos sanitizantes comumente usados pelas industrias. Dessa
forma, a resisténcia natural do microrganismo a muitos dos sistemas de preservacao
de alimentos, que sao efetivos contra outros patdgenos responsaveis por toxinfec-
¢Oes alimentares, tem despertado a atencdo e incentivado as pesquisas para o
desenvolvimento de sistemas mais efetivos de controle da bactéria.

Uma das formas de controlar a multiplicagdo de microrganismos indesejaveis
nos alimentos é o uso de conservadores quimicos. No entanto, a utilizacdo desses
agentes ndo € compativel com a imagem de produtos “naturais”, de grande apelo
comercial atualmente. Além disso, alguns conservadores adicionados aos alimentos,
visando o aumento da seguranca e da vida util, podem levar a formacédo de
compostos com efeito carcinogénico ao organismo humano, como ocorre com o
nitrato adicionado a produtos carneos.

Os bacteriéfagos podem ser considerados inimigos naturais das bactérias,
sendo, portanto, candidatos l6gicos a avaliacdo como agentes para o0 controle
espécie-especifico de bactérias patogénicas durante as fases de pré e pos-
processamento e armazenamento de alimentos. S&o parasitos intracelulares
obrigatérios, que utiizam as bactérias para sua multiplicacdo; logo, sao
componentes da microbiota natural da producao de alimentos, desde o campo até a
comercializacdo do produto final. Sdo estaveis nesses ambientes e prontamente
recuperados de solo, efluentes, agua, fezes e alimentos.

Vérios fagos tém sido estudados com o objetivo de controlar a proliferacéo de
microrganismos patogénicos. LISTEX™ P100, uma solucdo antimicrobiana
composta de seis bacteri6fagos especificos para o controle de L. monocytogenes
em queijos, mostrou-se efetiva para 170 estirpes desse patégeno e permitiu que a

resisténcia adquirida pelo microrganismo fosse minimizada.
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O desenvolvimento deste estudo traz uma contribuicdo para o conhecimento
da ocorréncia de Listeria monocytogenes em embutidos carneos crus, linguica,
vendidos a varejo na cidade de Salvador-BA, bem como sobre a eficicia do uso do
bacteriéfago P100 no controle da contaminacgéo pelo patégeno nesse alimento.
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OBJETIVOS

GERAL

Verificar a ocorréncia de Listeria monocytogenes em embutidos carneos crus
— linguicas do tipo frescal — vendidos a varejo em estabelecimentos comerciais da
cidade de Salvador-BA e avaliar a eficacia do bacteriéfago P100 (LISTEX™) sobre

cepas de Listeria monocytogenes inoculadas artificialmente no alimento cru.

ESPECIFICOS

- Investigar a ocorréncia de espécies de Listeria em linguicas do tipo frescal
preparadas com carne suina e também com carne de frango, de diferentes
marcas e lotes;

- ldentificar sorologicamente as espécies de Listeria spp. isoladas;

- Avaliar a eficacia do bacteri6fago P100 sobre células de Listeria
monocytogenes inoculadas artificialmente no embutido carneo cru,
determinando a influéncia do tempo de refrigeracdo nos tratamentos

empregados.
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CAPITULO 1
REVISAO BIBLIOGRAFICA

Listeria monocytogenes: DETECCAO E CONTROLE

1 HISTORICO E CARACTERIZACAO

Em 1929, Murray et al., durante uma epizootia entre coelhos e cobaias de um
biotério em Cambridge, Reino Unido, isolaram microrganismos que causavam
intensa monocitose, nomeando 0 agente como Bacterium monocytogenes. Um ano
mais tarde, na Africa do Sul, observou-se uma doenca similar em roedor selvagem e,
em honra ao cirurgido Lord Lister, denominou-se o agente como Listerella
hepatolytica; contudo, considerando ser parecido com o agente isolado pelos outros
autores ingleses, foi proposta a denominacdo de Listerella monocytogenes.
Posteriormente, como havia um género vegetal assim denominado, o agente passou
a chamar-se Listeria monocytogenes (CORREA; CORREA, 1992).

Os primeiros isolamentos confirmados do microrganismo de individuos
infectados ocorreram em 1929 por Gill em ovelhas e Nyfeldt em humanos. Mais
tarde, casos esporadicos de listeriose foram reportados, 0s quais estavam
associados a individuos que tiveram contato com animais doentes, caracterizando-a
como uma doenca ocupacional. Na década de 1980, como resultado do relato de
diversos surtos decorrentes da ingestdo de alimentos contaminados, o interesse
pelo microrganismo cresceu rapidamente entre as industrias, empresas reguladoras
e pesquisadores (FARBER; PETERKIN, 1991).

As bactérias do género Listeria estdo amplamente disseminadas na natureza
(ubiquidade microbiol6gica). Sdo anaerdbias facultativas e tem a tendéncia a se
dispor em palicada, fato evidenciado em esfregacos comuns observados em
microscoépio optico (PICHI et al., 1999).

Atualmente, divide-se em seis espécies: Listeria monocytogenes,
Listeria innocua, Listeria seeligeri, Listeria welshimeri, Listeria ivanovii e Listeria
grayi, como evidenciado pelos valores de homologia de DNA, sequéncia 16rRNA,
propriedades quimiotaxonbmicas e andlise de enzima multilocus (McLAUCHLIN,
1997a; ROCOURT, 1999; DONNELLY, 2001).
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Listeria monocytogenes é um bacilo Gram-positivo (Figura 1), pequeno, curto,
de 0,4-0,5Im de diametro e 0,5-2,0 ’m de comprimento, com extremidades
arredondadas, que pode apresentar forma cocoide ou filamentosa, em culturas com
2-3 dias (FARBER; PETERKIN, 1991; PHAN-THANH et al., 2000; LOVETT, 1989),
podendo ser observado isolado ou em cadeias curtas (ROCOURT, 1999; RYSER,;
MARTH, 1991; DONNELLY, 2001). Assemelha-se a cocos em culturas velhas e
perde a habilidade em reter corantes de Gram, o que leva frequentemente a erros de
identificacdo (SEELIGER; JONES, 1986). Consequentemente, as espécies do
género Listeria algumas vezes sao erroneamente classificadas como
Corynebacterium spp., Haemophilus influenza, Erysipelothrix spp., pneumococos,
estreptococos ou estafilococos (RYSER; MARTH, 1991; DONNELLY, 2001).

Fonte: Kenneth Todar - University of Wisconsin-Madison Department of Bacteriology
(2003).

Figura 1 — Listeria monocytogenes — microscopia Optica/coloracdo de Gram.

E um microrganismo desprovido de capsula, ndo formador de esporos
(LOGUERCIO et al., 2001) e multiplica-se tanto em aerobiose como anaerobiose,
com preferéncia a ambientes microaerofilicos (ROCOURT, 1999). Possui rapida
multiplicacdo na maioria dos meios bacteriolégicos, crescendo bem em caldo infusdo
cérebro coracdo (BHI), caldo soja tripticase e caldo tripticase (JAY, 1996).

O microrganismo requer biotina, riboflavina, tiamina e aminoacidos como
cisteina, glutamina, isoleucina e valina para o seu crescimento. Em agar nutriente,

as colbnias tipicas de Listeria sdo cinza-azuladas, apresentando de 0,2 a 0,8 ['m de
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didmetro ap6s 24 horas de incubacdo (DONNELLY, 2001). As colbnias, quando
visualizadas a luz transmitida em direcdo obliqua, apresentam brilho azul-
esverdeado (JAY, 1996; ROCOURT, 1999).

Diversos fatores podem afetar o crescimento, a sobrevivéncia e a
multiplicacdo de Listeria em alimentos, entre eles: temperatura, pH, atividade de
agua, cloreto de sddio, nitrito de sddio, conservantes e atmosfera (KASNOWSKI,
2004).

E um patdgeno psicrotréfico que se multiplica geralmente em temperaturas
que variam de -0,4 °C a 50 °C, com multiplicacdo 6tima entre 30 e 37 °C
(DONNELLY, 2001). Tem como caracteristicas peculiares a relativa resisténcia
térmica e capacidade de multiplicacdo em temperatura de refrigeracdo. Possui
flagelos peritriquios (Figura 2), os quais dao motilidade ao microrganismo (PICHI
etal., 1999). Esse comportamento ocorre somente em faixas restritas de
temperatura (20 °C a 25 °C). Nessa temperatura, a coldnia segue a linha de picada
e, em seguida, distribui-se sobre o meio, lembrando o formato de um guarda-chuva
(Figura 3) (FARBER; PETERKIN, 1991; HOLT et al., 1994; ROCOURT, 1999).

Fonte: University of Wisconsin-Madison Departament Bacteriology. Kenneth Todar
(2003).

Figura 2 — Aspecto morfolégico de Listeria monocytogenes — microscopia

eletrbnica.
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Fonte: Instituto Pasteur (2004).

Figura 3 — Prova de motilidade a 25 °C.

A bactéria pode tolerar concentracdes de 10% a 30% de cloreto de sédio e
crescer a uma atividade de agua de 0,90, dependendo de fatores que influenciam a
multiplicacdo, como pH e temperatura (LOVETT, 1989). Foi demonstrado que
Listeria monocytogenes em ambientes com 25,5% de NaCl sobrevive por 132 dias a
4 °C, 32 dias a 22 °C e cinco dias a 37 °C (SEELIGER; JONES, 1986). Foi
constatada a sobrevivéncia desse microrganismo em alimentos desidratados,
indicando sua capacidade de tolerar atividade de agua inferior a 0,93 (DOYLE et al.,
1985).

Em relacéo ao pH, o patdgeno se multiplica em valores de 4,4 a 9,6, com pH
6timo de crescimento de 7,0 (SCHUCHAT et al., 1991). Apresenta reacao catalase
positiva e oxidase negativa; expressa [I-hemolisina, produzindo uma zona de
clareamento em &agar sangue, que nao se estende muito para fora da regido da
colénia (FARBER; PETERKIN, 1991; HOLT et al., 1994); L. ivanovii forma halos
grandes e bem definidos e L. innocua ndo apresenta hemdlise. Produz acido por
fermentacdo da glicose, frutose, manose, galactose, celobiose, maltose, melezitose,
trealose e ramnose, sem formacédo de gas; hidrolisa esculina, salicina, amigdalina e
hipurato de sédio; apresenta teste vermelho de metil positivo; produz aménia a partir
da arginina; reage negativamente para producédo de sulfeto de hidrogénio, indol e
nitrato redutase; liquefaz gelatina; hidrolisa amido e ureia; reduz telurito, e é
parcialmente inibida por 0,02% de azida e cianida (JAY, 1996).

Apesar de as espécies de Listeria spp. serem fenotipicamente similares, elas

podem ser diferenciadas pela producdo de hemolisina, incluindo teste de CAMP
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(Christie, Atkins e Munch-Petersen) e andlise da patogenicidade em ratos (HOLT et
al., 1994; ROCOURT, 1999; SEELIGER; JONES, 1986; SCHUCHAT et al., 1991), e
pela producdo de acido a partir de D-xilose, L-ramnose e manitol (Quadro 1). A

atividade hemolitica é a caracteristica mais importante e a mais dificil na

identificacédo de Listeria monocytogenes (HOLT et al., 1994).

Quadro 1 — Principais caracteristicas das espécies de Listeria.

Caracteristica L. L. L L L. L
monocytogenes seeligeri ivanovii innocua grayi welshmeri

Motilidade tipo guarda-chuva + + + + + +
Motilidade rotacional + + + + + +
Catalase + + + + + +
Oxidase - - - - -
Crescimento em TSI* AIA AIA AIA AIA AIA AA
c hidrlise da cecuina ’ * ‘ + + '
OF glicose’ OF OF OF OF OF OF
Redugéo Nitrato - - - - _ ND*
B-hemdlise + + + - - -
CAMP - S. aureus + + - - - -
CAMP - R. equii - - + - - -
Acido a partir de Manitol - - - - + .
Acido a partir de D-xilose - + + - - +
Acido a partir de N i i - i -
L-ramnose
Acido a partir de a-metil-D- N i i . ND* .
manosideo

* ND = n&o-determinado. * A/A = rampa acida/fundo 4cido. ° OF = oxidativo e fermentativo.
Fonte: Ryser e Donnelly (2001); Holt et al. (1994).

A multiplicacéo das espécies de Listeria é estimulada por Fe*" e fenilalanina,
tendo como requerimentos primarios para seu desenvolvimento a glicose (fonte de

carbono) e a glutamina (fonte de nitrogénio). A utilizacdo de glicose em condi¢des
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aerdbias resulta na producdo de lactato, acetato e acetoina como produtos finais.
Por serem microaerébias ou anaerébias facultativas, as bactérias do género Listeria
também podem se desenvolver em atmosferas modificadas (ROCOURT, 1999).

Varios marcadores quimiotaxondmicos tém sido utilizados na verificacdo da
posicao filogenética do género Listeria, que pertence ao grupo de bactérias Gram-
positivas de baixo conteido de G/C no DNA (< 55%), reforcando a sua distincao do
género Corynebacterium spp. e a sua relacdo com bactérias laticas (ROCOURT,
1999).

Além das formas classicas de identificacdo, que sdo os estudos culturais e
bioquimicos, a andalise antigénica constitui-se o teste confirmatério de diagndstico. A
composicdo antigénica da grande maioria das cepas caracteriza-se pelos antigenos
“O”, que geralmente conduzem as espécies Listeria innocua e Listeria welshimeri. A
sua andlise apresenta limitacbes para a diferenciacdo de L. monocytogenes e L.
seeligeri, j& que estas espécies hemoliticas possuem o mesmo padrdo antigénico.
Ja os antigenos “H” estdo mais relacionados as espécies do género, oferecendo alto
grau de especificidade, exceto para L.grayi. Nenhum deles tem demonstrado
reacdes cruzadas com outros anticorpos bacterianos (SEELIGER; LANGER, 1989).

Segundo Jay (2005), L. monocytogenes esta representada por 13 sorovares,
alguns dos quais sdo compartilhados por L.innocua e por L. seeligeri. Embora
L. innocua esteja representada somente por trés sorovares, muitas vezes ela é
considerada uma variante nao-patogénica de L. monocytogenes. A grande
heterogeneidade antigénica desta Ultima espécie pode estar relacionada com o
grande numero de hospedeiros animais nos quais é capaz de se multiplicar. Em
geral, linhagens 4b sdo mais frequentemente associadas com surtos, enquanto
linhagens Y2 sdo mais relacionadas a isolamentos em produtos alimenticios. L.
monocytogenes € um patdgeno intracelular facultativo, que pode crescer em
macrofagos, células epiteliais e fibroblastos cultivados.

Todas as cepas virulentas produzem uma hemolisina, a listeriolisina O, que
esta geneticamente relacionada com a estreptomicina O e a pneumolisina
(MURRAY et al., 2000).

Anteriormente, a especificidade antigénica de L. monocytogenes correspondia
a apenas dois tipos sorolégicos (1 e 4), estando um deles associado a roedores e 0
outro a ruminantes, e ambos, ao homem (FREEMAN, 1983). Posteriormente, com

base em andlises antigénicas mais detalhadas, demonstrou-se a existéncia de
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antigenos somaticos termoestaveis e flagelares termolabeis contendo carboidratos
em sua composicao, tendo-se assim quatro tipos sorologicos principais (1, 2, 3 e 4)
e a subdivisdo em subtipos, dos quais os sorovares 4a e 4b sdo 0s mais importantes
(SEELIGER; LANGER, 1989). A caracterizacdo antigénica que define os sorovares é
um sistema de tipagem que ndo apresenta uma capacidade discriminatéria mais
ampla, tendo em vista a incidéncia e/ou prevaléncia de um numero limitado de
sorotipos nas diferentes fontes de infeccdo e vias de transmissdo. Assim, em
L. monocytogenes sao registrados como sorovares predominantes e cosmopolitas:
la, 1b e 4b e, em plano secundario, 1c (McLAUCHLIN, 1997b; ROCOURT, 1996;
SCHUCHAT et al., 1991; WHO, 1988). Ainda, o que pode ser reconhecido nas
pesquisas sao as variacfes desses sorovares comuns, a exemplo do predominio de
la sobre 4b nos produtos lacteos, ou da maior incidéncia de 1b sobre la nos
produtos carneos processados ou ndo (HOFER, 1999). E interessante notar que em
outras fontes de infeccdo, assim como no meio ambiente, 0s sorovares
predominantes sdo os mesmos, ndo demonstrando sofrer as possiveis interferéncias
da sazonalidade e da origem geografica (HOFER, 1999).

De acordo com Hofer (2000), os sorovares predominantes de linhagens de
L. monocytogenes isoladas de diferentes fontes no Brasil, entre 1971 e 1997, foram
usualmente limitados ao 4b, Y2a e %2b e, menos frequentemente, 4a, ¥2c e 4ab. Esse
autor demonstrou que a caracterizacdo antigénica representada por 13 sorotipos
tem limitacdes para andlise epidemioldgica, devido a prevaléncia de um namero
discreto de sorovares na maioria das fontes de isolamento. Isso naturalmente néo
invalida o processo de investigacdo epidemioldgica, uma vez que ele é fundamental
para a determinacdo do perfil fenotipico. Da mesma forma, existem alguns
obstaculos, como, por exemplo, a grande propor¢cdo de linhagens de L.
monocytogenes nédo tipaveis do sorogrupo %2 (McLAUCHLIN, 1996; HOFER, 2000),
independentemente da adicdo de novas preparacfes fagicas ao esquema, como
contraposicdo ao sucesso relativo da fagotipagem para o sorovar 4b (ESTELA,;
SOFOS, 1993, citado por HOFER, 2000). Esses problemas foram observados em
uma parte das amostras investigadas por Hofer (2000), oriundas mais
frequentemente de fontes humanas. Epidemiologicamente, ainda segundo Hofer
(2000), a distribuicdo dos sorovares de L. monocytogenes no Brasil demonstra a
prevaléncia do sorotipo 4b de origem humana e de alimentos, diferentemente dos
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dados relatados por Nicolas et al., (1989), Farber e Peterkin (1991) e McLauchlin

(1997a), que a prevaléncia é do sorotipo 2a em paises da Europa.

2 MECANISMOS DE PATOGENICIDADE

No género Listeria, apenas as espécies L. ivanovii e L. monocytogenes sao
consideradas virulentas. Embora haja relatos de infecgdes humanas por L. ivanovii e
L. seeligeri (LOESSNER et al., 1997; POYART et al., 1996), somente determinadas
linhagens de L. monocytogenes conseguem vencer os mecanismos de defesa do
trato gastroentérico, sobreviver aos ataques do sistema imune, aderir as células
epiteliais e multiplicar/difundir para enterdcitos, hepatdcitos, células endoteliais e
dendriticas, alcancando a submucosa intestinal, figado, baco, cérebro e placenta
(BREHM et al., 1996).

Como parasita intracelular facultativa, a bactéria controla a expressao génica
conforme o ambiente circundante. O crescimento no ambiente reduz a producéo dos
fatores de viruléncia, pelo fato de estes ndo serem necessarios a sobrevivéncia;
todavia, se introduzidos na intimidade do hospedeiro suscetivel, ocorre rapida
expressao dos genes de viruléncia. O dominio sobre o0 mecanismo de acao desses
fatores fornece subsidios Uteis para as medidas preventivas e terapéuticas e,
particularmente, para o desenvolvimento de métodos mais adequados de deteccao
(KUHN, GOEBEL, 1995).

Os fatores de viruléncia de L. monocytogenes constituidos de aderéncia,
invaséo, sobrevivéncia intracelular, multiplicacdo e disseminacao celular estdo bem
caracterizados. Oito genes envolvidos no processo infeccioso, ja identificados,
associam-se a: (i) aderéncia e internalizagdo dos microrganismos as células
epiteliais e macrofagos: internalina A (inlA), proteina p60, proteinas relacionadas a
internalina (Irp) e um antigeno V nao identificado; (ii) sobrevivéncia intracelular:
listeriolisina O (hly), hemolisina responsavel pela lise do vacuolo fagocitico primario,
uma proteina formadora de porina, conhecida como fosfatidil-inositol-fosfolipase C
(plcA), envolvida na lise da membrana do vacuolo fago lisossomal; (iii) multiplicacéo
intracelular e disseminacdo para outros macréfagos e 6rgdos tissulares: Act A,

necessaria para a polimerizacdo da actina, e a lecitinase, uma fosfatidil colina
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fosfolipase C (PC-PLC), produto do gen plcB (BHUNIA, 1997; GRENNINGLOH et al.,
1997).

A expressédo dos genes de viruléncia esta sujeita a um controle complexo e é
frequentemente coordenada por fatores ambientais, com destaque para a
temperatura e determinados nutrientes, a fim de assegurar o seu desligamento
transcripcional durante a sobrevivéncia no meio ambiente; por outro lado, a mesma
€ acionada se a bactéria encontra um hospedeiro suscetivel (LEIMEISTER-
WACHTER et al.,, 1992). Foram elucidados os mecanismos da infeccdo por L.
monocytogenes, baseados em modelos de infecgéo in vivo em camundongos e em
cultura de tecidos, bem como em técnicas moleculares e genéticas modernas,
desvendando um dos mais intrincados mecanismos moleculares de parasitismo
intracelular (DANCZ et al.,, 2002). Esse conhecimento € fundamental no
desenvolvimento de métodos mais precisos para deteccao de linhagens patogénicas
de L. monocytogenes, baseados nos fatores genéticos envolvidos na transcricao e
expressao da viruléncia (ALMEIDA; ALMEIDA, 2003).

