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Resumo Geral

MILCZARSKI, Andrey Conrado Ruhling. Caracterizacdo genética de Listeria
monocytogenes e Pseudomonas spp isoladas da cadeia da carne de
frangos. 2017. 67f. Dissertacao (Mestrado em Nutricdo e Alimentos) — Programa
de Pés-graduacdo em Nutricdo e Alimentos, Faculdade de Nutricdo,

Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2017.

Com o aumento na busca por uma alimentacéo saudavel, somado ao baixo custo
e alto teor proteico, a carne de frango e seus derivados tém sido uma importante
alternativa de consumo. Entre as bactérias que podem contaminar a carne de
frango estdo a Listeria monocytogenes e Pseudomonas spp. que pode causar a
deterioracdo e alteracdo das caracteristicas sensoriais e fisicas do alimento.
Este estudo teve como objetivo caracterizar geneticamente isolados de Listeria
monocytogenes e Pseudomonas spp. provenientes da cadeia de carne de
frangos. Foram utilizados 25 isolados de Pseudomonas spp. e sete isolados de
Listeria monocytogenes, as quais foram submetidos a amplificacdo de DNA pelo
método de RAPD-PCR, para a caracterizacdo de perfis genéticos das amostras.
ApoGs a amplificacdo, as amostras foram submetidas a eletroforese em gel de
agarose e fotografadas sob luz Ultra Violeta para comparacéo dos perfis obtidos.
De acordo com os perfis obtidos e analisados no programa GelComparll®, foi
possivel determinar que os isolados de Listeria monocytogenes néo sao
oriundas da planta de processamento e, que as encontradas no varejo e
consumidor tinham uma similaridade superior a 60%. Com relacdo as
Pseudomonas spp., o0s isolados foram agrupados em seis grupos, dos quais
cinco, demostravam similaridade igual ou superior a 60% entre isolados da
indastria, varejo e consumidor, indicando assim que estas bactérias
permaneceram durante toda a cadeia de producado e chegando ao produto final.
Os resultados mostram que € necessaria melhoria nos procedimentos de
higienizacdo e sanitizacdo dos equipamentos da planta de processamento de
carne de frango para evitar que a contaminagdo chegue ao produto final e,

consequentemente ao consumidor.

Palavras-chave: PCR, rastreabilidade, contaminantes, micro-organimos

patogénicos, RAPD.






Abstract

MILCZARSKI, Andrey Conrado Ruhling. Genetic characterization of Listeria
monocytogenes e Pseudomonas spp isolated from the chicken meat chain.
2017 67f. Dissertation (Master Degree in Nutricdo e Alimentos) — Programa de
Pés-graduacdo em Nutricdo e Alimentos, Faculdade de Nutricdo, Universidade
Federal de Pelotas, Pelotas, 2017.

Searching for a healthy diet, added to the low price and high protein content,
chicken meat and its products were an important alternative of consumption.
Among bacteria that can contaminate chicken meat are Listeria. monocytogenes
and Pseudomonas spp. which can cause deterioration and alteration of the
sensorial and physical characteristics of the food. This study aimed to
characterize genetically isolated Listeria monocytogenes and Pseudomonas spp.
from the chicken meat production chain. Were used 25 isolates of Pseudomonas
spp. and 7 isolates of Listeria monocytogenes, which were subjected to DNA
amplification by the RAPD-PCR method, for the characterization of genetic
profiles of the samples. After the amplification, the samples were submitted to
agarose gel electrophoresis and photographed under UV light to compare the
obtained profiles. The dendrogram of L. monocytogenes demonstrated that the
isolates found prior to scalding were not isolated elsewhere than in the industry.
Already isolated in the retail were found in the consumer, being considered the
same bacterium with a similarity of 60%. For Pseudomonas spp. six groups with
similarity of 60% or greater were observed. In five of these groups it was possible
to aggregate isolates from the industrial, retail and consumer environments,
indicating that the contamination of the industrial environment remained in the
samples until the end of the chain. Indicating the need for improvements in the

methods of hygiene and handling along the entire chicken meat chain.

Keywords: PCR, traceability, contaminants, pathogenic microorganisms, RAPD.
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1. Introducéao Geral

A carne de frango e seus derivados sao considerados de alta qualidade
proteica e aliado ao baixo custo frente a carne bovina e subprodutos, fazem com
gue o consumo da carne de frango venha aumentando anualmente, bem como
sua producédo (ABPA, 2016; USDA, 2017). O Brasil ocupa a segunda colocacéo
no ranking de producéo de frangos, com uma producao de aproximadamente
13.140 milhdes de toneladas em 2015, sendo que do total produzido, 67,3%
corresponde ao consumo interno e o restante destinado as exportacdes (ABPA,
2016).

Para assegurar a qualidade do produto final, o Ministério da Agricultura
Pecuaria e Abastecimento (MAPA), por meio da portaria n° 210, de 10 de
novembro de 1998, estabeleceu o regulamento técnico da inspecao tecnoldgica
e higienicossanitaria de carne de aves. Essa portaria determina os parametros
para os controles do manejo das aves dentro de uma planta de abate e para o
processamento da carne de frango, sob a responsabilidade do Servico de
Inspecdo Federal (SIF) (BRASIL, 1998). Além disso, existe o regulamento
técnico da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) para
Procedimentos  Operacionais  Padronizados (POP) aplicados aos
estabelecimentos produtores/industrializadores de alimentos, que descreve
varios fatores a serem avaliados em relacdo as boas préaticas de fabricacéo
(BRASIL, 2002).

Pujurra (2013) descreve em seu trabalho, que a gestao de qualidade na
cadeia de producédo de carne de frango € um procedimento imprescindivel para
se obter um produto final de qualidade. Ressalta ainda que, a implantacéo de
planos de controle e monitoramento do processo de producdo, seguindo as
diretrizes da Analise de Perigos e Pontos Criticos de Controlo (APPCC) na
industria de alimentos, visa eliminar qualquer tipo de perigo. De acordo com
Forsythe (2002) perigo € qualquer agente bioldgico, quimico ou fisico que possa
colocar em risco a saude do consumidor. Em relacéo ao perigo biolégico refere-
se a qualquer micro-organismo gue possa estar presente no alimento e que pode
ser responsavel por casos de doencas transmitidas por alimentos. Esses podem
ter origem na propria matéria-prima, nos manipuladores e no ambiente de

processamento.
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Dentre os principais micro-organismos contaminantes de alimentos, estao
relacionados Listeria monocytogenes e Pseudomonas spp. - ambas
consideradas ubiquas, estédo presentes em todas as partes, inclusive no proprio
animal (JAY, 2005; DUFOUR et al.,, 2008; D’AMICO & DONNELY, 2009;
CALDERA et al., 2016). Listeria monocytogenes é responsavel por causar
quadros de gastroenterites leves até infec¢cdes graves na corrente sanguinea
e/ou sistema nervoso central, que dependendo da vulnerabilidade do individuo
pode levar a morte (CARPENTIER & CERF, 2011; RIVOAL et al., 2013). Além
disso, possui a capacidade de resistir a temperaturas de refrigeracao (0°C) e
formar biofilmes simples ou em comunidade com outras espécies como
Pseudomonas spp. (VAN DER VEEN & ABEE, 2011; ALAVI & HANSEN, 2013).

O género Pseudomonas spp. representa as principais bactérias
deteriorantes de alimentos, principalmente os de origem animal, mesmo quando
mantidos sob refrigeracédo, pois podem reproduzir-se em baixas temperaturas,
iguais ou inferiores a 0°C por meio da formacéo de biofilme (CARVALHO et al.,
2005; JAY, 2005; KASNOWSKI et al., 2010). Dessa forma, podem permanecer
nos equipamentos de uma inddstria de alimentos, contaminando demais
alimentos ou servindo de base para o agregamento de outros tipos de micro-
organismos (GIAOURUS et al., 2013; CALDERA, 2016).

1.1 Justificativa

No Brasil as doencas causadas por L. monocytogenes e Pseudomonas
spp. sdo subnotificadas, impossibilitando um rastreamento da sua fonte de
origem de contaminacdo. De acordo com a literatura, essas bactérias séo
capazes de formar biofilmes em comunidade e, dessa forma, permanecer em
equipamentos dentro da industria de alimentos, contaminando os produtos
destinados ao consumidor. Além disso, existem poucos trabalhos no Brasil
relacionando o perfil genético destas bactérias com os pontos criticos de controle

da cadeia de producéo de carne de frango.
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1.2 Objetivos

1.2.1 Objetivo Geral

Caracterizar geneticamente isolados de Listeria monocytogenes e

Pseudomonas spp. provenientes da cadeia de carne de frangos.

