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RESUMO

As Doencas Veiculadas por Alimentos (DVA) representam uma séria preocupacdo para a
saude publica devido a sua alta capacidade de transmissdo por meio de alimentos
contaminados. Este estudo tem como objetivo verificar a ocorréncia de Listeria
monocytogenes em alimentos de consumo comum no Distrito Federal, buscando alertar
sobre a implementacdo de medidas de controle e vigildncia para reduzir a disseminacdo do
patégeno na populacdo brasileira. Listeria monocytogenes é uma bactéria gram-positiva e
anaerdbia facultativa, que demonstra notavel capacidade de sobreviver em ambientes
desafiadores, incluindo baixas temperaturas e ambientes 4cidos, o que a torna
especialmente relevante no contexto das DVAs. Além disso, ela pode formar biofilmes em
equipamentos usados na industria alimenticia, o que aumenta o risco de contaminacdo ao
longo da cadeia de produgdo. A contaminagdo por essa bactéria geralmente esta associada
ao consumo de alimentos crus ou insuficientemente cozidos, como leite cru, queijos ndo
pasteurizados, carnes mal passadas, vegetais crus, salsichas e alimentos refrigerados. A
Listeriose, doenga causada por este agente, pode variar de leve a grave e afeta
principalmente grupos de risco, como idosos, neonatos, gestantes e imunocomprometidos,
podendo levar a complicagdes sérias, incluindo meningite, septicemia e aborto. A letalidade
da Listeriose pode chegar a 30%, mesmo com tratamento adequado, o que torna essa
doenca um importante problema de salde publica. No Brasil, a Listeriose é subnotificada e
subdiagnosticada, o que dificulta a avaliacgdo do seu impacto no pais. Nesse contexto, a
presente analise de alimentos, dentre eles carnes, leite, queijos e embutidos, revelou
indicios compativeis com a presenca de Listeria monocytogenes somente na amostra de
paleta bovina (da primeira rodada de testes) e de paleta bovina moida (da segunda rodada
de testes). Estas amostras foram submetidas a testes para avaliar a sensibilidade a
antimicrobianos. Tais resultados sugerem a possibilidade de contaminagdao em diversos
pontos da cadeia produtiva, como locais de controle, manuseio e abate de animais, além do
processamento de moedor e fatiamento de carne. E essencial identificar os alimentos de
maior risco e implementar estratégias de eliminacdo do patdgeno. No entanto, é necessario
realizar mais estudos para garantir a seguranca das diferentes abordagens de controle, como
uso de tecnologias de irradiacdo gama e fagos, além de embalagens com nanofibras, por
exemplo. Portanto, torna-se crucial garantir condi¢des higiénicas e sanitarias adequadas de
producdo, transporte e armazenamento de alimentos. Além disso, deve-se promover o
incentivo ao financiamento de pesquisas voltadas para o desenvolvimento de tecnologias
gue reduzam os riscos de contaminacdo, bem como estudos sobre a incidéncia do patdgeno
em produtos carneos e processados. Destaca-se, por fim, a importdncia desta pesquisa como
medida essencial para fornecer dados que aprimorem a compreensdo e o monitoramento
adequado da presenca de Listeria monocytogenes nos alimentos consumidos diariamente
pela populacdo brasileira, contribuindo para a seguranca alimentar e prevencdo a saude da
populagdo.

Palavras-chave: Listeria monocytogenes; listeriose; segurancga alimentar.
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1. INTRODUCAO

Doencas veiculadas por alimentos (DVA) sdo extremamente importantes para a saude
publica devido ao alto potencial de transmissibilidade (Silva, 2021). Sendo que, de acordo
com a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), cerca de 250 tipos de infec¢des sdo causadas
por alimentos contaminados com bactérias, parasitas, virus, toxinas e residuos quimicos

(Souza, 2021).

O género Listeria spp. apresenta bacilos gram-positivos, que podem se apresentar
Gram-labeis, curtos e curvos, e corresponde as seis espécies L. monocytogenes, L. ivanovii, L.
seeligeri, L.innocua, L.welshimeri e L. grayi. Sendo, de fato, a L. monocytogenes de maior
relevancia para o homem, uma vez que é relacionada a uma grande variedade de
manifestacdes clinicas graves, que afetam, principalmente, grupos de risco como idosos,
neonatos, gestantes, imunocomprometidos, ou seja, refere-se a um patdgeno oportunista.
Entretanto, podem também apresentar-se de forma mais branda em pacientes previamente

higidos (Silva, 2021).

A Listeria monocytogenes é uma bactéria gram-positiva, anaerdbia facultativa,
catalase positiva e oxidase negativa, além de ndo produtora de esporos (Souza, 2021). Sua
transmissdo ocorre por via ocular, respiratdria, cutanea e urogenital, sendo estas, menos
frequentes, ou através da ingestdo de alimentos contaminados, circunstancia mais incidente
(Byrne, 2014; Lopes, 2013). Nesse sentido, é a espécie com maior relevancia clinica causando
Listeriose, doenca responsavel por causar altas taxas de letalidade, chegando de 20% a 30%,
mesmo com tratamento adequado. Entretanto, no Brasil, permanece sendo uma doenca

subdiagnosticada e subnotificada (Souza, 2021).

A doenca manifesta-se em sua forma ndo invasiva com sintomas gripais e
gastrointestinais. Contudo, a forma invasiva pode ocorrer como meningite, septicemia e
abortos (Byrne, 2014). Nesse cenario, recebe destaque devido ao indice elevado de infeccao
por alimentos contaminados, principalmente devido a inadequada manipulagdo dos
produtos, mormente de origem animal, e controle higiénico-sanitario deficitario (Silva,

2021).
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Esta espécie bacteriana é encontrada em solo, agua, esgoto e vegetacdo, além da
microbiota fecal de diversos animais, o que facilita sua permanéncia no ambiente. E também
contaminante alimentar com capacidade de crescer na superficie de diversos alimentos,
como leite cru e seus derivados, vegetais crus, aves, peixes e carnes frescas ou processadas
(Koneman, 2018). Pode ainda ser isolada em drenos e diversos tipos de materiais da

industria alimenticia, principalmente refrigeradores e freezers (Melo, 2015).

A refrigeracdo, método de controle de diversos patdgenos nas linhas de producdo das
industrias alimenticias, responsdvel, normalmente, por inibir a proliferacio de
microrganismos e manter os produtos vidveis para o consumo, ndo é eficaz quando se trata
da Listeria monocytogenes, uma vez que esta apresenta resisténcia a baixas temperaturas,
tornando a eliminacdo do patégeno desses setores de producdo dificultada (Koneman, 2018;
Melo, 2014). Ademais, a bactéria sobrevive a repetidos processos de congelamento e

descongelamento, o que facilita a contaminacgao de diversos alimentos (Souza, 2021).

Além disso, a L. monocytogenes também apresenta, como fator de resisténcia, a
capacidade de sobreviver em meios indspitos como grandes variagdes de temperatura e pH,
por exemplo, bem como se multiplicar na presenca de altas concentracdes de sal. Ou seja,
tais caracteristicas sdo fundamentais para a sobrevivéncia em alimentos que utilizam NaCl e
temperaturas baixas para a sua conservacao (Souza, 2021). Além disso, tratando-se de um
microrganismo anaerdbico facultativo, é resistente as condi¢des diversas de embalagens e

armazenamento de alimentos (Melo, 2014).

Diante disso, a capacidade de alta viruléncia e transmissibilidade é justificada ndo sé
por caracteristicas psicotroficas e comportamentais de crescimento bacteriano, mas também
devido a capacidade de adesdo e desenvolvimento de biofilme em superficies como vidro,
poliestireno e polipropileno, ou seja, estruturas que compdem os equipamentos de
processamento de industrias alimentares. Nesse sentido, o risco de contaminacdo existe em

diferentes etapas da cadeia de producao (Souza, 2021).