Pearson e Marth (1980) sugeriram que L. monocytogenes pode infectar o
homem e outros animais pelas seguintes vias: oral, ocular, cutanea, respiratoria ou
urogenital. O trato intestinal é o local de entrada para L. monocytogenes
no organismo através das células epiteliais no apice das microvilosidades, aderindo
e invadindo a mucosa. Entdo se difunde, ndo sO pelo interior da célula, como
também de uma célula para outra. Em seguida, a célula bacteriana € fagocitada por
macrofagos e, apos a lise da membrana fagocitica, liberada no citoplasma da célula
do hospedeiro, onde se multiplica rapidamente (LOVETT; TWEDT, 1988; FRANCO;
LANDGRAF, 1996; GERMANO; GERMANO, 2001). As células de Listeria
monocytogenes, uma vez dentro dos macrofagos, encontram-se protegidas dos
leucécitos polimorfos nucleares (FRANCO; LANDGRAF, 1996).

Kayal et al. (1999) descobriram que a listeriosina O secretada por
L. monocytogenes é um potente estimulador inflamatério, induzindo as células
endoteliais durante o processo infeccioso. A listeriosina O é considerada um dos
fatores de viruléncia das espécies de Listeria, liberando a célula bacteriana do
macroéfago e desencadeando a lise da membrana fagocitica dessas células, ou seja,
uma vez dentro da célula do hospedeiro, a bactéria pode ter acesso ao citoplasma,
devido a acdo do poro formado por esta citolisina, chamada de Listeriosina O
(GREIFFENBERG et al., 1997; SAMPATHKUMAR et al., 1999).
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Segundo Pandiripally et al. (1999), o aspecto-chave para patogenicidade de L.
monocytogenes € sua habilidade de invadir e multiplicar-se em fagdcitos e néo-
faglcitos. Presume-se que a adesdo da bactéria seja mediada por moléculas na
superficie da célula com receptores complementares presentes na célula

eucariotica.

3 LISTERIOSE

L. monocytogenes é o agente da listeriose, uma infeccao alimentar atipica,
definida também como uma zoonose, podendo acarretar um quadro clinico severo,
com alta taxa de letalidade, periodo de incubacgéo longo e predilecdo por pacientes
gue tenham condi¢Bes imunoldégicas deficitarias (ROCOURT; COSSART, 1997).

A doenca passou a receber atencdo significativa a partir dos episodios
ocorridos nos EUA entre 1981 e 1985. Pode ser transmitida por trés vias principais:
contato com animais infectados, infeccdo cruzada (contaminacdo cruzada),
preferencialmente entre recém-nascidos em hospitais e infec¢des transmitidas por
meio da ingestéo de alimentos contaminados (BELL; KYRIADES, 1998).

E uma doenca esporadica observada durante todo o ano, com pico de
ocorréncia nos meses mais quentes. Epidemias focais tém sido associadas ao
consumo de leite, queijo, carne inadequadamente cozida, vegetais crus nao lavados
e repolhos contaminados (MURRAY et al., 2000). A morbidade é varidvel com a
espécie, podendo apresentar-se como doenca individual esporadica ou como surto
epidémico, com casos endémicos. A letalidade também ¢é variavel, ficando
geralmente entre 20 e 50% (CORREA; CORREA, 1992). A taxa da ocorréncia da
doenca é baixa, porém é uma enfermidade importante devido a sua alta letalidade
(ACHA; SZYERES, 2001).

De acordo com Jay (2005), das espécies de Listeria, a L. monocytogenes € o
patdgeno de importancia para os humanos. E um microrganismo de distribuicdo
ubiquitaria, encontrando-se vastamente disseminado na natureza e em diversos
tipos de alimentos, quer seja “in natura” ou processados (PEREIRA; ROCOURT,
1993; LOGUERCIO et al., 2001). Segundo Todar (2003), a L. ivanovii também é
considerada patogénica, porém causadora da doenca apenas em animais,
sobretudo em ovinos. L. innocua, L. welshimeri e L. seeligeri ndo sao patogénicas,

embora a ultima produza hemolise.
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A infeccdo pelo microrganismo foi comprovada em grande numero de
mamiferos domeésticos e silvestres, em aves e, inclusive, em animais poiquilotermos.
As espécies domésticas mais suscetiveis, em ordem decrescente de importancia,
séo: ovina, caprina e bovina (ACHA; SZYERES, 2001).

O microrganismo se caracteriza por ser patogénico para individuos com
algum comprometimento do sistema imunolégico, como idosos, neonatos, pacientes
com HIV, que podem apresentar infeccdo do sistema nervoso central (SNC),
bacteremia e endocardite. No caso de mulheres gravidas, pode também ocorrer
aborto, parto pré-maturo e septicemia neonatal (MARCO et al., 2000; MARTIN et al.,
2004). Em geral, a listeriose causa sintomas tipicos de gripe. Em recém-natos e
idosos, pode desenvolver meningite e septicemia, levando a oObito (KLIMA;
MONTVILLE, 1995).

A listeriose humana € comumente caracterizada pela formacao de
granulomas miliares e necrose focal ou por supuracdo no tecido infectado
(LOGUERCIO et al., 2001). Na auséncia de tratamento médico a morte ocorre,
sendo usualmente resultado, como mencionado anteriormente, de meningites
(DEDIOL et al., 2002).

Com excecdo da listeriose neonatal, que é transmitida da mée para o feto, as
outras formas de listeriose sdo provavelmente adquiridas pelo contato direto com
animais doentes ou seus excrementos, possivelmente pela inalagdo de poeira ou
ingestdo de alimentos contaminados (CASTRO, 1989). O organismo pode estar
presente em secrecdes oculares, nasal e purulenta da epiderme e na urina, placenta
de bovino infectado, outros tecidos contaminados, fezes e sangue. Contudo, a
transmissao por alimentos parece ser a forma mais importante (MARTH, 1988;
SILVA, 1996).

A listeriose no organismo humano e no animal tem um quadro diferente da
maioria das outras doencas enquadradas como enfermidades, cujos agentes
etiolégicos sdo transmitidos por alimentos. Isso se deve a natureza intracelular
facultativa do seu agente causal, que, rompendo as células, produz septicemia, o
que propicia a infeccdo de tecidos normalmente ndo afetados, como o sistema
nervoso central, a placenta e o Utero gravidico (CASTRO, 1989; FARBER;
PETERKIN, 1991; FRANCO; LANDGRAF, 1996; LOVETT; TWEDT, 1988; MARTH,
1988).
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Como ja mencionado, a infeccdo ocorre em qualquer faixa etaria; no caso de
criancas e pessoas idosas, a mortalidade é bastante alta — em média, 70%
(CASTRO, 1989). Schlech (1996) afirmou que a listeriose invasiva é uma infeccéo
de origem alimentar com alta morbidade e mortalidade em adultos que adquirem
meningoencefalite e em recém nascidos que desenvolvem uma sindrome de
septicemia severa.

O aborto por listeriose na mulher somente ocorre na segunda metade da
gravidez, com maior frequéncia no terceiro trimestre. Os sintomas que precedem em
alguns dias ou semanas o aborto ou o parto podem consistir de calafrios, aumento
da temperatura corporal, ligeira irritacdo e, as vezes, sintomas gastrintestinais
(ACHA; SZYERES, 2001).

Nos casos de comprometimento do sistema nervoso central, a manifestacao
se d& através do aparecimento de meningite, encefalite e abscessos. Entre outras
formas localizadas de listeriose, podem ser citadas a endocardite e osteomielite,
porém sdo mais raras (FRANCO; LANDGRAF, 1996).

A importancia desse patdgeno esta mais associada a mortalidade causada
por sua infeccdo do que a morbidade. Slutsker e Schuchat (1999) comentaram que,
diferentemente de outras doencas causadas por alimentos, como a salmonelose,
gue raramente é fatal, a taxa de letalidade da listeriose é alta: cerca de 20%.
Altekruse et al. (1997) citaram que taxas de letalidade acima de 40% foram relatadas
em casos de surtos de listeriose humana.

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

Segundo a Food and Agriculture Organization - FAO, a partir da analise de
alimentos envolvidos em surtos e casos esporadicos de listeriose, encontraram-se
tanto contagens elevadas (acima de 10° UFC/g), quanto contagens baixas (inferiores
a 10% UFC/g). Partindo desses achados, pode-se dizer que quantidades de bactérias

iguais ou maiores que 10®> UFC/g poderiam causar quadro de infeccéo alimentar
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(FAO, 1999). A dose infectante dos patdégenos de origem alimentar esta relacionada,
entre outros fatores, a suscetibilidade do hospedeiro, ao nivel de contaminacdo do
alimento pelo patdégeno, a quantidade ingerida de alimento e a viruléncia das cepas
(FAO, 1999).

Segundo Deseo (1999), a contaminacdo de alimentos com niveis acima de
10° UFC/g é considerada alta para Listeria monocytogenes. Experimentos feitos com
animais saudaveis indicaram que a ingestdo de quantidades de L. monocytogenes
entre 10° e 10° UFC seria suficiente para causar danos a satde (MADDEN, 1992).

A sobrevivéncia e multiplicacdo de L. monocytogenes em produtos in natura
sdo afetadas por diferentes fatores, como idade e tipo de produto, nivel de
contaminagao, temperaturas de armazenamento e atmosfera (BENNIK et al., 1996).
O microrganismo apresenta alta capacidade de colonizacdo de superficies e de
formacéo de biofilmes, podendo estabelecer-se dentro de plantas de processamento
de alimentos, aumentando dessa forma a probabilidade de contaminacdes cruzadas
e ambientais (SILVA et al., 2004).

Provavelmente, os héabitos alimentares contemporaneos contribuiram para
aumentar a listeriose, ja que a sua natureza psicrotréfica permite o crescimento
durante o armazenamento e a distribuicdo sob refrigeracdo (DOYLE, 1988). Além
disso, as condi¢cBes sanitarias deficientes durante o abate dos animais, o cozimento
inadequado, o armazenamento impréprio e a falta de higiene durante o preparo dos
produtos carneos sao fatores que podem predispor os individuos a enfermidades
transmitidas por alimentos ou a tornarem-se portadores assintomaticos
(KASNOWSKI, 2004).

Em decorréncia disso, a presenca de listeriose em humanos e animais
culmina em condi¢cBes que contribuem para diminuicdo da producédo e da oferta de
bens e servicos de uma populacdo e, muitas vezes, significa uma barreira para as
exportacdes, influenciando significativamente na economia do pais (KASNOWSKI,
2004).

Nesse contexto, essas enfermidades se constituem atualmente em uma
grande preocupacdo para as industrias alimenticias e oOrgdos oficiais de

regulamentacdo em termos de seguranca dos alimentos (KASNOWSKI, 2004).
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4 PRINCIPAIS SURTOS

O meio cientifico foi despertado para os perigos da listeriose nos anos 80,
guando uma série de surtos ocorreu na América do Norte e Europa, em alguns dos
guais mais de 100 pessoas foram afetadas. Esses surtos foram associados a
alimentos e, desde entdo, estes tém sido considerados pelos pesquisadores como
fonte priméaria da infec¢@o por esse microrganismo (SILVA; TIBANA, 1995).

Em 1979 ocorreu o primeiro surto de listeriose humana veiculado por
alimentos. Aconteceu em oito hospitais de Boston, EUA, onde 23 pacientes
imunossuprimidos foram acometidos pela Listeria, tendo sido isolada, L.
monocytogenes do sorotipo 4b em 87% dos casos. As investigagcdes realizadas na
ocasiao sugeriram a possibilidade de que alguns pratos, como salada de frango,
atum e queijo, servidos com vegetais crus (aipo e alface) tenham sido o veiculo da
transmisséo (HO et al., 1986).

Entretanto, o primeiro surto que realmente despertou os microbiologistas de
alimentos para o problema ocorreu em 1981, nas provincias maritimas do Canada,
onde foram constatados 41 casos de listeriose, sendo 34 perinatais e sete adultos. O
provavel veiculo de transmissao foi a salada de repolho cru (“cole slaw”). A hortalica
foi cultivada em campos fertilizados com fezes de ovinos, que estavam
contaminadas por L. monocytogenes, e posteriormente submetida a conservacdo
sob refrigeragdo (UBOLDI EIROA, 1990; PEREIRA; ROCOURT, 1993;
NASCIMENTO; CULLOR, 1994; FRANCO; LANDGRAF, 1996; LOGUERCIO et al.,
2001).

No verdo de 1983 ocorreu um novo surto de listeriose associado a
L. monocytogenes sorotipo 4b, em Massachussets, EUA, acometendo 42 adultos e
sete criancas, com uma taxa de letalidade de 29% (14 pessoas), tendo sido
identificado o leite pasteurizado, submetido a tratamento térmico inadequado, como
a fonte provavel da infeccéo. Esse leite era proveniente de um grupo de fazendas,
onde alguns bovinos apresentavam a doenca (FLEMING et al., 1985).

Nos meses de janeiro a agosto de 1985, na Califérnia, EUA, um surto de
listeriose aumentou a preocupacédo entre os fabricantes de alimentos (industrias) e
as agéncias reguladoras responsaveis. Foram notificados 305 casos, com 105
mortes e o veiculo da infec¢do apontado foi o queijo macio tipo Mexicano, sendo o
sorotipo relacionado o 4b. As investigacdes realizadas revelaram que a
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contaminacao ocorreu provavelmente pela utilizacdo de 11% a mais de leite do que
a capacidade do pasteurizador. A fabrica foi fechada e o queijo retirado do mercado
(LINNAN et al., 1988). Nesse mesmo ano, em Los Angeles, EUA, 94 casos de
listeriose foram confirmados, dos quais 37 eram neonatos e suas maes. A taxa de
letalidade foi de 31% e os alimentos suspeitos foram o queijo tipo Mexicano, sorvete
e iogurte (MASCOLA et al., 1989).

Na parte ocidental da Suica também foram registrados surtos envolvendo o
microrganismo, no periodo de 1983 a 1987. Esses surtos resultaram em 122 casos
de listeriose, que levaram a 34 Obitos. Uma investigacdo minuciosa desse surto o
associou ao consumo de queijo tipo "Vacheun Mont d'Or", considerando que o
microrganismo foi isolado da superficie do referido queijo (BILLE, 1990).

A carne de frango, presente em salada refrigerada, foi implicada em um caso
de listeriose em 1988, acometendo uma gestante que sofreu aborto de um feto de
23 semanas. Foi isolado o sorogrupo 4b da carne do frango, do sangue do feto e do
sangue materno (KERR, 1988).

No periodo de 1987 a 1989, no Reino Unido, ocorreu elevado aumento na
incidéncia de listeriose, subindo de aproximadamente 100 casos por ano para um
pico préximo a 300 casos em 1989 (McLAUCHLIN, 1991). Nesse periodo, foi
descrita uma contaminacdao relacionada a ingestdo de um paté preparado a partir de
emulsdo de carnes, Oleo, algumas especiarias e outros ingredientes, sendo
L. monocytogenes sorotipo 4b isolada das amostras do produto (McLAUCHLIN,
1993).

Na Franca, nos meses de mar¢co e dezembro de 1992, ocorreu um surto
envolvendo lingua de suino cozida em molho, a qual deu origem também a uma
contaminagao cruzada em produtos de "delicatessen”. Foram relatados 279 casos,
com 63 mortes e 22 abortos (GOULET et al., 1995). Nesse mesmo ano foi relatado
outro surto, tendo como veiculo mexilhbes comercializados na cidade de Nova
Zelandia. Os sorotipos isolados foram %2a e 4b (BACKER et al., 1993).

Ja em 1995, nos EUA, um caso de listeriose foi relacionado ao consumo de
leite achocolatado, acometendo 45 pessoas com sintomas de gastrenterites; a
maioria apresentou diarreia (79%) e febre (72%) aproximadamente 20 horas apos a
ingestao do produto. Esse surto resultou na hospitalizacdo de quatro pessoas (DAL
TON et al., 1997).
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Além dos surtos epidémicos em que houve a comprovagdo do agente
etioldgico no alimento, ou em que a sua associacao foi apenas epidemiologicamente
estabelecida, diversos casos esporadicos de listeriose de origem alimentar séo
relatados na literatura (NUNES, 1994).

Em 1988, ocorreu em Londres, Inglaterra, um caso esporadico, em que uma
mulher de 40 anos, ndo gestante, ingeriu queijo tipo frescal da marca "Anary"
contaminado, produzido a partir de leite de cabras (AZADIAN et al., 1989). Alguns
outros casos esporadicos foram associados a "nuggets" de frango, em que mée e
filho, apés consumirem o alimento, apresentaram a doenca de forma moderada e
breve, sendo isolado em ambos o sorotipo Y2a (KACZMARSKI; JONES, 1989).

Outros alimentos também tém sido incriminados em casos esporadicos, como
salsichas de peru aquecidas em forno micro-ondas por 45 segundos em temperatura
elevada e frango cozido insuficientemente (SCHWARTZ et al., 1989).

Svabic-Vlahovic et al. (1988) descreveram um caso em que o veiculo
identificado foi o leite materno dado a trés filhotes de caes da raca Doberman, que
desenvolveram a doenga, sendo acometidos de vomitos e diarreia sanguinolenta.

No periodo de junho de 1998 a abril de 1999, foi relatado um surto implicando
L. monocytogenes sorotipo 3a em manteigas comercializadas na Finlandia. A
maioria dos casos estava relacionada a individuos imunossuprimidos, hospitalizados
na "Helsniki University Central Hospital" (HUCH). A manteiga contaminada também
foi vendida para dez outros hospitais centrais e para o comércio varejista da regiao
(MAIJALA et al., 2001).

No ano de 2000, foi relatado um novo surto causado pelo microrganismo
implicando lingua de porco defumada, processada em uma inddstria em
Paris, Franca, ocasionando sete mortes. De acordo com as investigagdes, outros
alimentos, como o0 presunto, também estavam contaminados com
L. monocytogenes, em razdo provavelmente de a faca usada para fatid-lo ter
entrado em contato com a lingua de porco defumada (DOROZYNSK, 2000).

Ja em 2001, na Carolina do Norte, EUA, ocorreu um surto de listeriose
associado ao consumo de queijo macio tipo Mexicano. Varios 6rgdos oficiais do
Estado, com a colaboracdo da "Food and Drug Administration” (FDA) e do "Center
for Disease Control" (CDC), investigaram esse surto. Essa investigacdo levou a
conclusdo de que o queijo havia sido produzido em casa com leite cru contaminado,

oriundo de uma fazenda local. Os casos foram definidos pelo isolamento de L.
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monocytogenes (isolada de um local normalmente estéril) na méde de uma crianga
prematura (menos de 37 semanas de gestacdo) e na mae com uma doenca febril.
Todos os 12 pacientes eram hispanicos, 11 mulheres tinham idade de 21 anos
(média 18-28 anos) e havia um homem imunossuprimido de 70 anos. Dez mulheres
estavam gravidas e a infeccdo resultou em cinco abortos, trés nascimentos
prematuros e dois recém-nascidos infectados (BOGGS et al., 2001).

Mead et al. (2006) relataram a ocorréncia de um surto envolvendo
L. monocytogenes em produtos carneos processados, que atingiu 108 pessoas nos
EUA, resultando em 14 mortes.

A maioria dos casos diagnosticados concentra-se na Europa e nos Estados
Unidos. Recentemente, o numero de casos informados vem aumentando,
provavelmente devido a um melhor diagnéstico laboratorial, juntamente com um
aumento da populacdo suscetivel, alta prevaléncia da bactéria no ambiente e
habitos de manuseio, preparo e armazenamento inadequados dos alimentos
(CRESPO et al., 2003 citados por KASNOWSKI, 2004).

Durante os surtos, a letalidade pode atingir 40% dos acometidos
pelainfeccdo; nos casos de meningite essa taxa pode atingir 70% e, nas
septicemias, 50% (GERMANO; GERMANO, 2001).

Considerando a sua ampla distribuicdo no ambiente e a sua presenca no trato
intestinal de varios animais, esse patdgeno pode contaminar o leite e derivados,
carnes, aves e vegetais (GILBERT, 1994). Essa constatacdo fez com que as
industrias alimenticias, as autoridades de saude publica e pesquisadores em varios
paises redobrassem a atencdo quanto a presenca de Listeria monocytogenes
(LOGUERCIO et al., 2001).

5 OCORRENCIA DE L. monocytogenes EM ALIMENTOS

O risco de listeriose aumenta na proporcao direta da producdo crescente de
alimentos frescos e processados, prontos para consumo, e que sao usualmente
conservados a temperatura de refrigeracdo (ALMEIDA et al., 1999).

