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Resumo

Os estudos de diversidade microbiana tém o objetivo de indicar a composi¢do de uma comunidade de
microrganismos em um determinado local, permitindo quantificar espécies e estimar a grandeza das populagdes.
As industrias de alimentos monitoram a contaminagio através de analises de superficie, evitando que os patdgenos
tenham contato direto com os alimentos. Combinando estudos de diversidade microbiana com programas de
controle de contaminagdes, ¢ possivel identificar as espécies presentes em pontos estratégicos rastreando as
rotas de contaminagdo. No presente trabalho, direcionou-se o estudo da diversidade para um género de reconhe-
cida importancia na industria de alimentos. O género Listeria possui seis espécies descritas, sendo uma, L.
monocytogenes, patogénica aos seres humanos. O estudo apontou o fluxo ininterrupto de duas espécies do
género (L. innocua ¢ L. welshimeri), desde as possiveis fontes de contaminagdes até os pontos de contato
direto com o produto final. Isso ndo ocorreu com L. monocytogenes, que so6 foi identificada nas fontes. Quanto
adiversidade deste género, foi identificada uma comunidade composta por L. innocua (66,07%), L. monocytogenes
(17,86%), L. welshimeri (15,18%) ¢ L. grayi murray (0,89%).

Unitermos: diversidade microbiana, Listeria, seguranga alimentar

Abstract

Diversity of the genus Listeria in slaughterhouse and factories of the poultry industry. One of the aims of
microbial diversity studies is to indicate the structure of a community in a specific place, allowing species
identification and population quantification. Food factories need to be monitored for contamination by surface
analyses, indicating a possible flux of pathogens in order that they may be interrupted before the contamination
of the final product occurs. Combining studies of microbial diversity with contamination control programs, it is
possible to identify species and to track possible routes of contamination. The study was restricted to an
important bacterium affecting a single sample factory. The genus Lisferia comprises six species, and L.
monocytogenes is a human pathogenic bacterium. The study pointed to the uninterrupted flux of two species of
the genus (L. innocua and L. welshimeri) from possible sources of contamination to points of contact with the
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final product. However, the bacterium L. monocytogenes was only found at the sources. Concerning genus
diversity, a community of 66.07% of L. innocua, 17.86% of L. monocytogenes, 15.18% of L. welshimeri and 0.89%

L. grayi murray was identified.

Key words: microbial diversity, genus Listeria, food safety

Introducgao

A segurancga alimentar tem crescido em importan-
cia juntamente com os novos processos de industrializa-
¢do ¢ com as novas tendéncias do comportamento do
consumidor. Ela ¢ entendida como a garantia em adquirir
um alimento que possua como caracteristica intrinseca a
sanidade, bem como tenha atributos nutricionais ¢ senso-
riais desejaveis (Benevides ¢ Lovatti, 2004). As enfermi-
dades de origem alimentar t€m sido reconhecidas como
um problema de saude publica de grande abrangéncia no
mundo, causando diminui¢do da produtividade, perdas
economicas ¢ afetando a confianca do consumidor nas
organiza¢des envolvidas (Nascimento, 2000). Em anos
recentes, organismos do género Lisferia tém sido reco-
nhecidos como responsaveis por surtos de intoxicagdes
alimentares veiculadas por alimentos (Trabulsietal., 1999;
Tompkin, 2002; Martino et al., 2005).

Esse género ¢ reconhecido como patégeno para os
animais a mais de 70 anos, mas apenas nas ultimas dé-
cadas foi dada énfase ao papel dos alimentos na trans-
missdo da listeriose humana (Bell ¢ Kyriakides, 1998).
O género Listeria ¢ constituido de organismos Gram-
positivos, com morfologia cocoide a cocobacilar. Sdo
catalase-positivas, oxidase-negativas ¢ fermentam a
glicose, produzindo acido, mas ndo gas. Nao formam
esporos (Trabulsi et al., 1999).

A freqiiéncia e a diversidade de ambientes nos quais
as espécies de Lisferia sdo encontradas levam a consi-
derar este microrganismo como ubiqiiitario, sendo ca-
paz de se desenvolver em ampla faixa de temperatura
(0 a 44°C), elevada tolerancia ao sal (at¢ 10,5%) ¢ ca-
pacidade de crescer em substratos de baixo pH e ativi-
dade de agua (Pereira ¢ Rocourt, 1993).

Todas as espécies de Listeria sdo encontradas na
natureza ¢ podem eventualmente contaminar os alimen-
tos. Porém, somente L. monocytogenes ¢ patogénica
para os seres humanos (Carter, 1995), tornando-se um
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dos principais patogenos nas doengas transmitidas pelos
alimentos (Taege, 1999).