O CDC (Centers of Disease Control and Prevention, EUA), por exemplo, observou
surtos da doencga e, a partir de um estudo, publicou diretrizes para prevenc¢ao da transmissao

por alimentos que incluem lavar e/ou cozinhar completamente os alimentos crus de origem
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animal ou vegetal antes do seu consumo e se alimentar de leite e de seus derivados

pasteurizados (Koneman, 2018).

O primeiro surto de listeriose de origem alimenticia foi relatado, em 1981, no Canad3,
através de uma salada de repolho contaminada ainda na plantagdao por meio de adubo de
animal contaminado, afetando 52 pessoas sendo 11 delas levadas a 6bito. H4 um enorme
risco de esses alimentos serem ingeridos dentro do ambiente hospitalar, local onde
geralmente ha, em sua maior parte, individuos pertencentes ao grupo de risco, como

ocorreu na Finlandia em 1998 e 1999 (Byrne, 2014).

-

E imprescindivel que haja um rigido controle de qualidade dos padrdes exigidos e
recomendados, associado a todo o processamento do produto a fim de evitar novos casos,
uma vez que a doenca ndo €, de fato, diagnosticada e notificada de forma criteriosa no Brasil,
0 que impede a anadlise correta do impacto de sua infecgdo no pais (Lopes, 2013). Dessa
forma, a avaliacdo da presenca da Listeria monocytogenes contribui para o bem-estar e
saude do consumidor, vista as graves consequéncias da infeccdo e a alta taxa de letalidade

(Lopes, 2013).

OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

Verificar a ocorréncia de Listeria monocytogenes em frangos, carne bovina, laticinios e
embutidos a venda para consumo em mercados do Distrito Federal, considerando unidades
de venda distintas e em intervalos de tempo diferentes para a pesquisa. O estudo servira
como indicador de qualidade higiénico-sanitaria dos alimentos comercializados e do seu

processo produtivo.
OBIJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar a presenca de Listeria monocytogenes em queijos nao-pasteurizados, leite,
salsicha, frango e carne bovina de supermercados do Distrito Federal.
e Alertar para a necessidade da implementacdo de medidas de controle e vigilancia da

bactéria, de forma a monitorar o risco de contaminacdo na populacgao.
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e Compreender o potencial que os alimentos mal processados tém de causar infec¢bes
em diversos sitios anatdmicos e a importancia do monitoramento efetivo para o
sistema de saude publico.

e Avaliar o potencial contaminante existente na cadeia produtiva, que inclui o
processamento e distribuicdo de alimentos prontos para o consumo.

e Avaliar a resisténcia das cepas de Listeria monocytogenes aos antimicrobianos
disponiveis sugeridos pela metodologia do Brazilian Committee on Antimicrobial
Susceptibility Testing (BrCAST):

o Meropenem;
o Eritromicina;

o Sulfametoxazol-trimetoprim.

2. FUNDAMENTACAO TEORICA

A populagdo brasileira tem habitos alimentares que compdem suas refei¢cdes didrias
em leites e laticinios, bem como ovos, carnes e derivados, desde o café da manha até o
jantar. Deste modo, a Listeriose se torna um grande problema de saude publica, uma vez que
o patégeno é encontrado nesses alimentos e pode ser contaminante sem qualquer
sazonalidade, caso ndo sejam cumpridas as medidas e protocolos basicos de higienizacdo

(Sakate, 2005).

Existem alimentos que sdo considerados de alto risco de contaminacdo, entre eles
destacam-se o leite cru e os queijos ndo pasteurizados, vegetais consumidos sem cozimento,
salsichas, carnes mal passadas ou cruas, aves, peixes e outros alimentos armazenados sob
refrigeracdo, como frutos do mar, por exemplo (Souza, 2021). E importante salientar que
tanto a contaminagdo de carnes quanto de vegetais crus é uma ocorréncia frequente, sendo
gue ambos tém relevancia dietética para o ser humano, o que ressalta a necessidade de

identificar produtos contaminados para garantir a seguranca alimentar (Barancelli, 2011).

Dentro desse contexto, é valido considerar os principais reservatérios da bactéria
Listeria monocytogenes, sendo o trato gastrointestinal de animais uma fonte pertinente.

Apesar de esses animais atuarem como portadores assintomaticos da bactéria, eles sdo o
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principal foco de colonizacdo e disseminacdo (Souza, 2021). Decerto, o Brasil destaca-se
como um dos principais produtores mundiais de carnes e seus derivados, além de ser o
maior exportador de carne bovina em escala global. No ano de 2020, a producao brasileira
de carne bovina atingiu aproximadamente 10,10 milhGes de toneladas equivalente a carcaca,
com cerca de 74% destinados ao consumo interno. Em média, cada cidadao brasileiro

consumiu cerca de 24,4 kg desse tipo de carne (Malafaia, 2021).

De fato, a carne bovina é a segunda op¢ao mais consumida pela populagao brasileira,
ficando atras apenas das aves. Entretanto, é fundamental ressaltar a importancia de
monitorar a contaminac¢do nos produtos carneos, uma vez que essa ocorre ao longo de vdrias
etapas do processo, desde o abate até o processamento. Contaminantes, tais como
utensilios como facas e equipamentos, além das m3os dos operarios envolvidos, podem ser

responsaveis por contaminar superficialmente a carne (Soares, 2017).

O género Listeria spp. é composto por bacilos que podem ser classificados como
gram-positivos ou gram-labeis. S30 microrganismos que podem existir tanto dentro quanto
fora das células, apresentando-se em arranjos em forma de V ou Y e ndo possuem
capacidade de formar esporos, tampouco sdo encapsulados. S3o anaerébios facultativos e
possuem flagelos peritriquios (Byrne, 2014; Koneman, 2018). Essas caracteristicas conferem

uma ampla distribuicdo na natureza (Souza, 2021).

Segundo a Laborclin (2022), empresa fornecedora de produtos destinados ao uso em
laboratérios, o Agar Listeria de Ottaviani & Agosti (ALOA) pode ser utilizado para o
isolamento de Listeria spp, incluindo a Listeria monocytogenes, tendo em vista que é um
meio cromogenico e seletivo para o crescimento de tal bactéria. A empresa afirma que, por
hidrolisar o composto cromogénico, a Listeria monocytogenes forma col6nias verde-azuladas

nas placas de ALOA.

Sob uma perspectiva bioquimica, tais microrganismos sdo catalase positivos, oxidase
negativos e modveis, com motilidade caracteristica em forma de guarda-chuva em meio
semissdlido, embora essa capacidade motora seja reduzida entre 352C e 379C. Eles sdo
capazes de crescer na presenca de bile e de hidrolisar a esculina. Além disso, desenvolvem-se
adequadamente em temperaturas variando de 02C a 352C, ndo produzem H2S, mas geram

acido e acetoina (reacdo de Voges-Proskauer positiva) a partir da glicose. Apresentam
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resultado positivo para o teste de Vermelho de Metila e arginina, enquanto o indol (produto

da degradacdo do triptofano) e a urease sao negativos (Byrne, 2014; Koneman, 2018).

O isolamento do patdgeno em meios de cultura pode ser realizado a partir de
amostras de alimentos e fluidos biolégicos (Byrne, 2014; Koneman, 2018). As colOnias
crescem bem em Agar Sangue de Carneiro (SBA), apresentando coloracio
branco-acinzentada e exibindo beta-hemodlise em 18-24 horas de incubac¢do. Foi constatado
gue o agar Sangue (Oxoid) com 5% de sangue de cavalo permite melhor deteccdo da
atividade da hemolisina. Por ser semelhante aos Streptococcus, spp., deve-se sempre realizar

microscopia por Gram e o teste de catalase (Byrne, 2014; Koneman, 2018).

