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Resumo

A listeriose e é considerada uma doenga de origem alimentar de grande importincia em
saude publica. Devido a diversos fatores que acarretam no aumento da oferta de
produtos prontos para o consumo, o objetivo deste estudo foi pesquisar L.monocytogenes
nestes alimentos e identificar o sorovar dos isolados. Foram analisadas 67 amostras de
alimentos prontos para o consumo comercializados no Rio de Janeiro pela técnica de
enriquecimento-seletivo descrito no BAM-FDA e a identificagio realizada por PCR.
De 67 amostras, 14(20,9%) apresentaram contaminagio por L. monocytogenes, sendo
0ito(11,9 %) de queijo tipo minas frescal, quatro(6.0%) de saladas e duas(3.0%) de
alimentos provenientes da culindria japonesa. Os sorotipos encontrados foram o
1/2a(n=1), em uma amostra de queijo tipo Minas Frescal, e 1/2b(n=13) nas demais
amostras. A presenca de L.monocytogenes em alimentos prontos para consumo representa
um risco a saide da populagdo, principalmente os pertencentes aos grupos de risco,

como gravidas, idosos e imunossuprimidos.

Palavras-chave: Alimentos pI‘Ol’ltOS para consumo. Listeria monwytogenes. Listeriose.

Sorotipagem. Seguranca de alimentos.
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Abstract

Foodborne diseases (FBD) are of major importance in currently world scenario and are
classified as a public health problem. Among the major FBD causing microorganisms in
the world, Listeria monocytogenes can be present in ready-to-eat foods because of their
survival characteristics under adverse environmental conditions. Listeriosis is considered
a foodborne disease of great importance in public health due to its seriousness; the high
lethality rate (20-30%) and the propensity of certain individuals to develop the disease.
The objective of this study was to investigate, through conventional and molecular
techniques, the presence of L. monocytogenes in these types of food and to identify the
serovar of the isolates. Sixty-seven samples of ready-to-eat foods marketed in the state
of Rio de Janeiro were analyzed. RDC 12/2001, which establishes microbiological
standards for foods in Brazil, determines the absence of L. monocytogenes only in cheese
of medium and high humidity. Of the 67 ready-to-eat foods samples analyzed, 14
(20.9%) samples were contaminated with L. monocytogenes, eight (11.9%) of cheese
Minas type, four (6.0%) of salads and two (3.0%) of foods from japanese cookery. The
serotypes found were 1/2a(n=1), in a sample of cheese Minas type and 1/2b(n=13)in the
other samples. The presence of L. monocytogenes in ready-to-eat foods represents a risk
to the population’s health, especially those belonging to the risk groups, such as
pregnant women, elderly and immunosuppressed persons. It is necessary to provide
guidance to consumers, especially those belonging to risk groups, about the risks
involved in the consumption of these foods. A risk analysis of these products should be
considered by the Sanitary Surveillance organisms in order to avoid damages to the
population’s health due to the consumption of L. monocytogenes in contaminated

products.

Keywords: Ready-to-eat foods. Listeria monocytogenes. Listeriosis. Serotyping. Food
safety.
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Introducao

Os alimentos prontos para consumo tem ganhado cada vez mais espago na
alimentacio dos individuos, seja pela praticidade que eles oferecem e/ou pela mudanga
do estilo de vida das pessoas (NEWELL ez al, 2010). A falta de fiscalizagio e a
crescente demanda da inddstria por produgbes cada vez maiores sio fatores que
interferem na qualidade e seguranca dos alimentos (SCHLINDWEIN; KASSOUF,
2007).