1.2.2 Objetivos especificos

- Caracterizar geneticamente Listeria monocytogenes e Pseudomonas spp.
isolados no ambiente de processamento da carne de frangos utilizando a técnica
de RAPD-PCR.

- Relacionar o perfil genético dos isolados encontrados com 0s pontos de
isolamento, por meio da comparacdo dos perfis genéticos gerados utilizando a
técnica de RAPD-PCR.

1.3 Hipd6teses

Existem etapas na cadeia da carne de frango que favorecem a
disseminacdo de Listeria monocytogenes e Pseudomonas spp. nho

processamento, comercializacdo e manipulacéo do produto final.

Ha relacao entre o perfil genético dos isolados de Listeria monocytogenes

e 0s pontos de isolamento onde estes foram detectados.

Ha relacéo entre o perfil genético dos isolados de Pseudomonas spp. e
0s pontos de isolamento onde estes foram detectados.

18



2. Revisao de Literatura

2.1 Controle higienicossanitario da cadeia de carne de frangos

O mercado consumidor de alimentos exige critérios para que o alimento
seja destinado para o consumo humano, tais como: qualidade da matéria-prima,
estar livre de contaminantes, bem-estar animal, dentre outros. Assim, é preciso
que o alimento seja in6cuo, além de trazer beneficios nutricionais e a saude do
consumidor. Bactérias como Listeria monocytogenes, Pseudomonas spp.,
Escherichia coli, Campylobacter spp. e Salmonella spp. estdo entre 0s principais
causadoras de doencas transmitidas por alimentos (SOUZA et al., 2014). Dessa
forma, é imprescindivel que a gestao de controle de qualidade nos frigorificos
avicolas seja aplicada em varios pontos da industria, desde os cuidados com o
abate até a higienizacdo dos equipamentos utilizados durante o processamento
(TOLEDO, 2001; BUENO, 2007; PUJURRA, 2013).

Dentre as varias fontes de contaminacdo que podem estar sujeitos os
produtos de origem animal estdo a microbiota do préprio animal, os
equipamentos utilizados no processamento, o0 préprio processamento do
produto, as instalagcbes e os manipuladores. A qualidade microbiolégica dos
produtos de origem animal, de forma geral, é dependente da gestao de controle
de qualidade que é aplicada durante toda a cadeia de producdo, desde a
recebimento das aves até o armazenamento e comercializacdo do produto final

(BORGES; FREITAS, 2002; MESQUITA et al., 2006).

Souza Junior (2009) descreveu os principais patdégenos encontrados em
carnes de frango e subprodutos, bem como o0s riscos que estes micro-
organismos representam ao ser humano, tais como Listeria monocytogenes,
causando a listeriose, Pseudomonas spp. causadora de gastroenterites e

Salmonella spp. causadora de samonelose.

Com o objetivo de estabelecer normas para o controle higienicossanitario
da cadeia produtora de carne de frango, o MAPA, em 10 de novembro de 1998,
lancou a Portaria n° 210, que tem por objetivo a padronizagdo dos métodos de

elaboracao de produtos de origem animal, em todos os aspectos que envolvem
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a preparacao dos produtos finais. A portaria apresenta normativas para as
instalacdes, equipamentos, higiene do ambiente, esquema de trabalho do
Servico de Inspecéo federal (SIF), desde a recepc¢éo das aves até a expedicao
do produto final ao consumidor. A presenca do SIF em um abatedouro/frigorifico
de aves é condicionada pelo Regulamento de Inspecao Industrial e Sanitaria da
Producdo de Origem Animal (RIISPOA), que se encontra sob supervisdo do
Departamento de Inspecdo de Produtos de Origem Animal (DIPOA) (BRASIL,
1998).

No ambito do controle microbiolégico é realizada contagem global de
micro-organismos sobre produtos de origem animal, presenca de produtos do
metabolismo bacteriano, exame bacteriolégico da agua que abastece os
estabelecimentos de abate/industrializacdo, exame bacteriolégico de matérias-
primas e produtos afins empregados na elaboracdo de produtos de origem
animal (BRASIL, 1998; BRASIL, 2001). Todos os padrdes microbiolégicos estdo
sujeitos a Resolucédo da Diretoria Colegiada n° 12, de 02 de janeiro de 2001
(BRASIL, 2001).

De forma geral, as analises microbiolégicas tendem a ser realizadas com
0 objetivo de avaliar a qualidade microbiolégica na cadeia de processamento,
principalmente nas etapas de escaldagem, evisceracgao, setor de congelamento,
camaras de estocagem e no produto final, propondo-se diagnosticar um possivel
agente causador de infeccdo ou toxi-infec¢ao alimentar. E, ainda, avaliar o grau
de contaminacdo microbiana deteriorante, obter um monitoramento dos
equipamentos utilizados e, consequentemente, poder indicar medidas corretivas
nos pontos criticos de controle (MESQUITA et al., 2006, NOGUEIRA, 2010;
FREITAS, 2011; PUJURRA, 2013; ABERC, 2015).

2. 2 Listeria monocytogenes

Listeria monocytogenes vem causando problemas em animais ha muitos
anos. Porém, desde o inicio da década de 1980 a preocupacdo dos

pesquisadores com esta bactéria aumentou. Isso ocorreu apds surtos de
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listeriose ligados a alimentos, que ocorreram na América do Norte e na Europa
(GALVAO et al., 2012; RODRIGUEZ-LOPEZ et al., 2015). A listeriose pode ser
considerada uma grave doenca de origem alimentar que causa severas
infeccbes em humanos e tem altas taxas de mortalidade em individuos
imunocomprometidos (HEIR et al., 2004; GUDMUNDSDOTTIR et al., 2005;
LAMBERTZ et al., 2013).

O género Listeria € composto por L. monocytogenes, L. ivanovii, L.
seeligeri, L. innocua, L. welshimeri, L. grayi, L. marthii, L. rocourtiae, L.
fleischmannii, e L. weihenstephanensis (ZHANG et al.,, 2007; HALTER,
NEUHAUS & SCHERER, 2013). Dentre essas, somente L. monocytogenes &
considerada patogénica ao homem, apesar de existirem casos relatados de
infeccdo causados por L. innocua, L. seeligeri, L. welshimeri e L. ivanovii
(CHAMBEL et al., 2007).

L. monocytogenes é considerada uma bactéria ubiqua, por estar
disseminada em toda a natureza sendo encontrada em esgotos, agua, solos,
vegetais em decomposicao, silagem, fezes de vérias espécies de mamiferos,
aves e peixes (que em geral sdo portadores assintomaticos), além de uma
diversidade de frutos do mar (camarBes, mariscos, ostras, entre outros)
(DESTRO, 1995; DAUPHIM, RAGIMBEAU & MALLE, 2001; FRYE &
DONNELLY, 2005; RYSER, 2007; D'’AMICO & DONNELLY, 2009). Isso explica
porque é possivel encontra-la em alimentos de origem animal, frutos do mar e

vegetais in hatura ou minimamente processados.

L. monocytogenes € uma bactéria Gram-positiva em forma de bastonete,
nao formadora de esporos e apresenta mobilidade por meio de um flagelo.
Entretanto, esta mobilidade s6 € possivel em temperaturas entre 20 e 25 °C; pois
em temperaturas acima de 35 °C possui baixa mobilidade ou quase inexistente.
Devido a sua natureza anaeroObica facultativa, quando cultivada em meio
semisolido, apresenta locomogao e crescimento em forma de “guarda-chuva”, o
gue representa uma caracteristica visivel para a sua identificagcdo (DOUMITH et
al., 2004).