A ingestdo de alimentos contaminados com Listeria spp. é particularmente
perigosa para gestantes, recém-nascidos, individuos com sindrome de

imunodeficiéncia adquirida, carcinomas e outras doencas e medicamentos que
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provoquem comprometimento do sistema imunoldgico (HOBBS; ROBERTS, 1992).
Devido a ocorréncia de muitos surtos de listeriose de origem alimentar na América
do Norte e em paises da Europa, inclusive com casos fatais, observa-se aumento do
interesse na investigacdo da presenca ou auséncia de Listeria monocytogenes em
alimentos.

Em uma grande proporcdo de alimentos sdo comumente encontrados
pequenos numeros de L. monocytogenes, porém muitas especificacdes micro-
biol6égicas estipulam a auséncia de L. monocytogenes em 25 g de alimento
(HARRIGAN, 1998; BRASIL, 2001b). O primeiro caso de listeriose humana foi
denunciado em 1929, e desde entdo se tem comprovado que essa enfermidade
ocorre esporadicamente em todo o mundo.

L. monocytogenes € o agente etioldgico de aproximadamente 98% dos casos
observados em pessoas e 85% dos que ocorrem em animais (JAY, 2005). Os
estudos e procedimentos para isolamento e enumeragcao de Listeria spp. e Listeria
monocytogenes em alimentos tém aumentado muito nos Ultimos anos.

A presenca de Listeria spp. em ambientes de processamento de alimentos
ocorre devido a sobrevivéncia em aerossol ou em células que aderem as superficies
de contato. Desse modo, proliferando em microcolénias, formando-se um biofilme,
pela inadequada limpeza e higienizacdo (SASAHARA; ZOTTOLA, 1993). As
mudancas nas caracteristicas e nos hébitos alimentares, a forma em que os
alimentos sdo produzidos, a habilidade da Listeria de sobreviver em condigbes
adversas, sua capacidade de crescer em temperatura de refrigeracdo, aliada a sua
resisténcia ao congelamento, ao calor e aos diversos antibiéticos, tornaram esse
microrganismo emergente e de grande importancia entre os patdgenos transmitidos
por alimentos, representando, atualmente um grande problema para as industrias de
alimentos e o6rgaos oficiais de regulamentacdo (DONNELLY et al., 1992; FARBER,;
PETERKIN,1991).

Vérios autores tém empreendido esfor¢cos para investigar a frequéncia ou
ocorréncia de Listeria em alimentos. Particularmente para carnes e produtos
carneos, verificam-se altas taxas de isolamento do microrganismo. No estudo
realizado por Yucel et al. (2005), 146 amostras de carne bovina inteira e moida e
carne de frango, cruas e cozidas, foram analisadas em relacdo a presenca de
Listeria spp. Destas, 79 amostras (54,1%) apresentaram-se contaminadas por
Listeria spp.; a maior ocorréncia de isolamento (86,4%) se deu na carne bovina
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moida crua. L. monocytogenes foi isolada em nove das 79 amostras (6,16%), sendo
L. innocua isolada em 68 delas (46,57%).

De um total de 400 amostras de carne moida analisadas — bovina (211) e
suina (189) —, Fantelli e Stephan (2001) isolaram 43 cepas de L. monocytogenes
(10,75%). Destas, 19 cepas pertenciam ao sorotipo %2a, duas ao sorotipo %2b, 12 ao
sorotipo ¥2c e dez ao sorotipo 4b.

De 63 amostras de carcacas de frango analisadas em Portugal, todas se
apresentavam contaminadas com Listeria spp., sendo 26 delas (41%) positivas para
L. monocytogenes (ANTUNES et al., 2002).

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

Aratjo et al. (2002) encontraram Listeria spp. em 80% das amostras de
“blanquet” de peru fatiado e em 90% das amostras de presunto de peru fatiado
comercializados na cidade de Niter6i-RJ. Destas, 52 cepas foram identificadas como
L. monocytogenes, sendo 51,9%, 34,6%, 7,7% e 5,8%, pertencentes aos sorotipos
4b, Y2, Y%2b e Y2a, respectivamente.

No trabalho desenvolvido por Mena et al. (2004) em Portugal, varios tipos de
produtos alimenticios foram analisados quanto a presenca de L. monocytogenes.
Das 1035 amostras (leite, carne, peixes crus e alimentos termicamente processados
e fermentados), 72 (7,0%) foram positivas para L. monocytogenes. Das 17 amostras
de carne bovina crua, trés (17,7%) foram positivas para L. monocytogenes. A carne
de frango crua obteve maior nUmero de amostras positivas (60%), comparada com
os alimentos analisados.

Kasnowski (2004) isolou um total de 173 cepas de Listeria spp. de amostras
de carne bovina (alcatra), das quais, 72 (41,62%) foram originadas da carne inteira e
101 (58,38%) da carne moida. A espécie mais isolada foi Listeria innocua 6a,
totalizando 91 cepas, seguida de Listeria monocytogenes 4b, com 45 cepas
identificadas. Também foram isoladas 11 cepas de Listeria innocua 6b, uma de L.
innocua rugosa, 18 de L. innocua ndo-tipavel e sete de L. monocytogenes %b.

No estudo conduzido por Samadpour et al. (2006), de um total de 512
amostras de carne moida analisadas atraves da “Polymerase Chain Reaction” (PCR)
seguida pela confirmacdo da cultura, 18 (3,5%) foram positivas para
L. monocytogenes.
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Vitas et al. (2004) investigaram a presenca de Listeria spp. em um total de
3.685 amostras obtidas no norte da Espanha. As amostras analisadas incluiam
produtos crus (carne, leite e frango) e produtos processados (carne curada e cozida,
vegetais congelados e salmdo defumado). A maior ocorréncia de Listeria spp. foi
encontrada em amostras de carne de frango crua (76,3%), seguida por amostras de
carne moida bovina e suina (62,3%). Similarmente, a maior ocorréncia de
L. monocytogenes foi detectada também nestes produtos (36,1% e 34,9%,
respectivamente). L. innocua (13,0%) e L. monocytogenes (8,3%) foram as espécies
mais extensivamente distribuidas nos produtos em geral. Das 295 amostras de
carne bovina e suina crua, 103 (34,9%) apresentaram-se contaminadas com
L. monocytogenes, 103 (34,9%) com L. innocua, 45 (15,1%) com L. welshimeri e 4
(1,6%) com L. seeligeri.

Yucel et al. (2004) isolaram L. monocytogenes em 8,25% das amostras de
trés tipos de carne crua: carne moida, carne de frango e carne bovina. Das nove
cepas de L. monocytogenes isoladas, duas foram obtidas a partir das amostras de
carne moida, cinco da carne de frango e duas da carne bovina. Em relacdo as
outras espécies isoladas, 90% eram L. innocua e 1,2% L. welshimeri. Das 98 cepas
de L. innocua, 49, 26 e 23 foram isoladas das amostras de carne moida, carne de
frango e carne bovina, respectivamente.

Bohaychuk et al. (2006) avaliaram a prevaléncia de E. coli produtora de toxina
de Shiga, L. monocytogenes, Salmonella e Campylobacter spp. em amostras de
produtos crus e prontos para o consumo, a base de carne e carne de frango,
coletadas no mercado Edmonton, Canada. Esses autores relataram que L.
monocytogenes foi encontrada em 52% das amostras de carne moida crua, em 34%
das de coxas de frango cruas, em 24% das de carne de porco crua, em 4% das de
linguicas fermentadas e em 3% das de peito de peru.

Na regido Nordeste do Brasil foram analisadas 127 amostras de queijo tipo
coalho, produzidos e comercializados no Estado de Pernambuco, das quais 9,5%
foram positivas para Listeria spp. e 5,5% positivas para Listeria monocytogenes
(DUARTE et al., 2005). No Estado do Ceara, foram analisadas 70 amostras de
queijo artesanal tipo coalho coletadas em mercados da cidade de Fortaleza. Os
resultados mostraram uma incidéncia de 12 (17,1%) amostras contaminadas por
Listeria spp. sendo duas positivas para L. monocytogenes (SOUSA et al., 2006).
Ainda na cidade de Fortaleza, outro estudo analisou 84 amostras de queijo de
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coalho industrializado: 16 (19%) estavam contaminadas com Listeria
monocytogenes, cinco (5,9%) com Listeria innocua e uma (1,2%) com Listeria grayi
(BRANCO et al., 2003). Na cidade de Salvador, Bahia, de 17 amostras analisadas
desse mesmo produto, a presenca de L. monocytogenes foi evidenciada em apenas
uma delas (LEITE et al., 2002).

5.1 Ocorrénciade L. monocytogenes em embutidos carneos

Segundo Benkerroum et al. (2005), L. monocytogenes continua compro-
metendo a seguranca dos alimentos, principalmente de alimentos prontos para o
consumo. Esse microrganismo é frequentemente encontrado em carnes e produtos
carneos e, embora se apresente, geralmente, em baixas contagens em carnes
frescas, a medida que aumenta seu grau de processamento, 0 risco de
contaminacdo também é aumentado (CASTELLANO et al., 2004; JAY, 1996). Por
esse motivo, diversos derivados carneos tém sido envolvidos tanto em surtos de
listeriose quanto em casos esporadicos da enfermidade (FARBER; PETERKIN,
1991; ROCOURT; COSSART, 1997).

L. monocytogenes apresenta alta resisténcia a ambientes desfavoraveis, fato
gue constitui um problema para sua eliminacdo na indastria alimenticia, sendo
comum a presenca do patdégeno no ambiente industrial (CASTELLANO et al., 2004).
Em plantas processadoras de produtos carneos, L. monocytogenes pode estar
presente em diversos locais, incluindo as salas de corte, e eventualmente
contaminar os produtos apos tratamento térmico, como a pasteurizacdo (ABEE et
al., 1995).

Nos animais, esse microrganismo pode ser encontrado nas fezes, sem que
haja manifestacdo de sintomatologia (JAY, 1996; MARTIN et al., 2004;
BENKERROUM et al., 2005). Estudos realizados no Brasil demonstram que a
presenca de L. monocytogenes em produtos carneos é frequente. Destro et al.
(1991) relataram uma incidéncia de 32% desse microrganismo em diferentes
alimentos, como carne, linguica, salsicha, leite in natura e queijo tipo “minas frescal”,
sendo que 80% das amostras de linguicas foram positivas para 0 microrganismo.

Os alimentos de origem animal, particularmente os que passam por
apreciavel manuseio, como, por exemplo, os produtos carneos que sofrem processo

de moagem, apresentam condi¢cdes propicias para instalacdo, sobrevivéncia e
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multiplicacdo de grande numero de microrganismos (MOTTA et al., 2000). Linguicas
mistas do tipo frescal sdo produtos de origem animal que apresentam alta atividade
de agua e, por serem intensamente manipulados e ndo submetidos a tratamento
térmico, podem conter microrganismos patogénicos. Esses produtos, que tém
grande aceitacdo de consumo, principalmente no Sul do Brasil, tém sido
relacionados com surtos de toxinfeccdes alimentares (SILVA et al., 2004).

Silva et al. (2004) estudaram a presenca de L. monocytogenes em plantas de
processamento de linguicas mistas do tipo frescal na regido de Pelotas, RS. Listeria
spp. foi observada em 100% das amostras analisadas, e 29,3% destas foram
identificadas como L. monocytogenes. Esses resultados sdo preocupantes, porque
16,6% das amostras positivas para o patégeno correspondiam ao produto final.

Lima et al. (2003) verificaram a ocorréncia de L. monocytogenes em produtos
carneos por meio da analise de 106 amostras de cinco tipos diferentes de linguicas
(de carne suina, de carne de frango, tipo calabresa, mista e tipo toscana). A
presenca de Listeria spp. foi evidenciada em 62 amostras (58,5%) e a de L.
monocytogenes em 11 (10,4%). A maior ocorréncia de L. monocytogenes foi
observada em linguica de carne de frango (18,2%).

A elevada resisténcia fisiol6gica de L. monocytogenes, torna dificil o controle
ou prevencdo da contaminagdo em alimentos, sobretudo naqueles que nao sofrem
tratamento térmico durante o processamento. Sua capacidade de colonizacéo,
multiplicacdo e formacéo de biofilmes nos equipamentos de plantas processadoras
de alimentos torna esse microrganismo uma ameaca a industria (RgRVIK et al.,
2003). Assim, cuidados especiais, como adocado de boas préticas de higiene durante
as etapas de producdo de alimentos, associadas as técnicas de preservacdo do
produto final, tornam-se imprescindiveis (FENLON, 1999; BERSOT et al., 2001;
DEVLIEGHERE et al., 2004).

6 LEGISLACAO E Listeria monocytogenes

A legislacdo sobre alimentos surgiu em muitos paises para prevenir a venda
de produtos fraudulentos, preocupando-se inicialmente com os defeitos de
composicdo e peso. Atualmente, tem se estendido para outros aspectos da saude
publica, como os que se referem a transmissdo das bactérias patogénicas através

de alimentos, no intuito de garantir a seguranca e a qualidade destes. O “Codex
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Alimentarius” da “Food Agricultural Organization” (FAO) é tido como ponto de
referéncia para os consumidores, produtores e processadores de alimentos, para
agéncias nacionais de controle de alimentos, bem como para 0 cOmércio
internacional de produtos alimenticios (GERMANO et al., 2000).

Os paises apresentam condutas diferentes no tocante aos limites toleraveis
de Listeria monocytogenes por grama de alimento. Nos Estados Unidos,
estabeleceu-se a chamada "Tolerancia Zero", em que nao é permitida a presenca do
patdgeno em 25 gramas de qualquer tipo de alimento (SHANK et al., 1996). A
Alemanha tem sido mais tolerante, permitindo um maximo de 100 UFC/g para
alguns tipos de alimento (SILVA; TIBANA, 1995).

No Brasil, a RDC n° 12 de 2 de janeiro de 2001, da ANVISA/MS, determina a
auséncia de Listeria monocytogenes em 25 g em varios tipos de queijo (BRASIL,
2001b), porém, para linguicas do tipo frescal, ainda ndo ha exigéncia legal quanto a
presenca do referido patégeno.

Segundo Jay (2005), a Comissédo Internacional em Especificacbes
Microbiologicas para Alimentos (“International Commission on Microbiological
Specifications for Foods” — “ICMSF”) parece ter concluido que, se esse
microrganismo ndo exceder 100 UFC/g de alimento, pode ser considerado aceitavel
para individuos que néo estao sob risco.

7 METODOS DE DETECCAO DO MICRORGANISMO EM ALIMENTOS

Em razdo da resisténcia as condicdes ambientais desfavoraveis e da
severidade das infeccbes causadas, L. monocytogenes é considerada um dos
patégenos de infeccdo de origem alimentar mais temido na atualidade (ALMEIDA;
ALMEIDA, 2003).

Os métodos de deteccdo de Listeria spp. em alimentos utilizam
principalmente a sua capacidade de crescer em baixas temperaturas e a resisténcia
a varios antibidticos como caracteristicas seletivas de isolamento. A técnica de
enriquecimento a frio em meios ndo-seletivos ainda é considerada a mais segura
para o sucesso das analises; contudo, em razdo do longo tempo de refrigeracao
requerido, tem sido substituida pelo enriquecimento em meios seletivos. Esses

meios geralmente sdo caldos nutritivos suplementados com varios agentes
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antimicrobianos, sendo mais utilizados o &cido nalidixico, a acriflavina e a
cicloeximida (SILVA et al., 2007).

Segundo Pereira e Rocourt (1993), desde 1960 os métodos para a pesquisa
de L. monocytogenes em alimentos e outros substratos vém utilizando agentes
seletivos para inibicdo da microbiota acompanhante, em especial Staphylococcus,
Streptococcus, Micrococcus e Lactobacillus, havendo variacdes diversas no tocante
as suas dosagens e associacdes. Algumas substancias sdo recomendadas para o
isolamento de Listeria spp. em culturas mistas, como telurito de potassio, fenil
etanol, cloreto de litio, tiocianato de potassio e guanofuracin. O acido nalidixico e o
acetato de talio sdo utlizados como fungicida e contra microrganismos Gram-
negativos, incluindo Proteus. Por outro lado, 0 moxalactam possui largo espectro de
acao contra microrganismos Gram-positivos e negativos, incluindo S. aureus,
Proteus e Pseudomonas. A tripaflavina e acido nalidixico possuem a mesma faixa de
atuacdo. A combinacdo de acriflavina e ceftazidima parece inibir totalmente o
crescimento de S. epidermidis, E. coli e E. faecalis, ndo afetando o desenvolvimento
de L. monocytogenes e L. innocua e inibindo levemente o crescimento de L.
seeligeri.

Um grande numero de métodos de deteccdo de Listeria spp. em alimentos
tem sido desenvolvido nos ultimos anos, sendo mais amplamente difundidos e
utilizados o método do “Bacteriological Analitycal Manual” (BAM) da “United States
Food and Drug Administration” (FDA) (HITCHINS, 2003), usualmente aplicado na
analise de leite e produtos lacteos, e o método do “Microbiology Laboratory
Guidebook®* (MLG) do “United States Department of Agriculture” (USDA/FSIS, 2005),
usualmente aplicado na andlise de carne, produtos carneos e esfregacos de
superficie.

No método da FDA ¢é utilizado o Caldo de Enriquecimento para Listeria (LEB)
a 30 °C/24 e 48h, acompanhado da semeadura na superficie do agar Oxford (OXA)
a 35 °C/24 e 48h e agar Cloreto de Feniletanol Moxalactam (LPM) a 35 °C/24 e 48h.
O método da USDA utiliza enriquecimento primario em Caldo Universidade de
Vermont (UVM) a 30 °C/24h, enriquecimento secundario em Caldo Fraser a 35 °C/24
e 48h e semeadura de superficie no agar Oxford Modificado (MOX) a 35 °C/24 e 48h
(SILVA et al., 2007).

Além dos métodos da FDA e USDA, sobressai também o método do “Health
Protection Branch” (HPB) do Canad4, utilizado para todos os tipos de alimentos e
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amostras ambientais. Ele é baseado no enriquecimento primario em caldo LEB a 30
°C/24h, no enriquecimento secundario em Caldo Fraser a 35 °C/24 e 48h e na
semeadura de superficie no agar Oxford (OXA) a 35 °C/24 e 48h, agar Cloreto de
Feniletanol Moxalactam (LPM) a 35 °C/24 e 48h, agar Oxford Modificado (MOX) a 35
°C/24 e 48h e 4gar Palcam (PAL) a 35 °C/24 e 48h (WARBURTON et al., 1991).

Uma variedade significativa de métodos bacteriol6gicos classicos, incluindo
meios e condi¢fes distintas, vem sendo reportada para recuperacao de Listeria spp.
em alimentos, demonstrando uma tendéncia de que a metodologia ideal pode,
ainda, estar por ser descrita (SILVA, 2001).

Tendo em vista as dificuldades e morosidade encontradas para o isolamento
de L. monocytogenes por semeadura em meio soélido em placa, diversos autores tém
trabalhado no desenvolvimento de técnicas mais rapidas e precisas, que envolvem
sempre uma ou mais etapas de enriquecimento e meios de cultura seletivos
(DENDER, 1988).

Uma série de métodos alternativos para deteccao rapida de células de Listeria
tem sido desenvolvida, os quais sdo baseados na hibridizacdo de acidos nucleicos
(EMOND et al., 1993), amplificacao de acidos nucleicos (STARBUCK et al., 1992) ou
uso de anticorpos especificos (RIJPENS et al., 1995). Entretanto, eles nem sempre
sdo apropriados para uso na industria de alimentos. Além disso, os testes baseados
na analise de DNA podem detectar células mortas porventura presentes nos
alimentos (ALMEIDA et al.,1999).

Como ainda ndo é conhecida a dose infectante de L. monocytogenes para o
homem, o melhor método tem que detectar a presenca de quantidade minima desse
patégeno nos alimentos. Também, a diferenca de viruléncia observada entre as
cepas de L. monocytogenes, inferida por estudos epidemiolégicos e experimentais,
implica que os métodos futuros de diagnéstico devem ser especificos para cepas
patogénicas de L. monocytogenes (ALMEIDA, ALMEIDA, 2000).

Nos Ultimos anos, varias técnicas tém sido propostas e avaliadas para
simplificar e melhorar a precisédo dos resultados de identificagdo de microrganismos,
patogénicos ou ndo. Os novos métodos podem ser classificados em trés grandes
grupos: técnicas bioquimicas miniaturizadas, técnicas imunologicas e técnicas
genéticas (FRANCO; LANDGRAF, 1996).
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8 BACTERIOFAGOS PARA CONTROLE DE BACTERIAS PATOGENICAS
EM ALIMENTOS

Os bacteriéfagos sdo componentes da microbiota natural da producdo de
alimentos, desde o campo até a comercializagdo do produto final. Sdo estaveis
nesses ambientes e prontamente recuperados do solo, efluentes, agua, fezes e
alimentos (GREER, 2005).

Os fagos possuem atributos que parecem ser atraentes para aqueles que
buscam novos modos para controlar os patdogenos de origem alimentar e
microrganismos deterioradores. Tém um histérico de utilizacdo segura, podem ser
altamente especificos para o hospedeiro e replicar na presenca deste.
Campylobacter, Salmonella, Listeria monocytogenes e outros microrganismos tém
respondido ao controle com fago em alguns alimentos (HUDSON et al., 2005).