As doengas transmitidas por alimentos (DTA) possuem grande importincia no
cendrio mundial atual e sdo classificadas como um problema de saide publica, tanto em
paises desenvolvidos quanto paises em desenvolvimento (MARCHI ez a/, 2011).
Dentre os principais microrganismos causadores de DTA no mundo, a Listeria
monocytogenes pode estar presente em alimentos prontos para consumo devido a suas
caracteristicas sobrevivéncia e resisténcia a condi¢bes ambientais adversas (FRANCO;
LANDGRAF, 2005; NALERIO ez al., 2009). Este microrganismo pode se multiplicar
sob temperatura de refrigeracio e é classificado como um microrganismo psicotrépico,
tolerando frequentes congelamentos e descongelamentos, atinge ampla faixa de
temperatura que varia entre 1°C e 45°C e seu crescimento é verificado a 0°C. E capaz de
sobreviver a uma ampla faixa de pH (4,1-9,6), crescer em ambientes com baixa atividade
de dgua (<0,93) e concentragdes de até 10% de cloreto de sédio (JAY, 2005;
JEYALETCHUMI et al., 2010).

A L. monocytogenes é uma bactéria oportunista, considerando que a infecgio
provém, dentre outros fatores, das condi¢des imunolégicas dos individuos (CRUZ, er
al., 2008). Este patégeno tem a capacidade de sobreviver e se multiplicar em meios com
poucos nutrientes, intracelularmente e fora do organismo dos hospedeiros, animais e
homem (GERMANO ¢ GERMANO, 2013). A viruléncia das cepas também parece
estar relacionada ao sorovar, uma vez que determinados grupos de sorotipos estdo mais
associados a casos de infec¢des em humanos (KATHARIOU, 2002; JAY, 2005).

L. monocytogenes possui 13 grupos sorolégicos (1/2a, 1/2b, 1/2¢, 3a, 3b, 3c, 4a,
4ab, 4b, 4c, 4d, 4e, 7), sendo os sorotipos 1/2a, 1/2b e 4b os mais relevantes
epidemiologicamente, representando 95% dos surtos desencadeados pela bactéria em
humanos (CAMARGO, 2013; FORSYTHE, 2013). A listeriose é considerada uma

doenga de origem alimentar de fundamental importincia em saide puiblica, devido a sua
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gravidade; a elevada taxa de letalidade (20-30%) e a propensio de determinados
individuos desenvolverem a doenga. O extenso periodo de incubagio do microrganismo
prejudica a identificagdo do agente causador e a rastreabilidade da origem da
contamina¢io do alimento (CHIARINI, 2007; BARANCELLI, 2010).

Os individuos mais propensos a listeriose sdo as gestantes, os fetos, os neonatos,
os idosos e os individuos imunocomprometidos, como os portadores do virus da
imunodeficiéncia humana (HIV), de cincer, individuos transplantados, diabéticos,
cirréticos, asmaticos, com colite ulcerativa e aqueles que realizam tratamento com
medicamentos, como quimioterpicos e corticosteroides (COSTA, 2010; FORSYTHE,
2013). Aproximadamente um terco das infeccbes acomete as gestantes
(BARANCELLI, 2010), que apresentam risco 14 vezes maior de adquirir a doenga
ap6s o consumo de alimentos contaminados quando comparadas a individuos saudéveis
(COSTA, 2010). Em individuos adultos com idade inferior a 60 anos, a letalidade estd
em 25%, e naqueles com idade superior, 40%. Aproximadamente 84% dos casos
ocorrem antes de 50 anos de idade, e 40% apds os 70 anos (GERMANO e
GERMANQO, 2013). Em casos de meningite ocasionada por L. monocytogenes o indice
de mortalidade pode atingir 70% e de 50% para septicemias. Em infec¢des perinatais,
esse indice aumenta ultrapassando 80% (FORSYTHE, 2013).

A ocorréncia de listeriose no Brasil é considerada subdiagnosticada e
subnotificada (DESTRO, 2006), nio havendo relatos da doenga procedente do
consumo de alimentos contaminados reconhecidos no pais. Entretanto, pesquisas
realizadas comprovam a presenca de L. monocytogenes em intmeros produtos
alimenticios (CRUZ ez al, 2008; BARANCELLI, 2010; BRANDAO ez al., 2013;
MORENO, 2013; SILVA, 2016).