Por apresentarem caracteristicas psicrotroficas, as bactérias do género

Listeria sdo resistentes e capazes de crescer em temperaturas de refrigeragao
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entre 0° a 4 °C, bem como em temperaturas de 40 °C. Além disso, podem
sobreviver em condi¢cdes de pH que variam de 4,2 até 9,6, embora o pH ideal
para 0 seu crescimento seja entre 6 a 8. Outro fator importante para sua
sobrevivéncia é a capacidade de resistir a altas concentracdes de Cloreto de
Sodio (NaCl) (DOUMITH et al., 2004). Isso demonstra particular importancia no
género Listeria, em especial na espécie L. monocytogenes, para a inddstria
alimenticia (CARPENTIER & CERF, 2011), pois sobrevivendo ao ambiente
industrial a bactéria pode, além de contaminar demais produtos, chegar ao
consumidor final. Também pode encontrar condi¢cdes favoraveis para o seu
crescimento em pisos com agua acumulada, fossas e interior das instalagdes de
uma industria de alimentos, geralmente em ambientes frios e Umidos, como
camaras frias (CARPENTIER & CERF, 2011).

As espécies de Listeria spp. sdo caracterizadas pela sorotipagem, que
esta baseada em 15 antigenos somaticos (“O”) e cinco flagelares (“H”), os quais
determinam 17 sorovares. Neste grupo a L. monocytogenes esta representada
por 13 sorovares e alguns deles sdo compartilhados com L. innocua e L.
seeligeri. No entanto, apenas trés apresentam patogenicidade e estédo ligados
aos casos de listeriose, sendo estes sorovares 1/2a, 1/2b e 4b (JAY, 2005;
BUCHANAN et al, 2017). A estirpe 1/2a é mais frequentemente encontrada nos
alimentos contaminados (DAUPHIN, RAGIMBEAU & MALLE, 2001).

Os problemas causados pela listeriose vdo desde um quadro de
gastroenterite leve até infec¢des graves na corrente sanguinea e/ou do sistema
nervoso central, podendo provocar meningite, encefalite, septicemia e,
dependendo da vulnerabilidade do individuo, a morte. Esses problemas
acometem principalmente idosos, criangas, imunodeprimidos e gestantes, que
podem apresentar aborto espontaneo, nascimentos prematuros ou natimortos e
ainda infec¢des neonatais (LIU, WANG & GRIFFITHS, 2007; CARPENTIER &
CERF, 2011; RIVOAL et al.,, 2013). Pode haver duas variacdes do tipo de
contaminagdo: a forma invasiva, que afeta principalmente 0s grupos
supracitados, a variagdo nao-invasiva auto-limitante, que causa uma
gastroenterite leve e febril (LIU, WANG & GRIFFITHS, 2007; TODD e
NOTERMANS, 2011).
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Outra caracteristica de L. monocytogenes € a sua capacidade de produzir
biofilmes, que podem ser formados apenas por espécies de Listeria spp. ou
ainda ocorrer de forma multiespécie tanto com bactérias Gram-positivas como
com Gram-negativas (VAN DER VEEN & ABEE, 2011; ALAVI & HANSEN, 2013).
Demoliner (2015) utilizando os mesmos isolados do presente estudo, determinou

gue esses sao fracos formadores de biofilmes.

Dessa forma, as interacdes entre as espécies que formam estes
complexos tende a variar com relacdo aos géneros presentes e as condi¢cdes
ambientais (VAN DER VEEN & ABEE, 2011). Estudos envolvendo a formacéao
de biofiilme de multiespécies tém verificado que Pseudomonas sdo 0s
colonizadores iniciais, formando uma base para instalacdo de outras espécies
como L. monocytogenes, demonstrando complexidade das interacdes e
diferentes efeitos que as demais bactérias associadas podem ter sobre L.
monocytogenes (CARPENTIER & CHASSAING, 2004; RIEU et al., 2008).

Além disso, Listeria spp. apresenta habilidade de sobreviver por longos
periodos em condi¢cdes adversas, colonizar e persistir em ambientes de
processamento de alimentos, 0 que representa um risco para o consumidor
(WAGNER et al., 2006). O fato de ser encontrada em plantas de processamento
de alimentos é um indicativo de que a atencdo do colaborador durante o
processo de sanitizacdo dos equipamentos deve ser redobrada, ja que ela possui
a capacidade de formar biofilme e, assim, resistir a acdo de desinfetantes (PAN,
BREIDT & KATHARIOU, 2006; IBUSQUIZA, HERRERA & CABO, 2011).

No Brasil, casos de listeriose humana sao subnotificados e sub
diagnosticados (SILVA et al., 2010), sendo que n&o existe nenhum caso relatado
que seja de origem alimentar (BRITO et al., 2008). Além disso, existe ainda
pouca informacdo sobre a variacdo genética da L. monocytogenes isolada em
ambientes industriais no Brasil (BARANCELLI et al., 2014).

Em um estudo realizado na Franca, Rivoal et al. (2013) efetuaram a
tipificacdo de L. monocytogenes em ambiente de preparacédo de ovos liquidos,
onde foram analisadas 1557 amostras, sendo que destas 87 amostras foram
positivas para L. monocytogenes. Na Suécia, Lambertz et al. (2013) analisaram

alimentos prontos para o consumo e 0s ambientes de processamento,
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encontrando resultados que demonstraram contaminagao por L. monocytogenes
em 73 isolados provenientes de alimentos e 62 isolados encontrados nos
ambientes de processamento de alimentos. Heir et al. (2004) analisaram trés
plantas de processamento de carnes na Noruega, durante trés periodos de
tempo diferentes, encontrando 47 isolados no ambiente de produgao e cinco
isolados na carne fresca. Souza Junior (2009) realizou a avaliacdo
microbioldgica de carcacas de frango em Botucatu, SP, encontrando além de L.
monocytogenes, bactérias do género Pseudomonas spp., entre outras bactérias
psicotréficas. Galvdo et al. (2012) realizaram a caracterizagdo de L.
monocytogenes em carcacas bovinas e plantas de processamento de carne.
Pacheco (2014), avaliando a qualidade microbiolégica de uma cadeia de carne
de frangos na regido sul do Rio Grande do Sul, Brasil, encontrou sete isolados
de L. monocytogenes.

2.3 Pseudomonas spp.

As bactérias do género Pseudomonas spp. sdo um grupo heterogéneo de
micro-organismos da familia Pseudomonadaceae. S&o bastonetes Gram-
negativos, possuem mobilidade, sdo aerbbicos, ndo fermentativos, catalase e
oxidade positivos, psicrotréficos e ndo formadores de esporos (SILVA et al.,
2010; SCACCABAROZZI et al., 2015; CALDERA et al., 2016).

Por sobreviver e ter a capacidade de multiplicar-se, mesmo que
lentamente, em temperaturas iguais ou inferiores a 0° C, sendo a temperatura
Otima de 15 a 30° C, sdo responsaveis pela contaminacdo e deterioracdo de
alimentos refrigerados, principalmente de origem animal, devido a producéo de
lipases e proteases resistentes tanto em baixas temperaturas como em mais
elevadas (DUFOUR et al., 2008; CALDERA et al., 2016).

As Dbactérias do género Pseudomonas spp. sao diversas e
ecologicamente significativas, pois sdo encontradas em diversos ambientes
(DUFOUR et al., 2008). A sua larga distribuicdo em ambiente natural ou industrial

ocorre devido a sua capacidade de adaptagdo ao meio e as varias condicdes,
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utilizando-se muitas vezes da formacgéao de biofilmes em comunidade com outras
bactérias, como L. monocytogenes (GIAOURUS et al., 2013), e por degradar
uma ampla gama de substratos devido ao seu sistema enzimatico complexo
(DUFOUR et al., 2008; CALDERA et al., 2016).

Algumas espécies sdo agentes contaminantes de plantas e animais.
Outras sdo agentes patdgenos para seres humanos, geradores de doencas
brandas como simples diarreias e gastroenterites, transmitidas por alimentos. Ou
ainda, existem casos mais graves, como infec¢cbes oportunistas em
imunodeprimidos (MARCHAND et al., 2009; SILVA et al., 2010).

Micro-organismos do género Pseudomonas spp. S80 0s principais
responsaveis pelas alteragbes das carnes refrigeradas e conservadas em
condi¢Bes de aerobiose. Em alimentos com alta atividade de agua mantidos em
temperatura de refrigeracdo, estas bactérias sdo responsaveis por causar

alteracdo fisico-quimicas e até mesmo sensoriais no produto (JAY, 2005).

O crescimento de Pseudomonas spp. na carne € acompanhado de
intensa atividade proteolitica, resultando em acréscimo do nivel de nitrogénio
ndo proteico, principalmente sob a forma de peptideos e ambnia. A aménia
apresenta toxicidade ao homem e sua formacdo durante o processo de
deterioracdo da carne esta relacionada aos processos enzimaticos (ANTUNEZ
et al., 2006).

