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RESUMO: O objetivo deste estudo foi determinar a presenca e distribuicdo de perfis clonais de
isolados de Listeria monocytogenes, agrupados ap0s a sorotipificacdo e macrorestricdo de DNA
seguida de eletroforese em campo pulsado (PFGE), em carcacas de suinos amostradas em quatro
pontos da linha de abate e no ambiente de matadouros frigorificos. Suabes de superficie foram
coletados no ambiente (n=30) e na superficie de carcacas (n=240) apos a escaldagem,
chamuscamento, evisceracdo e na entrada da cémara fria, em dois matadouros frigorificos
localizados no sul do Brasil. Dos 270 suabes analisados, 21 (7,7%) foram positivos para o género
Listeria, distribuidas nas espécies, L. innocua (10), L. monocytogenes (9), L. ivanovii (1) e L. seeligeri
(2). L. monocytogenes foi isolada apenas de amostras coletadas de carcaga apds a evisceracdo e do
ambiente da cdmara fria em um dos matadouros frigorificos. Os isolados de L. monocytogenes foram
classificados em trés sorotipos (1/2a, 1/2b e 1/2c) e dois pulsotipos. A combinagéo dos sorotipos e
pulsotipos resultaram na formacéo de quatro perfis clonais (I-1V). A identificacdo de um perfil clonal
() comum em cinco carcacas amostradas apds a etapa de evisceracdo demonstra que esta etapa é
critica para contaminag&o cruzada durante o processo de abate.
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DISTRIBUTION OF LISTERIA MONOCYTOGENES CLONAL GROUPS ON
CARCASSES AND ENVIRONMENT OF SWINE SLAUGHTERHOUSES

ABSTRACT: The aim of this study was to evaluate the isolation and distribution of Listeria
monocytogenes clonal groups originated from serotyping and pulsed-field gel eletrophoresis (PFGE)
analysis of isolates from environment and from pork carcasses sampled at four different points of the
slaughter line. Swabs were taken from the environment (n=30) and from the surface of carcasses
(n=240) after scalding, flaming, evisceration and before cooling in two slaughterhouses of Southern
Brazil. From 270 performed swabs, 21 (7.7%) were positive for Listeria spp., identified as follow: L.
innocua (10), L. monocytogenes (9), L. ivanovii (1) e L. seeligeri (1). L. monocytogenes was isolated
from carcass samples taken after evisceration and before cooling. L. monocytogenes strains were
classified in three serotypes (1/2a, 1/2b and 1/2c) and two pulsotypes. The association of serotypes
and pulsotypes originated four clonal groups (I-1V) among L. monocytogenes strains. The
identification of a single clonal group (I) of L. monocytogenes in five carcasses after the evisceration
demonstrates that this is a critical step for cross-contaminating during the slaughter process.
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INTRODUCAO

A listeriose em humanos, apesar
de apresentar menor incidéncia em
comparagdo com outras doencas
veiculadas por alimentos, tem sido
responsavel por até um terco dos ébitos
em decorréncia desse grupo de
enfermidades (EFSA, 2007). Os casos
mais graves predominam em criancas,
idosos e individuos imuno-
comprometidos; em gestantes a
infeccdo pode ocasionar aborto ou parto
prematuro (Swaminathan e Gerner-
Smidt, 2007). Os casos de listeriose em
humanos sdo causados quase que
exclusivamente por Listeria
monocytogenes, portanto essa espécie
tem sido o foco dos critérios
microbiolégicos em legislacdes
concernentes a  inocuidade  dos
alimentos. O parametro auséncia de L.
monocytogenes tem sido adotado, de
acordo com o pais, para alimentos de
pronto consumo em geral, ou apenas
para aqueles que serdo consumidos por
grupo de risco, ou que propiciam a
multiplicacdo da bactéria (Yang et al.,
2006; EFSA, 2007).

No Brasil, segundo a Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (Brasil,
2001), o critério em relacdo a L.
monocytogenes prevé a auséncia em 25
g apenas em queijos de média e alta
umidade (236%). Porém, em 2009, o
Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento editou a Instrucéo
Normativa (IN) n°9 com vistas a instituir
0 controle desse micro-organismo em
estabelecimentos que elaboram
produtos de origem animal prontos para
0 consumo com alta atividade de agua e
baixa acidez (Brasil, 2009). Além da
coleta de amostras de produto para a
pesquisa  microbioldgica, a IN9
estabelece a inspecéo dos processos de
producdo, inclusive a avaliacdo da
matéria-prima.