Os fagos podem ser considerados inimigos naturais das bactérias e séo,
portanto, candidatos légicos a avaliacdo como agentes para controle de patégenos
de origem alimentar, como a Listeria (CARLTON et al., 2005). Os atributos para os
fagos incluem: (i) sdo designados para matar células-alvo viaveis de bactérias; (ii)
ndo atravessam as fronteiras das espécies ou dos genes e, portanto, ndo afetardo
(a) as bactérias desejaveis nos alimentos (por exemplo, culturas starter), (b)
bactérias comensais do trato gastrintestinal ou (c) a microbiota bacteriana do
ambiente; e (iii) como os fagos sdo geralmente compostos inteiramente de proteinas
e acidos nucleicos, seus produtos de decomposicao consistem exclusivamente de
aminoécidos e acidos nucleicos. Assim, ndo sao xenobidticos e, ao contrario de
antibiéticos e agentes antissépticos, sua introducao e distribuicdo dentro de um dado
ambiente podem ser vistas como um processo natural (CARLTON et al., 2005).

Com relacdo ao seu potencial de aplicacdo para biocontrole de patégenos
indesejaveis nos alimentos e nos ambientes relacionados, deve ser considerado que
os fagos séo as unidades mais abundantes de autorreplicagdo no ambiente e estao
presentes em quantidade significativa na dgua e nos mais diversos tipos de
alimentos, particularmente nos fermentados (SULAKVELIDZE; BARROW, 2005). Na
carne in natura e processada e em produtos derivados da carne, encontram-se
frequentemente mais do que 10° células viaveis de fago por grama (KENNEDY;
BITTON, 1987). E um fato que os fagos s&o rotineiramente consumidos com 0 Nosso

alimento, em numeros significativos. Além do mais, também s&o organismos
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comensais normais do homem e dos animais e sdo abundantes, especialmente no
trato gastrintestinal (FURUSE, 1987; BREITBART et al., 2003).

Devido a sua especificidade inerente, os fagos abrigam potencial para uma
escolha precisa, objetivando uma contaminagcdo bacteriana, sem comprometer a
viabilidade de outros microrganismos no habitat. Alguns estudos (GREER, 2005;
HUDSON et al., 2005; SULAKVELIDZE; BARROW, 2005; WITHEY et al., 2004)
resumiram o status atual do uso de fagos para o controle de bactérias indesejaveis,
exceto em terapia de doengcas em humanos e animais.

Em 1915, Frederick W. Twort, na Inglaterra, publicou uma nota em que
descrevia a destruicdo infecciosa de colbnias de micrococos por um agente que
parecia ser viral porque atravessava os filtros que retinham bactérias. Estes eram
inativados por aquecimento a 60 °C durante uma hora e n&o podiam proliferar de
forma autbnoma. Em 1917, Felix d"Herelle, no Instituto Pasteur, em Paris, foi quem
descobriu esse fendbmeno de maneira independente e demonstrou a natureza da
particula, ao qual denominou de bacteri6éfago, que significa “comedor de bactérias”
(JOKLIK et al.,, 1994; PELCZAR et al.,, 1997). A partir dessas observacdes, o
fendmeno foi denominado de Twort-d'Herelle (JOKLIK et al., 1994; PELCZAR et al.,
1997).

O carater viral do bacteriéfago foi confirmado pelo trabalho de Burnet e de
Schlsinger na década de 1930 (JOKLIK et al., 1994; PELCZAR et al., 1997). Os
estudos sobre os bacteri6fagos continuaram e, em 1943, Felix e Callow isolaram o
bacteriéfago virulento Felix 01 (FELIX; CALLOW, 1943).

Atterbury et al. (2003b) isolaram e caracterizaram 34 fagos de Campylobacter
em porcdes de frango vendidas no varejo. A ubiquidade dos fagos em aves
comerciais apoia a conclusdo de que a sua utilizagdo como agente de biocontrole
nao constituiria a introducdo de um aditivo externo ao produto.

Fagos isolados a partir de fontes ambientais e o fago Felix 01, que possui
ampla escala de hospedeiros, produziram uma reducdo de dois ciclos log na
populacdo de Salmonella Typhimurium DT104 inoculada em coxas de frango
(KOSTRZYNSKA et al., 2002) e em linguica de frangos (“frankfurters”) (WHICHARD
et al., 2003).

Com notaveis excecdes, a maioria dos dados obtidos em estudos
laboratoriais, utilizando numeros de bactérias na faixa de 3 a 6 log UFC/g, reporta
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eficacia do uso de fagos para controle de patégenos mesofilicos (GOODE et al.,
2003).

Fagos foram encontrados reduzindo os numeros de Salmonella em queijo
(MODI et al., 2001) e em frango (GOODE et al., 2003; KOSTRZYNSKA et al., 2002),
na auséncia de crescimento bacteriano. A reducdo por fagos de Salmonella
enteritidis em fatias de meldo foi independente da temperatura de armazenamento
na faixa de 5 a 20 °C (LEVERENTZ et al., 2001).

Um exemplo ainda mais relevante foi encontrado nos estudos com
Campylobacter jejuni (microrganismo termdfilo; sem crescimento abaixo de 31 °C e
crescimento 6timo a 42 °C). Na auséncia de crescimento bacteriano ou replicacdo do
fago, os fagos reduziram significativamente o nimero de C. jejuni em pele de frango
contaminada experimentalmente e armazenada a 4 °C (ATTERBURY et al., 2003a).

Dykes e Moorhead (2002) analisaram o efeito antibacteriano combinado de
nisina e listeri6fago. A aplicagdo do fago LH7 sobre dois isolados de
L. monocytogenes inoculados em carne embalada a vacuo e armazenada a 4 °C ndo
teve qualquer efeito sobre o nimero de células bacterianas durante o experimento.
No entanto, quando a nisina foi utilizada em associacdo com o fago, um decréscimo
na contagem bacteriana foi constatado, o qual foi superior ao observado com uso
apenas da nisina. A maior parte da reducdo da populacdo bacteriana ocorreu
imediatamente, e as contagens resultantes do uso de apenas nisina e nisina com o
fago foram de pouco menos que uma unidade logaritmica no dia zero, em
comparagao com o controle e com as amostras em que apenas tinha sido usado o

fago.

8.1 Consideracbes em uma estratégia de biocontrole com fago

Uma vez que muitos alimentos sao distribuidos sob refrigeracdo e a maioria
dos agentes patogénicos de origem alimentar ndo se desenvolve nessas condi¢des,
€ importante determinar se os fagos podem eliminar seus hospedeiros em alimentos
refrigerados. Outras consideracdes da relacédo fago-hospedeiro incluem os efeitos da
presenca de organismos ndo-hospedeiros, a influéncia do pH e outras propriedades

fisico-quimicas dos alimentos, a atividade em um substrato solido ou biofilme, o
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surgimento de bactérias mutantes resistentes e os numeros de fagos e hospedeiros
necessarios para permitir a replicacdo (HUDSON et al., 2005).

O biocontrole com fagos tem a vantagem exclusiva de se tratar de um
reagente natural, que se auto multiplica e é altamente especifico. Fagos sao
componentes integrantes da microbiota indigena residindo na maioria dos alimentos
vendidos nos mercados; na presenca de um numero suficiente de hospedeiros
suscetiveis, eles irdo replicar e continuar a infectar bactérias (GREER, 2005). Séo
facilmente isolados de alimentos, das suas etapas e ambiente de processamento, e
suspensdes altamente concentradas podem ser preparadas de modo simples e
barato (GREER, 2005). Outra qualidade valiosa é a notavel estabilidade dos fagos
em alimentos (KENNEDY; BITTON, 1987). Bacteriéfagos de Campylobacter podem
sobreviver aos procedimentos de abate de aves (ATTERBURY et al., 2003b), uma
caracteristica necessaria se os fagos sao para manter a sua capacidade de controlar
as bactérias durante a vida util dos alimentos.

Estudos anteriores da aplicacdo do fago em animais nao reportaram qualquer
efeito adverso ou inesperado do virus de bactérias em animais (BERCHIERI et al.,
1991; BISWAS et al.,, 2002; CERVENY et al., 2002; CHIBANI-CHENNOUFI et al.,
2004; MERRIL et al., 1996). Paralelamente a esses resultados, um estudo com
voluntarios humanos que receberam o fago T4 indicou que este é seguro para a
administracao oral; nenhum fago ou anticorpo especifico do fago péde ser detectado
(BRUTTIN; BRUSSOW, 2005). Concluindo, ndo ha raz&do para assumir que o
consumo de fagos com os alimentos tenha algum efeito negativo ao homem.

Apesar dessas vantagens excepcionais, alguns autores tém desenvolvido
argumentos questionando a efichcia de fagos como agentes antimicrobianos
(JOERGER, 2003; SKLAR; JOERGER, 2001; VIDAVER, 1976). A transducao dos
fagos pode transferir caracteristicas indesejaveis, como genes virulentos, de um
organismo para outro, e a conversdo lisogénica pode produzir células bacterianas
gue ndo sdo mais suscetiveis a ataques. Fagos por si s6 podem sofrer mutacdes de
fagos liticos virulentos para fagos temperados, que geralmente formam uma
associacao nao-litica com as bactérias hospedeiras, resultando em lise de apenas
uma pequena proporc¢ao da populagédo. Embora esses fenémenos de transferéncia e
conversao tenham sido documentados com patdgenos de plantas e animais, ndo ha
provas de que eles ocorram em alimentos. No entanto, existem evidéncias de que a

bactéria de origem alimentar pode abrigar fagos temperados (ACKERMANN et al.,
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1988). Portanto, quando usados em qualquer aplicacdo de biocontrole, os fagos
devem ser cuidadosamente caracterizados para determinar se eles podem executar
transducdo generalizada ou se eles carregam qualquer gene de viruléncia que
poderia ser expresso no hospedeiro antes da morte (HUDSON et al., 2005).

A utilizacdo de misturas de fagos de distintas familias pode ajudar a resolver
problemas relacionados com a resisténcia bacteriana (BARROW; SOOTILL, 1997,
LEVERENTZ et al., 2003; SKLAR; JOERGER, 2001; TANJI et al., 2004). Em uma
investigacdo de controle do fago de E. coli O157: H7, O'Flynn et al. (2004)
concluiram que a frequéncia de formacdo de mutantes bacterianos insensiveis ao
fago era muito baixa e 0s mutantes apareceram para reverter a sensibilidade ao
fago. Tanji et al. (2004) conduziram um estudo do mecanismo de resisténcia do fago
em E. coli 0157: H7 e verificaram que o uso de coquetéis de fagos com receptores
celulares distintos reprimia o0 aparecimento da resisténcia.

Um obstaculo importante do biocontrole com fago € a exigéncia de uma
densidade limiar de células bacterianas hospedeiras. A necessidade de populacdes
bacterianas de 3 a 5 log UFC tem sido relatada para que o uso do fago possa ter um
impacto sobre esses hospedeiros (GREER, 1988; KENNEDY; BITTON, 1987;
WIGGINS; ALEXANDER, 1985). Os numeros das células bacterianas alvo nao
seriam preocupantes em alimentos deteriorados, onde grandes populacbes de
bactérias deteriorantes residem, mas seriam de fundamental importancia no controle
de patdgenos em alimentos em que 0s nimeros sdo normalmente mais baixos.

Essa exigéncia tem sido demonstrada por fagos que infectam Pseudomonas
em leite (ELLIS et al., 1973), Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis e E. coli em
cultura (WIGGINS; ALEXANDER, 1985) e Salmonella noceco de frango
(BERCHIERI et al., 1991). Esses autores concluiram que os fagos afetariam o seu
hospedeiro somente quando a densidade deste ultrapassasse um determinado limiar
(cerca 10%/mL). No entanto, nos alimentos, Greer (1988) demonstrou que a atividade
foi observada quando a densidade do hospedeiro foi de 46 células/cm?.

Apds uma série de publicacbes, entre 1982 e 1990, foi demonstrado o efeito
preservativo de fagos de Pseudomonas em carne crua refrigerada (GREER, 1982,
1986, 1988; GREER; DILTS, 1990). A interacdo dos fagos com as bactérias na
superficie das carnes ndo foi afetada pela temperatura (1 a 10 °C), mas foi
significativamente influenciada pelo nimero inicial de fagos e bactérias inoculados.

Para um aumento maximo da vida util da carne do varejo foi necessario uma
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densidade inicial de bactérias superior a 3 log UFC/cm? e concentracdo de fagos
superior a 7 log UFP/cm? (GREER, 1988).

Uma das mais importantes vantagens do biocontrole de bactérias patogénicas
por fagos é a especificidade por um hospedeiro particular. A gama de hospedeiros
de um fago é determinada pela sua entrada na célula, pela interacdo com receptores
celulares do hospedeiro e, posteriormente, por sistemas de restricdo e modificacao.
A afinidade bem sucedida de um fago para com o seu hospedeiro exige vinculo
entre receptores especificos na superficie celular e antirreceptores no fago
(HUDSON et al., 2005).

Os receptores tipicos incluem a membrana externa, que transporta
proteinas, lipopolissacarideos, carboidratos e estruturas especializadas, como 0s
flagelos. Alguns fagos podem se ligar a varios receptores ou a mais de um receptor
simultaneamente (GOLDBERG et al.,, 1994; HENNING; HASHEMOLHOSSEINI,
1994; SCHWARTZ, 1980). Consequentemente, um patdégeno, como E. coli O157:
H7, pode ser infectado por um fago em particular, mas sorovares nao-patogénicas
estreitamente relacionadas podem permanecer inalteradas.

Um dos maiores obstaculos para o controle com fago de bactérias
deteriorantes de origem alimentar é a diversidade de tipos de fago. Na investigacéo
sobre a deterioragdo da carne por Pseudomonas (GREER, 1982) e B.
thermosphacta (GREER, 1983) foi revelada uma gama muito restrita de fagos
isolados da carne deteriorada e muitos destes sé poderiam lisar os seus homélogos
hospedeiros. Até mesmo um “pool” de fagos com hospedeiros distintos foi incapaz
de controlar a deterioragdo da carne naturalmente contaminada (GREER; DILTS,
1990).

Assim, o grande fator que contribui para o poder discriminatério dos fagos, ou
seja, uma estreita gama de hospedeiros, também se traduz em inconveniente.
Barrow e Soothill (1997) propuseram métodos para solucionar esse problema,
incluindo a adaptacdo dos fagos a cepas resistentes, a identificacdo de fagos que
atacam a superficie receptora das células compartilhadas por muitas cepas e a

utilizacao de varios fagos em combinacéo.
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8.2 Fatores que afetam o sucesso dos fagos como agentes de biocontrole

Os fagos tém um historico de utilizacdo segura. A sua especificidade com o
hospedeiro sugere que a infeccdo de células humanas é improvavel (HUDSON et
al., 2005). O uso medicinal extensivo de terapia com fagos na antiga Unido Soviética
e nos paises da Europa Oriental é sugestivo que as preparacdes de fagos podem
ser ingeridas com seguranca (ALISKY et al., 1998; SULAKVELIDZE et al., 2001).
Trabalhadores e seus familiares ingeriram preparacdes de fagos antes da avaliagcéo
clinica, com o intuito de comprovar sua seguranca (SUMMERS, 2001). Por meio de
experiéncias com animais foi possivel demonstrar que a dose oral para o hospedeiro
nao adaptado ao fago, mesmo quando elevada, ndo desencadeava a presenca de
fagos no sistema circulatério (MERRIL et al., 1996). Mesmo quando fagos sao
utilizados em doses terapéuticas, ha pouca evidéncia em seres humanos sobre
graves reacdes imunes aos fagos. Algumas leves reacdes adversas foram relatadas
em menos de 0,5% dos pacientes com terapia, porém os efeitos foram facilmente
revertidos (MERRIL et al., 1996).

Um grande problema que pode advir do uso de fagos é a liberacéo de toxinas
bacterianas oriundas da lise dessas células, mas isso também é observado com
outras praticas usadas no controle do crescimento bacteriano.

Quando os fagos lisam as paredes das células bacterianas, eles o fazem
através de enzimas (BERNHARDT et al., 2002); assim, a possibilidade de utilizacédo
de enzimas especificas codificadas para destruir bactérias responsaveis por
intoxicagbes alimentares deve ser considerada. Uma endolisina de um fago de L.
monocytogenes foi clonada em Lactococcus lactis e uma vez que o gene tinha sido
fundido com um sinal peptideo que permitiu que a proteina litica fosse extravasada
da célula, células de L. monocytogenes no meio circundante foram rapidamente
lisadas (GAENG et al., 2000).

Outro fator, em alguns sistemas alimentares, é a presenca de um numero
significativo de células bacterianas ndo-hospedeiras. Nesse caso, a eficiéncia dos
fagos como agentes de biocontrole é limitada por uma dependéncia em relacdo a
difuséo passiva do transporte de particulas infecciosas para o hospedeiro (HUDSON
et al., 2005). Por meio de um modelo matematico, Wilkinson (2001) comprovou que
o impedimento competitivo da acao do fago devido a elevada densidade de espécies
ndo-hospedeiras ou outras particulas tende a reduzir a probabilidade de extincdo do
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organismo-alvo. Embora o modelo seja uma indicagcédo, existem poucos ou nenhum
dado disponivel para avaliar o efeito dos componentes dos alimentos ou espécies
nao-hospedeiras sobre a habilidade dos fagos serem transportados para 0s seus
hospedeiros.

8.3 Sobrevivéncia do fago em alimentos e nas instalagbes do

processamento

Consideracdes sobre a estabilidade de fagos em alimentos sdo importantes
porque, para se ter sucesso com o uso de fagos como agentes de biocontrole, eles
precisam ser estaveis sob as condi¢des fisico-quimicas (por exemplo, o pH e a
atividade de agua) dos alimentos em que serao aplicados (HUDSON et al., 2005).

Tolerancia ao pH.

Estudos prévios indicaram que os fagos sdo geralmente estaveis em valores
de pH entre 5 e 8; em baixas temperaturas, esse intervalo pode ser aumentado para
valores entre 4 e 10 (ADAMS, 1959).

Na investigagdo de Salmonella em frutas frescas, usando o biocontrole com
fagos (LEVERENTZ et al., 2001), foi indicado que a estabilidade dos fagos dependia
do pH. Quando fagos foram incubados apds ajuste de pH para 4,2, o seu numero foi
guatro vezes menor do que o daqueles em preparacdes ajustadas para pH 5,8 apés
48habs°C.

Misturas de fagos especificos de L. monocytogenes controlaram o nimero de
células bacterianas em cortes de meldo fresco, mas o efeito em macas
artificialmente contaminadas nao pode ser demonstrado (LEVERENTZ et al., 2003).
Segundo esses autores, o numero de fagos nas amostras de meldo encontrava-se
estavel, mas aquele observado nas fatias de macas rapidamente diminuiu,
possivelmente devido ao baixo pH. Quando aplicada ao melédo, a mistura de fagos
resultou em reducao imediata de cerca de dois ciclos logaritmicos nos niumeros de L
monocytogenes e continuou a inibir o crescimento em até dois dias a 10 °C. Aos
sete dias de armazenamento, observou-se uma diferenca de mais de quatro ciclos
logaritmicos nos nimeros de L. monocytogenes, quando comparados as amostras

nao-tratadas. Em macas, essa diferenca foi inferior a 0,4 log.
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Termotolerancia.

A inativacdo térmica de colifagos em condi¢cdes de laboratdrio geralmente
ocorre em 60 a 75 °C e o efeito do estresse térmico pode ser variavel (ADAMS,
1959).

A sobrevivéncia de fagos termotolerantes ao processo de pasteurizacdo € um
importante ponto de entrada em industrias de laticinios. No exame de fagos de
Lactobacillus helveticus realizado por Quiberoni et al. (1999) evidenciou-se que a
termotolerancia foi dependente do fago e do meio utilizado, com alguns isolados
inativados em temperaturas de pasteurizacdo de 63 a 72 °C e outros exigindo
tratamento a 90 °C.

Fagos isolados a partir de soro de queijo e iogurte requereram aquecimento a
90 °C durante cinco minutos para reduzir os nimeros de 10°-10" UFP/mL para
menos de 10 UFP/mL (BINETTI; REINHEIMER, 2000). Assim, como os fagos podem
ser mais resistentes ao calor do que a maioria das bactérias vegetativas, eles podem

sobreviver a tratamentos térmicos aplicados rotineiramente em alguns alimentos.

Luz visivel e ultravioleta.

Evidéncias sugerem uma inativagdo exponencial para a maioria dos fagos
guando expostos a luz ultravioleta (ADAMS, 1959). A maior parte dos efeitos
inativadores parece ser devido aos danos acumulados nos acidos nucleicos. Em
sistemas aquaticos, a luz solar (em especial UV-B) parece ser o principal fator no
declinio do nimero de fagos (SINTON et al., 2002; WOMMACK et al., 1996). Em
laboratério, observou-se que os fagos irradiados com UV podem ser reativados apés
a reparacdo de seus acidos nucleicos por vias de reparacao luz-dependente das
células hospedeiras ou, em casos de infeccdo multipla, por recombinacédo entre
diferentes clones (ADAMS, 1959).

Sanitizantes.