Caldera et al. (2016) analisaram diferentes alimentos como produtos
carneos, vegetais pronto para o consumo, leite e queijo, e encontraram 66
isolados de Pseudomonas spp. Voloski (2014) analisando a qualidade
microbiolégica do processamento de cortes de carne de bubalinos, encontrou
2,9 log UFC.g* na superficie de producéo e 3,0 log UFC.g! nos cortes carneos
de bubalinos. Pacheco (2014) analisando a cadeia de producdo de carne de
frango, encontrou 25 cepas de Pseudomonas spp.

Dentre as principais espécies de Pseudomonas deteriorantes de
alimentos estéo: P. fluorescens, P. putida, P. fragi, P. mefitica, P. synxantha, P.
mucidolens, P. taetrolens. (GALARZ, FONSECA & PRENTICE-HERNANDEZ,
2010; ALCANTARA et al, 2012; CALDERA et al, 2016)
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2.4 Random Amplified Polymorphic Polymerase Chain Reaction (RAPD-
PCR)

As técnicas tradicionais de analise microbiolégica de alimentos
fundamentam-se na utilizacdo de testes morfoloégicos e bioquimicos para
tipagem, subtipagem e identificacdo de géneros, espécies e subespécies
microbianas. As técnicas microbiolégicas mais comumente utilizadas sao
realizadas em meios de cultura ndo-seletivos e seletivos complementadas por
testes bioquimicos diferenciais, na sua maioria, de producao enzimatica, usados
em conjunto com testes sorolégicos (GANDRA et al., 2008; JADHAV, BHAVE &
PALOMBO, 2012).

Porém, nas ultimas décadas foram desenvolvidas técnicas moleculares
para a deteccdo, identificacdo e caracterizacdo de bactérias deteriorantes e
patogénicas em alimentos. As técnicas podem ser divididas em dois tipos de
utilizacao: voltadas para a caracterizacdo do DNA cromossdmico, plasmidial ou
total de um micro-organismo, caracteristicas estas relativamente estaveis
(DESTRO, 1995; CHEN et al.,, 2014), ou voltadas para aplicagdo direta na
deteccdo e caracterizacao de bactérias em alimentos.

Dentre as técnicas moleculares que mais avancaram e
subsequentemente ganharam mais destaque sdo as que se baseiam na
amplificacdo de sequéncias do DNA pela reacdo da cadeia de polimerase
(Polymerase Chain Reaction — PCR) (BOER & BEUMER, 1999; MALORNY et
al., 2003).

PCR é uma técnica com uma sensibilidade elevada, na qual pequenos
fragmentos de sequéncias especificas de DNA, sdo amplificadas até que sejam
obtidas milhdes de copias da sequéncia do DNA em estudo, por meio da acdo
de enzima Tag DNA polimerase e de oligonucleotieos iniciadores, denominados
primers (KONEMAN, ALLEN & JANDA, 2008). Nas Uultimas décadas
pesquisadores tem sugerido e descrito a utilizacdo de técnicas oriundas do PCR
na deteccao direta de micro-organismos contaminantes de alimentos (GANDRA
et al., 2008; SAIYUDTHONG & TREVANICH, 2013). Atualmente existem
diversas variagdes do PCR tradicional, tais como Random Amplified Polymorphic

Polymerase Chain Reaction (RADP-PCR), Reverse Transcriptase Polymerase
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Chain Reaction (RT-PCR), Nested Polymerase Chain Reaction, Multiplex
Polymerase Chain Reaction, Polymerase Chain Reaction em tempo real,
Restriction Fragment Length Polymorphism Polymerase Chain Reaction (RFLP-
PCR), Repetitive Extragenic Palindromic Polymerase Chain Reaction (REP-
PCR), Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus Polymerase Chain
Reaction (ERIC-PCR), e sequéncias repetitivas conservadas denominadas
simplesmente de BOX, REP e ERIC-PCR (GANDRA et al., 2008).

Dentre as técnicas apresentadas, o RAPD-PCR foi descrito originalmente
por Welsh & McClelland (1990). A técnica envolve o uso de um primer Unico e
pequeno, entre 10 e 15 bases, escolhido aleatoriamente ndo sendo necessario
um conhecimento anterior da regido de ligacdo do primer, para a amplificacdo
do DNA gendmico em condi¢es de baixa concentracdo. Quando aplicados no
PCR, estes primers aleatérios irdo resultar na amplificacdo de varias sequencias
de DNA, gerando assim conjuntos de fragmentos que irdo atuar como
marcadores genéticos. A determinacéo da tipagem de um isolado bacteriano
sera determinada pela quantidade e tamanho dos fragmentos formados durante
a amplificacdo (DESTRO, 1995).

Quando comparado ao PCR tradicional, o RAPD apresenta como principal
vantagem a possibilidade de detectar polimorfismo na cadeia de DNA, sem que
haja necessidade de conhecimento anterior da sequéncia de nucleotideos de um
determinado gene ou do DNA alvo. O RAPD-PCR é uma técnica adequada para
monitorizar estirpes em grande escala e para a comparacdo de toda a
diversidade do genoma (ZEINALI et al., 2015). Diversos trabalhos tém utilizado
RAPD-PCR para identificagdo de Listeria monocytogenes e bactérias
psicrotroficas, como Pseudomonas spp. Zeinali et al. (2015), analisando
carcacas de frango; Keeratipibul & Techaruwichit (2012) analisando uma fabrica
de carne de frango cozido; Lee et al. (2011) em diferentes tipos de alimentos;
Ferreira et al. (2011) avaliando instalacdes de producao de salsicha fermentada;
Barbosa et al. (2015) analisando salames; Saiyudthong e Trevanich (2013)
analisando produtos de frango; Rubio et al. (2013) analisando salsichas
fermentados em baixa acidez; Ercolini et al. (2009) analisando leite bovino cru;

e Chen et al. (2014) analisando alimentos pronto para 0 consumo.
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RESUMO

Com o aumento na busca por uma alimentacdo saudavel, somado ao
baixo custo e alto teor proteico, a carne de frango e seus subprodutos tém sido
uma importante alternativa de consumo. Entre 0s micro-organismos que podem
contaminar a carne de frango estdo Listeria monocytogenes que causa a
listeriose, doenca grave que afeta humanos e Pseudomonas spp. que causa a
deterioracdo e alteracdo das caracteristicas sensoriais e fisicas do alimento.
Random Amplified Polymorphic Deoxyribonucleic Acid (RAPD) € uma técnica de
biologia molecular que utiliza primers mais curtos e de sequéncia arbitraria para
dirigir a reacdo de amplificacdo, eliminando assim a necessidade do
conhecimento prévio de sequéncia, baseada na reacdo em cadeia da polimerase
(PCR — polymerase chain reaction), e funciona como um método eficaz e
relativamente de custo mais baixo de caracterizagdo de marcadores
moleculares, sendo amplamente utilizados em estudos genéticos. Este estudo
tem o objetivo de caracterizar geneticamente isolados de L. monocytogenes e
Pseudomonas spp. provenientes da cadeia de carne de frangos. Seréo utilizados
25 isolados de Pseudomonas spp. e sete isolados de L. monocytogenes, 0S
quais foram obtidos em estudo anterior, envolvendo isolamentos bacterianos na
cadeia de carne de frango. Os isolados serdo submetidos a amplificacdo de DNA
pelo método de RAPD-PCR, para a caracterizacdo de perfis genéticos das
amostras. Apos a amplificacdo as amostras serdo submetidas a eletroforese em
gel de agarose que posteriormente seréo fotografados em sob luz Ultra Violeta,

sendo o resultado analisados por comparacao dos perfis obtidos.

Palavras chave: PCR, rastreabilidade, contaminantes, micro-organimos
patogénicos, RAPD.
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1. Introducéao

Na busca por uma melhor qualidade em termos de alimentagéo e da
mesma forma, motivado pelo baixo custo, houve um aumento no consumo de
carnes de aves, em especial a carne de frango. Neste contexto, o Brasil ocupa
0 segundo lugar na producdo de frango com 13,140 milhdes de toneladas
produzidas em 2015, de acordo com a Associagdo Brasileira de Proteina Animal
(ABPA), ficando a frente da China e atras dos Estados Unidos. A carne de frango
e seus subprodutos apresentam alta qualidade proteica, sendo uma alternativa
de consumo como fonte de amino&cidos essenciais por ser uma proteina de alto
valor biolégico (ABPA, 2016).