L. monocytogenes apresenta uma
série de caracteristicas que favorecem

sua permanéncia no alimento e no
ambiente de processamento, tal como a
sobrevivéncia em alimentos &acidos e
com alto teor de sal, a capacidade de
multiplicagdo em temperatura de
refrigeracdo e a habilidade de formar
biofilmes (Swaminathan e Gerner-Smidt,
2007). Em virtude da ampla distribuicdo
e sobrevivéncia no ambiente, o
monitoramento e controle séo
necessarios em todas as etapas da
elaboracdo de produtos e, no caso dos
carneos, iniciando pela etapa de abate
dos animais. Estudos que investigaram
a ocorréncia de L. monocytogenes em
produtos de origem suina encontraram
frequéncias que variaram de 28,7% em
carne fresca coletada no comeércio até
71,6% de amostras de carne moida
para elaboracdo de linguica (Thévenot
et al., 2005; Ochiai et al., 2010). Por
meio da técnica de macro-restricdo de
DNA, a contaminacdo da carne suina
pode ser relacionada tanto a isolados de
L. monocytogenes persistentes no
ambiente de plantas de processamento
guanto a cepas presentes no contetdo
intestinal e tonsilas dos animais
abatidos (Chasseignaux et al., 2001;
Thévenot et al., 2005; Sanna et al.,
2010).

No Brasil, existem relatos sobre o
isolamento de L. monocytogenes a partir
de diversos produtos carneos como
salame (Sakate et al., 2003), linguica
frescal (Silva et al., 2004), presunto (Fai
et al.,, 2011) e frango (Nalério et al.,
2009), porém estudos conduzidos em
matadouros frigorificos de suinos ainda
sdo escassos (Santos et al., 2005). A
partir disso, o objetivo do estudo foi
investigar a presenca e distribuicdo de
isolados de L. monocytogenes em
carcacas de suinos em quatro etapas da
linha de abate (ap6s escaldagem, ap0s
chamuscamento, apoOs evisceracdo e
antes da entrada na camara fria) e no
ambiente de matadouros frigorificos.

Archives of Veterinary Science, v.17, n.3, p.42-49 2012.



44

Distribuicdo de grupos clonais de Listeria monocytogenes em carcacas € no ambiente de

MATERIAL E METODOS

Em dois matadouros frigorificos (A
e B) sob Inspecdo Federal, um
localizado no Estado do Rio Grande do
Sul e outro em Santa Catarina, foi
conduzido um estudo longitudinal, no
gual uma mesma carcaca foi amostrada,
por meio de suabe de superficie, em
quatro etapas da linha de abate. No
inicio do primeiro turno de abate, a
primeira carcaca foi identificada e
amostrada nas seguintes etapas: apos
escaldagem, apO0s chamuscamento,
apos evisceracao e antes da entrada na
camara fria. Em intervalos de vinte
minutos, outra carcaca foi identificada e
submetida a coleta de amostra nas
mesmas etapas, de forma a amostrar
carcacas processadas no decorrer de
todo o] turno de abate
(aproximadamente quatro horas). Em
cada coleta realizada nos frigorificos,
foram amostradas 12  carcacas,
totalizando 48 suabes de superficie. O
estabelecimento A foi amostrado duas
vezes, entre 0s meses de marco e junho
de 2008. No estabelecimento B, além
das duas amostragens realizadas nesse
periodo, foi conduzida uma terceira
coleta de amostras, em junho de 2009.

Em cada uma das etapas
amostradas, uma esponja estéril (5x7
cm) confeccionada com tecido de
celulose, foi friccionada numa é&rea de
300 cm?, delimitada por um molde de
cartolina estéril  (15x20 cm), na
superficie externa da paleta da carcaca
identificada. Um total de 24 carcacas
(96 suabes) e 36 carcacas (144 suabes)
foram analisadas, respectivamente, nos
estabelecimentos A e B.

Paralelamente, em cada coleta,
um total de seis amostras ambientais
foram coletadas, por meio de uma
esponja individual friccionada numa
area de 300 cm? de cada um dos
seguintes locais: piso da pocilga de
espera (n=2), no piso e na parede da
sala de abate proximo a area de

matadouros frigorificos de suinos

evisceracdo (n=2) e da camara fria
(n=2), seguindo o mesmo procedimento
acima descrito. Um total de 12 e 18
amostras ambientais foram analisadas
nos Frigorificos A e B, respectivamente.

