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Resumo. O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito do local de fatiamento de presuntos,
indastria (IND) versus varejo (VAR) sobre a presenca e quantificagdo de Listeria
monocytogenes e bactérias acido-laticas ao longo do tempo de prateleira. Foram coletadas
240 amostras, provenientes do fatiamento pela IND (n = 120) e VAR (nh = 120) oriundas
de trés marcas comerciais, provenientes de quatro estabelecimentos localizados no estado
do Parand, Brasil. Nestas amostras, foram realizadas pesquisa e quantificacdo de L.
monocytogenes e Bactérias Acido-laticas (BAL), onde metade das amostras foi analisada
no primeiro dia de validade (T1) e a outra, estocada a 7° C e analisadas no ultimo dia de
validade (T2). Também foi determinado a capacidade de adesdo dos isolados de Listeria
sp. Néo foi identificado a presenca de Listeria sp. e L. monocytogenes em amostras
oriundas da IND, tanto em T1 quanto em T2. Contudo, 11,67% das amostras (n = 14)
provenientes do VAR apresentaram Listeria sp. (T1 + T2). A contagem de BAL apresentou
aumento em T2 quando comparado ao T1, tanto em produtos da IND como do VAR. Com
relacdo a capacidade de adesdo, 83,2% (n = 119) dos isolados de Listeria sp. foram nédo
aderentes e 16,8% (n = 24) demostraram fraca capacidade de adesdo em superficie de
poliestireno. Desta forma, o fatiamento realizado pelo comércio varejista mostrou-se
ineficiente para o controle da ocorréncia e da multiplicacdo de Listeria sp., onde esta
contaminagao pode ser oriunda da capacidade de formacéo de biofilmes.

Palavras-chave: Contaminagdo, comércio varejista, fatiamento, ready-to-eat

Occurence, quantification and adhesion profile of Listeria sp. isolated
from slided ham

Abstract.The aim of this study was to evaluate the effect of the local slicing of hams,
industry (IND) versus retail (VAR) on presence and quantification of Listeria
monocytogenes and lactic acid bacteria during the shelf life. 240 samples were collected,
from slicing by IND (n = 120) and VAR (n = 120) from three commercial brands from four
establishments located in the state of Parand, Brazil. In these samples, the research and
guantification of L. monocytogenes and Lactic Acid Bacteria (BAL) were carried out,
where half of the samples were analyzed on the first day of validity (T1) and the other,
stored at 7° C and analyzed on the last day of validity (T2). The adhesion capacity of
Listeria sp. isolates was also determined. The presence of Listeria sp. and L.
monocytogenes in samples from IND, both in T1 and T2. However, 11.67% of the samples
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(n = 14) from the VAR presented Listeria sp. (T1 + T2). The BAL count increased at T2
when compared to T1, both in IND and VAR products. Regarding the adhesion capacity,
83.2% (n = 119) of the isolates of Listeria sp. were non-adherent and 16.8% (n = 24)
showed poor adhesion capacity on polystyrene surface. Thus, the slicing carried out by the
retail trade proved to be inefficient for controlling the occurrence and multiplication of
Listeria sp., Where this contamination may come from the ability to form biofilms.

Keywords: Lactic acid bacteria, contamination, retail business, slicing ready-to-eat

Introducéo

Produtos carneos prontos para consumo (Ready-to-Eat — RTE) apresentam como caracteristica a
possibilidade do consumo sem qualquer tipo de cozimento ou tratamento térmico, podendo ser retirados
de sua embalagem original e serem consumidos de forma imediata (Siqueira et al., 2017). Listeria sp. e
Listeria monocytogenes tém importancia nestes alimentos, pois apresentam natureza ubiqua e
adaptacdes as condicdes adversas, além disso, L. monocytogenes possui importancia epidemioldgica
associada a grupos de riscos (CDC, 2019; Gibbons et al., 2006; Goh et al., 2014). A presenca desses
patdgenos ja foi descrita em carnes cozidas e curadas, salmédo defumado, mortadela e outros RTE (Bersot
etal., 2008; Lee et al., 2017; Morganti et al., 2016; Siqueira et al., 2017; Vallim et al., 2015). A Instrucéo
Normativa n° 60 (BRASIL, 2019), estabelece tolerancia zero para L. monocytogenes em RTE.