Considerando a complexidade das DTA no contexto da satide publica e da
economia mundial, ¢ de suma importincia o conhecimento dos agentes etiolégicos
envolvidos em surtos e seus efeitos relacionados. Devido a diversos fatores que acarretam
em um grande consumo de produtos prontos para o consumo, o objetivo deste estudo

foi pesquisar L. monocytogenes nestes tipos de alimentos.
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Material e Métodos

AMOSTRAGEM

Um total de 67 amostras de alimentos prontos para consumo foi analisado,
incluindo: 15 amostras de produtos cirneos (embutidos ou nio), 15 amostras de queijos
tipo Minas frescal, 15 amostras de saladas mistas, ¢ 22 amostras de alimentos
provenientes da culindria japonesa (sushis, sashimis, entre outros), comercializadas em
restaurantes e estabelecimentos dos municipios do Rio de Janeiro e Niteréi do estado do
Rio de Janeiro, no periodo de abril a junho de 2016. As amostras foram acondicionadas
em embalagens estéreis individuais para transporte e mantidas sob temperatura de

refrigeragio (4-8°C) até o momento da andlise.
ANALISES MICROBIOLOGICAS

A pesquisa de L. monocytogenes foi realizada conforme descrito por Hitchins
(2003). Vinte e cinco gramas da amostra foram homogeneizadas em 225 mL caldo de
enriquecimento tamponado para Listeria (Oxoid, Basingstoke, Inglaterra). O
homogenato foi incubado a 30°C por 4 h. Apés este periodo foram adicionados os
agentes seletivos (acriflavina, dcido nalidixico e ciclohexamina). A incubagio a 30 °C foi
mantida por um total de 48 h. Para o isolamento foi utilizado o Chromogenic Listeria
Agar (Oxoid, Basingstoke, Inglaterra). As colonias caracteristicas foram submetidas aos
seguintes testes morfolégicos e fenotipicos: coloragio de Gram, fermentagdo de
carboidratos (glicose, esculina, maltose, ramnose, manitol e xilose), produgio de

catalase, hemdlise em dgar sangue de carneiro e motilidade.
CONFIRMACAO POR REACAO EM CADEIA DE POLIMERASE (PCR)

As amostras que apresentaram perfil caracteristico de L. monocytogenes nos testes
morfolégicos e fenotipicos foram submetidas a técnica de reagio em cadeia pela

polimerase (PCR) com alvo no gene que codifica a internalina AB, segundo o protocolo

descrito por JUNG (2001). Foi realizada a extragdo de DNA das culturas com uso do kit
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Dneasy Blood & Tissue (Qiagen, EUA), de acordo com as instrugdes do fabricante. A
PCR foi preparada em um volume total de 25 pL contendo: 2,5 pL. de DNA molde
(20-60 ng/pl), 25 pmol dos iniciadores AB1- 5-CTTCAGGCGGATAGATTAGG-
3 e AB3 5-TTCGCAAGTGAGCTTACGTC-3) e PCR MasterMix 1X
(ThermoScientific, EUA). A amplificagio foi realizada em aparelho SimpliAmp
ThermalCycler (Applied Biosystems, Singapore) nas seguintes condi¢oes: 94°C/3 min;
25 ciclos de 94°C/30 s, 62°C/30 s e 72°C/1 min; e extensdo final a 72°C/5 min. Os
produtos amplificados foram submetidos a eletroforese em gel de agarose a 1,5% a 100
V/50 min. Apés, o gel foi corado em solugido de brometo de etidio 0,5 pg/mL (Sigma,

EUA) por 15 min e visualizado em analisador de imagens (GE-Healthcare, Inglaterra).
SOROTIPAGEM DOS ISOLADOS DE L. MONOCYTOGENES

As culturas foram cultivadas em Agar Tripticase de Soja (TSA) contendo extrato
de levedura (Merck, Darmstadt, Germany) a 35 °C por 48 h e enviadas ao Laboratério
de Zoonoses Bacterianas do Instituto Oswaldo Cruz da Fundag¢io Oswaldo Cruz

(IOC/Fiocruz) para identificagio e sorotipagem convencional por aglutina¢io segundo

SEELIGER e HOHNE (1979).

