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1. Introdução

A ausência de boas práticas higiênicas na produção de alimentos, pode tornar o ambiente de processamento a fonte de linhagens virulentas, com habilidade para colonizar equipamentos e contaminar o produto final [8]. Neste sentido, destacam-se as plantas de processamento de lingüiça mista frescal, cujo embutimento exige intensa manipulação e contato direto com utensílios e equipamentos.

A subtipificação de linhagens bacterianas tem se tornado uma importante ferramenta em investigações epidemiológicas, proporcionando relacionar casos ou surtos da doença com a fonte de contaminação. Da mesma forma para a indústria de alimenos, pois pode permitir que sejam identificadas as rotas de contaminação de produtos alimentícios [1]. A Eletroforese em Gel de Campo Pulsado (PFGE) tem sido amplamente aplicada na subtipificação de Listeria monocytogenes, principalmente em investigações epidemiológicas e no mapeamento de contaminações em plantas de processamento de alimentos, salientando-se por ser uma técnica molecular, universal, com bom poder discriminatório, alta reprodutibilidade, de fácil interpretação e que está padronizada para vários organismos, inclusive L. monocytogenes [2,4].

O objetivo deste trabalho foi identificar a rota de contaminação do produto final em uma planta de processamento de lingüiça mista frescal através de PFGE.

2. Material e métodos
Foram realizadas 5 coletas em uma planta de processamento de lingüiça mista frescal, avaliando-se os seguintes pontos de amostragem: matéria-prima (carne suína, gordura suína e carne bovina); massa pronta para o embutimento; equipamentos (desintegrador de blocos, moedor, misturador, embutideira e equipamento amarrador); ambiente e superfícies (caixas plásticas, carrinhos, mesas e drenos); manipuladores e produto final. Foram isoladas 83 linhagens de L. monocytogenes, as quais foram submetidas a subtipificação através da técnica de PFGE seguindo o protocolo preconizado pelo CDC [5], utilizando L. monocytogenes H2446 como padrão de referência, e como endonucleases de restrição (RE), as enzimas Asc I e Apa I.

Os perfis genéticos gerados foram avaliados e a combinação dos perfis obtidos com as duas enzimas gerou o perfil denominado neste trabalho de perfil PFGE.

3. Resultados e discussão
Todas as 83 linhagens de L. monocytogenes foram subtipificáveis pela técnica de PFGE (Tabela 01).

Tabela 01 – Identificação e origem de 83 linhagens de L. monocytogenes submetidas a subtificação por PFGE

	Origem
	Identificação das linhagens
	Total (%)

	Produto final
	10 – 14; 36 – 50; 91 – 99; 106 – 127; 137 – 143
	58 (69,9%)

	Massa pronta p/ embutimento
	1
	1 (1,2%)

	Equipamentos
	2 – 4; 7; 8; 28 – 30; 32 – 35; 134; 135
	14 (16,9%)

	Ambiente
	5; 6; 9; 90; 136
	5 (6,0%)

	Manipuladores
	100 – 104
	5 (6,0%)


Verificou-se que cinco amostras (2 de produto final, 1 do moedor, 1 do equipamento amarrador e 1 dos manipuladores) apresentaram contaminação por mais de um clone, o que foi evidenciado pela presença de perfis genéticos diferentes. A contaminação de amostras provenientes de plantas processadoras de alimentos por mais de um pulsotipo já havia sido relatada em outras pesquisas, como no estudo realizado por Autio et al. [2], que detectaram mais de um pulsotipo em 23, das 587 amostras coletadas em planta de processamento de truta arco-íris defumada a frio. Da mesma forma, na pesquisa realizada por Dauphin et al. [4], os quais subtipificaram através de PFGE, 155 linhagens de L. monocytogenes (138 de salmão defumado a frio e do ambiente da planta de processamento e 17 de vários outros frutos do mar) com as endonucleases Apa I e Sma I e encontraram 20 diferentes pulsotipos, sendo que 8 das amostras estavam contaminadas com 2 diferentes pulsotipos e 3, com 3 diferentes pulsotipos.

O produto final apresentou o maior número de pulsotipos (17), sendo a maioria exclusivos (P5; P8; P9; P10; P11; P13; P15; P17; P18; P19; P20; P21; P22), ou seja, que não foram isolados em nenhuma outra amostra. Essas linhagens com perfil genético exclusivo poderiam estar presentes na planta, porém, em quantidade que não foi possível detectar, mas que, uma vez encontrando condições para contaminar a massa, se multiplicariam durante o período de 24 h de armazenamento em câmara fria podendo, portanto, serem detectadas no produto final. Corroborando estes resultados, Cruz [3] traçou o perfil PFGE de 181 linhagens de L. monocytogenes isoladas em uma linha de produção de salmão “gravlax”, com o intuito de esclarecer a disseminação desse patógeno naquela indústria e verificou que as amostras do produto final foram as que apresentaram o maior número de pulsotipos, bem como, pulsotipos exclusivos. Da mesma forma, Senczek et al. [9] subtipificaram 89 linhagens de L. monocytogenes isoladas de uma planta de processamento de carne, através da PFGE, com o uso das endonucleases Sma I e Apa I e observaram que o produto final estava contaminado com maior número de pulsotipos (10) que todas as demais amostras, o que demonstra a importância da contaminação cruzada dentro da indústria de alimentos. 