A diferenciacdo de espécies hemoliticas (beta-hemdlise produzida no agar sangue e
CAMP Teste positivo) se da através da observacdo dos testes de fermentacdo. A Listeria
monocytogenes é um microrganismo fermentador, ou seja, é capaz de produzir acido a partir
da glicose. Nao fermenta o carboidrato Xilose e fermenta a Ramnose, enquanto outras
espécies metabolizam a Xilose e ndo utilizam a Ramnose (Jantzen, 2006; Koneman, 2018).
Existem também Kits de identificacdo para Listeria spp. como APl Coryne (BioMérieux),
RapID CB-Plus (Remel), API Listeria (BioMérieux) e Micro-ID Listeria (Remel) (Koneman,

2018).

A Listeria monocytogenes é uma bactéria amplamente disseminada, podendo ser
encontrada no solo, dgua, vegetacao, animais e alimentos. Ela possui a capacidade de crescer
bem em temperaturas de refrigeracdo e congelamento, bem como amplas faixas de pH, além
de tolerar ambientes salinos com até 10% de NaCl, permitindo sua sobrevivéncia em
alimentos conservados sob baixas temperaturas e contendo sal. Além disso, é resistente a
ambientes acidos e é capaz de formar biofilmes. Todas essas caracteristicas contribuem para
sua adaptacdo e sobrevivéncia em alimentos congelados, como carnes, frutos do mar,
vegetais, comidas prontas, leites e seus derivados, independentemente de serem

pasteurizados ou ndo (Koneman, 2018; Lopes, 2013).

Por muito tempo, acreditou-se que a refrigeracao seria suficiente para assegurar a
segurang¢a microbioldgica dos alimentos, uma vez que, teoricamente, as baixas temperaturas
inibiriam o crescimento microbiano (Byrne, 2014). No entanto, essa crenga ndo considerou a

presenca de microrganismos psicotroficos, como a Listeria monocytogenes, que, ao
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contrdrio, prosperam em temperaturas baixas (Souza, 2021). Ademais, foi demonstrado que
a persisténcia da bactéria no ambiente pode durar por até 8 semanas, ndo apenas devido a
sua resisténcia, mas também por conta de praticas inadequadas de higiene (Osek, 2022). Tais
caracteristicas ressaltam a necessidade de cuidados especificos na manipulagdo e
conservacao de alimentos, especialmente os suscetiveis a abrigar esses patdgenos, a fim de

garantir a seguranca alimentar para os consumidores.

A maioria dos paises possui regulamentacdes para que seja garantido o controle de
qualidade dos produtos alimentares. Nos Estados Unidos, por exemplo, a tolerancia a cepas
de Listeria monocytogenes como contaminantes alimentares é zero. Portanto, a presenca de
qualquer microrganismo em 25 g de alimento é considerada inaceitdvel e imprdpria para
consumo, violando as diretrizes implantadas (Byrne, 2014). Em 2023, de acordo com o FDA
(Food and Drug Administration), cerca de 400 alimentos, incluindo saladas e iogurtes, foram
recolhidos nos EUA devido a suspeita de contaminagdo por esse agente. Ja a comunidade
europeia utiliza o critério de que alimentos prontos devem ter contagens menores que 100
UFC/g, sendo que deve haver auséncia do patégeno em 25 g do alimento ao final do
processamento e auséncia em 25 g ou 25 mL nos produtos destinados a fins medicinais e a

lactentes (Lopes, 2013).

Em 2018, a ANVISA (Agéncia Nacional de Vigildncia Sanitdria) suspendeu as vendas de
um lote de alimentos importados da Europa devido a contaminacdo por Listeria
monocytogenes, o que foi documentado no Didrio Oficial da Unido e ainda pelo Grupo Globo
de Comunicacdes, Revista Exame, dentre outros meios jornalisticos brasileiros. Isso ocorre
porgue, no Brasil, a ANVISA estabelece, por meio da RDC n? 331, padrées microbioldgicos
para alimentos. Em relacdo a Listeria monocytogenes, é exigido que nenhuma amostra
apresente resultado acima de 10% UFC (Unidades Formadoras de Col6nia) em cinco unidades
amostrais coletadas de alimentos prontos para o consumo. Em casos envolvendo lactentes
ou outras condi¢des especiais, ndo é tolerado nenhum resultado positivo para a bactéria

(Silva, 2021).

Além disso, o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) também
contribui para a seguranca alimentar por meio da instrucdo normativa 09, de 08 de abril de

2009. Essa norma assegura que produtos com certas caracteristicas fisico-quimicas, tais
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como pH superior a 4,4, concentragdo de NaCl inferior a 10%, entre outros critérios, por
exemplo, sejam submetidos ao monitoramento. Caso a presenca de L. monocytogenes seja
detectada, os produtos devem ser submetidos ao processo de reprocessamento até
completa destruicdo do microrganismo (Silva, 2021). Nesse contexto, a¢es preventivas e
corretivas sdo adotadas tanto pelo orgdo regulatério quanto pela empresa produtora de
alimentos para garantir que os alimentos estejam em conformidade com os padrées de

gualidade e seguranca alimentar.

A Dose Minima Infectante de Listeria monocytogenes ainda nao é completamente
conhecida devido as dificuldades em realizar pesquisas sobre listeriose em individuos
saudaveis. Entretanto, estudos revelaram que popula¢des do patégeno com contagem entre
10% e 10* UFC/g em alimentos foram suficientes para a infeccdo e desencadeamento da
doenca. Outras investiga¢des sugerem que contagens menores que 10° UFC/g em alimentos
podem ndo ser suficientes para causar a infeccdo, embora isso ndo exclua a possibilidade.
Acredita-se que, em certos casos, cerca de 1.000 células bacterianas sejam suficientes para

desencadear a infecgdo em individuos considerados de risco (Lopes, 2013).

A principal forma de contaminacdo e infeccdo por Listeria monocytogenes ocorre
através do consumo de alimentos contaminados com o patégeno, mas também pode ser
adquirida por outras vias de transmissdao, como ocular, respiratéria, cutdanea e urogenital.
Adicionalmente, ha a possibilidade de transmissdo via transplacentaria e via canal de parto
(Koneman, 2018). Apds a transmissao, ha um periodo de incubacdo de cerca de 30 dias,
durante o qual a bactéria tem a capacidade de atravessar as barreiras hematoencefdlica,
transplacentaria e intestinal, podendo causar desde uma gastroenterite até complicagdes

sistémicas (Lopes, 2013).

A Listeriose pode manifestar-se de diversas formas e, frequentemente, sua
apresentacdo é assintomatica. O quadro clinico é caracterizado por febre, faringite, mialgia,
mal-estar, dor abdominal em quadrante inferior, dor nas costas, diarreia, sepse, meningite,

encefalite, endocardite, infeccdo nos olhos e articulacdes (Byrne, 2014; Koneman; 2018).

Em gestantes, a Listeriose pode resultar em complicagdes graves, como aborto
espontaneo, infeccdo intra-uterina no feto, parto prematuro, morte fetal, ictericia e

envolvimento hepatico (Schlech, 2019). Quando a infeccdo ocorre ainda no Utero, os
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neonatos geralmente apresentam sepse e doeng¢a disseminada com lesdes cutaneas
contendo Listeria monocytogenes que podem se desenvolver no cérebro, figado, rins,
pulmdes e baco. Tais casos possuem taxa de letalidade elevada e a sobrevivéncia é dificil

mesmo com o tratamento adequado (Koneman, 2018).

Nos lactentes, a Listeriose se manifesta como forma de inicio tardio, na qual o
neonato é contaminado pela mae infectada durante o parto. Esses bebés podem apresentar
meningite neonatal, com sintomas como febre, irritabilidade e fontanelas abauladas.
Notavelmente, a mae, nesses casos, geralmente ndo apresentou sinais de infec¢do ou sepse
durante a gestacdo, mas pode apresentar sintomas gripais, como febre e mal-estar, que

desaparecem naturalmente apés o parto (Schlech, 2019).

Mulheres adultas durante o periodo puerperal podem desenvolver Listeriose,
manifestando diferentes quadros clinicos, tais como como sepse aguda, meningite subaguda,
meningoencefalite ou ainda rombencefalite. Além disso, em idosos, a maior probabilidade
de gravidade é consequéncia do aumento de condicdes imunossupressoras, como

neoplasias, por exemplo (Schlech, 2019).