A associagdo entre produtos carneos ¢ casos de
listeriose, bem como o fato de L. monocytogenes ser
isolada com freqiiéncia nestes produtos no varejo, indi-
ca que os produtos refrigerados, congelados e pratos
prontos inadequadamente reaquecidos constituem risco
para a satde publica. Esse risco ¢ potencialmente maior
em produtos que ndo sofrem o devido aquecimento an-
tes da ingestdo (Farber e Peterkin, 1991).

O tratamento térmico do presunto cozido, por exem-
plo, elimina Listeria, mas os processos subseqiientes,
como o fatiamento ¢ empacotamento, podem causar a
recontaminagdo se os procedimentos de higiene forem
insuficientes ou falhos (Stegemann, 1988). Em decor-
réncia disso, esses procedimentos devem ser avaliados
quanto a sua capacidade de evitar que contaminag¢des
ambientais cheguem até o produto final. Uma das medi-
das de monitoragdo ¢ realizada com base em analises
microbiolégicas de superficie (Figueiredo, 1999).

A variedade de espécies detectada nessas analises
fornece informagdes sobre as condigdes sanitarias do
local onde foram coletadas. Os estudos de diversidade
microbiana possibilitam identificar o papel ecologico chave
que determinados microrganismos desempenham no fun-
cionamento desses ecossistemas, destacando-se, entre
outras, as atividades microbianas de decomposi¢io (Zak
et al., 1994) bem como a contaminagdo de diversos
habitats (Bradley, 1991).

Em face destas informagées, este trabalho teve
por objetivo determinar a composi¢cdo da comunidade
do género Listeria nos setores e equipamentos de uma
industria de alimentos para revelar o fluxo da L.
monocytogenes, bem como determinar as possiveis fon-
tes desse patogeno, verificando, também, a eficiéncia
das barreiras sanitarias empregadas para impedir a con-
taminagdo dos produtos finais.
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Material e Métodos evisceragdo de aves, area de resfriamento de carca-
cas, arca de corte ¢ desossa de carcagas ¢ area de

Coleta dos espécimens para andlise micro- embalagem inicial de produtos cozidos (sala
bioldgica asséptica). Nas trés primeiras arcas foram coletadas

. 174 amostras; na ultima area foram coletadas 175
Foram coletadas 349 amostras de superficies em

. . ‘ amostras (Tabela 1).

quatro areas da planta industrial: Area de abate ¢ ( )

TABELA 1: Relagdo dos pontos de coleta em fabrica, ¢ classificagdo quanto ao nivel de contaminagdo ¢ residuos
industriais.

Area Ponto de Coleta *Zona

Ralo evisceracéo 1

Ralo evisceracdo — abaixo do quadro do dosador de cloro
Calha PCC1

Calha do extrator de traquéia

Abate e Evisceracdo

Piso da saida do banheiro

Piso entre as esteiras

Mesa de classificagdo de figado

Resfriamento de carcacas - - -
Guia de inox do chiller 2

Guia de inox do chiller 3

Box da saida do chiller de figado

Ralo scanvaegt — kakugiri

Ralo tambler — salmourado

Ralo entre a mesa de asa e coxa

Ralo abaixo da scanvaegt asa

Mesa de asa lado direito — SLC II
Mesa de asa lado esquerdo — SLC II
Mesa de coxa 1 lado direito — SLC IT
Mesa de coxa 1 lado esquerdo — SLC II
Mesa de peito lado direito — SLC II
Mesa de peito lado esquerdo — SLC II

Pisos

Corte e desossa

Botas dos manipuladores
Rodos

Gelo dos girofreezers

Macanetas de portas

Paredes da saida dos fornos

Sala asséptica -
Paredes da entrada dos girofreezers

Paredes da saida dos girofreezers

Luvas dos manipuladores

Superficies de ago inoxidavel

Esteiras transportadoras

W W WIWIND NN N |—=]= =W W W W W|W|—|—|=—=W|WwW|W[N|—=]—=N|DN|—

Funis das balancas embaladouras

* Zona 1: pontos onde néio ha contato com os alimentos, com rica comunidade de microrganismos, residuos industriais, agua de escoamento
e transito de pessoas; Zona 2: pontos de contato indireto com os alimentos produzidos, moderadamente rica em espécies microbianas e
residuos industriais; Zona 3: pontos em contato com os produtos, com quantidade de microrganismos e residuos industriais muito
reduzidas ou pontos da area de embalagem primaria do produto final com alto grau de assepsia.
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Isolamento e identificagcdao dos
microrganismos

