OCORRÊNCIA E DISSEMINAÇÃO DE Listeria monocytogenes EM PLANTAS DE PROCESSAMENTO DE LINGÜIÇA MISTA DO TIPO FRESCAL ATRAVÉS DA TÉCNICA DE RAPD

*Macedo, M.R.P; Lima, A. S.; von Laer, A. E.; **Trindade, P. S. Silva, W. P

*Bolsista PIBIC/CNPq
**Bolsista FAPERGS
UFPel – FAEM – DCTA – Laboratório de Microbiologia de Alimentos

marapema@yahoo.com.br

1. INTRODUÇÃO

A disseminação de Listeria monocytogenes – bactéria com capacidade de formar biofilmes e causadora de listeriose – em plantas de processamento de lingüiça mista do tipo frescal, produto de grande aceitação popular no Brasil, é, ainda, pouco esclarecida, tornando-se relevante avaliar sua presença nesses produtos, bem como identificar cada isolado, visando rastrear sua origem, controlar seus pontos críticos na linha de processamento e assegurar um alimento de qualidade higiênico-sanitária.

A técnica polimorfismo do DNA por amplificação aleatória – RAPD apresenta uma série de vantagens práticas que podem ser resumidas em dois atributos: simplicidade e rapidez. RAPD reúne a simplicidade técnica da visualização direta dos marcadores isoenzimáticos, com o poder de resolução dos marcadores de DNA. O uso dessa técnica não requer experiência aprofundada em biologia molecular, instalações sofisticadas de laboratório, nem exige o desenvolvimento prévio de uma biblioteca de sondas específicas para o organismo de interesse. Um conjunto único de primers arbitrários pode ser utilizado para qualquer organismo, eliminando assim a necessidade do conhecimento prévio da seqüência, resultando em menos gastos com mão-de-obra e, otimizando a aquisição de reagentes e suprimentos. Salienta-se ainda, por um bom poder discriminatório, tornando-se uma ótima ferramenta em estudos epidemiológicos e de rastreabilidade de pontos críticos de controle em plantas de processamento de alimentos.


Assim, o objetivo deste trabalho foi determinar pontos críticos de contaminação por Listeria monocytogenes, bem como estudar o sua disseminação em uma planta de processamento de lingüiça mista do tipo frescal.

2. MATERIAL E MÉTODOS

As amostragens foram realizadas em uma planta de processamento de alimentos, do município de Pelotas, RS.

Foram realizadas coletas semanais, durante três meses consecutivos (agosto, setembro e outubro), da matéria-prima utilizada no preparo da lingüiça (carne e gordura suína e bovina e carne mecanicamente separada de frango) do ambiente de processamento (drenos, mesas, caixas e carrinhos), das superfícies dos equipamentos (moedor, misturador e embutideira), mãos de manipuladores e produto final de 0, 15 e 30 dias.

O isolamento de Listeria spp., bem como sua identificação fenotípica e bioquímica, foram realizados segundo metodologia proposta por FARBER et al. [4]. 

A caracterização molecular das linhagens isoladas deu-se através de amplificação de fragmentos bacterianos pela técnica de RAPD com os primers UBC 127 e UBC 155, seguida de eletroforese e análise dos fragmentos amplificados. A avaliação dos dados obtidos na RAPD foi feita agrupando-se os perfis encontrados.

3. RESULTADOS E DISCUSSÃO

Neste trabalho, avaliou-se um total de 68 amostras, sendo 15 amostras de matéria-prima, 19 de ambiente de processamento, 5 de manipuladores, 24 de equipamentos e 5 de produto final (Tabela 1).  Deste total, 65 (95,6%) amostras apresentaram-se contaminadas com Listeria spp.

L. innocua foi a espécie prevalente encontrada neste estudo, seguida por L. monocytogenes, L. welshimeri e L. seeligeri. Esta prevalência de L. innocua está em concordância com vários trabalhos relatados na literatura, que também citam esta espécie como a mais comumente encontrada, tanto em alimentos, quanto em amostras ambientais [4,3].

É interessante frisar que, embora apenas L. monocytogenes seja patogênica para humanos, todas as espécies de Listeria apresentam um padrão de crescimento e comportamento similar frente às diferentes condições de cultivo [1]. Portanto, a presença de Listeria spp. em 95,6% das amostras estudadas neste trabalho, pode indicar uma maior probabilidade da ocorrência de L. monocytogenes, constituindo-se, assim, num fator indicativo de risco com relação à segurança alimentar.
Apesar de ter sido isolada em todas as amostras de produto final, L. monocytogenes não foi encontrada na matéria-prima amostrada, tendo sido isolada, entretanto, na massa pronta para o embutimento, onde as carnes já estavam trituradas e misturadas com os condimentos e demais ingredientes da lingüiça. O fato de não ter sido encontrada contaminação pelo patógeno na matéria-prima, e dessa massa ser coletada após o contato com equipamentos, caixas e manipuladores, demonstra que a contaminação da “massa” ocorreu na própria planta de processamento.

TABELA 1 – Ocorrência de L. monocytogenes em diferentes tipos de amostras coletadas em uma planta de processamento de lingüiça mista frescal em Pelotas, RS.