Em adultos, € comum observar associacdo com imunocomprometimento, como
diabetes, doenca hepatica, linfomas, doencga renal, dentre outras possibilidades. Quando o
microrganismo transpassa a barreira hematoencefilica, pode causar meningite subaguda
com sinais e sintomas de febre, cefaleia e rigidez na nuca (Schlech, 2019). Além disso, na
meningoencefalite, sdo observados sinais como ataxia, tremores, paralisias de nervos
cranianos, convulsdes e alteracbes no estado mental do paciente. Como uma possivel
complicacdo da infeccdo no Sistema Nervoso Central, pode-se observar abscessos cerebrais

através de exames de imagem (Koneman, 2018; Lopes, 2013).

A Listeria monocytogenes pode causar uma variedade de complicagdes, incluindo
infecBes cutaneas, abscessos, peritonite, artrite, abscessos no figado e no baco, colecistite,
endoftalmite, infeccGes em proéteses articulares ou em enxertos vasculares, osteomielite,
miocardite e endocardite. Outrossim, trabalhadores que tém contato com tecidos de animais
contaminados, como veterinarios e funciondrios de laboratdrios, também podem estar em

risco de infeccdo ocupacional pela bactéria (Koneman, 2018).
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O diagndstico para Listeriose envolve o isolamento da bactéria a partir da coleta de
amostras de sangue ou liquido cefalorraquidiano, além de liquido peritoneal (Schlech, 2019).
O tratamento para a doenga consiste na administragcdo de antibidticos e aminoglicosideos.
Entretanto, algumas cepas da bactéria tém demonstrado resisténcia e multirresisténcia aos
antimicrobianos que sdo comumente utilizados na pratica clinica (Byrne, 2014; Koneman,

2018).

Listeria monocytogenes é intrinsecamente resistente as fluoroquinolonas e
cefalosporinas, mas permanece clinicamente sensivel aos antimicrobianos mais utilizados na
pratica clinica contra bactérias gram-positivas, como penicilina, ampicilina, aminoglicosideos,
eritromicina, tetraciclina, trimetoprim-sulfametoxazol e imipenem. Costumeiramente, a
terapia de escolha para listeriose tem sido administracdo de Ampicilina ou Benzilpenicilina
associados a um aminoglicosideo, como a Gentamicina. Para pacientes alérgicos a
beta-lactamicos, utiliza-se geralmente uma sulfonamida com trimetoprim. No entanto, a
resisténcia crescente a esses farmacos representa uma ameaga iminente ao tratamento da

doenga (Schlech, 2019; Koneman, 2018).

A resisténcia antimicrobiana tem aumentado ao longo do tempo, com cepas
resistentes a uma variedade de antimicrobianos, incluindo acido nalidixico, ampicilina,
cefotaxime, cefalotina, clindamicina, coranfenicol, eritromicina, estreptomicina, gentamicina,
meticilina, oxacilina, penicilina G, rifampicina, sulfametoxazol-trimetoprim, tetraciclina e
vancomicina. Isso tem gerado uma preocupacao legitima e intensa a comunidade médica e
cientifica, bem como as autoridades de saude publica (Koneman, 2018; Lopes, 2013). De
forma geral, a duragdo do tratamento ocorre de 2 a 3 semanas, podendo ser prolongada em

casos de acometimento de sistema nervoso central (Schlech, 2019).

Apesar de ter uma incidéncia baixa, quando comparado com outros microrganismos
de origem alimentar, a taxa de mortalidade pode chegar até 30%. A letalidade da doenca é
uma grande preocupagao, pois a taxa pode ser de até 90% em grupos de risco (Costa et al.,
2016; Rodrigues et al., 2017). No Brasil, a Listeriose é subnotificada e subdiagnosticada, o
que resulta na falta de dados concretos sobre a incidéncia e nimeros de casos da doenga.
Contudo, em diversos outros paises, relatdrios demonstram a alta relacdo da doenca com

alimentos contaminados e sua elevada taxa de mortalidade (CVE; Melo, 2015).
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Nos Estados Unidos, onde os controles de qualidade industrial e notificagdo sdo mais
eficientes, houve relatos de 36 casos de Listeriose em 17 estados, com 30 pacientes
necessitando de internacdo hospitalar e 4 destes evoluindo para dbito, a partir da ingestao
de cogumelos, em abril de 2020. Entre 2018 e 2019, foram registrados 50 casos da doenca,

com 90% dos pacientes sendo hospitalizados e 18% apresentando letalidade (9) (CDC, 2020).

Considerando que a bactéria tem facilidade em se reproduzir em baixas temperaturas
e a principal via de transmissdao é alimentar, o presente estudo tem como finalidade ser
pioneiro em analisar alimentos comuns na rotina alimentar da familia brasileira para
identificar possiveis contaminacdes, tendo em vista a alta resisténcia a varios métodos de

conservacgao e desinfeccdo dos alimentos industriais de tal microrganismo.

A falta de estudos e dados documentados locais sobre o assunto, no Brasil e no
Distrito Federal, torna essa pesquisa ainda mais relevante para analise da presenga da
Listeria  monocytogenes no consumo diario populacional. Dessa forma, serd possivel
demonstrar a relevancia da notificacdo compulsdria e do monitoramento da bactéria,

visando reduzir sua disseminagado e seu impacto na populagao brasileira.

3. METODO

A pesquisa é do tipo basica, exploratdria e experimental, qualitativa e quantitativa,
com experimentacdo laboratorial, utilizando o método 1SO11290-1/A, descrito por Franchin,

2008, nas dependéncias do Labocien no Centro Universitario de Brasilia (UniCEUB).

Esse método foi escolhido tendo em vista que é o método que apresentou maior
sensibilidade para deteccao de Listeria monocytogenes depois do método BAX System ©, um

equipamento de alto custo e, por isso, invidvel para esta pesquisa (Franchin, 2008).
O protocolo realizado do método serd descrito a seguir:

1. Foram adquiridos meios de cultura e materiais necessdrios para realizacdo da
pesquisa segundo a metodologia 1S011290-1.
2. Os alimentos escolhidos para a pesquisa sdao os mais consumidos nas refeicdes diarias

dos brasileiros de diferentes marcas e lotes, estando dentro do prazo da validade e
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devidamente embalados e armazenados. As amostras foram compradas em
comércios do Distrito Federal e transportadas e armazenadas em refrigeracdo até o
momento da analise.

As amostras selecionadas foram: queijo ndo-pasteurizado amostra 1, queijo
ndo-pasteurizado amostra 2, leite de saquinho Paracatu, leite em pd Italac, presunto
Aurora, presunto Perdigdo, salsicha Aurora, salsicha Perdigdo, coxa de frango, peito
de frango, patinho bovino e paleta bovina.

Dentro da cabine de fluxo, foram obtidas 25 g de 3 partes diferentes de cada amostra
(75 g no total). Estes alimentos foram cortados utilizando tesouras esterilizadas e
pesados em balancgas de precisdo dentro de beckers de vidro (um para cada amostra),
também esterilizados.

Ainda dentro da cabine de fluxo, 75 g de cada amostra foram homogeneizadas em
150 mL de solugdo fisiolégica (medido com proveta de vidro esterilizada) com o
auxilio de bastdes de vidro esterilizados. Posteriormente, as amostras foram fechadas
com papel filme e retiradas da cabine de fluxo e colocadas em homogeneizador
peristaltico por 2 minutos e depois deixadas para decantar por mais 3 minutos.

Ap0ds esse procedimento, 30 mL de cada solucdo foi inoculado em 70 mL de Caldo
Half-Fraser em concentracdo de 1,285x, método de pré-enriquecimento da amostra,
que foi incubado a 36 2C por 24 horas em estufa bacterioldgica. Vale ressaltar que
foram utilizadas pipetas de vidro esterilizadas (uma para cada amostra) e provetas de
vidro esterilizadas para fazer a medida de cada solucdo e do Caldo Half-Fraser,
respectivamente.