Quiberoni et al. (1999) demonstraram que o hipoclorito de sddio (100 ppm de
cloro livre) e o acido peracético inativaram fagos do leite dentro de 5 a 10 min. O uso
de etanol a 75% (v/v) foi efetivo contra fagos, enquanto o isopropanol ndo foi tdo
eficaz. Como os fagos sdo em geral mais capazes de resistir as mudancas

ambientais do processamento de alimentos que as bactérias, eles podem persistir
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em locais que nao sejam limpos e sanitizados adequadamente (KENNEDY; BITTON,
1987).

8.4 Uso do bacteri6éfago P100 para controle de Listeria monocytogenes

Apesar da aplicagcéo de rigorosos procedimentos de limpeza e sanitizagdo no
ambiente de processamento da industria, os alimentos processados tém sido
contaminados por L. monocytogenes mesmo quando a matéria-prima esta livre do
patdgeno. L. monocytogenes pode aderir a varios tipos de superficie, sendo
encontrada em biofilmes nos ambientes de processamento de carnes e produtos de
laticinios. E possivel que algumas linhagens de L. monocytogenes possam ter
adquirido resisténcia aos sanitizantes comumente usados pelas indUstrias
(MEREGHETTI et al., 2000).

Os agentes quimicos como 0s compostos clorados e acidos organicos e seus
sais sdo comumente utilizados no processo de abate de animais para reducédo da
microbiota contaminante, visando principalmente a eliminacdo de Salmonella spp. O
cloro em solucdo aquosa é largamente empregado no processamento de alimentos
para controlar o crescimento microbiano. Entretanto, sua atividade diminui em
condicdes alcalinas e/ou na presenca de altos niveis de matéria organica. Além
disso, produtos potencialmente toxicos/ mutagénicos, incluindo trialometanos, sao
formados durante o tratamento de agua com cloro (WEI et al., 1985, 1996).

Em 1992, o uso de tripolifosfato de sodio (TSP) para reducdo da
contaminacdo de carcacas de aves foi aprovado nos Estados Unidos. No Brasil, o
Ministério da Agricultura autorizou em 1995 o uso desse composto em
estabelecimentos com Servico de Inspecao Federal e, em 2001, foi aprovado o uso
do &cido latico e do acido peracético para descontaminacdo de ovos e carcacas de
aves (BRASIL, 2001a).

A atividade germicida dos sanitizantes depende de varios fatores, como
concentracdo, tempo, temperatura, pH, solubilidade, concentracdo de matéria
organica, tipo de superficie, espécie e populacdo do microrganismo que se quer
destruir (BEUCHAT et al.,, 2001; BRENES, 2002). Embora os tratamentos com
sanificantes tenham demonstrado algum grau de eficacia no tocante a reducédo da
populacdo bacteriana, cada um deles apresenta desvantagens, como perda da
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estabilidade, alto grau de reatividade, riscos a saude, questionamento pelos
consumidores com relacdo a seguranca do produto, alto custo ou mudancas
sensoriais adversas, limitando, com isso, o seu uso (CAPITA et al., 2001).

A resisténcia natural de L. monocytogenes a muitos dos sistemas de
preservacao de alimentos, que sado efetivos contra outros patdgenos responsaveis
por toxinfeccdes alimentares, tem despertado a atencéo e incentivado as pesquisas
para o desenvolvimento de sistemas mais efetivos para o controle da bactéria (OH;
MARSHALL, 1993, citados por BARKER; PARK, 2001).

A indastria de alimentos busca técnicas alternativas para substituir os
métodos tradicionais de controle de microrganismos nos alimentos, como
tratamentos intensos de calor, acidificacdo, congelamento, desidratacdo e adicao de
sal e de agentes quimicos. Nos ultimos anos, as tecnologias mais estudadas séo as
de inativacdo de microrganismos por métodos nédo-térmicos, como o uso de alta
pressao hidrostatica, utilizacdo de pulsos eletromagnéticos, sistemas de embalagens
ativas ou com atmosfera modificada, uso de compostos antimicrobianos naturais e
bioconservacdo (DEVLIEGHERE et al., 2004).

Também, nos ultimos anos, 0os consumidores passaram a exigir alimentos
com mais qualidade, sem conservadores quimicos e com longa vida util (BRUL;
COOTE, 1999; PRANOTO et al., 2005). Segundo Rodgers (2001), a utilizacdo de
agentes quimicos para conservacdo de alimentos ndo é compativel com a imagem
de produtos “frescos”. Além disso, a adicao de nitrato a alimentos céarneos, visando o
aumento da seguranca e da vida util, pode levar a formacdo de nitrosaminas, que
tém efeito carcinogénico ao organismo humano (ABEE et al., 1995).

Em consequéncia do aumento do interesse dos consumidores por produtos
naturais (ZINK, 1997; CLEVELAND et al., 2001; PRANOTO et al., 2005), o uso de
antimicrobianos naturais pode ser uma alternativa aos métodos utilizados
atualmente pelas industrias. Uma opcao seria 0 uso de bacteriéfagos, que séo virus
que infectam somente bactérias e nédo infectam células animais ou vegetais.

Em 2006, o Departamento de Agricultura dos Estados Unidos (USDA) e a
agéncia norte-americana Food and Drug Administration (FDA) aprovaram o uso de
um bacteriéfago especifico para o controle de Listeria em queijos. Um ano depois,
essa aprovacao se estendeu a todos os tipos de alimento. LISTEX™ P100 é uma
cultura de microrganismos seguros, composta de seis bacteriéfagos especificos para



53

0 patdégeno em questdo, que pode ser usada na producdo de alimentos como um
aditivo natural do processo (EBI FOOD SAFETY, 2007).

Quase todos os fagos que infectam organismos do género Listeria sao
temperados e apresentam uma escala muito estreita do hospedeiro (LOESSNER;
REES, 2005). O bacteriéfago P100 representa um dos poucos fagos virulentos
conhecidos para esse género, é estritamente litico e, portanto, invariavelmente letal
a célula bacteriana, uma vez que a infeccao for estabelecida. Na Figura 4 é
mostrada uma visdo esquematica do ciclo litico. Além disso, P100 apresenta uma
escala raramente larga do hospedeiro dentro do género Listeria, similar ao fago
A511 (LOESSNER, 1991; LOESSNER; BUSSE, 1990; Van der MEE-MARQUET et
al., 1997).

5. Lise do hospedeiro e
liberacdo da progénie
fagica

4. Maturacgdo e
montagem

Figura 4 — Visdo esquematica dos passos que levam a liberacdo de uma progénie
fagica de uma célula infectada. Adaptado de Hagens; Offerhaus (2008).

Estudo desenvolvido por Carlton et al. (2005), com base na otimizacdo de
testes preliminares, utilizou o bacteri6fago P100 durante a fase de
producdo/maturacdo da superficie artificialmente contaminada de queijo macio.
Dependendo dos pontos, da frequéncia e da dose de aplicagcdes do fago, obteve-se

reducdo significativa (pelo menos 3,5 logs) ou uma completa erradicagdo de células
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viaveis de Listeria. Nao foram encontradas evidéncias para resisténcia do fago em
isolados de Listeria recuperados das amostras. E também importante notar que o
fago ndo afetou notoriamente a funcionabilidade da microbiota natural no processo
de maturacdo, ou seja, ndo ocorreram mudancas aparentes no produto tratado,
comparado ao controle, em termos de aparéncia geral ou cor. Os resultados indicam
gque o P100 pode fornecer uma medida efetiva e segura para o controle da
contaminacao de Listeria em alimentos e equipamentos de producédo. Nesse mesmo
experimento, foi realizado um estudo toxicol6gico em ratos e nenhuma alteracao
histopatologica, mortalidade ou morbidade relacionada ao P100 foi observada.

Carlton et al. (2005) também determinaram e analisaram 0 sequenciamento
completo do genoma do bacteriofago P100. Nao foi encontrada nenhuma
similaridade com qualquer um dos 174 produtos dos genes preditos do P100 para
gualquer toxina conhecida ou suspeita ou outro fator envolvido na regulacdo da
viruléncia e/ou patogenicidade de Listeria ou outros organismos.

Com relacdo ao fago P100, os dados disponiveis sugerem que 0 Seu uUsO
como aditivo para biopreservacdo dos alimentos é esperado ser seguro aos

consumidores, assim como para o meio ambiente.
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CAPITULO 2
INVESTIGACAO DE Listeria monocytogenes EM LINGUICAS DO TIPO
FRESCAL VENDIDAS A VAREJO NO MUNICIPIO DE SALVADOR-BA

RESUMO

A partir da década de 1980, o aumento de surtos de listeriose humana e a possivel
relacdo com alimentos contaminados vém preocupando as autoridades sanitarias.
No Brasil ndo existe ainda descricdo de surtos de listeriose de origem alimentar,
porém em diversos trabalhos € relatada a presenca de Listeria monocytogenes em
varios produtos. Alimentos manipulados intensamente, como as linguicas do tipo
frescal, sdo frequentemente responsaveis pelas doencas veiculadas por alimentos.
Em razdo do risco a salde publica que esta bactéria representa, objetivou-se
investigar a presenca de Listeria spp., em especial de L. monocytogenes, em
linguicas do tipo frescal suina e de frango de cinco marcas diferentes, vendidas em
estabelecimentos comerciais da cidade de Salvador-BA. Foram analisadas
80 amostras, sendo 40 de linguica elaborada com carne suina e 40 com carne de
frango. Isolou-se Listeria spp. em 12 amostras (15%), das quais trés (3,75%) foram
positivas para L. monocytogenes. Entre as espécies, L. innocua foi isolada com
maior frequéncia, em 11 (13,75%) amostras; e em duas amostras foram detectadas
as duas espécies. As cepas de L. monocytogenes isoladas pertenciam ao sorotipo
Y%a. A presenca desse microrganismo de caracteristicas patogénicas no produto final
demonstra a necessidade de readequacdo e implementacdo de boas préaticas de
fabricacdo no recebimento da matéria-prima, utilizacdo de métodos adequados de
limpeza e sanitizacdo do ambiente e de equipamentos e no processamento desses
produtos, evitando assim, risco potencial de listeriose e contribuindo para a

seguranca alimentar do consumidor.

Palavras-chave: Listeria monocytogenes, linguica, listeriose, alimento seguro.
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ABSTRACT

Since the 1980s, increase in outbreaks of human listeriosis and its possible relation
to contaminated food has been a concern of sanitary authorities. In Brazil, food-borne
listeriosis outbreak has not been yet described, but in many studies, the presence of
Listeria monocytogenes has been described in several products. Intensively
manipulated foods, such as Brazilian fresh sausage (“linguica do tipo frescal”) are
frequently responsible for food-borne diseases. Due to the risk presented by the
bacteria Listeria monocytogenes, the objective of this work was to investigate the
presence of Listeria spp., especially, L. monocytogenes, in swine and chicken
Brazilian fresh sausage of five brands, sold in commercial establishments in the city
of Salvador-BA. Eighty samples were analyzed, 40 each of swine and chicken
Brazilian fresh sausage. Listeria spp. was isolated from 12 samples (15%), of which
three (3.75%) were positive for L. monocytogenes. Among the species, L. innocua
was isolated with higher frequency in 11 samples (13.75%); the two species were
detected in two samples. L. monocytogenes strains isolated belonged to serotype
Y%a. The presence of this microorganism of pathogenic characteristics in the final
product demonstrates the necessity of redefining and implementing good
manufacturing practices in raw material acquisition, utilization of adequate cleaning
methods, and sanitization of the ambient, equipment, and product processing, thus
avoiding potential risk of listeriosis and contributing to consumer food safety.

Keywords: Listeria monocytogenes, Brazilian fresh sausage, listeriosis, food safety.
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1 INTRODUCAO

L. monocytogenes € uma bactéria amplamente distribuida na natureza,
frequentemente encontrada em produtos carneos. Devido a essa ampla distribuicdo
no meio ambiente, a habilidade de sobreviver em condi¢cdes adversas, a resisténcia
a diversos antibidticos e a capacidade de se multiplicar em temperaturas de
refrigeracdo, esse microrganismo tornou-se um importante patégeno oportunista de
origem alimentar, podendo infectar qualquer pessoa. Porém, manifestacbes da
doencga s&o mais comuns em humanos com o sistema imune comprometido. A
listeriose € uma infeccdo alimentar atipica que apresenta alta taxa de letalidade e
periodo de incubacdo longo (ROCOURT; COSSART, 1997). Embora esse
microrganismo tenha sido reconhecido ha mais de 70 anos como isolado clinico, a
literatura é silenciosa quanto a sua presenca em carne e produtos carneos, com
excec¢do dos ultimos 10 anos (JAY, 1996).

Dediol et al. (2002) ressaltam que muitos animais abrigam Listeria
monocytogenes em seu trato intestinal, 0 que impossibilitaria sua total eliminagcéo da
carne crua. Esse fato, associado ao carater ubiquo do patégeno e a falta de atencao
as normas adequadas de higiene, resultaria na inevitdvel contaminacdo de
numerosos alimentos.

A carne e seus derivados incluem-se entre os alimentos que mais preocupam
0s servicos de saude publica, em razéo dos riscos que oferecem pela contaminacao
com uma grande variedade de bactérias patogénicas. As linguicas do tipo frescal
apresentam-se como excelentes substratos para o0 desenvolvimento de
microrganismos, devido a uma série de fatores favoraveis, como pH pouco &cido,
alta atividade de agua, mistura de diferentes tipos de ingredientes, nao submisséo a
tratamento térmico e intenso manuseio durante seu processamento, aumentando a
probabilidade de contaminagdo com microrganismos indesejaveis (LISERRE et al.,
2002; MARTINIS; FRANCO, 1998; SAMELIS et al., 2005).

A producdo de embutidos exige ampla variedade de ingredientes carneos e

ndo-carneos, cada um exercendo funcdo especifica de acordo com suas
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propriedades. Os ingredientes carneos podem ter diversas origens e composicoes,
influenciando assim a qualidade do produto final (STOCCO; STOLBERG, 2008).

Em torno de 65% do total da producéo brasileira de carne suina destina-se ao
mercado interno, na forma de produtos industrializados; as linguicas representam
42% do mercado de industrializados de carne, e 0 segmento das linguicas frescais,
gue € o mais importante da categoria, 60% do mercado total de linguicas (ABIPECS,
2006). Entre os produtos processados, a linguica frescal do tipo toscana (constituida
exclusivamente de carne suina) representa alternativa para o aproveitamento de
cortes suinos menos nobres, em razdo do baixo custo de producdo e de grande
aceitacao pelo mercado consumidor (STOCCO; STOLBERG, 2008).

Embutidos, como linguicas, sdo definidos como alimentos condimentados
contidos em envoltério natural ou artificial, cuja elaboracdo emprega carne de
bovinos, suinos ou aves, bem como suas visceras, podendo ser cozido ou nao,
curado, maturado e dessecado (BRASIL, 2001; CHAVES et al., 2000). No Brasil, a
linguica € um dos produtos carneos mais fabricados, provavelmente porque sua
elaboracéo, além de néo exigir tecnologia sofisticada, utiliza poucos equipamentos e
é de baixo custo (VAZ, 2005).

A linguica, por ser um produto frescal, ndo sofre tratamento térmico que
reduza a sua microbiota, e a grande quantidade de agua livre (alta atividade de
agua) confere ao produto uma vida util curta, apesar da utilizacdo do frio na sua
conservacao (TERRA, 2000).

A intensa manipulacdo a que se submete a linguica na cadeia de proces-
samento eleva as possibilidades de contaminagcdo por uma gama de espécies de
microrganismos, patogénicos ou deterioradores, podendo comprometer a qualidade
microbioldgica do produto final, desde que ocorram falhas e ndo-conformidades em
seu processamento. Diversas podem ser as fontes de introducdo desses agentes na
cadeia alimentar, como condi¢cfes inadequadas de abate e evisceracdo, nas quais
as carcacas podem ser contaminadas por enterobactérias presentes no trato
gastrintestinal (BORCH et al., 1996; TUTENEL et al., 2003). Dessa forma, a
qualidade do produto elaborado reflete de forma clara a qualidade da matéria-prima
e dos ingredientes empregados na producao (MAURIELLO et al., 2004; MOROT-
BIZOT et al., 2006). Além desses aspectos, o colaborador envolvido na producéo,
bem como os facilitadores, como equipamentos e utensilios, podem constituir

importantes fontes de contaminagdo (CHEVALLIER et al., 2006).
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Para que os produtos embutidos mantenham suas propriedades funcionais e
permanegam seguros para o consumidor, o acondicionamento deve ser feito pelo
emprego de envoltérios adequados (PARDI et al., 1996; CORETTI, 1997). De
acordo com Vaz (2005), produtos embalados em envoltérios naturais podem
deteriorar-se devido o desenvolviemnto de microrganismos entre a tripa € a massa,
e ao acumulo de umidade na interface durante o processo.

Na legislacéo brasileira, os produtos carneos comercializados no pais estéo
regulamentados pela Portaria n° 1002 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria -
ANVISA (BRASIL, 1998). Ndo se observa na legislacéo vigente um limite especifico
para L. monocytogenes, porém, de acordo com a Resolucdo RDC n°® 12 (BRASIL,
2001), “.....sdo considerados produtos em condicbes sanitarias insatisfatérias
aqueles cujos resultados analiticos estdo acima dos limites estabelecidos para
amostra indicativa ou amostra representativa, ou aqueles cujos resultados analiticos
demonstram a presenca ou a quantificacdo de outros microrganismos patogénicos
ou toxinas que representem risco a saude do consumidor.”

No Brasil, ndo foram ainda descritos surtos de listeriose causados
por alimentos (NASCIMENTO; CULLOR, 1994), embora diversas pesquisas
relatem a presenca do microrganismo em alimentos. JA em outros paises, ainda que
a carne e os produtos carneos ndo tenham sido indicados como as principais causas
de listeriose humana, existem varios trabalhos sobre a ocorréncia de Listeria
monocytogenes nesses alimentos (BENEZET et al., 1993; GENIGEORGIS et al.,
1989; GRAU; VANDERLINDE, 1992; JOHNSON et al., 1990; VORSTER et al., 1993;
WONG et al., 1990).

Destro et al. (1991) pesquisaram a incidéncia desse patdgeno em carne,
linguica, salsicha, leite in natura e queijo tipo “minas frescal”, encontrando uma
incidéncia média de 32%; as amostras de linguica foram as que apresentaram maior
incidéncia do microrganismo (80%). Sireli e Erol (1999) examinaram 100 amostras
de carne moida em Ankara, Turquia, quanto a presenca e ao grau de contaminacao
com Listeria spp. Diferentes espécies de Listeria foramisoladas de 97% das
amostras. L. innocua foi a espécie prevalente (92%), seguida por L. monocytogenes
(28%), L. grayi (9%), L. seeligeri (3%) e L.welshimeri (2%). Esses resultados
confirmam estudos prévios de que a carne moida € uma das maiores fontes de
Listeria spp. e pode ser um perigo em potencial, principalmente para o0s

consumidores desta carne crua ou mal cozida. Uma vez que as linguicas empregam
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em sua elaboracdo carne bovina, suina ou de aves (BRASIL, 2001), esse produto,
de grande aceitacdo em todo o territério nacional, pode representar um grave risco
ao consumidor.

Os objetivos deste trabalho foram investigar a ocorréncia de bactérias do
género Listeria em linguicas do tipo frescal suina e de frango comercializadas no

varejo em Salvador-BA e identificar sorologicamente as espécies isoladas.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Material

2.1.1 Microrganismo de referéncia

L. monocytogenes SCOTT A (sorotipo 4b), ATCC 15313

2.1.2 Alimentos

Linguica tipo frescal preparada com carne suina,
Linguica tipo frescal preparada com carne de frango.

2.2 Metodologia

2.2.1 Desenho e local do estudo

Trata-se de um estudo transversal de carater exploratério e experimental que
foi desenvolvido no Laboratério de Controle de Qualidade dos Alimentos da Escola
de Nutricdo da Universidade Federal da Bahia e no Laboratério de Zoonoses do
Departamento de Bacteriologia do Instituto Oswaldo Cruz, Fundacdo Oswaldo Cruz,
no Rio de Janeiro-RJ.
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2.2.2 Amostragem

No periodo de marco a outubro de 2008, foram adquiridas 80 amostras de
linguicas do tipo frescal de estabelecimentos comerciais e supermercados, da
cidade de Salvador-BA, nas condi¢des oferecidas ao consumo, ou seja, resfriadas e
acondicionadas em bandejas de isopor. Dessas, 40 amostras eram linguicas
preparadas com carne suina de quatro marcas diferentes, que foram codificadas
como A, B, C e D, todas elas inspecionadas pelo Servico de Inspecéo Federal (SIF).
As outras 40 amostras eram linguicas preparadas com carne de frango, das mesmas
marcas (A, B e C) mencionadas, e uma da marca E, sob inspe¢cdo do Servico de
Inspecéo Estadual (SIE) (Tabela 1).

Foram realizadas duas coletas para cada tipo de produto, sendo que em cada
coleta foram adquiridas cinco amostras do produto, (n=5), pertencentes a mesma
data de fabricacdo, seguindo recomendacao do ICMSF (2000).

Tabela 1 - Amostras de linguicas investigadas para a presenca de Listeria spp.