Resultados e Discussao

De 67 amostras de alimentos prontos para consumo analisadas, 14 (20,9%)
apresentaram contaminag¢do por L. monocytogenes, sendo oito (11,9%) de queijo tipo
minas frescal, quatro (6,0%) de saladas e duas (3,0%) de alimentos provenientes da
culindria japonesa (Tabela 1). Todos os isolados que apresentaram resultados
caracteristicos nos testes morfolégicos e fenotipicos foram confirmados como L.
monocytogenes pela reagio de PCR. Apés a confirmagio, os isolados foram identificados

como pertencentes aos sorotipos1/2a (n=1) e 1/2b (n=13) (Tabela 1).
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Tabela 1 - Resultados obtidos na pesquisa de L. monocytogenes

Produtos cirneos (15) 0 (0) NR?
Blanquet de peru (2) 0 (0)

Blanquet de peru light (3) 0 (0)

Mortadela (4) 0 (0)

Peito de frango (1) 0 (0)

Peito de peru (2) 0 (0)

Presunto (2) 0 (0)

Presunto cozido (1) 0 (0)

Salada mista (15) 4(26,7) 1/2b (4)
Queijo tipo Minas Frescal (15) 8 (53,5) 1/2a (1) 1/2b (7)
Alimentos provenientes da culindria | 2 (9,1) 1/2b (2)
japonesa (22)

NR* Nio realizado

A maior ocorréncia de L. monocytogenes foi identificada em amostras de queijos
tipo Minas Frescal, onde 53,5% das amostras analisadas estavam contaminadas. A
legislacdo brasileira prevé auséncia em 25 g de amostras de queijos de alta umidade
(BRASIL, 2001), desta forma, estas oito amostras foram consideradas em condi¢des
sanitdrias insatisfatérias segundo os critérios da legislagio vigente. Este resultado
demonstra que, apesar do parametro ser contemplado na legislagio (BRASIL, 2001),
falhas no controle da qualidade para a libera¢do de lotes de queijos tipo Minas Frescal
podem ocorrer, o que representaria um risco para a popula¢io consumidora. Outros
trabalhos também verificaram a presenca do microrganismo neste tipo de alimento.
Silva (2016) constatou a presenga de L. monocytogenes em 13,3% das 30 amostras de
queijos tipo Minas Frescal analisadas. Em um estudo ocorrido na regidio da Zona da
Mata mineira, Apolindrio e colaboradores (2014), observaram a presenca de L.
monocytogenes em 9,6% das 31 amostras de queijo tipo Minas Frescal analisadas.

Na andlise de alimentos provenientes da culindria japonesa, 9,1% das amostras
apresentaram contaminagio (Tabela 1). A presenca de L. monocytogenes em produtos

similares jd havia sido relatada por Montanari e colaboradores (2015) em um estudo
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envolvendo trés estabelecimentos no municipio de Ji-Parand, no estado de Rondénia. O
grupo detectou a presenca do microrganismo em dois estabelecimentos. O trabalho
analisou 15 amostras de sashimi de salmio in natura, sendo cinco amostras de cada
estabelecimento. L. monocytogenes foi identificada em uma amostra no estabelecimento 1
e em trés amostras no estabelecimento 3. Outros trabalhos envolvendo anilise de
pescados que podem ser consumidos sem cocgdo também constataram a presenga de L.
monocytogenes em elevados niveis de contaminagio (MANTILLA ez a/., 2007; PINTO
et al., 2010) comprovando o risco potencial que estes alimentos possuem de serem
transmissores de doengas alimentares.