Lundén et al. [7], na Finlândia, coletaram, durante vários anos, amostras de ambiente, equipamentos e produto final em 4 plantas processadoras de alimentos (3 indústrias de produtos cárneos prontos para o consumo e 1 de produtos de aves), isolando um total de 596 linhagens de L. monocytogenes. Esses autores relatam que todas as plantas de processamento estavam contaminadas com 1 ou mais clones que persistiam no ambiente, além de vários encontrados esporadicamente. Através da análise da distribuição dos pulsotipos nas linhas de processamento e nos produtos finais, os autores concluíram que os equipamentos e as superfícies que entram em contato direto com o produto parecem ter o papel principal na sustentação e na disseminação da contaminação por L. monocytogenes. Senczek et al. [9] subtipificaram, através de PFGE, 89 linhagens de L. monocytogenes isoladas em uma planta de processamento de carne e constataram que um pulsotipo (pulsotipo B) mostrou maior predominância na linha de processamento e que esse pulsotipo foi isolado repetidamente nos mesmos locais de amostragem, confirmando a habilidade de certas linhagens de se adaptarem e sobreviverem em determinadas condições ambientais por longos períodos, o que também foi relatado por Autio et al. [2].

Neste estudo constatou-se, a semelhança do que foi relatado pelos autores acima citados, que os pulsotipos P1 (1ª e 2ª coletas: moedor e produto final), P2 (2ª e 4ª coletas: equipamento amarrador, embutideira, produto final e manipuladores), P4 (1ª e 5ª coletas: caixas e mesas), P7 (2ª e 4ª coletas: equipamento amarrador e manipuladores), P9 (2ª e 4ª coletas: produto final) e P16 (1ª e 2ª coletas: misturador, carrinhos e equipamento amarrador) persistiram no ambiente da planta de processamento avaliada, tendo em vista que foram isolados em mais de uma coleta, caracterizando-se, portanto, por estarem adaptados ao ambiente e colonizarem a linha de produção, tendo grande importância na contaminação do produto final. 

Linhagens pertencentes aos pulsotipos P2, P16 e P14 foram encontradas em uma mesma coleta contaminando mais de um ponto de amostragem na linha de processamento (P2: amarrador, embutideira e produto final; P16: misturador e carrinhos; P14 embutideira e produto final), fato que evidencia a disseminação durante o processamento, podendo chegar a contaminar o produto final como foi o caso das linhagens pertencentes aos pulsotipos P2 e P14. A distribuição dos pulsotipos por ponto de amostragem e por coletas pode ser visualizada na Tabela 02.

Tabela 02 – Distribuição por ponto de amostragem e por coleta dos perfis combinados PFGE das 83 linhagens de L. monocytogenes isoladas em uma planta de processamento de lingüiça mista frescal 

	Pontos de amostragem
	1ª coleta
	2ª coleta
	3ª coleta
	4ª coleta
	5ª coleta

	Produto final
	P5
	P8; P15; P2b; P17; P18; P9c; P10; P1d
	P11
	P13; P9c; P21; P20; P19; P22
	P14f

	Massa pronta p/ o embutimento
	P3
	-
	-
	-
	-

	Equipamentos
	P1d; P16a; P6
	P7e; P2b; P16a
	-
	-
	P14f

	Ambiente
	P4g; P16a
	-
	P12
	-
	P4g

	Manipuladores
	-
	-
	-
	P7e; P2b
	-


· L. monocytogenes não detectada

a, b, c, d, e, f, g indica que o grupo foi encontrado em outras coletas e/ou amostras

Apesar da existência de perfis exclusivos ao produto final, através da subtipificação por PFGE foi possível identificar importantes fontes de contaminação do produto final na planta de processamento: todos os equipamentos (com exceção do desintegrador de blocos), os manipuladores e os carrinhos. Este fato salienta a ineficiência dos processos de sanificação utilizados naquela indústria, e a importância da implementação das BPF (boas práticas de fabricação) e/ ou de outros sistemas que garantam a inocuidade do produto final.
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5. conclusões

· PFGE permitiu evidenciar a existência de linhagens melhor adaptadas ao ambiente e/ou equipamentos, porém, que não chegam viáveis ao produto final;
· a contaminação do produto final ocorreu através de contaminação cruzada, principalmente pelos manipuladores e equipamentos.
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