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1. INTRODUCAO

Listeria monocytogenes €& 0 agente etioldogico da listeriose, uma grave
infeccdo que ocorre principalmente pela ingestdo de alimentos contaminados com o
patdgeno (GHANDI; CHIKINDAS, 2007). Por ser uma bactéria ubiqua e devido aos
surtos associados ao consumo, principalmente, de alimentos processados, tornou-se
uma preocupac¢do para a industria alimenticia (ILSI, 2005).

O conhecimento detalhado sobre a diversidade das cepas de L.
monocytogenes € importante e, para tanto, diversos métodos tém sido
desenvolvidos para diferenciar esse microrganismo em subtipos e grupos clonais, a
fim de melhorar o entendimento sobre sua habilidade de causar surtos e doencas
em humanos (WIEDMANN, 2002; RAGON et al., 2008).

Nesse contexto, o0 método genotipico considerado “padrdo ouro” para a
tipificacdo de cepas de L. monocytogenes € a eletroforese em gel de campo pulsado
(PFGE), uma vez que possui elevada sensibilidade, alto poder discriminatério,
padronizacdo e reprodutibilidade (WIEDMANN, 2002), sendo muito utilizada para a
caracterizacdo epidemioldgica de cepas envolvidas em surtos de listeriose humana.
No entanto, a sensibilidade desta técnica depende da enzima de restricdo que sera
utilizada. Para L. monocytogenes comumente utilizam-se as endonucleases Ascl e
Apal, as quais geram entre 10 e 20 fragmentos visiveis, com pesos moleculares
distintos, que serdo separados por eletroforese, utilizando a PFGE (GRAVES,;
SWAMINATHAN, 2001). Todavia, para assegurar que os padrbes de PFGE de
diferentes géis possam ser comparados com precisdo no banco de dados é utilizado
um marcador padrdo universal: Salmonella enterica sorotipo Braenderup, cepa
H9812 (HUNTER et al., 2005).

Este trabalho teve como objetivo determinar o perfil genotipico e estudar a
disseminacdo de cepas de L. monocytogenes isoladas na cadeia produtiva de
frangos da regido sul do Rio Grande do Sul, utilizando-se a técnica de PFGE.

2. MATERIAIS E METODOS



Foram selecionadas 17 cepas de Listeria monocytogenes originarias da
colegdo de culturas do Laboratério de Microbiologia de Alimentos —
DCTA/FAEM/UFPel. Destas, nove cepas foram isoladas em carcacas de frangos
(provenientes de um frigorifico-abatedouro e do comércio), sete cepas foram
isoladas do ambiente de processamento do mesmo frigorifico-abatedouro e uma
cepa foi isolada da cloaca de frango em um estabelecimento avicola, cujas aves sao
abatidas no mesmo abatedouro. A técnica de PFGE seguiu o protocolo preconizado
pelo CDC (GRAVES; SWAMINATHAN, 2001), com adaptacbes (MENDONCA,
2009).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Disseminacédo de L. monocytogenes no frigorifico abatedouro de frangos

Os resultados obtidos pela PFGE permitiram observar que nesse frigorifico-
abatedouro de frangos algumas cepas de L. monocytogenes apresentavam o
mesmo pulsotipo. As cepas 43 e 45 (sorotipo 1/2b), foram isoladas na 32 coleta, no
piso da sala de evisceracdo e numa carcaca no chiller, e apresentaram o0 mesmo
perfil genotipico (pulsotipo 14Q), sendo, portanto, consideradas idénticas. Da
mesma forma as cepas 22, 44, 50 e 51 (sorotipo 1/2b) que foram isoladas do
produto final carcaca de frango (42 coleta), carcaca no pré chiller (32 coleta), esteira
de cortes amostrada antes do inicio do abate (42 coleta) e esteira de cortes
amostrada no final do abate (42 coleta), respectivamente, que apresentaram
pulsotipo 14N.