O aumento do consumo de alimentos RTE intensifica a exposi¢do humana a L. monocytogenes.
Havendo também uma crescente demanda das industrias por produtos com prazo de validade mais
longos, que pode influenciar sua multiplicagdo, fato que torna o assunto preocupante (Géalvez et al., 2007;
Galvez et al., 2010). Alguns produtos RTE podem sofrer manipulagcdo pés-processamento como
fatiamento ou nova embalagem, problemas nos programas de boas praticas de fabricagdo e de
higienizacdo podem favorecer a contaminagdo por microrganismos patogénicos (Martins & Germano,
2011). Desse modo, as industrias responsaveis pela elaboragdo e os estabelecimentos que realizam a
manipulacdo de produtos RTE, devem estabelecer protocolos adequados para garantir o controle
microbioldgico. Nos estabelecimentos comerciais deve haver uma avaliagdo periodica de produtos e
superficies, muitas vezes ndo é observado nos comércios varejistas.

Este estudo teve por objetivos comparar a contaminacdo de presuntos fatiados pela industria e
daqueles fatiados pelo varejo, em relagcdo a presenga e quantificacdo de Listeria monocytogenes e
bactérias acido-laticas ao longo do tempo de prateleira.

Material e métodos
Amostragem

No periodo de maio de 2016 a marco de 2017 foram coletadas 240 amostras de presuntos, sendo 120
amostras de presuntos produzidos, fatiados e embalados a vacuo pela industria (IND) e 120 amostras de
presuntos do tipo pega inteira, adquiridos, fatiados e embalados em bandeja de polipropileno envolto
por filme pléstico de PVC pelo comércio varejista (VAR). As amostras foram adquiridas de trés marcas
comerciais que apresentavam Servico de Inspecdo Federal (SIF) provenientes de quatro
estabelecimentos comerciais localizados no estado do Parand, Brasil. Ap6s a aquisi¢do, as amostras
eram acondicionadas em caixas isotérmicas com gelo e remetidas ao Laboratério de Inspecdo e Controle
de Qualidade de Alimentos e Agua (LACOMA) da Universidade Federal do Parana (UFPR) para serem
submetidas & pesquisa, quantificacdo de L. monocytogenes e bactérias &cido-laticas (BAL).

Do total das amostras coletadas, metade foi analisada no primeiro dia de validade (T1) e a outra
metade, estocada a 7° C e avaliadas no ultimo dia de validade (T2), sendo este tempo referente a data
indicada pela industria fabricante ou declarada pelo comércio varejista, 0 que correspondeu a 30 dias
nas amostras da IND e 7 dias nas amostras do VAR.

Pesquisa e quantificacdo de L. monocytogenes

A pesquisa e quantificacio de L. monocytogenes seguiram a metodologia 1ISO 11290-1 e ISO 11290-2,
respectivamente (ISO 2004ab). Uma unidade analitica de 25 g da amostra foi diluida em 225 mL do
Half-Fraser Broth (BD Difco™), homogeneizado e pré-incubado a 20°C por 1 h. Apés incubacéo, um
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volume total de 1,0 mL foi semeado na superficie de trés placas de Chromogenic Listeria Agar (ALOA,
Oxoid) e incubadas a 37° C por 48 h para a quantificacdo de L. monocytogenes. Para a pesquisa de L.
monocytogenes, apds a pré-incubacéo, o caldo Half-Fraser (BD Difco™) foi suplementado e reincubado
a 30° C por 24 h. Apo6s incubacdo, uma aliquita de 0,1 mL foi transferida para um tubo contendo 10 mL
de Fraser Broth (BD Difco™), incubado a 37° C por 24 — 48 h. A partir dos tubos que apresentaram
hidrolise da esculina, foi realizada semeadura em placas de Chromogenic Listeria Agar (ALOA, Oxoid)
e Oxford Listeria Agar (OXA, Oxoid), seguido de incubacdo a 37° C por 48 h.