Os espécimes coletados foram processados no
mesmo dia da coleta. Foram pré-enriquecidas ¢
homogeneizadas em 10mL de caldo Listeria Enrichment
Broth Base (UVM), incubadas a 30°C=£1 por 48 horas
em auséncia de luz. Em seguida, foi transferido 0, 1mL
das culturas pré-enriquecidas para 10mL de caldo Fraser
para enriquecimento seletivo e diferencial. Das amos-
tras que apresentaram reacdo de esculinase positiva,
transferiu-se uma alcada para Agar Listeria Ottavani
& Agosti (ALOA) ¢ as culturas foram incubadas a 30°C
por 48 horas. Das culturas onde se observou o cresci-
mento de colonias tipicas do género Listeria, essas fo-
ram transferidas para caldo Brain Heart Infitsion (BHI)
para posterior identificagdo das espécies, através de tes-
tes bioquimicos (catalase, motilidade a 22°C, hemolise
em agar CASOY, prova do fator CAMP, fermentagio
de carboidratos), segundo a International Standart
Organization (1996).

Estudo da diversidade microbiana

A diversidade do género Lisferia foi estimada pelo
namero de espécies identificadas (Riqueza Especifica),
¢ o numero de ocorréncias de uma espécie sobre o total
de isolados do género (abundancia relativa). Essa ultima
grandeza permite observar o tamanho da populagédo de
cada espécie detectada em comparagdo com as outras
encontradas na mesma zona (conjunto de pontos de
mesma classifica¢do).

O indice de diversidade utilizado foi o Coeficiente
de Mistura de Jentsch (QM). Este relaciona o nimero
de espécies identificadas ao niimero total de isolados
(Farias et al., 1994).

QM = S/N
Onde:
S = numero de espécies detectadas
N = namero total de isolados

Dessa forma, quanto mais proximo de 1 for o valor
obtido, maior a diversidade do local estudado.
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Resultados

Do total de 349 espécimens coletados, 70 resulta-
ram culturas positivas para o género Listeria (20,06%).
A riqueza especifica do género foi de quatro espécies.
Dos 70 espécimens positivos foram obtidos 112 isolados
de Listeria. O valor obtido pelo indice de diversidade foi
de QM=0,036. A abundincia relativa dentro do gé€nero
Listeria referente aos 112 isolados esta representada
na figura 1.

Cabe ressaltar que, neste trabalho, foi detectada
uma elevada diversidade de espécies em termos de ri-
queza especifica, tendo sido isoladas 4, das 6 espécies
descritas para o género Listeria. Na figura 1 ficou evi-
denciada a dominancia da populagdo de L. innocua. Esta
espécie ndo ¢ patogénica aos seres humanos, ao contra-
rio de L. monocytogenes, que foi a segunda maior po-
pulagdo do género na fabrica, e que representa risco a
saude publica.

Abundancia relativa das espécies detectadas do Género Listeria

17,86

‘ B L. innocua [EL. monocytogenes RL. welshimeri BL. grayi murray ‘

FIGURA 1:Abundancia relativa das espécies do género Listeria em
112 isolados obtidos em ambiente de fabrica. Valores
calculados a partir do total do niimero de cepas
identificadas de cada espécie em toda a fabrica, dividido
pelo nimero total de cepas identificadas do género
Listeria.

A distribuicdo das espécies de Listeria nas: Zona
1, Zona 2 ¢ Zona 3 esta representada nas figuras 2, 3 ¢
4, respectivamente.

Observando a figura 2, pode ser notado, que nos
pontos estudados onde ndo ocorreu contato com o ali-
mento, a diversidade do género foi elevada. Isso ¢ devi-
do a presenga de residuos industriais ¢ a alta umidade
nesses locais, o que viabiliza a ocorréncia de uma diver-
sa comunidade. Esses pontos sdo de dificil higienizagdo,
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¢ com transito freqiiente de trabalhadores que se deslo-
cam entre diferentes areas da fabrica.

Nos pontos de contato indireto com os alimentos
(zona 2 representada na figura 3) verificou-se a ausén-
cia de L. monocytogenes, cuja presenga se restringe
aos pontos da zona 1.

Nos pontos da zona 3 (figura 4), houve uma redu-
¢do da populagio de Listeria, sendo que a dominancia
foi de L. innocua.