Os alimentos podem ser contaminados por micro-organismos durante a
sua manipulacdo e processamento, servindo de meio para o crescimento e
proliferacdo dos mesmos. Desta forma, podem alterar as caracteristicas fisico-
guimicas dos alimentos que quando consumidos, originar casos de intoxicacao

ou infecgao de origem alimentar (LAMBERTZ et al., 2013).

Um dos micro-organismos que pode contaminar o0s alimentos,
principalmente os de origem animal, &€ L. monocytogenes. Esta bactéria esteve
relacionada a surtos de listeriose em diversos relatos nos Estados Unidos e na
Unido Europeia ao longo das tltimas décadas (GUDMUNDSDOTTIR et al., 2005;
CARPENTIER & CERF, 2011; LAMBERTZ et al., 2013). Os problemas causados
vao desde um quadro de gastroenterite leve até infec¢cdes graves na corrente
sanguinea e/ou no sistema nervoso central (JAY, 2005). Além disso, ressalta-se
a possibilidade de L. monocytogenes sobreviver a baixas temperaturas, além de
algumas cepas serem produtoras de biofilmes, 0 que aumenta a sua resisténcia
em relacdo a sua remocdo de equipamentos e utensilios utilizados no
processamento de alimentos (WILKS, MICHELS & KEEVIL, 2006). Portanto, a
presenca de bactérias da espécie L. monocytogenes na cadeia de carne de

frango representa um risco a saude do consumidor.

As bactérias do género Pseudomonas spp. tem por caracteristica, liberar
enzimas proteoliticas e lipoliticas e formar biofilmes, causando desta forma a
deterioragédo dos alimentos (KASNOWSKI et al., 2010). Pseudomonas spp.

predominam em carcacas e cortes refrigerados e podem multiplicar-se, mesmo
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gue lentamente, em temperaturas iguais ou inferiores a 0 °C. Este género de
bactéria € responsavel por grande parte das alteracdes fisico-quimicas dos
produtos, principalmente os de origem animal. Isso faz com que a vida comercial
destes produtos dependa tanto do tipo de conservacao, quanto do niumero de
micro-organismos presentes no produto no momento da sua aquisicao pelo
consumidor (CARVALHO et al., 2005; JAY, 2005).

A garantia de produtos seguros do ponto de vista higiénicosanitario tém
sido fundamentais para as industrias e as autoridades competentes de
fiscalizagdo (MATHEUS, RUDGE & GOMES, 2003). De acordo com Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) os estabelecimentos produtores e/ou
industrializadores de alimentos devem seguir um controle minucioso sobre o
processo de abate/processamento de frangos e subprodutos para atender as
exigéncias de seguranca dos alimentos, baseado nos principios de Boas
Praticas de Fabricacdo (BPF), Procedimentos Operacionais Padronizados
(POP), Procedimentos Padrdao de Higiene Operacional (PPHO) e Anélise de
Perigos e Pontos Criticos de Controle (APPCC) (BRASIL, 2002).

Com a intencdo de estudar a contaminacdo por bactérias como Listeria
monocytogenes e Pseudomonas spp. em plantas de processamento de
alimentos e identificar a origem da contaminagdo tem-se utilizado técnicas de
biologia molecular (GUDMUNDSDOTTIR et al., 2005; LOMONACO et al., 2011;
GALVAO et al., 2012; LAMBERTZ et al., 2013; BARANCELLI et al., 2014). Essas
representam uma geracao de técnicas mais precisas e rapidas, baseando-se nas
informacdes contidas no material genético da bactéria e sendo utilizadas tanto
para a deteccdo como para a tipagem (DESTRO, 1995). Além disto, algumas
destas técnicas, como RAPD-PCR podem ser utilizadas em estudos
relacionados a rastreabilidade na cadeia de producao alimenticia, o que aumenta
a eficiéncia dos programas de controle de qualidade. Alguns critérios sao
utilizados para determinar se um método de tipagem € valido para a finalidade,
tais como: poder discriminatorio, reprodutibilidade, facilidade na realizacéo,

interpretacéo e tipabilidade.

Poucos estudos epidemioldgicos tém sido realizados no Brasil a fim de

avaliar a diversidade genética de Pseudomonas spp e L. monocytogenes
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isoladas de alimentos em conjunto. A técnica de Random Amplified Polymorfic
tem sido mais utilizada por varios fatores, tais como 0 baixo custo dos reagentes
utilizados em relacdo aos utilizados na técnica padrao ouro, manter um alto
poder de repetibilidade, utilizar primers simples e menores de sequencias
arbitrarias (JADHAV, BHAVE & PALOMBO, 2012).
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2. Objetivos
2.1. Geral

Caracterizar fenotipicamente e geneticamente isolados de L. monocytogenes

e Pseudomonas spp. provenientes da cadeia de carne de frangos.

2.2. Especificos

- Caracterizar geneticamente L. monocytogenes e Pseudomonas spp isolados
no ambiente de processamento da carne de frangos utilizando a técnica de
RAPD-PCR.

- Relacionar o perfil genético dos isolados encontrados com o0s pontos de
isolamento, através da comparacdo dos perfis genéticos gerados utilizando a
técnica de RAPD-PCR.
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3. Hipoteses

Existem etapas na cadeia da carne de frango que favorecem a
disseminacao de L. monocytogenes e Pseudomonas spp. no processamento,

comercializacdo e manipulacao do produto final.

Ha relacdo entre o perfil genético dos isolados de L. monocytogenes e 0s

pontos de isolamento onde estes foram detectados.

Ha relacdo entre o perfil genético dos isolados de Pseudomonas spp. e

0s pontos de isolamento onde estes foram detectados.
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4. Metodologia

4.1 Isolados

Serdo utilizados no estudo isolados de Pseudomonas spp e Listeria
monocytogenes pertencentes a colecdo em estoque conservado no Laboratério
de Microbiologia de Alimentos da Faculdade de Nutricdo da Universidade
Federal de Pelotas, provenientes da cadeia da carne de frango (Tabela 1) sendo

25 de Pseudomonas spp. e sete de Listeria monocytogenes.

Tabela 1. Origem dos isolados de Listeria monocytogenes e de Pseudomonas
spp provenientes da cadeia de carnes de frango do sul do Brasil.

Isolados (n) Origem
Listeria monocytogenes (2) Corte de frango do consumidor
Listeria monocytogenes (2) Corte de frango do varejo

o Carcaca de frango no processamento (Antes
Listeria monocytogenes (3)
da Escaldagem)

Pseudomonas spp. (7) Corte de frango do consumidor
Pseudomonas spp. (5) Corte de frango do varejo

Carcaca de frango no processamento (5
Pseudomonas spp. (13) antes da escaldagem, 4 antes do chiler, 4

pos chiler)

Fonte: o Autor, 2016.

Primeiramente, culturas congeladas em microtubos (tipo Eppendorf)
contendo Brain Heart Infusion (BHI) e glicerol serdo reativadas. As bactérias
pertencentes ao género Pseudomonas spp serdo transferidas com o auxilio de
uma alca de platina para tubos de ensaio contendo caldo Brain Heart Infusion
(BHI) estéril, e as Listeria monocytogenes serdo transferidos para tubos
contendo caldo Trypticase Soy Broth (TSB) com extrato de levedura (0,6%). Na
sequéncia estes tubos serdo incubados em estufa durante 24 horas a 35 °C.
Apos a incubacgéo, para purificagdo e isolamento de colénias uma algada de cada

tubo sera transferida e estriada em placas de meios especificos para cada
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bactéria, para Pseudomonas spp, placas com meio Trypticase Soy Agar (TSA),
e para Listeria monocytogenes, placas com meio agar Palcam. As placas seréo
incubadas por 24/48 horas a 35 °C. Para que ocorra o isolamento, a partir das
colénias que se desenvolverem nos 4gares separadamente para cada bactéria
sera extraida uma alcada e transferida para um tubo inclinado com agar
Trypticase Soy Agar (TSA), que sera uma cultura estoque que sera utilizado

sempre que se precisar utilizar novamente alguma das bactérias reativadas.
4.2 Extracdo do DNA

A extracdo do DNA sera realizada com todas as culturas reativadas por
meio protocolo de extracdo de DNA pelo Kit de Extracdo de DNA Mini Spin da
marca Kasvi®, seguindo os procedimentos descritos pelo fabricante.