Apds as 24 horas, dentro da cabine de fluxo, foi transferido, com o auxilio de
micropipetas e ponteiras esterilizadas, 0,1 mL de cada solu¢dao para tubos contendo
Caldo Fraser, método de enriquecimento. Os tubos de cada amostra foram entdo
incubados a 37 2C por 24 horas em estufa bacteriolégica.

Apds o periodo de incubagao, foi realizada a leitura da hidrdlise da esculina do Caldo
Fraser. Sendo positiva ou negativa, as amostras foram transferidas para o Agar ALOA.
Dentro da cabine de fluxo, com o auxilio de al¢a bacterioldgica calibrada de 10 L, foi
semeado, a partir das solu¢des em Caldo Fraser, em Agar ALOA. Os meios de cultura

foram incubados a 36 2C por 48 horas em estufa bacterioldgica.



22

10. Com placas de dgar ALOA em que foi identificado crescimento de col6nias com
coloracdo azul esverdeada, crescimento presuntivo de Listeria monocytogenes, foi
realizado o semeio apenas destas coldnias em Agar Sangue com 5% de Sangue de
Carneiro, dentro da cabine de fluxo. Este repique foi realizado para melhor separagao
das colonias de interesse das demais col6nias que possivelmente vieram a crescer nas
placas e para permitir a replicacdo da bactéria de interesse a fim de se ter quantidade
suficiente de colbnias para realizar todos os testes do passo seguinte. Os meios de
cultura foram incubados a 36 2C por 48 horas em estufa bacterioldgica.

11. Apds o crescimento das col6nias em agar sangue, foram selecionadas apenas as
placas que tiveram crescimento bacteriano com col6nias branco-acinzentadas,
sugestivo de Listeria monocytogenes, e foi realizada a inoculacdo da colonia de
interesse em Teste de Motilidade por 3 dias a 22 2C, bem como a realizagdo do Teste
de Catalase, Teste de Oxidase, CAMP Teste em Agar Sangue de Carneiro com a cepa
de Staphylococcus aureus 25923 e observacao de hemdlise, Testes Bioquimicos de
Glicose, Xilose, Ramnose, Arginina, H,S, Triptofano, Urease, Vermelho de Metila e
Voges-Proskauer, e realizacdo de microscopia com coloracdo de Gram para
confirmacao do crescimento de Listeria monocytogenes. Resultado esperado de
acordo com o quadro 1.

12. Nos casos compativeis com os resultados esperados para Listeria monocytogenes, foi
realizado semeio em agar Mueller-Hinton Sangue para Teste de Sensibilidade a
Antimicrobianos, por meio da técnica de disco-difusdo, com discos de Meropenem,
Eritromicina e Sulfametoxazol-trimetoprim, e interpretacdo baseada na Tabela de

Corte do Brazilian Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (BrCAST).

A coleta, andlise e registro das amostras foram realizados durante os meses de
novembro e dezembro de 2022 e janeiro e fevereiro de 2023. No decorrer dos meses de
margo, abril e maio de 2023 foi realizada uma nova rodada de experimentos seguindo os
mesmos passos supracitados, porém utilizando outras amostras. Baseado nos resultados
encontrados na primeira rodada de testes, foram testadas, na segunda rodada, 6 amostras
de carne: patinho bovino, paleta bovina moida, peito de frango, coxa e sobrecoxa de frango,
coxao mole bovino e contra filé bovino. Vale ressaltar que as amostras foram compradas em

local diferente da primeira rodada de testes.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Conforme descrito na metodologia, foram analisadas 12 amostras de alimentos na
primeira rodada de testes e 6 amostras de alimentos na segunda, a fim de detectar a

presenca de Listeria monocytogenes.

Os critérios para confirmacao dos resultados esperados, para identificacdo de Listeria
monocytogenes em cada teste, foram estabelecidos com base em estudo preliminar,
seguindo as diretrizes do livro “Diagndstico Microbioldgico” de Koneman, edicao de 2018, e
o artigo de Byrne, de 2014. As informacdes do estudo preliminar, apresentadas na

fundamentacao tedrica, foram resumidas no quadro 1.

Quadro 1 — Resultados esperados para identificacdo de Listeria monocytogenes

TESTE POSITIVO NEGATIVO
Hidrdlise de Presente -
esculina
Agar ALOA Colonias com halo de coloracao -
azul esverdeado
Agar sangue Colbnias branco-acinzentadas -
Gram Gram-positivo, curtos e curvos, -
arranjados em forma de Vou,
intra e/ou extracelulares
Catalase Formacao de bolhas -
Motilidade Em forma de guarda-chuva -
Oxidase - Amarelo/incolor
Camp Teste Hemdlise presente -
Glicose Amarelo -
Xilose - Roxo
Ramnose Amarelo -
Arginina Roxo -
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H2S - Incolor
Triptofano - Halo amarelo
Urease - Laranja

Vermelho de Metila

Halo vermelho

Voges-Proskauer

Halo vermelho

Fonte: propria dos autores, 2022.

Todas as amostras passaram por procedimentos de homogeneizagao,

pré-enriquecimento, enriquecimento e semeio em Agar ALOA.

Apds o enriquecimento, registrou-se a ocorréncia ou auséncia da hidrdlise da esculina
em cada amostra. Apés o crescimento das culturas no Agar ALOA, na primeira rodada de
testes, foram eliminadas as amostras de queijo ndo-pasteurizado amostra 1, leite de
saquinho Paracatu, presunto Aurora, presunto Perdigdo, salsicha Aurora, salsicha Perdigao e

coxa de frango.

Na segunda rodada de testes, as amostras excluidas apds a analise do crescimento
em Agar ALOA foram as de peito de frango, contra filé bovino e coxdo mole bovino, uma vez
que nao apresentaram crescimento de col6nias com coloracdo azul esverdeada,
caracteristica presumida de Listeria monocytogenes, como indicado nos quadros 2, 3, 4, 5, 6,

7,8,9,10e11.

Quadro 2 — Resultados encontrados em testes com amostra de queijo ndo-pasteurizado
(amostra 1 - primeira rodada)

TESTE POSITIVO NEGATIVO
Hidrdlise de Presente -
esculina
Agar ALOA - Colonias brancas

Fonte: propria dos autores, 2022.

Quadro 3 — Resultados encontrados em testes com amostra de leite de saquinho Paracatu

(primeira rodada)

TESTE

POSITIVO

NEGATIVO
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Hidrdlise de - Ausente
esculina
Agar ALOA - Colonias brancas e amarelas

Fonte: propria dos autores, 2022.

Quadro 4 — Resultados encontrados em testes com amostra de presunto Aurora (primeira

rodada)
TESTE POSITIVO NEGATIVO
Hidrolise de - Ausente
esculina
Agar ALOA - Sem crescimento de colOnias

Fonte: prépria dos autores, 2022.

Quadro 5 — Resultados encontrados em testes com amostra de presunto Perdigdo (primeira

rodada)
TESTE POSITIVO NEGATIVO
Hidrolise de - Ausente
esculina
Agar ALOA - Sem crescimento de col6nias

Fonte: propria dos autores, 2022.

Quadro 6 — Resultados encontrados em testes com amostra de salsicha Aurora (primeira

rodada)
TESTE POSITIVO NEGATIVO
Hidrolise de - Ausente
esculina
Agar ALOA - Sem crescimento de colOnias

Fonte: prépria dos autores, 2022.

Quadro 7 — Resultados encontrados em testes com amostra de salsicha Perdigdo (primeira

rodada)

TESTE

POSITIVO

NEGATIVO

Hidrolise de
esculina

Ausente
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Agar ALOA

Sem crescimento de col6nias

Fonte: propria dos autores, 2022.