Abundancia relativa do género Listeria 0 em amostras coletadas na Zona1l

21,79

65,38

@ L. innocua @L L | L. grayi murray

FIGURA 2: Abundancia relativa do género Listeria em isolados
obtidos da Zona 1. Representagio grafica da abundancia
relativa detectada nos pontos de classificagfo 1,
agrupados na denominada Zona 1. Listeria innocua
representa 65,38% da comunidade microbiana. Listeria
monocytogenes21,79%, L. welshimeri 11,54% ¢ L. grayi
murray 1,28%.

Abundanciarelativa do género Listeria em amostras coletadas naZona 2

42,86

L innocua [ L. welshimeri

FIGURA 3: Abundancia relativa do género Listeria em isolados
obtidos da Zona 2. Representagfo grafica da abundancia
relativa detectada nos pontos de classificagdio 2. 57,14%
da comunidade microbiana ¢ composta por L. innocua e
42,86% por L. welshimeri.

Abundancia relativa do Género Listeria em amostras coletadas na Zona 3

93,33

BEL. innocua E L. welshimeri

FIGURA 4: Abundancia relativa do género Listeria em isolados
obtidos da Zona 3. Representagéo grafica da abundancia
relativa correspondente aos pontos de classificagdo 3,
agrupados na denominada Zona 3. Listeria innocua
93.33% e L. welshimeri 6,67%.

Discussao

Estudos de diversidade do género Listeria, em
alimentos processados, ¢ de grande importancia devido
a possibilidade desse género causar doengas em huma-
nos (Tompkin, 2002). No presente trabalho, o baixo va-
lor obtido com o indice de diversidade aplicado deve-se
principalmente ao fato de o estudo limitar-se a apenas
um género de bactéria, o qual contém 6 espécies. Po-
rém, se for analisada a diversidade do género, esta pode
ser considerada elevada, uma vez que foram detectadas
4 espécies distintas. Os dados obtidos da Zona 1 (Figura
2) revelam que as 4 espécies estdo presentes nesses
pontos, inclusive L. monocytogenes como a segunda
maior populagdo da comunidade, sendo esses pontos
relacionados as possiveis fontes deste patdgeno. Sdo
pontos de alta umidade, contendo residuos de natureza
variada ou pontos de dificil higienizacdo, situagdes que
favorecem o crescimento microbiano.

Seguindo para os pontos da Zona 2, percebe-se
que os tratamentos sanitarios ¢ de higienizagdo adotados
pela fabrica ndo impediram o fluxo de bactérias do gé-
nero Listeria para esses locais. Foram detectadas 2 es-
pécies nesses pontos (L. innocua e L. welshimeri), mas
estas ndo sdo patogénicas aos seres humanos. A L.
monocytogenes ndo esteve presente nos espécimens
obtidos destes pontos, mostrando que ndo houve fluxo
desta espécie da Zona 1 para a Zona 2. As mesmas
duas espécies detectadas na Zona 2 constituem tam-
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bém a comunidade do género Listeria da Zona 3, os
pontos que entram em contato direto com o produto fi-
nal havendo grande risco de contaminacdo do mesmo.

Dessa forma, infere-se que essas duas espécics
apresentam resisténcia aos tratamentos usados e alto
grau de adaptacdo ao ambiente da fabrica. Os pontos
da Zona 3 sofrem intensas higienizagdes, mas a tempe-
ratura ambiente pode ser considerada uma pressdo po-
sitiva sobre as populacdes de Listeria. As espécies des-
se género podem ser classificadas como psicrofilas e
mesofilas (Gray e Killinger, 1996) ¢ um ambiente com a
temperatura igual ou inferior a 10°C juntamente com os
demais tratamentos reduziria drasticamente a diversida-
de geral de microrganismos, em um estagio proximo ao
que se denomina de vacuo microbioldgico.

Os dados obtidos com o calculo da abundancia re-
lativa mostraram que L. innocua ¢ a espécie mais fre-
quente do género em todas as Zonas. Possiveis rela-
¢oes de antagonismo poderiam estar ocorrendo dentro
do género, uma vez que a medida que a freqiiéncia des-
sa espécie cresce, a riqueza especifica do género se
reduz. Na Zona 3 (Figura 4), L. innocua representa
93,33% da comunidade do género, convivendo com ape-
nas a espécie L. welshimeri.

Mesmo que L. monocytogenes ndo esteja sendo
transportada da Zona 1, este patdgeno esta presente no
ambiente de fabrica ¢ € a segunda populagdo mais abun-
dante do género. Esse fato requer tanto medidas rigidas
de higiene na produgéo quanto a orientagdo dos funcio-
narios que trabalham nas proximidades desses pontos
sobre os perigos que os processos realizados nessas areas
representam para a saude publica.
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