Marcas Linguica suina i Linguica de frango
12 coleta 22 coleta E 12 coleta 22 coleta
A 5 5 i 5 5
B 5 5 § 5 5
C 5 5 i 5 5
D 5 5 : * *
E *% *%* ! 5 5
Total 20 20 § 20 20

* A marca ndo produz linguica de frango do tipo frescal. ** A marca ndo produz linguica suina do tipo
frescal.

2.2.3 Tratamento das amostras

As amostras foram transportadas para o Laboratério de Controle de
Qualidade dos Alimentos da Escola de Nutricdo da Universidade Federal da Bahia,
em recipientes isotérmicos com gelo reciclavel, mantidas sob refrigeracéo a 4 °C e

analisadas dentro de no maximo quatro horas.
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O envoltério dos embutidos carneos foi retirado assepticamente em capela de
fluxo laminar tipo Il (LABCONCO), e a massa do produto foi transferida, com auxilio
de garfos e facas estéreis, para placas de Petri estéreis para serem posteriormente

pesadas.

2.2.4 Investigacado da presenca de Listeria monocytogenes

A determinacdo da presenca de L. monocytogenes foi realizada de acordo
com metodologia descrita e recomendada pelo United States Department of
Agriculture (USDA), descrita no capitulo 8.04 do Microbiology Laboratory Guidebook
(USDA/FSIS, 2005) para carnes vermelhas, aves, ovos e amostras ambientais.

Vinte e cinco gramas de cada amostra foram misturados a 225 mL de caldo
Universidade de Vermont (UVM) (DIFCO), em homogeneizador peristaltico (ITR), por
2 min, incubando-se a mistura a 30 + 2 °C por 22 + 2 horas, em incubadora tipo
B.O.D. (BIOPAR), sob condicdes normais de atmosfera, para o enriguecimento
primario. A seguir, 0,1 + 0,02 mL do in6culo foi transferido para tubos contendo 10 +
0,5mL de caldo Fraser (DIFCO) para o enriquecimento seletivo secundario,
seguindo-se a incubacdo a 35 + 2 °C por 24-48 + 2 horas. A partir dos tubos do
caldo Fraser que apresentaram escurecimento (reducdo da esculina), foi inoculado
0,1 mL em &gar Oxford Modificado (MOX) (DIFCO), seguido de incubacédo a 35 +
2°C por 22+ 2horas. Tanto o caldo Fraser como o MOX possuem, em sua
formulagéo, esculina e citrato férrico amoniacal, que atuam como indicadores no
isolamento e diferenciagéo da Listeria.

Vinte colbnias tipicas de cada placa (ou numero de coldnias tipicas presentes,
se menor que vinte) foram selecionadas e cultivadas por picada para o teste de
verificacdo de hemdlise. O teste de hemdlise foi realizado em &gar sangue de
carneiro (SILVA et al., 2007) em sobrecamada com incubacédo a 35 + 2 °C por 22 + 4
horas. A observacédo de uma zona clara ao redor da perfuracdo é uma indicacéo da
acdo beta-hemolitica do microrganismo, quando presente. Concomitantemente,
foram preparados esfregacos em lamina e corados pelo método de Gram para
verificacdo das caracteristicas morfotintoriais das bactérias (bastonetes Gram-
positivos pequenos e curtos, em cadeias curtas, paralelamente ou em forma de “V”)

visualizadas em microscépio optico (BIOVAL).
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Colbnias tipicas translicidas com um pequeno halo de [-hemdlise e positivas
para o teste de Gram foram transferidas para um tubo de caldo tripticase de soja
com 0,6% de extrato de levedura (TSB-YE) (DIFCO), para o teste de motilidade, sob
incubacéo entre 18 e 25 °C, por 16 a 18 horas. Para as demais provas bioguimicas
foi utilizado um tubo de agar tripticase de soja com 0,6% de Extrato de Levedura
(TSA-YE) (DIFCO), sob incubagéo a 35 £+ 2 °C por 22 + 4 horas.
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2.2.5 Provas bioquimicas

A confirmacdo do género e a distincdo entre as espécies foram realizadas
através dos testes da producao de catalase, do teste de motilidade e da fermentacao
dos carboidratos manitol, maltose, xilose, e ramnose (Quadro 1).

Producdo de catalase: sobre os cultivos crescidos em placas de agar
tripticase de soja com 0,6% de extrato de levedura, incubadas a 30 °C por 24 horas,
foi adicionado, com o auxilio de uma pipeta, gotas de agua oxigenada a 3%
(NUCLEAR). O teste é positivo quando ocorre efervescéncia sobre o crescimento
bacteriano. As cepas de Listeria sdo catalase positivas.

Teste de motilidade: a partir do TSB-YE, foi inoculada cada cultura suspeita
em tubos de &gar Sulfeto Indol Motilidade (SIM) (DIFCO), por picada no centro do
meio de cultura, até uma distancia de 1 cm do fundo. Os tubos foram incubados a

25 °C por sete dias, observando-os diariamente.

Quadro 1 — Caracteristicas fenotipicas e bioquimicas utilizadas na discriminacao
de Listeria spp.

Caracteristica L. L L L L. L
monocytogenes seeligeri ivanovii  innocua grayi welshmeri

Catalase + + + + + +
B-hemdlise + + +
Acido a partir de manitol - - - - +
Acido a partir de D-xilose - + + - - +
Acido a partir de L-ramnose + - - +/- - +/-
Acido a partir de a-metil-D-manosideo + - - + ND* +

* ND = nédo determinado.
Fonte: Ryser e Donnelly (2001) e Holt et al (1994).

Fermentagcdo de carboidratos: utilizou-se como meio o caldo-base para
carboidratos com puarpura de bromocresol (SILVA et al., 2007). As solucdes dos
carboidratos maltose (VETEC), manitol (SYNTH), xilose (VETEC), e ramnose
(INLAB), esterilizadas por filtragdo em membrana de 0,45 [’m (SARTORIUS), foram
adicionadas ao meio-base estéril. As provas sdo consideradas positivas quando
ocorre a viragem do indicador purpura de bromocresol e a coloracdo do meio,

originalmente puarpura, torna-se amarela devido & producéo de &cido.



83

Durante todas as etapas de isolamento e confirmacdo bioquimica para o
microrganismo foi utilizado como padréo positivo uma cepa de L. monocytogenes
SCOTT A.

Para confirmacdo complementar das provas bioquimicas, foi utlizado o
sistema comercial de identificacdo API Listeria (BioMerieux® S.A., Marcy L‘Etoile,
Franca), somente para as amostras previamente consideradas positivas para
Listeria monocytogenes.

2.2.6 Caracterizagcédo antigénica das cepas isoladas de Listeria

Para identificacdo soroldgica das espécies de Listeria isoladas, as cepas
foram enviadas ao Laboratério de Zoonoses Bacterianas do Departamento de
Bacteriologia do Instituto Oswaldo Cruz, Fundagdo Oswaldo Cruz, no Rio de
Janeiro-RJ. Essa técnica baseou-se na aglutinagcdo “O” e “H”, conforme
recomendagdes de Donker-Voet (1959) e Seeliger e Hohne (1979).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Caracterizacdo fenotipica e bioquimica dos isolados para identificacéo
de L. monocytogenes

Foram coletadas 20 colbnias tipicas crescidas em meio MOX presentes em
80 amostras, totalizando 1.600 isolados. ApOs realizacdo dos testes de Gram,
catalase e B-hemolise, restaram 277 isolados para a realizacdo dos testes de
fermentacdo de carboidratos. Desses, 19 isolados foram identificados como Listeria
spp., que foram posteriormente submetidos a caracterizacdo antigénica, cujos
resultados se encontram na Tabela 2.

Pode-se observar que todos os isolados foram Gram-positivo, catalase
positivo e apresentaram arranjos na forma bacilar e cocobacilar. Os isolados 2, 3, 4,
5, 6, 12, 13 e 17 foram positivos no teste da [1-hemdlise. Os demais apresentaram
um halo de hemdlise muito pequeno e pouco nitido, indicando um resultado

fracamente positivo para o teste. Com relacdo ao perfil de fermentacdo dos
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carboidratos, pode-se observar que todos os isolados foram negativos para a
producéo de acido a partir do manitol e da xilose. No tocante a producédo de acido a
partir da fermentacdo de maltose, todos os isolados foram positivos. Os isolados 2,
3,4,5, 6,12, 13 e 17, fermentaram a ramnose, enquanto os demais isolados néo
fermentaram este carboidrato. A utilizacdo do sistema comercial de identificacdo API
Listeria possibilitou a confirmagcdo de quatro cepas de L. monocytogenes e 15 de
L. innocua; em duas amostras de linguica foram encontradas as duas espécies de
Listeria.

Assim, das 80 amostras analisadas, 12 (15%) apresentaram contaminagao
por Listeria spp., sendo trés (3,75%) positivas para L. monocytogenes conforme é
mostrado na Tabela 3.

Tabela 2 — Caracteristicas fenotipicas e bioquimicas dos isolados.

. Isolados
Caracteristica
1,7,8,9, 10,11, 14, 15, 16, 18, 19 2,3,4,5,6,12,13, 17
Gram + +
Arranjo Bacilo e cocobacilo Bacilo e cocobacilo
Catalase + +
B-hemdlise +/- +

Acido a partir de Manitol - -

Acido a partir de Xilose - -

Acido a partir de Ramnose -

Acido a partir de Maltose + +
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Tabela 3 — Presenca de Listeria spp. e L. monocytogenes nas amostras de linguica

Marcas Amostras de linguica suina Amostras de linguica de frango
1- Listeria spp./ L. 6- 1- 6-
monocytogenes
2- 7- Listeria spp. 2- 7-

A 3- 8- 3- 8- Listeria spp.
4- o- 4- o-
5- Listeria spp. 10- 5- 10-
1- 6- 1- Listeria spp. 6-
2- 7- 2- Listeria spp. 7-
B 3- 8- 3- Listeria spp. 8-
4- o- 4- o-
5- 10- 5- 10-
1- 6- 1- Listeria spp./ L. 6-
monocytogenes
2- 7- 2- 7-
C 3- 8- 3- 8-
4- 9- 4- 9-
5- 10- 5- 10- Listeria spp./ L.
monocytogenes
1- 6-
2- Listeria spp. 7-
D 3- Listeria spp. 8- NA
4- 9-
5- Listeria spp. 10-
1- 6-
2- 7-
E NA 3- 8-
4- 9-
5- 10-

NA — ndo-aplicavel.

Com relagéo ao tipo de produto, foi encontrada Listeria spp. em trés marcas
comerciais diferentes da lingui¢ca de frango, marcas A, B e C, enquanto que para a
linguica suina a presenca do microrganismo ocorreu em duas marcas distintas: A e
D (Tabela 3). Apenas a marca E, a Unica com distribuicdo somente no estado da
Bahia, ndo apresentou contaminacgéo por Listeria spp.

Com relacdo ao lote, indentificado pela mesma data de fabricacdo na
embalagem, observou-se que, entre as cinco amostras de linguica suina da marca
D, pertencentes ao mesmo lote de fabricagcao, (n=5), trés estavam contaminadas por
Listeria spp. O mesmo ocorreu com um lote das amostras de linguica de frango da
marca B. J& em um mesmo lote das amostras de linguica suina da marca A, entre as
cinco coletadas, apenas duas amostras apresentaram Listeria spp. Esses resultados
demonstram que a presenca do microrganismo em um lote de amostras né&o

necessariamente implica que o lote inteiro esteja contaminado.
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Os resultados obtidos no presente estudo demonstram niveis de isolamento
de L. monocytogenes inferiores aos relatados por Silva (1996), que encontrou
L. monocytogenes em 6,6% das amostras de linguicas do tipo frescal de carne suina
e de frango, em Contagem-MG.

Em trabalho realizado por Lima et al. (2003), investigando 106 amostras de
cinco tipos diferentes de linguicas (de carne suina, de carne de frango, tipo
calabresa, mista e tipo toscana), também foi verificado valores superiores aos desta
pesquisa, tendo sido a Listeria spp. isolada em 62 amostras (58,5%) e
L. monocytogenes em 11 (10,4%). Segundo esses autores, a maior ocorréncia de
L. monocytogenes foi observada em linguica de carne de frango (18,2%).

Entretanto, os resultados desta pesquisa sédo similares ao reportado por
Samadpour et al. (2006), em que, de um total de 512 amostras de carne moida
analisadas através da metodologia da Reacdo da Polimerase em Cadeia - PCR,
seguida pela confirmacdo da cultura, 18 (3,5%) foram positivas para
L. monocytogenes.

Mantilla et al. (2007) analisaram 30 amostras de carne bovina moida, das
quais 15 (50%) apresentaram contaminacdo por Listeria spp., sendo duas (6,7%)
positivas para L. monocytogenes.

Na investigacado de salames fatiados embalados a vacuo, comercializados na
cidade de Sdo Paulo, Sakate et al. (2003) detectaram L. monocytogenes em 3
(6,7%) das 45 amostras analisadas.

Silva et al. (2004) estudaram a presenca de L. monocytogenes em plantas de
processamento de linguicas mistas do tipo frescal, nas matérias-primas e no produto
final, na regido de Pelotas, RS. Listeria spp. foi observada em 100% das amostras
analisadas e 29,3% destas foram identificadas como L. monocytogenes; 16,6% das
amostras positivas para o patégeno correspondiam ao produto final.

Destro et al. (1991) também evidenciaram uma maior ocorréncia de
L. monocytogenes (32%) em diferentes alimentos, como carne, linguiga, salsicha,
leite in natura e queijo tipo “minas frescal”. Quanto as linguicas, 80% das amostras
foram positivas para 0 microrganismo.

De 63 amostras de carcacas de frango analisadas em Portugal, todas
apresentaram contaminacdo com Listeria spp., sendo 26 amostras (41%) positivas
para L. monocytogenes (ANTUNES et al., 2002).
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Bersot et al. (2001) analisaram 30 amostras de mortadela, das quais 11
(36,7%) foram positivas para Listeria spp. e oito (26,7%) para L. monocytogenes.

Outros resultados séo relatados na literatura, como os de Yucel et al. (2004),
gue isolaram 8,25% de L. monocytogenes a partir de carne bovina, moida e inteira, e
de carne de frango, e os apresentados por Fantelli e Stephan (2001), os quais
encontraram o microrganismo em 10,75% de carnes moidas bovinas e suinas. No
entanto, Sireli e Erol (1999) isolaram um maior nimero de L. monocytogenes de
carnes bovinas moidas (28%). Kasnowski (2004) também encontrou alto percentual
(30,1%) de cepas de L. monocytogenes em carnes bovinas, inteiras e moidas.

3.2 Caracterizagéao antigénica das cepas isoladas de Listeria
Foram isoladas 19 cepas de Listeria spp., sendo quatro pertencentes a
L. monocytogenes e 15 a L. innocua. A relagdo do numero de cepas dos diferentes

sorotipos isolados esta disposta na Tabela 4.

Tabela 4 — Sorotipos de Listeria spp. isolados das amostras de linguicas.

Espécie Sorotipos N2 de cepas (%)
. 6a 14 (73,68)
L. innocua 5 iz
N&ao-tipavel 1 (5,26)
L. monocytogenes Yoa 4 (21,06)
Total 19

De acordo com o apresentado na Tabela 4, observa-se que quatro isolados
(21,06%) obtiveram caracterizagcdo antigénica como L. monocytogenes “a; 14
(73,68%) foram caracterizados como L. innocua 6a e um (5,26%) néo tipavel.

O sorovar %2a isolado nesta pesquisa também foi encontrado por Silva (1996),
gue isolou das amostras de linguica tipo frescal os sorotipos Y2a, %2b e 4b. No estudo
realizado por Sakate et al. (2003) com salames, todas as cepas isoladas pertenciam
ao sorogrupo 1, sendo duas “2a e uma Y2b. Esse dado é preocupante, pois, de
acordo com Ryser e Marth (1999), a maioria (>95%) dos casos de listeriose humana
€ provocada por cepas de L. monocytogenes pertencentes aos sorotipos %2a, ¥2b ou
4b.
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Com base na literatura cientifica, observa-se uma diferenca de distribuicao
dos sorotipos de L. monocytogenes de acordo com o produto analisado. Fantelli e
Stephan (2001), que isolaram 43 cepas de L. monocytogenes em carne moida,
verificaram que 19 cepas pertenciam ao sorotipo Y2a, duas ao sorotipo %2b, doze ao
sorotipo ¥2c e dez ao sorotipo 4b.

Araujo et al. (2002) encontraram 52 cepas de L. monocytogenes em amostras
de “blanquet” e presunto de peru, sendo 51,9, 34,6, 7,7 e 5,8% pertencentes aos
sorotipos 4b, %c, ¥:b e Y%2a, respectivamente.

A falta de atencdo a saude publica € um dos principais fatores que levam a
dispersao bacteriana em diversos habitat. Neste sentido, cabe ressaltar que Hofer et
al., em 1984, verificaram a predominancia dos sorotipos 4b, 4a e “2a em processos
infecciosos e portadores humanos e no mesmo ano, isolaram os sorotipos %:b
(46,87%), 4b (25%) e Ysa (18,75%) de amostras de solo (HOFER; POVOA, 1984).
Portanto, o sorotipo %2a isolado nas amostras de linguica frescal suina e de frango
encontradas neste trabalho possui importancia epidemiolégica diante da possivel
presenca em processos infecciosos humanos e contaminacédo do meio ambiente.

A maior ocorréncia de L. innocua, comparando com a de L. monocytogenes,
em produtos alimenticios vem sendo relatada por muitos pesquisadores. Neste
trabalho, somente duas espécies do género Listeria foram detectadas, L. innocua,
isolada em maior porcentagem (78,95%) e L. monocytogenes (21,05%). Yucel et al.
(2004) obtiveram resultados similares isolando 90% de L. innocua em carnes
bovinas (moidas e inteiras) e de frango. Sireli e Erol (1999) também encontraram
elevada ocorréncia de L.innocua (92%) em carne moida, seguida por
L. monocytogenes (28%) e por outras espécies do género Listeria (24%).

Os resultados de Kasnowski (2004) também corroboram os resultados
observados neste experimento, visto que o autor isolou 70% de L. innocua a partir
de carnes bovinas inteiras e moidas. Em trabalho mais recente de Yucel et al. (2005)
foi verificada a presenca de L. innocua em maior nUmero nas amostras (46,57%)
comparando-se com L. monocytogenes, que foi isolada em apenas 6,16% das
amostras de carne bovina e de frango analisadas.

Mantilla et al. (2007) isolaram 83 cepas de Listeria spp. em amostras de carne
moida em Niter6i-RJ. Destas, 77 eram L. innocua, sendo 66 do sorotipo 6a, sete do
sorotipo 6b e quatro nao-tipavel. Os outros seis isolados eram L. monocytogenes,
sendo trés pertencentes ao sorotipo 4b e trés ao sorotipo Y2c. Kasnowski (2004)
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isolou um total de 173 cepas de Listeria spp. de amostras de carne bovina (alcatra),
das quais, 72 (41,62%) foram originadas da carne inteira e 101 (58,38%) da carne
moida. A espécie mais isolada foi Listeria innocua 6a, totalizando 91 cepas, seguida
de Listeria monocytogenes 4b, com 45 cepas identificadas. Também foram isoladas
11 cepas de Listeria innocua 6b, uma de L. innocua rugosa, 18 de L. innocua néo-
tipavel e sete de L. monocytogenes Yzb.

De acordo com Kamat e Nair (1996), L. innocua pode ser um organismo ideal
e seguro como um marcador de L. monocytogenes em industrias alimenticias, visto
gue este exibe a maioria das caracteristicas da L. monocytogenes, com excecédo da
ndo-producdo de hemolisina e da caracteristica avirulenta. Essa proposicdo é
confirmada por Guerra e Bernardo (1999), que sugerem a competicao de L. innocua
com L. monocytogenes; em que a primeira, multiplicando-se mais rapidamente, pode

induzir a resultados falsos negativos na pesquisa de L. monocytogenes.

4 CONCLUSAO

Diante dos resultados alcancados neste estudo, pode-se concluir que:

- A presenca de L. monocytogenes nas amostras investigadas € um dado
preocupante, considerando a possibilidade de o microrganismo aderir a
equipamentos e utensilios da indUstria de alimentos e ser transferido para outros
tipos de produtos prontos para 0 consumo.

- Algumas das amostras investigadas podem ser consideradas improprias
para o0 consumo, por veicularem um patdégeno causador de enfermidades
transmitidas por alimentos e levando em conta o risco de serem consumidas mal
cozidas.

- L. innocua foi isolada em maior frequéncia das amostras, comprovando a
maior facilidade dessa espécie em sobreviver as condicbes adversas do
processamento de um produto carneo.