4.3RAPD —PCR

Apbs a extracdo o DNA gendmico serd submetido a reacdo RAPD-PCR
utilizando o primer OPA14 5-TGT-GTG-CTG-G-3’ (LEE et al., 2011) para os
isolados de L. monocytogenes e o primer BOXA1R 5’-CTA-CGG-CAA-GGC-
GAC-GCT-GAC-G-3' (CALDERA, et al. 2016) para os isolados de Pseudomonas
spp. Em ambas reacdes a amplificacdo sera realizada em um termociclador
modelo B960 Heal Force®, utilizando um volume total de reagdo de 20 pL,
composta por 10 pL de conjunto para GoTaq® Green MasterMix (2x Tampé&o de
reagao, 400 uM dATP, 400 uM dGTP, 400 pyM dCTP, 400 pM dTTP e 3 mM
MgCl2), 1 yL de primer,4 yL de DNA molde e 5 yL de agua ultra pura. Sera
utilizado o mesmo volume (4 pl) de agua deionizada para substituir o DNA

bacteriano como controle negativo.

As condicbes de amplificacdo realizadas durante o RAPD-PCR das
bactérias L. monocytogenes e Pseudomonas spp. serdo: um ciclo 94 °C por 4
minutos, 45 ciclos de 94 °C por 1 minuto, 36 °C por 1 minuto e 72 °C por 2 minutos
e uma extensao final de 72 °C por 4 minutos para L. monocytogenes e um ciclo
95 °C por 7 minutos, 45 ciclos de 94 °C por 1 minuto, 53 °C por 1 minuto, 65 °C

por 8 minutos e uma extensao final de 65 °C por 16 minutos para Pseudomonas

Spp.

38



Os produtos amplificados pelo RAPD-PCR serao analisados por meio de
eletroforese em gel de agarose 0,5% para Listeria monocytogenes e 1% para
Pseudomonas spp. Serdo aplicados em gel de agarose 10 pyL microlitros do
resultado da amplificacdo de cada amostra. A eletroforese sera realizada em
tampao TAE 1X (tampé&o Trisacetato 40 mM contendo EDTA 1 mM, pH 8) auma
tensdo constante de 50 Voltz durante 1,5 hora. O gel de agarose sera corado em
solucéo de brometo de etidio a 10 mg/mL e visualizado com transiluminador sob
luz Ultra Violeta. Sera utilizado como marcador de peso molecular DNA lambda
100 pb.

4.4  Aspectos éticos

E compromisso dos pesquisadores envolvidos a total preservacdo da
identificacdo dos locais de coleta das amostras. O projeto nao envolve
experimentacdo em animais ou em humanos. Além disso, ndo sera realizada

aplicacao de questionarios e/ou entrevistas nos estabelecimentos.
4.5  Andlise estatistica

As andlises estatisticas serdo realizadas utilizando-se o programa
GelComperll (versdo 6.6, Applied Maths Inc., Sint-Martns-Latem, Belgium). A
similaridade sera calculada pela correlacdo de Person’s e para aglomeracgéao e
construcdo do dendograma sera usado o algoritimo Unweighted Pair Group
Method using Arithmetic averages (UPGMA).
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5.0rcamento

Materiais Valor total (R$)
Meios de cultura para isolamento das bactérias 2.350,00
Plasticos (ependorfs, ponteiras, placas de Petri) 900,00
Material para eletroforese 2.500,00
Marcador Lambda 290,00
Tris-Borate-EDTA 191,00
Primers 108,50
GoTaq® Green Master Mix 2,988.00

Total 9.327,50

* Fonte dos recursos: PROAP/PPGNA e recursos de projeto com financiamento do orientador.
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6. Cronograma

2015 2016 2017

OUT NOV DEzZ JAN FEV MAR ABR MAI JUN JUL AGO SET OUT NOV DEZ JAN FEV MAR ABR MAI JUN JUL

Revisao bibliografica X X X X X X X X X X X X X X X X X X X
Elaboracédo do projeto X X X X X X X X
Qualificacéo X
Reativacéo das

amostras

Andlise RAPD-PCR X X X X X
Andlise dos dados
Analise estatistica
Redacéo da
dissertacao
Redacao de Artigo
Defesa X

X X
X X X X
X X X X X
X X X X X
X X X X
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4. Relatorio do Trabalho de Campo

A extracdo do DNA molecular das bactérias foi realizada no Laboratério
de Inspecao de Produtos de Origem Animal (LIPOA). As analises de RAPD-PCR
foram realizadas duas vezes por semana, utilizando PCRMasterMix, 0os primers
para cada bactéria e agua ultrapura, com alteracbes no programa de
amplificacdo. Durante cinco meses foram feitas diversas alteracdes no programa

de amplificagéo visando alcancar o resultado esperado.

As alteracdes ndo foram eficientes e optou-se pela troca de equipamento.
As andlises comecaram a ser realizadas no Laboratorio de NutriGenémica da
Faculdade de Nutricdo, com auxilio do Prof. Dr. Augusto Schneider. Com a
utilizacdo de GoTag® Green MasterMix e uma nova alteragcdo do programa de
amplificacéo foi possivel obter os resultados esperados.
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Resumo

Isolados de Listeria monocytogenes e Pseudomonas spp. provenientes de uma
cadeia de carne de frango da regido sul do Rio Grande do Sul, Brasil, foram
analisados quanto a sua similaridade genética. Utilizou-se a técnica de RAPD-
PCR, com os primes UBC127 e BOXAIR, respectivamente para ambas
bactérias. Os produtos da PCR foram submetidos a eletroforese com gel de 0,5%
de agarose para L. monocytogenes e 1% para Pseudomonas spp. Apds a
eletroforese, os perfis de fragmentos amplificados foram analisados com auxilio
do programa GelComparll® com aglomeragdo pelo algoritmo UPGMA. O
dendograma de L. monocytogenes demostrou que os isolados encontrados
antes da escaldagem nado foram obtidos em nenhum outro ponto além da
industria. J& os isolados encontrados no varejo também foram encontrados nos
produtos vendidos ao consumidor, sendo consideradas as mesmas bactérias
com similaridade de 60%. Para Pseudomonas spp. foram observados seis
grupos com similaridade igual ou superior a 60%. Em cinco destes grupos foi
possivel agregar isolados do ambiente industrial, varejo e consumidor, indicando
gue a contaminacdo do ambiente industrial permaneceu nas amostras até o final
da cadeia. Assim, indica-se a necessidade de melhorias nos métodos de

higienizacdo e manipulacdo ao longo de toda cadeia da carne de frango.

Palavras chave: Listeria monocytogenes, carne de frango, qualidade sanitéaria.

Abstract

Isolates of Listeria monocytogenes and Pseudomonas spp. from a chain of
chicken meat from Southern region of Rio Grande do Sul, Brazil, were analyzed
for their genetic similarity. The RAPD-PCR technique was used, with primes
UBC127 and BOXAI1R, respectively for both bacteria. The PCR products were
electrophoresed with 0.5% agarose gel for L. monocytogenes and 1% for
Pseudomonas spp. After electrophoresis, the amplified fragment profiles were
analyzed using the GelComparll® program with agglomeration by the UPGMA
algorithm. The dendogram of L. monocytogenes showed that the isolates found

before scalding were not obtained elsewhere than in industry. The isolates found

45



in retail were also found in products sold to the consumer, being considered the
same bacteria with similarity of 60%. For Pseudomonas spp. six groups with
similarity equal or superior to 60% were observed. In five of these groups it was
possible to aggregate isolates from the industrial, retail and consumer
environments, indicating that the contamination of the industrial environment
remained in the samples until the end of the chain. Thus, it is indicated the need
for improvements in the methods of hygiene and handling throughout the chain

of chicken meat.

Keywords: Listeria monocytogenes, chicken meat, sanitary quality.

1. Introducéo

Alguns micro-organismos psicrotréficos sédo considerados um problema
para as industrias de alimentos, principalmente os de origem animal, a décadas,
devido ao caracter deteriorativo ou patogénico, sendo capazes de sobreviver e

se multiplicar no ambiente industrial ([1], [2], [3], [4]).