	Amostra
	Nº de amostras analisadas
	Nº de amostras positivas (%)

	Produto final
	5
	5 (100,0)

	Matéria-prima
	10
	0 (0,0)

	Massa pronta para embutir
	5
	2 (40,0)

	Equipamentos
	24
	5 (20,8)

	Ambiente
	19
	4 (21,1)

	Manipuladores
	5
	1 (20,0)

	Total
	68
	17 (25,0)


As 141 linhagens de L. monocytogenes isoladas foram submetidas à análise molecular da RAPD com os primers UBC 127 e UBC 155.

Com o primer UBC 127 identificou-se 12 perfis diferentes de DNA, com 5 a 10 bandas distintas. Os pesos moleculares das bandas variaram entre 420 e 2835 pb (Figura 1). Para esse iniciador observou-se que aos perfis 1 e 11 pertenciam, respectivamente, 37 (26,2%) e 17 (12,1%) linhagens, estando as demais distribuídas entre os diferentes perfis.

Empregando-se o primer UBC 155, se identificou 10 perfis de DNA com 2 a 8 bandas, com pesos moleculares variando de 250 a 2987 pb (Figura 2). O maior número de linhagens pertenceu aos perfis A, B e E, com 50 (28,4%), 31 (21,8%) e 50 (35,5%) isolados, respectivamente.
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FIGURA 1: Análise eletroforética em gel de agarose 1,5%: canaletas 1 a 12: padrões de bandas do DNA dos perfis 1 a 12, obtidos com o primer UBC 127; canaleta 13: L. monocytogenes Scott A (L.a.); canaleta 14: controle negativo (-); canaleta 15: Marcador de peso molecular Ladder 100pb (M);


FIGURA 2: Análise eletroforética em gel de agarose 1,5%: canaletas 1 a 10: padrões de bandas do DNA dos perfis A a J, obtidos com o primer UBC 155; canaleta 11: L. monocytogenes Scott A (L.a.); canaleta 12: controle negativo (-); canaleta 13: Marcador de peso molecular Ladder 100pb (M)

Convencionou-se chamar de “perfis RAPD combinados”, àqueles padrões obtidos pela combinação dos perfis RAPD gerados individualmente com os primers UBC 127 e UBC 155. Desta forma, as 141 linhagens de L. monocytogenes foram distribuídas entre 29 perfis RAPD combinados. Em cada perfil RAPD foram alocadas de uma a 20 linhagens de L. monocytogenes. Os perfis com maior número de linhagens foram 1A, 8E e 11B, com 20, 13 e 13 linhagens, respectivamente.


Foram identificadas linhagens pertencentes aos perfis 2A e 11B, isoladas na massa pronta para o embutimento, no ambiente de processamento (caixas), e no equipamento misturador que, também foram isoladas no produto final. Linhagens do perfil 3B foram isoladas nos equipamentos (moedor e amarrador) e no ambiente de processamento (carrinhos), caracterizando sua distribuição na linha de processamento. Nos diferentes tempos de amostragens de produtos finais foram encontrados diversos perfis geneticamente relacionados entre si, como o 2A, 6E e 7E, por exemplo, evidenciando, portanto, a persistência dessas linhagens no ambiente de processamento, ainda que não tenham sido detectadas em outras amostras. Além de perfis geneticamente relacionados, foram encontrados perfis exclusivos do produto final – 1B, 1H, 1I, 2B, 3A, 4D, 4H, 5A, 6E, 7A, 7E, 7I, 7J, 8E, 10A, 11A e 12G – sugerindo que existem mais pontos contaminando este alimento, além daqueles analisados neste trabalho ou, ainda, que a contaminação da matéria-prima e/ou da planta possa ter sido subestimada. A detecção de perfis geneticamente relacionados em diferentes equipamentos, bem como no produto final, sugerem que as linhagens encontradas provenientes de um único clone. Outros perfis também se mostraram exclusivos, sendo constituídos por linhagens isoladas dos equipamentos (3C e 3D, com 1 e 4 isolados, provenientes do moedor e amarrador, respectivamente) e do ambiente de processamento (3J e 6B, com 1 isolado cada um, proveniente do carrinho e da mesa, respectivamente). Já o perfil 3B alocou linhagens isoladas dos equipamentos e do ambiente de processamento, com 5 isolados dos equipamentos (3 do moedor e 2 do amarrador) e 1 do ambiente de processamento (carrinho). Essas linhagens, embora não tenham contaminado o produto final, parecem estar estabelecidas nessa planta de processamento, resistindo aos procedimentos de limpeza e sanificação usados.
4.CONCLUSÕES

A ocorrência de Listeria spp. e, particularmente, L. monocytogenes na linha de processamento avaliada foi elevada: 98,5% e 25,0%, respectivamente. Pelo menos dois problemas relativos a contaminação com L. monocytogenes estão ocorrendo nesta linha de processamento: persistência e recontaminação, haja visto que algumas linhagens permaneceram durante todo o período de coleta, sem terem sido eliminadas com os procedimentos de limpeza utilizados, enquanto outras estão sendo constantemente reintroduzidas na planta de processamento.
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