Apés a coleta da amostra, as
esponjas foram acondicionadas,
individualmente, em sacos plasticos
contendo 25 mL de &gua peptonada
0,1% e transportadas até o laboratorio
em caixas isotérmicas. As amostras
coletadas foram analisadas em até 24
horas. O isolamento de Listeria spp. foi
realizado  conforme a  Instrucéo
Normativa 62 (IN62) (Brasil, 2003), a
gual prevé o enriquecimento da amostra
em Caldo de Enriquecimento Modificado
para Listeria (UVM, AES Laboratory,
30°C, 24h), seguida de incubacdo em
Caldo Fraser (BD Diagnostic, 35°C, 24h)
e isolamento em Agar seletivo PALCAM
(BD Diagnostic), sob condicdo de
microaerofilia (37°C, 48h).
Paralelamente, uma aliquota de cada
amostra foi semeada, diretamente, em
Agar Listeria segundo Ottaviani e Agosti
(ALOA, AES Laboratory) e incubada a
37°C, por 48 horas. Colbnias tipicas no
Agar PALCAM (colénias esféricas,
pretas, rodeadas por halo preto de
hidrolise da esculina) e no Agar ALOA
(colbnias verde-azuladas, rodeadas ou
nao por halo opaco) foram submetidas a
confirmacdo  bioquimica,  conforme
descrito na IN62. Como controle em
todas as etapas foi empregada a cepa
L. monocytogenes ATCC 7644. Apos a
confirmacdo por testes bioquimicos,
indicados na IN62, os isolados
identificados como L. monocytogenes
foram encaminhados ao Laboratério de
Zoonoses Bacterianas da Fundacao
Instituto Oswaldo Cruz para
sorotipificagéao.

Os isolados de L. monocytogenes
foram submetidos a genotipificacdo por
meio de macro-restricio de DNA
seguida de eletroforese em campo
pulsado (PFGE). A preparacdo e a
clivagem do DNA total foram conduzidas
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como descrito (Pulsenet, 2009). As
amostras foram analisadas apds
clivagem com as enzimas Apal (20
unidades) e Ascl (20 unidades) (New
England BioLabs). Os produtos da
clivagem foram separados em gel de
agarose 1% (Pulsed Field Agarose,
BioRad) em tampdo TBE 0,5X (0,9M
Tris base, 0,9 M acido bdrico, 0,02 M
EDTA, pH 8,0), por um periodo de 19
horas (6 V/cm™), em equipamento de
eletroforese de campo pulsado (CHEF-
DRII, BioRad). O tempo de pulso inicial
foi de 4 segundos e o tempo final de 40
segundos. A cepa padrao de Salmonella
Braenderup (ATCC BAA-664), clivada
com a enzima Xbal (Fermentas), serviu
como referéncia de tamanho dos
fragmentos gerados. ApGs a corrida, 0
gel foi corado em solucdo de brometo
de etidio (10mg/mL) diluida (1:10.000)
em agua destilada, e visualizado em
transiluminador. As imagens foram
capturadas e digitalizadas pelo sistema
Kodak 2200 (Rochester, New York,
USA). O perfil de macro-restricdo foi
analisado visualmente e cada posicao
de banda foi determinada por
comparacdo com a cepa referéncia.
Isolados com uma banda de diferenca
foram considerados como sendo de
pulsotipos diferentes.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Do total de 270 suabes coletados
de carcaca (n=240) e ambiente (n=30),
em 21 (7,7%) houve isolamento de
Listeria spp., distribuido da seguinte
forma: L. innocua (10; 47,6%), L.
monocytogenes (9; 42,8%), L. ivanovii
(1; 4,8%) e L. seeligeri (1; 4,8%).

A frequéncia de isolamento de
Listeria  spp. diferiu  entre  os
matadouros-frigorificos e entre os dias
de abate. No estabelecimento A,
obteve-se apenas uma amostra positiva
(1/96) do total de suabes de carcaca
analisados. Dessa amostra, coletada
apos a escaldagem, houve o isolamento

de L. inoccua. Todas as amostras,
coletadas no ambiente do matadouro-
frigorifico A, resultaram negativas. No
estabelecimento B, 12 (33,3%) do total
de 36 carcacas foram positivas para
Listeria spp. em uma ou mais amostras
coletadas ao longo da linha de abate,
totalizando 11,1% de suabes positivos
(16/144) (Tabela 1). A partir das
amostras ambientais do
estabelecimento B, foi isolada L.
seeligeri do piso da camara fria na
primeira coleta, dois suabes de camara
fria (piso e parede) foram positivos para
L. monocytogenes na segunda coleta, e
L. innocua foi encontrada no piso
proximo a area de evisceracdo na
terceira coleta.