L. monocytogenes é uma bactéria Gram-positiva, isolada em diversos
alimentos e plantas de processamento de alimentos ([2], [5]). Além disso, esta
bactéria possui capacidade de sobreviver e multiplicar-se em baixas
temperaturas, bem como tolerar amplas variacdes de pH e sal ([2], [6]). Em seres
humanos chega a causar listeriose, em que os sintomas vao desde um quadro
de gastroenterite leve até infeccbes graves na corrente sanguinea e/ou do
sistema nervoso central, podendo provocar meningite, encefalite, septicemia e,
dependendo da vulnerabilidade do individuo, a morte. Esses problemas
acometem principalmente idosos, criangas, imunodeprimidos e gestantes, que
podem apresentar aborto espontaneo, nascimentos prematuros ou natimortos e
ainda infecgbes neonatais ([2], [7], [8], [9], [10], [11]). As bactérias do género
Pseudomonas spp. sdo um grupo bem heterogéneo de micro-organismos da
familia Pseudomonadaceae. Sado Gram-negativas, psicrotroficas e um dos
principais responsaveis pela contaminacéao e deterioracao de produtos de origem
animal ([12], [13], [14], [15]). Algumas cepas sdo agentes patdgenos para seres

humanos, geradores de doencas brandas como simples diarreias e
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gastroenterites, transmitidas por alimentos. Ou ainda, existem casos mais

graves, como infec¢des oportunistas em imunodeprimidos ([13], [16]).

Pseudomonas spp. e L. monocytogenes sé&o encontradas em todos 0s
ambientes da natureza, sendo desta forma consideradas bactérias ubiquas ([2],
[15], [17]). Algumas cepas séo capazes de formar biofilme, o que pode aumentar
a sua adesao, resisténcia e consequentemente, a sua permanéncia nos
equipamentos dentro da industria de alimentos, podendo causar contaminacao
cruzada. Ambas as bactérias podem ser encontradas em carnes de frango, seja
por contaminacao natural da matéria-prima ou por contaminarem o produto em

algum ponto da cadeia de producao ([2], [8]; [15], [18]).

Em investigacdes relacionadas ao rastreamento de pontos de
contaminacgdo, aplicacdes de técnicas de tipagem molecular sdo importantes
para verificar surtos e associacfes epidemiolégicas. Também se faz necessaria
a identificacdo da espécie ou do género bacteriano quando séo investigadas as
rotas de contaminacao e a ocorréncia de bactérias em plantas de processamento
de alimentos. Além disso, as técnicas de tipagem molecular sdo mais vantajosas
frente as técnicas fenotipicas, pois essas ultimas tém baixo poder discriminatério

em determinadas estirpes e ndo sdo aplicadas a todas as linhagens ([19], [20]).

Ao longo dos ultimos anos, métodos moleculares como o Random
Amplified Polymorphic Deoxyribonucleic (RAPD) tém sido utilizados como uma
ferramenta para o rastreamento das fontes de contaminacédo de alimentos, bem
como para monitoramento de efetividade de protocolos de boas préticas de
fabricacdo. RAPD, é uma técnica de baixo custo, quando comparada a outras
técnicas moleculares como Pulsed Field Gel Electrophoresis (PFGE), técnica
considerada como “padrao ouro”, tem uma elevada taxa de discriminacéo, sendo
uma técnica adequada para comparar a diversidade genética entre micro-
organismos ([3], [11], [18], [21]; [22], [23], [24]). Tipificar micro-organismos é
muito importante para identificar as fontes de contaminacdo ou para determinar
se um processo de higienizacdo dentro de uma planta de processamento de

alimentos esta sendo aplicada corretamente ([18], [19], [24]).
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Este estudo teve o objetivo de caracterizar geneticamente Listeria
monocytogenes e Pseudomonas spp. isoladas de uma cadeia de carne de frango

na regido sul do Rio Grande do Sul, utilizando a técnica de RAPD-PCR.

2. Material e Métodos
2.1 Isolados

Um mesmo lote de carcaca e cortes de frango foi acompanhado ao longo
da cadeia da carne de frango e amostras deste lote foram analisadas em
diferentes pontos desta cadeia, para o isolamento de microrganismos (dados
ainda ndo publicados). Na Tabela 1 é possivel visualizar os isolados
provenientes de diferentes pontos de uma cadeia de carne de frango, na regiao
sul do Rio Grande do Sul, Brasil.

Tabela 1 Origem dos isolados de Pseudomonas spp. e de Listeria

monocytogenes provenientes da cadeia de carnes de frango do sul do Brasil.

Isolados (n) Origem

S Carcaca de frango no processamento antes
Listeria monocytogenes (3)
da escaldagem

Listeria monocytogenes (2) Corte de frango do varejo
Listeria monocytogenes (2) Corte de frango do consumidor

Carcaca de frango no processamento antes
Pseudomonas spp. (5)

da escaldagem

Carcaca de frango no processamento antes
Pseudomonas spp. (4) _

do chiler

Carcaca de frango no processamento pos-
Pseudomonas spp. (4)

chiler
Pseudomonas spp. (5) Corte de frango do varejo
Pseudomonas spp. (7) Corte de frango do consumidor

2.2 Reativagdo dos micro-organismos

As culturas foram reativadas em tubos contendo os caldos Brain Heart

Infusion (BHI) para Pseudomonas spp. e Trypticase Soy Broth (TSB) com 0,6%
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de extrato de levedura para L. monocytogenes, as quais foram incubadas por 24
horas a uma temperatura de 37 °C. Na sequéncia, para purificacao e isolamento,
uma alcada de cada tubo foi transferida e estriada em placas de Petri com meio
especifico para cada bactéria: Pseudomonas Agar Base para as Pseudomonas
spp., e Agar Palcam para L. monocytogenes que foram incubados por 24 horas
a 37 °C. Apoés este periodo, uma colbnia isolada de cada bactéria foi destinada

para a extracdo de DNA.
2.3 Extrag&do do DNA

O DNA de cada isolado foi extraido utilizando o Kit de Extracdo de DNA
Mini Spin da marca Kasvi®, seguindo os procedimentos descritos pelo
fabricante.

2.4 RAPD -PCR

Para a reacdo de RAPD no DNA dos isolados de Listeria monocytogenes
foi utilizado o primer UBC127 (5'CTG-GCG-GCT-G3’) ([25]), com as condicbes
de amplificacdo descritas por LEE et al;, (17), 94 °C por 4 minutos, 45 ciclos de
94 °C por 1 minuto, 36 °C por 1 minuto e 72 °C por 2 minutos e uma extensao
final de 72 °C por 4 minutos. J& para o DNA dos isolados de Pseudomonas spp.,
utilizou-se o primer BOXA1R (5°CTA-CGG-CAA-GGC-GAC-GCT-GAC-G3’),
com as seguintes condi¢ces de amplificacdo de um ciclo de 95 °C por 7 minutos,
45 ciclos de 94 °C por 1 minuto, 53 °C por 1 minuto, 65 °C por 8 minutos e uma
extensao final de 65 °C por 16 minutos ([15]). Em ambas as reac¢des foi utilizado
um volume total de reacdo de 20 uL, composta por 10 uyL de GoTag® Green
MasterMix da PROGEMA, (2x Tampao de reacao, 400 uM dATP, 400 uM dGTP,
400 uM dCTP, 400 uM dTTP € 3 mM MgCl2), 2 uL de primer, 2 yL de DNA molde

e 6 uL de agua ultrapura.
2.5 Eletroforese

Os produtos de amplificacéo foram submetidos em eletroforese em gel de
agarose 0,5% para Listeria monocytogenes e 1% para Pseudomonas spp. foram
aplicados no gel 10 yL do produto amplificado de cada amostra. A eletroforese
foi realizada em tampéao TAE 1X (tampdao Trisacetato 40 mM contendo EDTA 1

mM, pH 8) a uma tenséo constante de 50 Voltz durante 80 minutos. O gel de
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agarose foi corado com SYBR SAFE® e visualizado com transiluminador sob luz

UV. Foi utilizado como marcador de peso molecular DNA lambda 100 pb
2.6 Andlise dos Géis

As imagens dos géis, com os perfis de produtos amplificados apos
separacdo eletroforética, foram analisadas com auxilio do programa
GelComparll® (versao 6.6, Applied Maths Inc., Sint-Martns-Latem, Belgium). A
similaridade foi calculada pela correlacdo de Person’s e para aglomeracao e

construcdo do dendograma usando o algoritmo UPGMA.
3. Resultados e Discusséo

Analisando a Figura 1 é possivel inferir a existéncia de 4 grupos de perfis
genéticos para os isolados de L. monocytogenes da cadeia de carne de frango
analisada. Embasado no critério de Caldera et al. ([15]), foram agrupados perfis
genéticos com similaridade igual ou superior a 60%.
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Figura 1. Dendograma gerado apdés andlise de RAPD de Listeria monocytogenes com primer

UBC127.