A cepa 42 (sorotipo 1/2b), isolada do estrado da mesa de transpasse na 22
coleta apresentou pulsotipo 14P, enquanto a cepa 52, também sorotipo 1/2b, mas
isolada no dreno da sala de resfriamento na 32 coleta, apresentou o pulsotipo 15M.
Ja as cepas 7 e 8 (sorotipo 4b), isoladas na 12 coleta a partir da escova da
depenadeira e da mesa de separacdo de miudos, respectivamente, apresentaram
pulsotipos 18S e 20S.

E importante destacar que as coletas realizadas neste frigorifico-abatedouro
se estenderam por um periodo de seis meses, e que cepas com perfil genotipico
idéntico (pulsotipo 14N — cepas 22, 44, 50 e 51), foram isoladas continuamente
durante todo o periodo de amostragem, o que demonstra sua persisténcia nesse
ambiente.

A presenca de cepas persistentes de L. monocytogenes no ambiente desse
frigorifico-abatedouro e no produto final, associado ao fato da coleta ter sido
realizada antes do inicio das atividades de abate, porém apds os processos de
higienizacdo, sugere a possibilidade de contaminagdo das carcagas de frango a
partir do ambiente de processamento. Este fato tem sido descrito por outros
pesquisadores, que relatam que a contaminacdo do produto final, geralmente ocorre
durante o processamento, e é resultado da presenca de cepas persistentes no
ambiente (MIETTINEM et al., 1999; AUTIO et al., 2002; HEIR et al., 2004).

3.2 Diversidade genética de cepas de L. monocytogenes em frangos
refrigerados comercializados em Pelotas

As cepas 5, 6, 9, 10, 23 e 26 foram isoladas de amostras de frango
refrigerado, provenientes do comércio da cidade de Pelotas, oriundas de dois



frigorificos-abatedouros situados no Estado do Rio Grande do Sul, denominados
Marca A e Marca B.

Todas as cepas foram isoladas de produtos da Marca A, com excecao da
cepa 5, isolada de produto final da Marca B. Essa cepa (sorotipo 1/2a) apresentou
pulsotipo 9L. As cepas 6, 23 e 26, provenientes de uma mesma amostra de frango
refrigerado, apresentaram pulsotipos distintos (8J, 14M e 12N, respectivamente),
demonstrando a existéncia de diferentes clones contaminando essa amostra.

As cepas 9 e 10, sorotipo 4e, isoladas a partir de frango refrigerado do
comércio, ambas da mesma marca (Marca A), apresentaram 0S mesmos perfis
genotipicos (pulsotipo 7H).

3.3 L. monocytogenes em estabelecimento avicola na regido sul do Rio Gra  nde
do Sul

Foram amostrados 35 aviarios localizados na regiéo sul do Rio Grande do sul,
onde se isolou uma cepa (cepa 11) a partir da cloaca das aves (NALERIO, 2007).
Esta cepa pertence ao sorotipo 4e e foi isolada em um estabelecimento avicola
cujas aves sao abatidas no frigorifico-abatedouro amostrado neste estudo. A cepa
11 apresentou pulsotipo 7H, o mesmo das cepas 9 e 10, isoladas em frangos
refrigerados, também comercializados por essa industria. Esse resultado € bastante
interessante, pois demonstra a importancia da matéria-prima na introducéo de cepas
no ambiente dessa industria, e posterior contaminagdo do produto final. Apenas
essas trés cepas pertenciam ao sorotipo 4e e todas foram geneticamente
indistinguiveis.

4. CONCLUSAO

A presenca de pulsotipos idénticos no ambiente e no produto final do
frigorifico-abatedouro avaliado indica a ocorréncia de contaminagdo cruzada. Além
disso, cepas geneticamente indistinguiveis foram isoladas durante todo o periodo de
amostragem, o que demonstra a persisténcia de determinados clones no ambiente
dessa industria.
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