Tabela 1 - Espécies do género Listeria isolados de carcacas que apresentaram ao
menos um resultado positivo (n=12) em trés amostragens realzadas no Frigorifico B
(2008-2009), distribuidas de acordo com a etapa da linha de abate onde foi realizada
a coleta de amostra.

Carcaga Coleta Escaldagem Chamuscamento Evisceragae Camara fria

s

Lm (1/2c)

Il Liva
1 Lin
1 Lin

Lm(1/2c)
Lm (12c)
Lm (12c)
i Lm (1/2c)

] Lin
] Lin Lin
Lin

W o~ @ n e L R

T
T o

Lin

12 0] Lm(iZc)  Lm{1izc)

TOTAL 5 3 5 3

Lin = Listeria innocus “Liva = L wvanovi "Lm= L monocyiogenes [sorotipa)

Os nove isolados de L.
monocytogenes foram classificados em
trés sorotipos: os sete isolados de
carcaca foram identificados como
sorotipo 1/2¢, enquanto os dois isolados
ambientais pertenciam aos sorotipos
1/2a e 1/2b. Esses sorotipos tém sido os
mais frequentemente encontrados em
produtos carneos e no ambiente de
plantas de abate (Thévenot et al., 2006;
Swaminathan & Gerner-Smidt, 2007,
Gianfranceschi et al., 2009; Ochi et al.,
2010). No Brasil, Von Laer et al. (2009)
encontraram, em uma planta de
producao de linguica frescal, 71 isolados
de L. monocytogenes, sendo 59 (71,1%)
do sorotipo 1/2c¢, 10 (12,1%) do sorotipo
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1/2b e 2 (2,4%) do sorotipo 4b. Nesse
estudo, o sorotipo 1/2c foi isolado em
todos os pontos de amostragem, com
excecdo do produto final, demonstrando
a ampla distribuicao de L.
monocytogenes durante a elaboracao
de linguica frescal.

Dentre os sorotipos identificados
em nosso estudo, os sorotipos 1/2a e
1/2b, encontrados no ambiente da
camara fria, ttm sido relacionados com
casos de listeriose em humanos e,
juntamente com o sorotipo 4b sao
responsaveis por 95% dos casos
relatados mundialmente (Gianfranceschi
et al., 2009; Clark et al., 2010). Por
outro lado, o sorotipo 1/2c, Unico
encontrado em carcagas em nosSso
estudo, aparece esporadicamente em
casos de listeriose humana. Na ltalia,
Gianfranceschi et al. (2009), no total de
57 isolados de L. monocytogenes
proveniente de humanos, encontraram
apenas quatro do sorotipo 1/2c, ao
passo que o0s sorotipos 1/2a e 4b
foram os predominantes. A mesma
situacdo foi relatada no Canada, onde,
entre 756 isolados de humanos, apenas
8 pertenciam ao sorotipo 1/2c, enquanto
589 isolados estavam distribuidos
homogeneamente entre 0s sorotipos
1/2a e 4b (Clark et al, 2010).
Entretanto, pelos critérios adotados em
relagdo a inocuidade dos alimentos, a
ocorréncia  de isolado  de L.
monocytogenes, independentemente do
sorotipo, representa risco (Thévenot et
al., 2006) e demanda o estabelecimento
de medidas de controle.

A clivagem dos isolados de L.
monocytogenes, com as enzimas Apal e
Ascl, gerou de oito a treze fragmentos,
variando entre 1.135 e 33,3 Kb (Figura
1). De acordo com os perfis
apresentados, o0s isolados foram
agrupados em dois pulsotipos distintos
(Ap1l/Asl e Ap2/As2). Associando os
pulsotipos com o0 resultado de
sorotipificacao, foi identificado um grupo
clonal, que incluiu todos os isolados de

matadouros frigorificos de suinos

carcagcas amostradas na primeira e na
segunda coleta realizada no frigorifico B

(Tabela 2). Os dois isolados de
ambiente e o isolado de carcaca da
terceira coleta no frigorifico B

apareceram como clones distintos entre
si, e ndo pertenciam ao grupo clonal
identificado.

M Apt  Ap2 M Ast AR

1.135 kb—>

1.135 kb—>

4527 kb—> 4527 kb—>

216,9 kb—> 2169 kb—>

76,8 kb—> 768 kb—>

s
-
-
=
-

3B.3kb—> 333 kb—>

Apal Ascl

Figura 1 — Perfis de macro-restricdo de isolados de Listeria monocytogenes,
provenientes de matadouro frigorifico de suinos clivados com enzima Apal e Ascl.
M, marcador de peso molecular Salmonelia Braenderup clivada com Xbal.