Quadro 8 — Resultados encontrados em testes com amostra de coxa de frango (primeira

rodada)
TESTE POSITIVO NEGATIVO
Hidrolise de Presente -
esculina
Agar ALOA - Colonias brancas

Fonte: prépria dos autores, 2022.

Quadro 9 — Resultados encontrados em testes com amostra de peito de frango (segunda

rodada)
TESTE POSITIVO NEGATIVO
Hidrolise de Presente -
esculina
Agar ALOA - Sem crescimento de col6nias

Fonte: prépria dos autores, 2023.

Quadro 10 — Resultados encontrados em testes com amostra de contra filé bovino (segunda

rodada)
TESTE POSITIVO NEGATIVO
Hidrolise de Presente -
esculina
Agar ALOA - Sem crescimento de colGnias

Fonte: prépria dos autores, 2023.

Quadro 11 — Resultados encontrados em testes com amostra de coxao mole bovino

(segunda rodada)

TESTE POSITIVO NEGATIVO
Hidrdlise de Presente -
esculina
Agar ALOA - Sem crescimento de col6nias

Fonte: propria dos autores, 2023.
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Apds a eliminacdo das amostras supracitadas, as placas que apresentaram
crescimento presuntivo de Listeria monocytogenes passaram por um processo de repique
das colbnias de interesse. Nesta etapa, as col6nias de coloracdo azul esverdeada encontradas
nas placas de leite em po Italac, peito de frango, queijo ndo-pasteurizado amostra 2, paleta
bovina e patinho bovino (todas pertencentes a primeira rodada de testes), bem como nas
placas de paleta bovina moida, patinho bovino e coxa e sobrecoxa de frango (referente a
segunda rodada de testes), foram semeadas em Agar Sangue contendo 5% de Sangue de

Carneiro.

Apds o crescimento bacteriano nesse meio, foram selecionadas para a proxima etapa
apenas as placas que apresentaram crescimento de col6nias beta-hemoliticas
branco-acinzentadas, o que sugere a presenca de Listeria monocytogenes. Dessa forma, na
primeira rodada de testes, foram eliminadas as amostras de leite em po Italac e peito de

frango. Na segunda rodada de testes, nenhuma amostra foi eliminada nesta etapa.

Os resultados encontrados nas amostras excluidas nesta fase estdo detalhados nos

quadros 12 e 13.

Quadro 12 — Resultados encontrados em testes com amostra de leite em pé Italac (primeira
rodada)

TESTE POSITIVO NEGATIVO
Hidrdlise de - Ausente
esculina
Agar ALOA Colonias com halo de coloragao -

azul esverdeado

Agar sangue - Coldnias translucidas com
aspecto mucoide

Fonte: propria dos autores, 2022.

Quadro 13 — Resultados encontrados em testes com amostra de peito de frango (primeira
rodada)

TESTE POSITIVO NEGATIVO

Hidrodlise de - Ausente
esculina
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Agar ALOA Colonias com halo de coloragao -
azul esverdeado

Agar sangue - Colonias alfa-hemoliticas

Fonte: propria dos autores, 2022.

Ap0s a identificacdo das amostras que obtiveram os resultados sugestivos de Listeria
monocytogenes nas etapas mencionadas anteriormente, procedeu-se a inoculacdo da
colénia de interesse de cada amostra em diversos testes. Esses testes incluiram o Teste de
Motilidade, realizado durante 3 dias a 22 2C, bem como o Teste de Catalase, Teste de
Oxidase, CAMP Teste em dagar Sangue de Carneiro com a cepa de Staphylococcus aureus
25923 e observacdo de hemalise, além dos Testes Bioquimicos de Glicose, Xilose, Ramnose,
Arginina, H2S, Triptofano, Urease, Vermelho de Metila e Voges-Proskauer. Também foi
realizada a microscopia com coloragdo de Gram para confirmar o crescimento de Listeria

monocytogenes, de acordo com o resultado esperado detalhado no quadro 1.

Os quadros 14, 15, 16, 17, 18 e 19 apresentam os resultados obtidos em cada teste
realizado nas amostras de queijo ndo-pasteurizado amostra 2, patinho bovino (da primeira
rodada testes), patinho bovino (da segunda rodada), coxa e sobrecoxa de frango (da segunda

rodada), paleta bovina (da primeira rodada) e paleta bovina moida (da segunda rodada).

Quadro 14 — Resultados encontrados em testes com amostra de queijo ndo-pasteurizado
(amostra 2 - primeira rodada)

TESTE POSITIVO NEGATIVO
Hidrdlise de Presente -
esculina
Agar ALOA Colonias com halo de coloragao -

azul esverdeado

Agar sangue Colbnias branco-acinzentadas -
Gram - Cocos Gram positivos
Catalase - Ausente
Motilidade - Ausente

Oxidase - Amarelo/incolor
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Camp Teste - Hemdlise ausente

Glicose Amarelo -

Xilose - Roxo
Ramnose Amarelo -
Arginina Roxo -

H2S - Incolor
Triptofano - Halo amarelo
Urease - Laranja

Vermelho de Metila

Halo vermelho

Voges-Proskauer

Halo vermelho

Fonte: prépria dos autores, 2022.

Quadro 15 — Resultados encontrados em testes com amostra de patinho bovino (primeira

rodada)
TESTE POSITIVO NEGATIVO
Hidrolise de Presente -
esculina
Agar ALOA Colonias com halo de coloragao -

azul esverdeado

Agar sangue

Colbnias branco-acinzentadas

Gram - Cocos Gram positivos
Catalase - Ausente
Motilidade - Ausente
Oxidase - Amarelo/incolor
Camp Teste - Hemolise ausente
Glicose Amarelo -
Xilose - Roxo
Ramnose Amarelo -
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Arginina Roxo -
H2S - Incolor
Triptofano - Halo amarelo
Urease - Laranja

Vermelho de Metila

Halo vermelho

Voges-Proskauer

Halo vermelho

Fonte: propria dos autores, 2022.

Quadro 16 — Resultados encontrados em testes com amostra de patinho bovino (segunda

rodada)
TESTE POSITIVO NEGATIVO
Hidrolise de Presente -
esculina
Agar ALOA Colonias com halo de coloragdo -

azul esverdeado

Agar sangue

Colonias branco-acinzentadas

Gram - Cocos Gram positivos
Catalase Formacao de bolhas -
Motilidade - Ausente
Oxidase - Amarelo/incolor
Camp Teste - Hemodlise ausente
Glicose Amarelo -

Xilose - Roxo
Ramnose - Roxo
Arginina Roxo -

H2S - Incolor
Triptofano - Halo amarelo
Urease - Laranja
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Vermelho de Metila

Halo vermelho

Voges-Proskauer

Halo vermelho

Fonte: propria dos autores, 2023.

Quadro 17 — Resultados encontrados em testes com amostra de coxa e sobrecoxa de frango

(segunda rodada)

TESTE POSITIVO NEGATIVO
Hidrdlise de Presente -
esculina
Agar ALOA Colonias com halo de coloracdo -
azul esverdeado
Agar sangue Colonias branco-acinzentadas -
Gram - Enterococo
Catalase - Ausente
Motilidade - Ausente
Oxidase - Amarelo/incolor
Camp Teste - Hemolise ausente
Glicose Amarelo -

Xilose - Roxo
Ramnose Amarelo -
Arginina Roxo -

H2S - Incolor
Triptofano - Halo amarelo
Urease - Laranja

Vermelho de Metila

Halo vermelho

Voges-Proskauer

Halo vermelho

Quadro 18 - Resultados encontrados em testes com

rodada)

Fonte: prépria dos autores, 2023.

amostra de paleta bovina (primeira
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azul esverdeado

TESTE POSITIVO NEGATIVO
Hidrolise de Presente -
esculina
Agar ALOA Coldnias com halo de coloragao -

Agar sangue

Colonias branco-acinzentadas

Gram Bacilos Gram positivos curtos e -
curvos
Catalase Formacao de bolhas -
Motilidade Em forma de guarda-chuva -
Oxidase - Amarelo/incolor
Camp Teste Hemodlise presente -
Glicose Amarelo -
Xilose - Roxo
Ramnose Amarelo -
Arginina Roxo -
H2S - Incolor
Triptofano - Halo amarelo
Urease - Laranja