Tanto na pesquisa quanto na quantificacdo de L. monocytogenes, col6nias caracteristicas foram
selecionadas, purificadas em Tryptic Soy Agar suplementadas com 0,6% Yeast Extract (TSA-YE, BD
Difco™) e submetidas a confirmacdo e identificacdo bioquimica (provas de producdo de catalase,
coloracdo de Gram, B-hemdlise, motilidade e fermentacéo de carboidratos). O resultado foi expresso em
presenca/auséncia de L. monocytogenes em 25 g ou unidades formadoras de coldnia por grama (UFC/g)
do produto.

Quantificacdo de bactérias acido-laticas (BAL)

A quantificacdo de BAL seguiu metodologia descrita por Lewus et al. (1991) e Martinis et al. (2001)
com modificagdes. A unidade analitica de 25 g de cada amostra foi homogeneizada com 225 mL de
solucdo salina 0,85%. Apo6s diluicBes seriadas apropriadas, um volume de 0,1 mL foi semeado na
superficie de placas contendo Man, Rogosa & Sharpe Agar (MRSA) (Oxoid) com posterior adi¢do de
sobrecamada de agar-agar (Oxoid) a 1,5%, e incubada a 30° C por 48 h. Placas com intervalo de
contagem entre 25 a 250 colénias foram selecionadas para enumeracdo de BAL. Os célculos foram
realizados de acordo metodologia oficial (BRASIL, 2003) e os resultados expressos em unidades
formadoras de col6nia por grama (UFC/g).

Capacidade de adesao

Os ensaios para determinacao da capacidade de adesdo dos 143 isolados de Listeria sp. obtidos foram
realizados de acordo metodologia descrita por Stepanovi¢ et al. (2000). Imediatamente antes do uso, 10
puL de cada isolado foram cultivados individualmente em tubos contendo 5 mL de TSB-YE (BD
Difco™), incubados a 37° C por 24 h. Apés este periodo, os isolados foram ajustados a 0,5 na escala de
McFarland em TSB-YE. Aliquotas em triplicata de 200 puL de cada suspensdo bacteriana foram
transferidas para microplaca de poliestireno de 96 pocos com fundo chato (Nest®) e incubados a 37°C
por 24h. Em cada placa, para controle negativo foi utilizado TSB-YE (BD Difco™) nio inoculado, €
como controle positivo foi utilizado uma cepa padrao de L. monocytogenes ATCC 7644. A classificacdo
dos isolados foi realizada de acordo Stepanovi¢ et al. (2000). O ensaio foi realizado em duplicata e o0s
resultados expressos em média.

Analise estatistica

Os resultados da contagem de Listeria sp. e BAL foram expressos em média. As analises estatisticas
foram realizadas através do software XLSTAT 19.01 (Addinsoft Inc., Nova York, NY, EUA). Para
avaliar a associagdo da pesquisa de Listeria sp. de acordo ao local de fatiamento (IND e VAR) com o
tempo de prateleira (T1 e T2) foi aplicado o teste de Qui-quadrado (P < 0,05). A avaliacdo da diferenca
nas contagens de Listeria sp. e BAL comparando o local de fatiamento (IND e VAR) e tempo de
prateleira (T1 e T2) foi realizado através do teste Shapiro-Wilk (P < 0,05).

Resultados e discussao

Nas amostras da indUstria (IND) ndo foi identificada a presenca de Listeria sp. e L. monocytogenes
em nenhuma delas, tanto em T1 quanto em T2, demonstrando que os produtos estavam sob controle do
patdgeno estudado (Tabela 1). Nas amostras do varejo também ndo foi evidenciada a presenca de L.
monocytogenes. Contudo, Listeria sp. foi detectada tanto em T1 (10 amostras) quanto em T2 (11
amostras) (Tabela 1), sem diferenca estatistica destes achados (P < 0, 05). Cabe destacar que das 10
amostras positivas em T1, em trés Listeria sp. ndo foi recuperada em T2, assim, das 11 amostras
positivas em T2, quatro foram novas.