Na anilise dos produtos cdrneos fatiados nio foi detectada a presenca de L.
monocytogenes em nenhuma amostra. Este resultado foi similar ao encontrado por Sousa
e colaboradores (2016), que num estudo envolvendo 35 amostras de produtos cdrneos
fatiados detectaram apenas uma (2,8%) amostra contaminada por L. monocytogenes.
Esses resultados sugerem que as técnicas empregadas na inddstria, como processamento
térmico destes alimentos, sdo efetivas para eliminagio do patégeno (VITAS; GARCIA-
JALON, 2004).

A anilise de saladas apresentou um indice de 26,7 % das amostras contaminadas
por L. monocyogenes. Brandio e colaboradores (2013) detectaram a presenga do
microrganismo em 16,7% de 30 amostras de alface de servicos de alimentagdo. A
presenca de L. monocytogenes em saladas prontas para consumo jé foi relatada em vérias
partes do mundo e ¢ evidente a necessidade de cuidados na manipulagéo e higienizagio
destes alimentos para redugio dos riscos de contaminagio (AJAYEOBA, ef al., 2016;
CHAU ez al., 2017; CHEN ez al., 2017).

O sorotipo mais encontrado foi o 1/2b (92,8%), que estd entre os trés principais
sorotipos patogénicos de L. monocytogenes. Este sorotipo é amplamente encontrado em
alimentos e ambientes industriais. Nalério e colaboradores (2009) observou que 51,6%
(16/31) dos isolados de L. monocytogenes de um abatedouro de aves pertenciam ao
sorotipo 1/2b, no Rio Grande do Sul. Kovacevic e colaboradores (2013) também
encontraram em amostras de produtos prontos para o consumo a base de peixe, no
varejo de Vancouver, British Columbia, 5% das amostras apresentaram contaminagio
pelos os sorotipos 1/2a (n=3) e 1/2b (n=3).

Martins (2008) analisou 130 amostras de dois grupos de produtos cdrneos

(presunto e salame) e o sorotipo 1/2b foi o segundo mais encontrado com uma
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frequéncia de 25% nestes produtos. O sorotipo 1/2b ja foi responsével por surtos pelo
mundo, como o que ocorreu entre janeiro de 2013 e fevereiro de 2014 no norte da
Espanha (PEREZ-TRALLERO ¢f al., 2014). Foram relatados 27 episédios, incluindo
11 casos relacionados a gravidez sendo o microrganismo envolvido uma cepa de L.
monocytogenes sorotipo 1/2b.

Os sorotipos 1/2a, 1/2b e 1/2¢ sio comumente isolados em alimentos
(SWAMINATHAN; GERNER-SMIDT, 2007). Brandio e colaboradores (2013) ao
analisarem hortalicas in natura e prontas para consumo comercializadas no municipio do
Rio de Janeiro, obtiveram oito isolados pertencentes ao sorotipo 1/2a. Brito e
colaboradores (2008) também detectaram cepas de L. monocytogenes sorotipo 1/2a (n=6)

em amostras de queijo tipo Minas Frescal.

Consideracoes finais

A RDC n.° 12 (BRASIL, 2001) que estabelece padrdes microbiolégicos para
alimentos, determina a auséncia de L. monocytogenes apenas em queijos de média e alta
umidade. Porém, nio constitui pardmetros para este patégeno em sushi, sashimi e nem
em saladas prontas. Jd em paises desenvolvidos como Estados Unidos e Europa o
critério para L. monocytogenes ¢ auséncia em todos os produtos prontos para consumo
(UNIAO EUROPEIA, 2005; ORSI; DEN BAKKER; WIEDMANN, 2011). Pelo
fato destes alimentos, muitas vezes, serem consumidos com total auséncia de tratamento
térmico e, em alguns casos por pessoas com algum tipo de deficiéncia imunolégica, a
presenca do patégeno detectada nestes tipos de alimentos neste estudo pode representar
um sério risco a estes individuos. E necessiria a orientacio dos consumidores,

principalmente aos pertencentes aos grupos de risco, sobre os perigos existentes no

consumo destes alimentos.
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