Vermelho de Metila

Halo vermelho

Voges-Proskauer

Halo vermelho

Quadro 19 — Resultados encontrados em testes com amostra de paleta bovina moida

(segunda rodada)

Fonte: prépria dos autores, 2022.

azul esverdeado

TESTE POSITIVO NEGATIVO
Hidrdlise de Presente -
esculina
Agar ALOA Coldnias com halo de coloragao -
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Agar sangue Colbnias branco-acinzentadas -
Gram Bacilos Gram positivos curtos e -
curvos
Catalase Formacao de bolhas -
Motilidade Em forma de guarda-chuva -
Oxidase - Amarelo/incolor
Camp Teste Hemdlise presente -
Glicose Amarelo -
Xilose - Roxo
Ramnose Amarelo -
Arginina Roxo -
H2S - Incolor
Triptofano - Halo amarelo
Urease - Laranja
Vermelho de Metila Halo vermelho -
Voges-Proskauer Halo vermelho -

Fonte: propria dos autores, 2023.

Com base nos resultados esperados demonstrados no quadro 1, constatou-se que

apenas a amostra de paleta bovina (da primeira rodada de testes) e a paleta bovina moida

(da segunda rodada de testes) apresentaram indicios compativeis com a presenca de Listeria

monocytogenes. Para avaliar a sensibilidade a antimicrobianos de tais amostras, procedeu-se

ao semeio de ambas em Agar Mueller-Hinton Sangue. Utilizando a técnica de disco-difusio,

foram aplicados discos de Meropenem, Eritromicina e Sulfametoxazol-trimetoprim. A

interpretacao dos resultados foi feita com base na Tabela de Corte do Brazilian Committee on

Antimicrobial Susceptibility Testing (BrCAST). Os resultados encontrados estdo apresentados

no Quadro 20.

Quadro 20 — Resultados esperados e encontrados em teste de sensibilidade a

antimicrobianos em amostras com colOnias compativeis com Listeria monocytogenes



Disco de Ponto de Diametro Diametro Resultado
antibidtico corte p/ do halo (mm) do halo (mm) final
didametro encontrado na encontrado na
do halo amostra de paleta | amostra de paleta
(mm)* bovina, da bovina moida, da
primeira rodada segunda rodada
de testes de testes
Meropenem 10 | Sensivel se 34mm 30mm As duas
ug 226mm amostras sao
sensiveis ao
antibidtico
Eritromicina 15 | Sensivel se 29mm 32mm As duas
ug 225mm amostras sao
sensiveis ao
antibidtico
Sulfametoxazol- | Sensivel se 36mm 34mm As duas
trimetoprim 25 229mm amostras sao
ug sensiveis ao
antibidtico

*Baseado na tabelas de pontos de corte para interpretacdo de CIMs e didmetros de halos do
Brazilian Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (BrCAST)

Fonte: prépria dos autores, 2023.

Vale ressaltar que na segunda rodada de testes foram analisadas exclusivamente

amostras de carnes, em sua maioria bovinas. Essa decisdo foi tomada tendo em vista que, na

primeira rodada de testes, apenas a amostra de paleta bovina havia apresentado resultados

positivos para Listeria monocytogenes.

Tendo como base os resultados apresentados acima, foi possivel constatar a presenca
de Listeria monocytogenes em 2 amostras, das 18 testadas, sendo ambas coincidentemente
coletadas de amostras de paleta bovina. As col6nias das duas amostras se mostraram

sensiveis aos antibidticos que foram objetos do estudo.

Diante disso, foi possivel analisar que a possibilidade de encontrar a bactéria em
alimentos crus, processados e produtos em refrigeracdo estd diretamente relacionada aos
principais reservatérios da Listeria monocytogenes, ou seja, solo e vegetais em
decomposicdo, uma vez que os animais sao infectados e envolvidos no ciclo de transmissao

por meio das fezes e do consumo de alimentos (Barancelli et al, 2011).
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Nesse cendrio, é necessario identificar os alimentos que apresentam maior risco, uma
vez que as condi¢des de producdo sdo precarias, avaliando-se tais produtos de acordo com
adequados indicadores higiénico-sanitdrios e critérios sanitarios de transporte e
armazenamento (Silva, 2021). Desse modo, carnes, por exemplo, geralmente se associam a
transmissdo de Listeria devido a possibilidade de contaminacdo cruzada em locais de
controle, manuseio e abate de animais, além do processamento adicional de fatiamento e
reembalagem, o que é possivel tanto em produtos acabados quanto in natura. Enquanto os
produtos lacteos, que podem ser contaminados em diversas etapas de manejo,
beneficiamento, armazenamento e conservacao, relacionam-se a contaminacdo devido a,

principalmente, auséncia de tratamento térmico prévio ao consumo (Lima, 2020).

Apesar de ndo terem sido testadas outras amostras de alimentos moidos, apenas a
paleta bovina da segunda rodada, ndo é possivel descartar a possibilidade de contaminacao
da amostra durante o processo de moagem. Em 1997, Roels ja correlacionava a sanitizacdo e
limpeza inadequada de moedores com a contaminag¢do de carnes em agougues nos Estados
Unidos. Ele afirmou que, apds o processamento de uma carne contaminada, o equipamento
utilizado pode acabar sendo contaminado e vir a ser uma fonte continuada de contaminacao
cruzada para carnes que sejam moidas em seguida. Apesar de seu estudo ter sido voltado
para a identificacdo de Salmonella nas amostras testadas, alguns de seus achados sdo validos

como orientagdes gerais.

O autor desencoraja que a populagdo consuma carnes cruas, considerando tal agdo
como comportamento de risco, e enfatiza sobre a importdncia de cozinhar bem a carne
moida. Afirma, ainda, que mesmo amostras com selo de manipula¢cdo segura nao estao
isentas de contaminacdo, uma vez que a presenca do selo ndo garante, de fato, que as
praticas seguras foram devidamente seguidas. Quanto aos moedores, Roels (1997) sugeriu
gue a industria produzisse equipamentos mais faceis de serem higienizados e limpos e que
fosse investido em treinamento para funciondrios responsaveis pela manipulacdo de tais

equipamentos.

Chung realizou um estudo, em 2020, que também falava sobre a higienizacdao de
moedores e sua relagdo com contaminacdo cruzada. Em seu estudo, foi analisada a

guantidade de carne suina moida que seria encontrada em amostras de carne bovina que
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passaram pelo mesmo moedor. Foi constatado que, quando o moedor n3o era higienizado, a
guantidade de carne suina encontrada na amostra de carne bovina era significativa. Se
higienizado parcialmente, a presenga de amostra suina reduzia, mas continuava presente.
Uma vez completamente higienizado, ndo foi detectado contamina¢do cruzada entre as
amostras. Apesar de ndo relacionar o seu estudo com bactérias, quando unimos os achados
de Roels (1997) com os achados de Chung (2020), podemos inferir que se uma amostra
contaminada for processada e o equipamento ndo for completamente higienizado as

amostras subsequentes estdo sujeitas a contaminac¢ao cruzada.

Segundo Azuonwu (2019), comerciantes de mercados podem estar mais preocupados
em terminar rapidamente seus produtos, visando aumento de seus lucros, do que com
processos de limpeza e higiene. Em seu estudo, o autor constatou que copos que eram
utilizados para medir produtos nao eram limpos antes e depois do uso. Ele correlacionou,
entdo, que a higiene inadequada do recipiente poderia promover a proliferacio de
microrganismos, transferindo-os para os produtos medidos em seguida. Afirmou, também,
qgue produtos que passam pelo processo de moagem podem servir de substrato para o
crescimento de microrganismos em maquinas que ndo sejam corretamente higienizadas

apos o seu uso.