- O sorotipo %a de L. monocytogenes isolado é um dos mais comumente
associados a surtos de listeriose de origem alimentar, confirmando, portanto, a

veiculacdo do patégeno pelo alimento.
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CAPITULO 3
EFICACIA DO BACTERIOFAGO P100 NO CONTROLE DA CONTAMINACAO
POR Listeria monocytogenes INOCULADA ARTIFICIALMENTE EM LINGUICA
DO TIPO FRESCAL

RESUMO

Apesar dos recentes avangos has tecnologias de controle de patdogenos em
alimentos, os consumidores tém procurado alimentos “naturais”, isto €, submetidos a
tratamentos menos agressivos e isentos de conservadores quimicos. Os
bacteri6fagos sé@o ubiquos na natureza, bastante especificos e inofensivos ao
homem e aos animais. LISTEX™ P100 é uma cultura de microrganismos seguros,
especificos para Listeria, que pode ser usada na producdo de alimentos como um
aditivo natural do processo. Em 2006, o Departamento de Agricultura dos Estados
Unidos (USDA) e a agéncia norte-americana “Food and Drug Administration” (FDA)
aprovaram esse produto desenvolvido na Holanda como GRAS (“Generally
Recognized as Safe”) para queijos. Um ano depois, essa aprovacao se estendeu a
todos os tipos de alimentos, com base nos extensivos dados sobre sua seguranca e
eficacia e nos testes organolépticos, que confirmaram que o P100 é seguro e ndo
causa qualquer impacto no sabor, cheiro, cor e outras propriedades fisicas dos
produtos. Diante disso, deslumbra-se a possibilidade da aplicacdo do fago em
diversos alimentos. O LISTEX™ P100, particularmente, € uma opc¢ao interessante, e
sua aplicacdo pode ser integrada facilmente dentro da rotina diaria do processo de
producdo. Diante do exposto, objetivou-se avaliar a eficacia do bacteriéfago P100
sobre células de Listeria monocytogenes %za inoculadas artificialmente em linguicas
do tipo frescal e a influéncia do tempo de tratamento sob refrigeracdo. Pelos
resultados encontrados pode-se verificar a eficacia da utilizacdo do bacteri6fago
P100, levando a reducao de trés ciclos logaritmicos na populacdo do microrganismo
inoculado nas amostras de linguica, com diferenca estatisticamente significativa
(p<0,05), como também demonstrou que o0 patdégeno ndo alcancou populagéo

elevada nas amostras armazenadas por 10 dias sob refrigeracéo a 4 °C.

Palavras-chave: Bacteriofago P100, Listeria monocytogenes, linguicas do tipo

frescal.
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ABSTRACT

Despite the recent advancements in food pathogen control technologies, consumers
have been searching for natural foods, i.e., foods submitted to less aggressive
treatments, without chemical preservatives. Bacteriophages are ubiquitous in nature,
quite specific and harmless to men and animals. LISTEX™ P100 is a Listeria-specific
culture of safe microorganisms that can be used as a natural addition to the process.
In 2006, the Department of Agriculture of the USA (USDA) and the American
institution Food and Drug Administration (FDA) approved this product developed in
the Netherlands as GRAS (“Generally Recognized as Safe”) for cheese. A year later,
this approval was extended to all types of foods, based on extensive data on its
safety and efficacy provided by organoleptic tests, which confirmed that P100 is safe
and does not cause any impact on flavor, color, and other physical product
properties. Thus, applying the phage in several foods seems to be possible.
LISTEX™ P 100, particularly, is an interesting option and its application can be easily
integrated into the daily routine of the production process. Thus, this work aimed to
evaluate the efficacy of bacteriophage P100 on cells of Listeria monocytogenes “2a
inoculated artificially in Brazilian fresh sausage (“linguica do tipo frescal”), as well as
the influence of time of treatment under refrigeration. The results showed the efficacy
of using bacteriophage P100, leading to the reduction of three logarithm cycles in the
microorganism population inoculated in the Brazilian fresh sausage samples, with
statistically significant difference (p<0.05), also showing that the pathogen did not

reach a high population in the samples stored for 10 days under refrigeration at 4 °C.

Keywords: bacteriophage P100, Listeria monocytogenes, Brazilian fresh sausage.
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1 INTRODUCAO

As atuais tecnologias utilizadas para inativacdo de patégenos nos alimentos
ndo sdo infaliveis, deixando margem a novas abordagens para melhorar a
seguranca alimentar. Além disso, os consumidores estdo buscando cada vez mais
os alimentos naturais, isto €, isentos de conservantes quimicos. Uma abordagem
gue tem sido objeto de interesse crescente € a utilizacao de bacteri6fagos, que sao
virus que infectam e matam as bactérias. Os bacteri6fagos ou fagos sdo os
microrganismos naturais mais abundantes em nosso meio e estdo presentes em
namero elevado na agua e nos alimentos das mais diversas origens (HAGENS;
OFFERHAUS, 2008); contagens diretas no solo revelaram uma média de 1,5 x 10’
UFP/g (ASHELFORD et al., 2003). Os seres humanos estdo provavelmente em
contato com fagos ao longo da vida, a partir do alimento ingerido, de fagos
endoégenos no trato gastrintestinal, na pele e no sistema respiratério superior
(MERRIL et al., 2003; SULAKVELIDZE et al.,, 2001). Em certos alimentos, 100
milhGes de fagos/g podem ser encontrados e nos ecossistemas aquaticos, esse
namero pode chegar até 1 bilhdo de fagos/mL (HAGENS; OFFERHAUS, 2008).

Os bacteri6fagos contribuem para a homeostase bacteriana na natureza,
mantendo as mesmas sob controle. Ndo afetam as bactérias desejadas dos
alimentos (por exemplo, culturas “starter” ou iniciadoras), comensais do trato
gastrintestinal e a microbiota do ambiente. Também néo alteram as caracteristicas
organolépticas (sabor, cor, odor) dos alimentos, ndo deixam uma marca ecoldgica,
decompondo-se em aminoacidos e acidos nucleicos, e sdo comensais normais dos
seres humanos e animais. Tudo isso os torna agentes logicos para controle de
algumas bactérias patogénicas, como a Listeria monocytogenes em alimentos.

Fagos que infectam Propionibacterium freudenreichii foram isolados a partir
de queijo tipo suico em niveis de até 7x10° UFP/g (GAUTIER et al., 1995). Fagos de
bactérias laticas termofilicas foram isolados de laticinios na Argentina em niveis de
até 10° UFP/mL (SUAREZ et al., 2002) e fagos de E. coli foram isolados de um

grande numero de produtos, incluindo carne de frango e porco, carne moida,
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cogumelos, alface, vegetais crus, torta de frango e produtos de “delicatessen”, com
numeros de fagos tdo elevados quanto 10%g (ALLWOOD et al., 2004).

Pesquisas especificas relacionadas com a seguranca também tém sido
realizadas para uso de bacteri6fagos. Um estudo de toxicidade oral com ratos que
receberam doses elevadas do fago de Listeria, LISTEX P100, n&o revelou efeitos
colaterais (CARLTON et al., 2005) e um estudo em humanos, com fagos especificos
de Escherichia coli capazes de infectar as estirpes comensais de E. coli, bem como
as patogénicas, nao conseguiu demonstrar quaisquer efeitos adversos (BRUTTIN;
BRUSSOW, 2005). Duas regras simples de seguranca devem ser mantidas: fagos
temperados, facilmente discerniveis através de andalises do genoma, devem ser
evitados; e fagos capazes de realizar transducdo generalizada ndo devem ser
utilizados, a menos que o hospedeiro ndo seja patogénico (HAGENS; OFFERHAUS,
2008).

A indastria de alimentos estd preocupada com o0s patdgenos de
origem alimentar, com destaque para Listeria monocytogenes, Salmonella,
Campylobacter e E. coli patogénica. Destes, apenas Listeria coloniza regularmente
instalacbes de producédo e, assim, € capaz de contaminar os alimentos ao longo do
processo de producdo (HAGENS; OFFERHAUS, 2008). Uma série de estudos sobre
0 sucesso do tratamento com fagos em diversos géneros alimenticios contaminados
com Listeria foram publicados (LEVERENTZ et al., 2003, 2004).

Objetivou-se avaliar a eficacia do bacteriofago P100 sobre células de Listeria
monocytogenes “2a inoculadas artificialmente em linguicas do tipo frescal e a

influéncia do tempo de tratamento sob refrigeracédo a 4 °C.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Material

2.1.1 Microrganismos de referéncia

L. ivanovii WSLC3009 (sorovar 5) (SLCC 4769),

Listeria monocytogenes Yza isolada de linguica suina tipo frescal,
Bacteriéfago P100 (LISTEX™).
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2.1.2 Alimento

Linguica tipo frescal preparada com carne suina.
2.2 Metodologia

2.2.1 Desenho e local do estudo

Trata-se de um estudo transversal de carater experimental que foi
desenvolvido no Laboratério de Controle de Qualidade dos Alimentos da Escola de
Nutricdo da Universidade Federal da Bahia.

2.2.2 Amostragem

Amostras de linguica suina do tipo frescal congeladas e acondicionadas em
bandejas de isopor foram adquiridas em um estabelecimento comercial de Salvador-
BA, para realizagdo do experimento.

As amostras foram transportadas para o Laboratério de Controle de
Qualidade dos Alimentos da Escola de Nutricdo da Universidade Federal da Bahia,
em recipiente isotérmico com gelo reciclavel, e mantidas sob temperatura de
congelamento (-18 °C) em congelador doméstico. No dia anterior a realizacédo das
analises, as amostras foram colocadas em geladeira (ESMALTEC) para
descongelamento.

O envoltério dos embutidos carneos foi retirado assepticamente em capela de
fluxo laminar tipo Il (LABCONCO); e a massa do produto foi transferida, com auxilio
de garfos e facas estéreis, para placas de Petri estéreis, ocupando uma area

aproximada de 65 cm?, para serem posteriormente pesadas.
2.2.3 Preparo da suspensdao bacteriana de L. monocytogenes %a

A cepa de L. monocytogenes Yza isolada de uma amostra de lingui¢a suina do
tipo frescal, na primeira etapa deste estudo, mantida em agar BHI semissadlido (0,5%
de &gar) (DIFCO), sob refrigeracdo, foi ativada em caldo tripticase de soja
suplementado com 0,6% de extrato de levedura (TSB-YE) (DIFCO) e incubadas a
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35 °C por 24 horas, sob agitacdo, em uma incubadora do tipo “shaker” (CIENTEC) a
150 rpm. Apés a ativagdo, 1,0 mL da cultura ativa foi inoculado na superficie de duas
placas com agar BHI-YE (1,5%) (0,5 mL em cada placa) (DIFCO), espalhando-se o
indculo com auxilio de alca de Drigaslky estéril e incubando-se as placas a 35 °C por
22 + 2 horas. Posteriormente, as células foram suspensas em 2 mL de tamp&ao
lambda (1 mL para cada placa), também com o auxilio de alca de Drigaslky,
transferindo-se em seguida a suspensédo obtida para tubos do tipo eppendorf
estéreis (VALADARES, 2000). A partir dessa suspensao foram realizadas diluicdes
em tampdo lambda (até 107), sendo em seguida inoculadas em duplicata na
superficie de placas contendo agar MOX (DIFCO) (CARLTON et al., 2005). Apés
incubagdo a 35 °C/ 22 + 2 horas, placas contendo entre 30 e 300 coldnias foram
selecionadas para contagem do microrganismo em contador eletronico de colbnias
(PHOENIX). Este experimento foi repetido por trés vezes, e a média das contagens
foi expressa como UFC/mL.

2.2.4 Obtencdo do titulo do bacteriéfago P100

Para realizacdo desta etapa, utilizou-se o Protocolo para determinacdo do
titulo do P100 da empresa fabricante do produto, EBI FOOD SAFETY, recomendado
por Hagens e Offerhaus (2008) e Stewart et al. (1989).

Foi utilizada uma cultura de Listeria ivanovii (bactéria hospedeira) ativada em
caldo infusdo de cérebro e coracdo (BHI) (DIFCO) em meia concentracdo, sendo
ajustada a concentracdo de NaCl para 5 g/L, como no meio original, seguido de
incubacéo “overnight” (18h a 24h) a 30 °C em incubadora do tipo B.O.D. (BIOPAR).
Foram realizadas diluicbes decimais em duplicata do fago em tampao lambda
(STEWART et al., 1989) a partir de 100 (/L do fago + 900 (L do tampéo, agitando-
se levemente durante dois segundos, no maximo, em agitador de tubos do tipo
“vortex” (ALENMAR).

Para a etapa de infeccdo foram misturados 150 [IL da bactéria hospedeira e
100 [JL de cada diluicdo do fago, que foram adicionados a 3,5 mL de agar “soft” BHI
(0,4% de agar) acrescido de glicina (0,75%) (VETEC), resfriado em banho-maria
(NOVA ETICA) a + 45 °C e homogeneizado em agitador de tubos tipo “vortex”. Essa
mistura foi vertida em placas de Petri estéreis contendo em média 16 mL de agar
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BHI (1,2% de &gar) e incubadas a 30 °C por 20 - 24h, para determinacdo das
Unidades Formadoras de Placas (UFP).

O principio do método é baseado no fato de que, ap0s a etapa de infeccao, as
células infectadas da bactéria sdo lisadas e liberam particulas fagicas, que sao
adsorvidas pela célula adjacente, e uma nova progénie fagica é obtida. A formacao
do halo ou placas de lise determinara a sensibilidade da bactéria ao fago, e o
namero de halos determinara o titulo deste.

Para determinacao do titulo, foram contadas placas contendo entre 30 e 300
Unidades Formadoras de Placas (UFP), e a média das contagens foi expressa como
UFP/mL.

2.2.5 Ensaio para verificar a eficacia do fago P100

2.2.5.1 Preparo das amostras de linguica para os experimentos

Pedacos de linguica sem envoltério, obtidos assepticamente, foram
distribuidos em seis placas de Petri estéreis, em area aproximada de 65 cm® em
cada placa (CARLTON et al., 2005). Dessas seis placas, trés foram identificadas
como tempo (dia) zero do experimento, ou seja, 0 dia inicial a contar a vida de
prateleira desse embutido carneo sob refrigeracdo. As outras trés placas foram
identificadas como tempo (dia) 10, que foi o valor médio encontrado para a data de
validade, sob refrigeracéo, transcrita nos rétulos das amostras de linguica obtidas
nos estabelecimentos comerciais. Essas amostras foram expostas a luz UV (30 W,
distancia da irradiacdo de 50 cm) em uma cabine de fluxo laminar tipo Il, por 30 min
(15 min de cada lado), com o objetivo de reduzir a microbiota endégena do produto
(SEGUN; KARAPINAR, 2004).

2.2.5.2 Preparo das amostras controle para o fago P100

Amostras de linguica correspondentes a duas placas de Petri submetidas a
luz UV, foram pesadas (30 g cada) e transferidas para sacos plasticos estéreis,
sendo uma delas destinada ao controle do fago no produto no tempo zero e outra
para o tempo 10, sob refrigeracédo a 4 °C. Em seguida foram adicionados 10 mL do
bacteri6fago P100 em cada uma das amostras (titulo inicial aproximado de 9,0 x
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10’UFP/mL), com posterior massagem com as maos, para permitir uma distribuicao
uniforme do fago no alimento. A amostra do tempo 10 foi estocada em geladeira a 4
°C, para continuacgéo do experimento no décimo dia. A amostra do tempo zero foram
adicionados 270 mL de tamp&o lambda com 0,01% de tween 80 (SYNTH),
homogeneizada por 2 min em homogeneizador do tipo “Bag Mixer” (ITR), obtendo-
se a primeira diluicdo. Foram feitas diluicbes decimais subsequentes até 107, em
duplicata, usando 100 [L da amostra e 900uL do tampao lambda. Determinou-se o
titulo do fago usando 200 ['L de Listeria ivanovii ativada “overnight” a 30 °C e
100 (IL do fago nas diluicdes 102 a 10, misturados em 3,5 mL de “soft” BHI (0,4%
de agar, acrescido de 0,75% de glicina) e inoculados na superficie de placas
contendo agar BHI (1,2% de &gar), como no item 2.2.3. A contagem das placas de
lise foi feita em placas contendo entre 30 e 300 UFP, e a média das contagens foi
expressa como UFP/g (CARLTON et al., 2005).

2.2.5.3 Preparo das amostras controle para Listeria monocytogenes “za

Amostras de linguica contidas em duas placas de Petri, que foram submetidas
a luz UV (uma para o tempo zero e outra para o tempo 10), foram pesadas (30 g
cada) e transferidas para sacos plasticos estéreis. Em seguida, foi adicionado 1 mL
do in6culo de Listeria monocytogenes Y2a pré-preparado (item 2.2.2), utilizando-se
uma populacdo aproximada de 6,3 x 10° UFC/mL em cada porcdo. As amostras
inoculadas foram massageadas com as maos, para permitir uma distribuicdo
uniforme da bactéria e a seguir deixadas por uma hora em capela de fluxo laminar,
para permitir a adesdo bacteriana. Apds esta etapa, a amostra identificada como
tempo 10 foi armazenada sob refrigeracédo a 4 °C, para continuagdo do experimento
no décimo dia. A amostra do tempo zero foram adicionados 270 mL de tampéo
lambda com 0,01% de tween 80, e a mistura foi homogeneizada por 2 min em
homogeneizador do tipo “Bag Mixer”, obtendo-se a diluicdo 10" (CARLTON et al.,
2005). Foram feitas diluicbes decimais subsequentes até 10, usando-se 100 [IL do
homogeneizado e 900 [IlL do tamp&o lambda. Em seguida, inocularam-se, em
duplicata, as quatro diluicbes preparadas (107, 102, 102 e 10 em 4agar MOX, e as
placas foram incubadas a 37 °C por 48 horas. As contagens foram realizadas em
placas contendo entre 30 e 300 UFC, e a média dos resultados expressa como
UFC/g (CARLTON et al., 2005).
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2.2.5.4 Tratamento das amostras

Amostras provenientes de outras duas placas de Petri, uma para o tempo
zero e outra para o tempo 10, apos submisséo a luz UV, foram pesadas (30 g cada)
e transferidas para sacos plasticos estéreis. Em seguida, foi adicionado 1 mL de
Listeria monocytogenes Y“a (inéculo com populacdo aproximada de 6,3 x 10°
UFC/mL). As amostras inoculadas foram massageadas com as maos, para permitir
uma distribuicdo uniforme da bactéria, e a seguir deixadas por uma hora em capela
de fluxo laminar, para permitir a adesdo bacteriana. Apds esta etapa, foram
adicionados 10 mL do bacteriéfago P100 em cada amostra (titulo inicial aproximado
de 9,0 x 10’UFP/mL), que foram a seguir massageadas com as m&os, para permitir
uma distribuicdo uniforme do fago. Deixou-se agir por 15 a 20 minutos para permitir
a etapa da infeccado (STEWART et al., 1989), e, em seguida, a amostra do tempo 10
foi colocada sob refrigeracdo a 4 °C, para continuacdo do experimento no décimo
dia. A amostra do tempo zero foram adicionados 270 mL de tamp&o lambda com
0,01% de tween 80 e a mistura foi homogeneizada por 2 min em homogeneizador do
tipo “Bag Mixer”, obtendo-se a diluicdo 10" (CARLTON et al., 2005). Foram ent&o
feitas diluicdes decimais subsequentes até 10, usando 100 (L da amostra e
900 ('L do tampé&o lambda. Em seguida, inocularam-se, em duplicata, as quatro
diluicdes (107, 102, 102 e 10 em &gar MOX e incubou-se a 37 °C por 48 horas. As
contagens foram realizadas em placas contendo entre 30 e 300 UFC, e a média dos
resultados foi expressa como UFC/g (CARLTON et al., 2005).

2.2.6 Andlise estatistica

Os tratamentos, com 0s respectivos controles, foram realizados por trés
vezes, sendo as contagens das UFP ou UFC obtidas sempre em duplicata
e expressas como valor médio das contagens. Todas as contagens obtidas
foram convertidas em logaritmos, € o numero de reducgbes decimais (RD) foi
calculado por meio da diferenca entre a contagem inicial das células (controle
Listeria) e a contagem obtida apds o tratamento, no tempo zero e no tempo dez, sob
refrigeracéo a 4 °C.
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O experimento foi conduzido em esquema de parcelas subdivididas, tendo
nas parcelas os dois tratamentos (amostras de linguica inoculadas artificialmente
com L. monocytogenes e amostras inoculadas com o patégeno e posteriormente
adicionadas do bacteriéfago P100) e, nas subparcelas, dois periodos (tempos zero e
10). Os dados foram submetidos a andlise de variancia e ao teste de média. A
comparacao de médias foi feita usando-se o teste de Duncan a 5% de probabilidade.
Para execucado das analises estatisticas, utilizou-se o programa estatistico SAEG 9.0
(2005), desenvolvido pela Universidade Federal de Vigosa. Independentemente de a
interacdo entre os fatores ser ou nao significativa, optou-se pelo seu

desdobramento, devido ao interesse em estudo.
3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Obtencdo do in6éculo de L. monocytogenes Y2a e determinacdo do titulo
do bacteriéfago P100

O valor médio das contagens obtidas no preparo da suspensao de Listeria
monocytogenes “2a e o obtido na determinacdo do titulo do bacteriofago P100
podem ser observados na Tabela 1. A populacéo do inéculo bacteriano obtida, 6,3 x
10° UFC/mL, foi diluida até 6,3 x 10° UFC/mL, para realizacéo dos experimentos. A
escolha dessa diluicdo do in6culo foi baseada nas recomendacdes de Carlton et al.
(2005), visando a obtencdo de uma populacdo final de L. monocytogenes na

amostra (ap6s a adesdo) de aproximadamente 10° UFC/g.