Tabela 2 — Grupos clonais identificados entre isolados de L. monocytogenes
provenientes de carcaca de suinos e ambiente, em trés coletas realizadas no
Frigorifico B
Perfil clonal Pulsotipo Somtipo Origem

| ApliAs] 1zc Carcacas da primeira e segunda
coleta (1, 3, 4,5, 6)
Carcaca da terceira coleta (12)
Fiso da camara fria na segunda
coleta
Parede da cdmara fria na segunda
coleta

1 Ap2iAs2 12e
1] Ap2iAs2 1123

v Ap2iAs2 112b

A técnica de PFGE tem sido
empregada, isolada ou associada a
outros critérios de tipificacdo, para
identificar grupos clonais de L.
monocytogenes envolvidos em surtos e
discriminar a origem da contaminacao
de produtos (Lépes et al.,, 2008; Von
Laer et al., 2009; Clark et al., 2010). A
caracterizacdo, realizada em nosso
estudo por meio de sorotipificacdo e
determinacdo de pulsotipos, evidenciou
gue cinco isolados obtidos de carcacgas
pertenciam a um grupo clonal (I),
estando presentes em  carcagas
originadas de um mesmo turno de abate
ou de carcagas processadas em dias
distintos.
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As origens sugeridas para a
contaminacgdo de carcagas suinas por L.
monocytogenes tém sido o ambiente
dos matadouros-frigorificos ou o0s
proprios animais abatidos
(Chasseignaux et al., 2001; Thévenot et
al., 2006; Von Laer et al.,, 2009). Em
nosso estudo, a origem ambiental da
contaminacdo das carcagcas ndo pode
ser evidenciada, pois os isolados de L.
monocytogenes de ambiente e de
carcaga nao pertenciam ao mesmo
grupo clonal. Portanto, a origem dos
isolados identificado em cinco carcacas
foi, provavelmente, o conteudo intestinal
ou as tonsilas dos animais abatidos.
Suinos podem carrear Listeria spp. no
trato gastrintestinal, como pode ser
evidenciado em estudos que
amostraram fezes e suabes peri-anais
de animais ao abate (Beloeil et al.,
2003). Santos et al. (2005) encontraram
L. monocytogenes na superficie de
carcagas suinas apenas apos as etapas
de evisceracdo e apos resfriamento, e
sugeriram o conteudo intestinal como
provavel fonte de contaminacdo. Porém,
outros estudos (Fredriksoson-Ahoma,
Gerhardt e Stollte, 2009; Hellstrom et
al., 2010) demonstraram que as tonsilas
albergam populacdes de L.
monocytogenes com frequéncia
elevada, tornando o contato de tonsilas
e lingua com o restante da carcaca
durante a retirada das visceras e da
cabeca a mais importante via de sua
contaminacdo (Thévenot et al., 2006;
Hellstrom et al., 2010). Ambas as
hipéteses sao compativeis com o
resultado obtido no presente estudo,
onde os isolados de L. monocytogenes
foram identificados apenas em suabes
colhidos ap6s a evisceracdo e no pré-
refriamento. Da mesma forma, &
provavel que esse grupo clonal entre
repetidas vezes na linha de abate, uma
vez que nesse grupo existiam isolados
encontrados em carcacgas da primeira e
na segunda coleta. Existem diversas
origens possiveis para o grupo clonal

encontrado nas carcagas apos O
processo de evisceracdo: i. 0S animais
podem ter sido infectados nas granjas
de origem ou durante o transporte e
permanéncia nas pocilgas pré-abate,
albergando a bactéria no seu trato
intestinal ou tonsilas; ii. ocorreu a
contaminacdo cruzada entre carcagas,
por meio de utensilios, durante a
evisceracdo. Em ambos os casos, a
implantacdo de boas praticas de
fabricacdo que incluam a adequada
desinfeccdo de utensilios, a oclusdo do
reto impedindo a saida de contetdo do
intestino e a remocgédo de visceras de
forma que ndo ocorra a sua ruptura ou
contato das tonsilas e lingua com a
carcaca, podem contribuir para diminuir
a disseminacdo de L. monocytogenes
durante o abate de suinos.

CONCLUSAO

Listeria monocytogenes pode ser
encontrada no ambiente de matadouros-
frigorificos, bem como contaminando a
superficie de carcacas suinas em linhas
de abate. A identificacdo de um grupo
clonal Unico de L. monocytogenes em
carcacas apenas ap0s a etapa de
evisceracdo indica que essa etapa €
critica para a contaminagcdo cruzada
durante o abate de suinos e deve ser
prioritaria nos programas de boas
praticas de fabricacdo dos matadouros
frigorificos.
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