Analisando os grupos verificou-se que dois isolados antes da escaldagem
foram classificados como sendo da mesma linhagem, enquanto um terceiro
isolado do mesmo ponto apresentou um perfil diferente, sendo classificado como
sendo de outra linhagem. Em relagcdo ao isolados do varejo e consumidor,

verificou-se a existéncia de duas linhagens distintas: uma referente a um isolado
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do varejo e outra englobando trés isolados, sendo dois do consumidor e um do

varejo.

De acordo com este mapeamento € possivel afirmar que os isolados de
Listeria monocytogenes do ambiente industrial ndo foram encontrados no varejo
e no consumidor. Porém, isolados do varejo foram encontrados no consumidor,
indicando possiveis falhas entre a comercializacdo e o0s procedimentos
realizados no ambiente doméstico, que permitram a contaminacdo e

permanéncia destes isolados nas amostras.

Um dos fatores que possivelmente contribuiram para que os isolados de
Listeria monocytogenes no ambiente industrial (isolados antes da escaldagem)
nado fosse encontrada no varejo e no consumidor, é o fato dessa etapa ser um
processo que consiste em passar a ave inteira em uma solugcao aquosa a uma
temperatura 60+5 °C, e esta temperatura pode ter favorecido a eliminacdo das
bactérias [26]. Mendonca et al. [27], analisando frangos refrigerados de
mercearias locais do sul do Rio Grande do Sul, encontraram diferentes grupos
de Listeria monocytogenes, sugerindo que a contaminacao foi proveniente de
diferentes pontos de contaminacdo, devido a uma ineficiéncia dos
procedimentos de limpeza e sanitizagdo. Cruz et al. [28] em seu estudo
encontraram diferentes tipos de Listeria monocytogenes entre a matéria-prima e
o produto final de uma linha de processamento de salm&o, sugerindo que
algumas espécies podem diminuir ou aumentar com relacdo aos processos que
sao utilizados ao longo da cadeia produtiva de um produto. Von Laer et al. [29]
ndo encontraram L. monocytogenes em matérias-primas para producdo de
salsicha, mas encontraram no ambiente, nos equipamentos e no produto final.
Porém, as estirpes encontradas no produto final eram diferentes das que foram
isoladas no ambiente e nos equipamentos, sugerindo que algumas cepas estao

mais adaptadas apenas para esses ambientes.

Keeratipibul e Techaruwichit [18] analisaram a planta de processamento
de frango assado na Tailandia e encontraram isolados de diferentes espécies de
Listeria spp - dentre elas, L. monocytogenes, L. innocua, L. welshimeri e L.
seeligeri em diferentes concentracdes na superficie e equipamentos utilizados e

no produto final. Estes resultados sugerem que as bactérias podem sobreviver
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no ambiente de producdo e que, embora na maioria dos casos a contaminacao
nao possa ser completamente eliminada, € necessario controla-la a um nivel
mais baixo. O projeto sanitario do equipamento e o design apropriado da planta
s&o cruciais para controlar a contaminacdo microbiana. Além disso, € preciso o
procedimento correto, apropriado e frequente de limpeza e higienizacdo dos

equipamentos e do ambiente de processamento e das maos dos manipuladores

De tal forma, a manipulacdo que os produtos carneos sofrem no ambiente
de comercializagdo, representa um risco para a contaminac¢ao do produto [27].
Franzetti e Scarpellini [30], quando analisaram diferentes alimentos de origem
animal, como hamburguer de frango, carne moida, sushi e queijo frescal.
Notaram que produtos muito manuseados acabam sendo fontes de
contaminacdo, principalmente quando as condi¢des higiénico-sanitarias do local
de manipulagéo sao precarias.

O dendograma obtido para Pseudomonas spp. (Figura 2) demonstra uma
elevada diversidade genética dentre os isolados e quando se delimita um nivel
de similaridade de 60% [15], foram observados seis agrupamentos de isolados
diferentes (A, B, C, D, E, F).
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Figura 2. Dendograma gerado apés andlise de RAPD de Pseudomonas spp. com primer
BOXAILR.

Dentro de cinco grupos (A, B, C, D e F) foi possivel agregar isolados do
ambiente industrial, varejo e consumidor, indicando que a contaminagdo do
ambiente industrial permaneceu até o final da cadeia. Isso denota uma situacéo
preocupante considerando que Pseudomonas spp. sdo capazes de produzir
biofilmes, e através desses conseguem se fixar em equipamentos ou no proprio
produto. Além disso, ao formar um biofilme outras bactérias podem interagir e
complementar o biofilme, inclusive L. monocytogenes, tornando desta forma o
biofime um ponto de contaminagdo cruzada de diferentes espécies, mais
resistente aos processos de higienizacao ([1], [31]).

Ordofiez et al [1] descreve que animais sadios ndo apresentam

contaminacdo em seu interior, e quando apresentam esta contaminacdo é em
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baixa concentracio. E durante o abate e processamento que ocorre a

contaminacao dos produtos

A presenca de micro-organismos nos equipamentos de processamento
de alimentos apresenta um risco potencial de contaminagéo cruzada, pois
podem colonizar e multiplicar-se na superficie dos equipamentos, ou
simplesmente permanecerem viaveis, incapazes de se multiplicar, devido as
condicbes ambientais adversas as quais estdo submetidos durante o
processamento [32]. Umas das formas de Pseudomonas serem capazes de se
fixar em superficies de processamento de alimentos é formar biofilmes o que cria
uma fonte permanente de contaminacdo dentro das industrias e,
consequentemente, contaminagdo cruzada dos produtos finais ([33], [34], [35]).
Além disso, a formacao dessa estrutura pode permitir a contaminagao por outros
micro-organismos, como Listeria monocytogenes [36]. Este aspecto € importante
para a determinacdo dos pontos criticos de controle de contaminagcdo, como

parte de qualquer sistema Andlise dos Pontos de Perigos e Controle Critico [37].

7

O crescimento de Pseudomonas spp. na carne € acompanhado de
intensa atividade proteolitica, o que resulta em evidente acréscimo dos niveis de
nitrogénio néo proteico. Segundo Antunez et al. [38], a formacdo de aménia,
durante o processo de deterioracdo da carne esta relacionada com diversos
processos enzimaticos autoliticos e/ou microbianos, que, por sua vez, dependem

das condicdes e do tempo de armazenamento.

Outro fator preocupante das Pseudomonas spp. é a producao de lipases
e proteases, enzimas que propiciam a degradacdo das macromoléculas
presentes na carne, provocando alteracdes sensoriais perceptiveis e diminuindo
a vida atil do produto ([1], [31]).

4. Concluséo

A contaminagdo por L. monocytogenes encontrada no consumidor e
varejo ndo € proveniente do ambiente industrial e os isolados do varejo
chegaram até o consumidor. Os isolados de Pseudomonas spp. do ambiente

industrial chegaram até o consumidor, denotando que sSao necessarias
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mudancas nas praticas higiénico sanitarias durante toda a cadeia da carne de

frango.
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6. Consideracdes finais

O presente estudo demonstrou que a contaminacdo por L.
monocytogenes encontrada no ambiente do consumidor e varejo nao é
proveniente do ambiente industrial. Porém, esses isolados do varejo chegaram
até o consumidor, e possuem uma similaridade superior a 60%. Com relacdo a
Pseudomonas spp., foi possivel verificar que os isolados do ambiente industrial

chegaram até o consumidor.

Dessa forma, é possivel que o processo de escaldagem tenha eliminado
as L. monocytogenes, mas que o mesmo ndo tenha ocorrido com Pseudomonas
spp. Denota-se, entdo, que sdo necessarias mudancas nas praticas higiénico

sanitaria durante toda a cadeia da carne de frango.
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