Tabela 1 — Populagdo de L. monocytogenes “2a (UFC/mL) obtida no preparo da
suspenséo bacteriana e titulo (UFP/mL) do fago P100.

. Listeria monocytogenes “2a Bacteriofago P100
Repeticéo
UFC/mL Log UFC/mL UFP/mL Log UFP/mL
12 1,5x 10" 10,2 7,6 x 10" 7,9
22 1,6 x 10° 9,2 10,0 x 10’ 8,0
32 1,9 x 10° 9,3 9,4 x 10’ 7.9
Média 6,3x 10°+ 7,9 9,6 +0,5 9,0x 10" +1,2 7,9+ 0,06

+ desvio-padrao.
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Nos ensaios utilizados para determinacdo do titulo do bacteri6fago P100,
obteve-se o valor médio de trés repeticbes, que foi inferior ao indicado no rétulo do
produto: 10" UFP/mL. Para tentar otimizar os experimentos e atender ao
recomendado por Carlton et al. (2005), que seria 0 uso de 1 mL do fago P100 com
titulo de 10° UFP/mL para 30-40 g (65 cm?) da amostra, utilizaram-se neste estudo
10 mL do produto. A recomendacédo da FDA (2006) é de que se use no maximo 1
mL do fago P100 com titulo 10 UFP/mL para 500 cm® do produto pronto para o
consumo.

3.2 Avaliacdo da eficacia do P100 sobre células de L. monocytogenes %a
inoculadas em amostras de linguica suina do tipo frescal
3.2.1 Amostras de linguica controle para o bacteri6éfago P100

Os valores médios encontrados nas trés repeticdes do experimento com as
amostras de linguica adicionadas somente do bacteriéfago P100, nos tempos zero e
10, encontram-se na Tabela 2.

Tabela 2 — Titulo do fago P100 obtido apds a inoculacdo das amostras de linguica
para os tempos zero e 10

Fago P100* Tempo
s 0 (zero) 10
Repeticéo
UFP/g Log UFP/g UFP/g Log UFP/g
12 48x10°+3,2 3,6+0,3 2,9x 10*+ 0,07 4,5+ 0,01
22 43x10°+2,8 3,6+0,3 2,2x10°+0,3 4,3+ 0,06
32 3,4x10%°+1,2 35+0,2 3,1x10°+272 3,4+0,3
Média 1,4x 10°+ 0,7 3,6 + 0,06 1,8x 10°+ 1,4 4,1+0,6

+ desvio-padrao.
* Titulo do fago inoculado: 3,0 x 10" UFP/g.

Observa-se que houve declinio no titulo do bacteri6fago, pois no momento da
aplicacdo do fago nas amostras de linguica o titulo era de 9,0 x 10" UFP/mL.
Considerando o uso de 10 mL do fago para cada 30 g da amostra, tem-se um
indculo inicial de 3,0 x 10" UFP/g. Esse declinio era esperado, considerando que
parte do reagente pode ndo ter aderido ao alimento, como também acontece com a
célula bacteriana. Essa queda de quatro ciclos logaritmicos no tempo zero e trés
ciclos log no tempo 10 na concentracdo do P100 demonstra que a refrigeracao nao
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levou a diminuicao do titulo, fato esse ja relatado por alguns autores em relacédo a
outros fagos (LEVERENTZ et al., 2001; ATTERBURY et al., 2003).

Ha de se considerar que a presenca de gordura (toucinho) na formulacdo da
linguica suina pode ter dificultado o encontro do fago com as células hospedeiras de
L. ivanovii, servindo de “esconderijo” para o patdégeno, dificultando assim o
mecanismo da infeccdo e a liberacdo da progénie fagica, que é revelada pela
formacao das placas de lise. Na tentativa de resolver esse problema, foi adicionado
o reagente tween 80 na formulacdo do tampéo lambda e glicina no “soft” agar, para
aumentar as placas de lise e melhorar a visualizacéo delas.

Pela analise detalhada da Tabela 2, nota-se que o titulo do fago variou
aproximadamente de 1 ciclo log entre os tempos zero e 10 dos tratamentos. Na
primeira repeticdo, observou-se ligeiro aumento do titulo entre o tempo zero e o
tempo 10 (4,8 x 10° para 2,9 x 10* UFP/g), e 0 mesmo ocorreu na segunda repeticao
do experimento. Esses dados corroboram a afirmacdo de que o fago, mesmo em
temperatura de refrigeracdo, manteve-se em atividade, gerando uma nova progénie
fagica e promovendo a lise das células de L. ivanovii adicionada como bactéria

hospedeira.

3.2.2 Amostras de linguica controle para células de Listeria monocytogenes “za
Os valores médios da populacdo de Listeria monocytogenes %2a inoculada

artificialmente em 30g das amostras (trés repeticbes) encontrados nos

experimentos, nos tempos zero e 10, encontram-se na Tabela 3.

Tabela 3 — Populagéo de L. monocytogenes %2a apds a inoculagdo das amostras de
linguiga, nos tempos zero e 10.

L. monocytogenes* Tempo
. 0 (zero) 10
Repeticéo

UFC/g Log UFCl/g UFC/g Log UFCl/g

12 1,1x10°+1,3 4,0 +0,06 7,7x10°+3,1 4,9 +0,2

22 2,8x10°+0,2 4,4 +0,03 1,4x10°+0,1 5,1 +0,04

32 1,4x 10*+9,2 4,1 +0,3 50x10°+1,3 5,7 +0,1

Média 1,8x 10+ 0,9 42+0,2 2,4x10°+2,3 52 +0,4

+ desvio-padrao.
* Populagao do indculo: 4,3 log UFC/g.
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Os valores da populagdo do microrganismo encontrados nas amostras de
linguigca foram superiores aos esperados, visto que no momento da inoculagdo de L.
monocytogenes no alimento a concentracdo do indculo era de aproximadamente 6,3
x 10°> UFC/mL, ou seja, 5,8 log UFC/mL, correspondendo a 4,3 log UFC/g. Dessa
forma, pela analise da média encontrada, visualiza-se que a adesdo da bactéria ao
produto, permitida por uma hora em cabine de fluxo laminar, foi praticamente
completa. Entretanto, como era de se esperar, dado o carater psicrotrofico da
bactéria, a populacéo desta aumentou de 1 ciclo log (valor médio) apos 10 dias sob

refrigeracéo do alimento.

3.2.3 Tratamento das amostras de linguica inoculadas artificialmente com L.
monocytogenes %a e submetidas ao fago P100
Analisando os resultados apresentados na Figura 1, verifica-se o efeito do
fago P100 no controle da contaminacdo por L. monocytogenes em linguica suina

tipo frescal nas trés repeticdes do experimento, nos tempos zero e 10.

6
5
o 4
(&)
l-:l- 3
3 2
1
o
vempo0 Tempo 10, JempoO Tempo 10, JempoO Tempo 10,
" N %
12 Repeti¢io 22 Repetigio 32 Repetigio
® Confrole (omostros inoculadas somente com L monocyltogenes)
g Tratamento [aplicagdo do P100 nas amostras inoculadas com L
ronocyltogenes)

Figura 1 — Efeito do fago P100 no controle da contaminacao por
L. monocytogenes “za em linguica suina tipo frescal, nos tempos

zero e 10.
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Analisando a primeira repeticdo do experimento, nota-se que no tempo zero o
fago reduziu em trés ciclos logaritmicos o niumero de células viaveis de Listeria
monocytogenes %2a inoculadas nas amostras de linguica, ficando a populacéo inicial
de 4,0 log UFC/g reduzida para 1,0 log UFC/g. Ja no tempo 10, para essa mesma
amostra observa-se reducéao na populacao de Listeria de 4,9 log UFC/g para 2,5 log
UFC/g, reducdo decimal de pouco mais de dois ciclos logaritmicos. Essa reducéo
menor observada no tempo 10 do tratamento se deve a caracteristica psicrotrofica
gue L. monocytogenes possui, ou seja, durante os 10 dias sob refrigeracao, a baixa
temperatura contribuiu para a multiplicacdo desse patégeno na amostra e o titulo do
fago ndo apresentou aumento significativo (4,8 x 10° UFP/mL no tempo zero e 2,9 x
10* UFP/mL no tempo 10) para infectar todas as células presentes e sua
consequente eliminagao.

Na segunda repeticdo do experimento, observa-se comportamento
semelhante ao da repeticdo anterior quando se compara a reducao de células de L.
monocytogenes causada pela aplicacdo do bacteri6fago P100, nos tempos zero e
10. No tempo zero, a reducao foi de quase dois ciclos logaritmicos (4,4 log UFC/g
para 2,5 log UFC/g), ao passo que no tempo 10 a reducéo foi de quase trés ciclos
(5,1 log UFC/g para 2,2 log UFC/g). Entretanto, assim como na primeira repeticao,
ficou evidenciada a multiplicacdo do patdgeno apds 10 dias de tratamento.

Na terceira repeticdo do experimento, observaram-se reducbes mais
significativas na populacdo bacteriana. No tempo zero, o bacteriéfago foi 100%
eficaz, eliminando completamente as células de L. monocytogenes da amostra de
linguica, evidenciando uma reducdo de mais de quatro ciclos logaritmicos. No
décimo dia sob refrigeracao, a reducao decimal foi menos expressiva, alcancando,
entretanto, o valor aproximado de 3,5 ciclos log, superior ao dos experimentos
anteriores. O titulo do bacteriéfago utilizado nos tratamentos, como ja mencionado
anteriormente, encontrava-se abaixo do recomendado pela FDA (2006) que € de no
méximo 1 mL do fago/500 cm? de &rea do alimento, para um titulo de 10** UFP/mL;
e por Carlton et al. (2005) de 10° UFP/mL para 65 cm?® ou 30-40g do produto.
Visualiza-se assim que a concentracdo do fago utilizada neste experimento pode ter
comprometido a total eliminacdo do patdégeno, principalmente ap0s a etapa de
refrigeracdo. E importante mencionar que o0s autores recomendaram essas
concentracdes do fago P100 para produtos prontos para 0 consumo, 0 que hao € o
caso da linguica tipo frescal usada no presente estudo — produto que devera sofrer
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coccdo antes de ser consumido. Acrescenta-se que a opc¢ao de adicdo do
bacteri6fago no produto cru antes de ser embutido, neste estudo, se justifica,
considerando que o envoltério utilizado na elaboragdo do produto funciona como
uma barreira que impede a entrada e adesdo do fago no alimento pronto para o
consumo.

Os valores encontrados para a reducéo da populagéo bacteriana no presente
trabalho s&o inferiores aos apresentados por Carlton et al. (2005), que utilizaram o
bacteri6fago P100 para controle de L. monocytogenes em queijos e conseguiram
eliminar o patégeno quando utilizaram uma dose elevada do fago (3,0 x 10°
UFP/mL). Contudo, quando esses autores utilizaram uma concentracdo menor de
bacteriéfago (1,5 x 108 UFP/mL), semelhante & utilizada neste estudo, a reducéo
encontrada foi de apenas 2-3 ciclos logaritmicos, ou seja, inferior as encontradas
neste estudo. Dessa forma, o efeito inibitério do P100 mostra-se claramente dose-
dependente.

Em estudo realizado por Leverentz et al. (2003), uma mistura de diferentes
fagos para Listeria foi empregada para reduzir os niveis do patégeno na superficie
de melbes e fatias de macas artificialmente contaminadas. Segundo esses autores,
a mistura de fagos reduziu a contagem de células viaveis de Listeria entre 2,0 e 4,6
ciclos log em meldes, enquanto o efeito em macas foi de apenas 0,4 ciclo logaritmo.
Na continuacdo desse estudo, Leverentz et al. (2004) otimizaram a aplicacéo e a
concentracdo do fago, o que permitiu reducdo em meldes de até 6,8 ciclos log
depois de sete dias de armazenamento a 10 °C. Esses autores observaram que,
guanto mais elevadas forem as concentracfes dos fagos, mais eficazes sao estes
na reducao da contaminacao por patégenos, corroborando a afirmativa mencionada,
de que a acao de bacteri6fagos € dose-dependente.

Estudos envolvendo outros alimentos e bacteriéfagos tém sido relatados.
Fagos isolados a partir de fontes ambientais e o fago Felix 01, que possui ampla
escala de hospedeiros, levaram a reducdo de dois ciclos log na populacdo de
Salmonella Typhimurium DT104 inoculada em coxas de frango (KOSTRZYNSKA et
al., 2002) e em linguica de frangos (“frankfurters”) (WHICHARD et al., 2003).
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3.3 Andlise estatistica

De acordo com os dados encontrados, relacionados a sobrevivéncia de L.
monocytogenes em funcdo da adicdo ou ndo do fago P100, englobando os dois
periodos (tempos zero e 10), apresentados na Tabela 4, pode-se observar que

houve diferenca estatistica (p<0,05) entre os tratamentos.

Tabela 4 — Valores médios das contagens de L. monocytogenes %2a (log de UFC/g)
nas amostras de linguica em funcédo da adicdo ou ndo do bacteriéfago
P100, nos tempos zero e 10.

Tratamento Sem adi¢cdo do P100 Com adicdo do P100

Log de UFCl/g 4,7 a* 1,7b

* Médias seguidas de letras diferentes diferem entre si pelo teste de Duncan (p<0,05).

Observa-se que houve reducdo de trés ciclos log entre as amostras de
linguica contaminadas artificialmente somente com L. monocytogenes “a e as
amostras contaminadas e posteriormente adicionadas do bacteriéfago P100 (Tabela
4), ficando demonstrado que o bacteriéfago foi eficaz no controle da contaminacéo
por L. monocytogenes.

Considerando o tipo de produto empregado nesta pesquisa e na desenvolvida
por Carlton et al. (2005), vale lembrar que a linguica utilizada neste experimento
devera passar por tratamento térmico antes de ser consumida, diferentemente das
amostras de queijo estudadas pelos autores, oriundas de um produto pronto para
consumo.

De maneira geral, verifica-se que a aplicacdo do bacteri6fago P100 nas
amostras de linguica foi eficaz, e esse aditivo se torna uma opc¢ao viavel no controle
da contaminacdo por L. monocytogenes nesse produto carneo. Entretanto, novos
experimentos, utilizando o bacteri6fago com um titulo mais elevado devem ser
realizados, buscando a completa erradicacdo de L. monocytogenes em linguicas,
principalmente devido a multiplicacdo do patdgeno sob refrigeracéo.
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Na comparagédo entre os dados obtidos nos tempos zero e 10 do tratamento
(Tabela 5), verificou-se que houve diferenca estatistica nas contagens observadas
para as células de L. monocytogenes.

Tabela 5 — Valores médios das contagens de L. monocytogenes %2a (log de UFC/g)
nas amostras de linguica tratadas com o bacteriéfago P100, nos tempos
zero e 10.

Tempo Zero 10

Amostras com adicdo do

*
P100 (log UFC/g) 1.2b 23a

* Médias seguidas de letras diferentes diferem entre si pelo teste de Duncan (p<0,05).

A andlise dos valores encontrados para a populagédo de L. monocytogenes no
tempo zero indica que, apdés o tratamento das amostras de linguica com o
bacteriéfago P100, a contagem final de células viaveis de L. monocytogenes atingiu
pouco mais que um ciclo log. Comparando esse resultado com o valor médio
encontrado nas amostras de linguica controle para a bactéria (4,2 log UFC/g),
também no tempo zero, observa-se reducdo significativa de trés ciclos log.
Resultado semelhante foi observado nas amostras tratadas com o P100 no tempo
10.

A diferenca estatistica observada entre as amostras tratadas com o P100 nos
tempos zero e 10 (Tabela 5) evidencia mais uma vez o carater psicrotréfico de L.
monocytogenes. Contudo, o baixo valor encontrado (2,3 log UFC/g) no tempo 10,
guando comparado com o das amostras armazenadas por 10 dias sob refrigeracao
sem a adicdo do P100 (5,2log UFC/g), indica a continuidade da acédo do
bacteri6fago no controle da contaminacdo por L. monocytogenes mesmo em

temperaturas de refrigeragao.
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4 CONCLUSAO

A partir dos resultados alcancados neste estudo, conclui-se que:

- O bacteriéfago P100 é eficaz no controle da contaminagcdo por L. monocytogenes
%a inoculada em linguica suina do tipo frescal.

- A refrigeracdo das amostras que passaram por tratamento durante 10 dias
contribuiu para o aumento da populacédo de L. monocytogenes %2a, demonstrando
o carater psicrotrofico do patégeno e a necessidade de utilizar um fago com titulo

mais elevado.
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CONSIDERACOES FINAIS

- O desenvolvimento deste estudo traz uma contribuicdo sobre o
conhecimento da ocorréncia de Listeria monocytogenes em embutidos carneos crus,
linguica, vendidos a varejo no municipio de Salvador-BA.

- A presenca de L. monocytogenes nas amostras de linguica representa um
perigo em potencial para a saude coletiva, devendo-se intensificar a fiscalizacéo dos
mais diversos produtos quanto a inocuidade alimentar.

- Das diferentes marcas de linguicas analisadas, todas as quatro inspe-
cionadas pelo Servico de Inspecdo Federal (SIF) apresentaram contaminag&do por
Listeria spp., indicando que o patdgeno pode estar presente nesses produtos ndo so
no municipio de Salvador, como também em todo o territorio nacional.

- A partir dos resultados encontrados, espera-se contribuir com as acdes da
Vigilancia Sanitaria e Epidemioldgica de Alimentos do municipio de Salvador e com
as industrias de alimentos na implantacéo e/ou intensificacdo de programas de Boas
Praticas de Fabricacédo (BPF) e de sistemas como APPCC, que permitem atuar nas
diversas etapas da producéao e distribuicéo.

- O uso de tecnologias alternativas para o controle de patdgenos em
alimentos, em especial de L. monocytogenes, deve ser mais bem estudado, e a
utilizacdo de substancias GRAS, como o bacteriéfago P100, deve ser incentivada
junto as industrias de alimentos.

- Embora trabalhos da literatura relatem a acao de bacteriéfagos mesmo sob
temperaturas de refrigeracéo, inibitéria para muitos patégenos, a conservacado das
amostras submetidas ao P100 por 10 dias a 4 °C resultou no aumento da populacgdo
de L. monocytogenes %a, demonstrando o carater psicrotréfico do patégeno e a
necessidade de utilizar um fago com titulo mais elevado.

- Os resultados deste estudo trazem uma contribuicdo valiosa e pioneira, ao
utilizar o bacteriéfago P100 em alimentos produzidos e comercializados no Brasil,
uma vez que ndo ha relatos na literatura cientifica nacional sobre a eficacia desse
aditivo em quaisquer produtos.

- Estudos posteriores sao necessarios, utilizando o fago P100 com titulo mais
elevado, para a completa erradicacéo do patdégeno no alimento.
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- A caréncia na literatura cientifica mundial de trabalhos que utilizam fagos em
produtos alimenticios sugere a continuacdo de pesquisas com esse aditivo, como

forma de garantir alimentos seguros para a populacao.
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ANEXO

o

EBI FOOD SAFETY

Phage P100 Enumeration
Protocol

Materials required

—BHI-agar plates, ~85 mm diameter, ~16ml medium (1.2% agar)
—BHI-soft-agar (0.4% agar) 3.5ml aliquots in glass test tubes
—1/2 —strength BHI-broth (NaCl adjusted to 5g/I)
—SM-buffer (autoclaved): 100 mM NaCl

10 mM MgSOs4

50 mM Tris-HCI pH 7.5
—Eppendorf caps

—Pipettes
—Incubation stove 30°C

—Thermal block/water bath at 42°C
—Overnight culture of indicator strain
—Vortexer

Procedure

1. Prepare serial dilutions in duplicate:

1.1. Add of 900 ul SM-buffer to Eppendorf caps.

1.2. Add 100 pl of P100 sample to the prepared cap.

1.3. Mix gently by vortexing for 2s at lowest speed, followed by slowly inverting cap.
Repeat twice.

1.4. Transfer 100 ul from this cap to the next cap and repeat mixing procedure.

1.5 Repeat until the two dilution series are complete.

2. Preparation of plates:

2.1 If stored cold, ensure plates are at room temperature.

2.2 Melt soft-agar test tubes and place at 42°C, triplicate tubes for each dilution to be tested.

2.3 Add 150 pl of indicator bacteria to the soft agar.

2.4 Add 100 pl of the phage dilution, mix gently and pour onto a plate, evenly distributing the soft agar, by gently
rocking the plate.

2.5 Let the soft-agar harden for 5 min.

2.6 Proceed with next tube.

2.7 Place plates at 30°C for 20-24 h.

2.8 Enumerate plaques on plates containing between 30-3 00 plagues to determine initial PFUs in the
sample, assuming Poisson distribution for determining standard deviations.

For more information please contact

EBI FOOD SAFETY B.V.

NIEUWE KANAAL 7P
6709 PA WAGENINGEN
THE NETHERLANDS

TEL +31 (0)317 421 414

FAX +3I (0)317 410 055
WWW.EBIFOODSAFETY.COM

iR rmber . W