Conforme mencionado por Lima (2020), diversas estratégias tém sido estudadas para
evitar a contaminacdo de alimentos por Listeria monocytogenes e garantir a seguranca
alimentar. Entre tais abordagens, destaca-se o uso de bacteriocinas, que sdo proteinas com
atividade antimicrobiana capazes de atuar como conservantes nos alimentos, bem como
embalagens de nanofibras contendo nanoparticulas de nisina, que também configuram uma
alternativa promissora para o monitoramento da bactéria. Outros antimicrobianos, como

lactatos, diacetatos e nitritos também sdo utilizados na industria alimenticia.

Nesse ambito, de acordo com Osek (2022), tecnologias de processamento, como a
irradiacdo gama, por exemplo, tém se mostrado eficazes para eliminar a bactéria e garantir a
preservacdo dos alimentos, uma vez que a radiacdo gama possui acdo bactericida. Além
disso, o autor menciona a aplicacdo de oz6nio gasoso e o uso de fagos, como o ListShieldTM,
por exemplo, que podem ser utilizados tanto para reduzir quanto para eliminar a presenca

da L. monocytogenes em superficies, equipamentos e produtos finais. Apesar disso, é
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importante ressaltar que tais abordagens ainda ndo s3do amplamente aprovadas e
regulamentadas em todos os paises, estando, atualmente, consolidadas em nagdes como os
Estados Unidos e o Canada. Portanto, a realizacdo de mais estudos é fundamental para

garantir a eficacia e segurancga dessas técnicas de monitoramento em diferentes contextos.

Nesse contexto, a L. monocytogenes é de extrema importancia para a saude publica,
pois, apresenta alta taxa de disseminacdo, o que, muitas vezes, estd relacionado a
contaminacdo por meio de vestimentas de trabalhadores, equipamentos e utensilios
contaminados, que possuem contato com processadores, esteiras e transportadores de
alimentos (Lima, 2020). Além disso, existe grande preocupacdo também devido a
capacidade desse patégeno de desenvolver biofilmes, o que pode potencializar a

contaminagao.

A Prancha 1, apresentada a seguir, demonstra alguns dos achados encontrados nos

testes realizados ao longo do projeto.
PRANCHA 1

A. Tubo de Caldo Fraser contendo indculo da amostra de presunto Aurora (da primeira
rodada de testes) com hidrdlise de esculina ausente apds 24 horas de incubacdo a
37°C.

B. Tubo de Caldo Fraser contendo indculo da amostra de paleta bovina (da primeira
rodada de testes) com hidrélise de esculina presente. A Listeria monocytogenes é
uma bactéria capaz de hidrolisar esculina, que estd indicada pelo escurecimento do
meio.

C. Coldnias azuis esverdeadas, sugestivas de L. monocytogenes, em placa de Agar ALOA
semeada com amostra de paleta bovina moida (da segunda rodada de testes), apds
48 horas de incubacdo a 36°C.

D. Coldnias brancas-acinzentadas, sugestivas de L. monocytogenes, em placa de Agar
Sangue com 5% de Sangue de Carneiro semeada com amostra de paleta bovina (da
primeira rodada de testes), apds 48 horas de incubacdo a 36°C.

E. Testes bioquimicos de Xilose, Ramnose, Arginina, Glicose E Vermelho de Metila,

respectivamente da esquerda para a direita, inoculados com amostra de paleta
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bovina (da primeira rodada de testes), apresentando resultados condizentes com o
esperado para Listeria monocytogenes.

Zona de crescimento mével em formato de guarda-chuva apds 72 horas de cultivo de
amostra de paleta bovina (da primeira rodada de testes) em meio de motilidade
semissolido a 22°C.

. Teste de Oxidase realizado a partir de amostra de paleta bovina moida (da segunda
rodada de testes) apresentando resultado negativo, condizente com o esperado para
Listeria monocytogenes.

. Teste de Catalase realizado a partir de amostra de paleta bovina (da primeira rodada
de testes) apresentando resultado positivo, condizente com o esperado para Listeria
monocytogenes.

Esfregaco corado por Gram demonstrando bacilos gram-positivos curtos retirados de
amostra de paleta bovina (da primeira rodada de testes).

Agar Mueller-Hinton Sangue colonizado com amostra de paleta bovina (da primeira
rodada de testes) para realizacdao de Teste de Sensibilidade a Antimicrobianos, por
meio da técnica de disco-difusdo, com discos de Meropenem, Eritromicina e

Sulfametoxazol-trimetoprim.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

Este trabalho pretendeu verificar o crescimento de Listeria monocytogenes em
amostras de frangos, carne bovina, laticinios e embutidos a venda no Distrito Federal para
correlacionar com a qualidade higiénico-sanitaria dos alimentos comercializados e seu

processo produtivo.

Pela realizagdo do experimento foi possivel detectar a presenca de Listeria
monocytogenes em 2 das 18 amostras testadas, o que representa aproximadamente 11% das
amostras. Foi possivel, também, constatar que as col6nias de L. monocytogenes encontradas
nas amostras positivas ndo apresentaram resisténcia ao Meropenem, Eritromicina e

Sulfametoxazol-trimetoprim, que foram objetos de estudo no projeto.

Em suma, os resultados obtidos nessa pesquisa destacam a importancia da vigilancia
e controle da L. monocytogenes em alimentos, especialmente em carnes. A presenca desse
patégeno representa um risco significativo a sadde publica, especialmente para grupos
vulneraveis, como idosos e pessoas imunocomprometidas. Tendo em vista os aspectos
observados, foi possivel ressaltar a necessidade de medidas preventivas rigorosas na cadeia
de producdo e processamento de alimentos, dado o exposto sobre o risco de Listeriose e
complicacdes, tal como infecbes cutaneas, abscessos, peritonite, artrite, colecistite,
endoftalmite, miocardite e endocardite, além de desfechos graves, incluindo meningite,

septicemia e aborto, dentre outros.
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E imprescindivel que os érgdos regulatérios, industria alimenticia e profissionais de
saude estejam atentos a importancia da prevencdo, notificacdo compulséria e
monitoramento continuo da Listeriose no pais. A subnotificacdo e subdiagndstico sao
questdes que devem ser enfrentadas para obter dados epidemioldgicos precisos e
estabelecer estratégias efetivas de controle e prevencdo da doenca. Diante disso, é
fundamental que tais agentes também invistam em pesquisas e desenvolvimento de
tecnologias para o controle efetivo da Listeria monocytogenes, uma vez que a adocdo de
praticas inovadores de monitoramento e controle de qualidade pode reduzir os riscos de
contaminacdo de forma exponencial, garantindo a saude dos consumidores e a

confiabilidade dos produtos alimenticios oferecidos no mercado.

Em virtude dos fatos mencionados ao longo do trabalho, é possivel afirmar que a
inadequada manipulacdo dos produtos e o controle higiénico-sanitario deficitario
desempenham papel importante na cadeia de contaminacdo alimentar. Por todos esses
aspectos, é imprescindivel a conscientizacdo e educacdo sanitaria de funcionarios e
manipuladores, bem como boas praticas de higiene durante todo o processo de producdo e

distribuicdo de alimentos, além de evitar o consumo de carnes cruas ou mal passadas.

Por fim, a realizacdo de mais pesquisas e estudos sobre a incidéncia do patégeno em
produtos cdrneos é essencial, de forma que considerem ndo sé um numero maior de
amostras, mas também possam comparar o grau de contaminagao entre carnes processadas
e que passaram pelo processo de moagem, para demonstrar a importancia da
implementacdo de medidas mais eficazes de prevencao e monitoramento da Listeria
monocytogenes. Além disso, pode ser Util para reavaliar os padrdes de seguranca alimentar
regulamentados no Distrito Federal e disseminar a conscientizacao de todos os profissionais
e empresas envolvidas no processamento e manipulacdo de produtos alimentares, tendo em
vista que boas praticas de higiene e controle de contaminag¢do contribuem diretamente para

reducdo do impacto da infec¢do na saude publica.
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