Houve um incremento significativo (P < 0,05) de 0,85 log UFC/g de Listeria sp. nas amostras do
varejo entre T1 e T2, demonstrando a capacidade de multiplicacdo em sete dias a 7° C (Tabela 1). A
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presenca de Listeria sp. em presuntos fatiados no comércio varejista, também foi verificado em outros
estudos (Gombas et al., 2003; Luber et al., 2011), podendo estar relacionada com a possivel
contaminacdo cruzada entre produtos, falta de conhecimento dos manipuladores e higienizacao
inadequada de instalagdes, equipamentos e utensilios (Nguyen & Burrows, 2014; Siqueira et al., 2017).

Tabela 1. Presenca, quantificacéo de Listeria sp. (log UFC/g) e Bactérias &cido-laticas (log UFC/g) em amostras de presuntos
provenientes da indUstria (IND) e comércio varejista (VAR) no primeiro (T1) e Gltimo dia de validade (T2).

Analises — Inc’il]s_tria - - — Va(ejc_J - -
Primeiro dia  Ultimo dia de validade  Primeiro dia Ultimo dia de validade
Pesquisa de Listeria sp Oa Oa 10a 11a
Quantificagdo de Listeria sp. 0,0a 00a 0,3a 1,1b
Quantificacdo de Bactérias acido-laticas 4,7 a 7,1b 51a 76b

Letras diferentes na mesma linha diferem estatisticamente (P < 0,05).

A auséncia de L. monocytogenes em presuntos fatiados pela IND e VAR no presente estudo difere
dos resultados encontrados em outros trabalhos que identificaram a presenca do patdgeno em produtos
carneos RTE (Andrade et al., 2014; Bersot et al., 2008; Morganti et al., 2016; Vallim et al., 2015; Vitas
& Garcia-Jalon, 2004). Contudo, deve ser considerado o isolamento de qualquer espécie do género
Listeria sp., pois acredita-se que L. monocytogenes habite 0s mesmos nichos ecolégicos que as demais
espécies (D’Amico & Donnelly, 2009; Kells & Gilmour, 2004).

A contagem de bactérias &cido-laticas apresentou diferenca (P < 0,05) em relagdo ao tempo (T1 e
T2) nos produtos avaliados, com aumento nas contagens em T2 comparado com T1, tanto em produtos
fatiados provenientes da IND como do VAR (Tabela 1). As Bactérias acido-laticas sdo microrganismos
utilizados para bioconservagédo de alimentos, pois sdo considerados seguros para 0 consumo, além disso,
algumas destas bactérias podem produzir alguns compostos, como bacteriocinas, que tem a capacidade
de inibir bactérias deteriorantes e patogénicas (Dal Bello et al., 2012; Ghanbari et al., 2013; Necidova
et al., 2019). Desse modo, 0 aumento das suas contagens nos produtos RTE pode ser considerado
benéfica, sugerindo que a presenca destas bactérias pode ter uma contribuigdo na inibi¢do da Listeria
sp. em algumas amostras deste estudo, e ainda contribuir para aumento da vida Util do produto, fato que
pode ser observado no presente estudo devido a auséncia de amostras positivas para L. monocytogenes.

Com relagdo a capacidade de adesdo, 83,2% (n = 119) dos isolados de Listeria sp. testados foram
considerados ndo aderentes e 16,8% (n = 24) demostraram uma capacidade fraca de adesdo em superficie
de poliestireno, conforme proposta de Stepanovi¢ et al. (2000). Este resultado indica o potencial destes
isolados em formar biofilmes nos ambientes de manipulacdo de produtos RTE fatiados (Nguyen &
Burrows, 2014). Contudo, o processo de formacéao do biofilme é complexo e depende de uma interacéo
entre as células bacterianas, a superficie de fixacdo e as condi¢es ambientais. Tais estruturas conferem
protecdo, adaptabilidade e resisténcia aos processos tecnolégicos, sendo fontes de contaminacao entre
ambientes e produtos (Ferreira et al., 2014; Lee et al., 2017).

Concluséo

O fatiamento realizado pelo comércio varejista mostrou-se ineficiente para o controle da ocorréncia
e da multiplicagdo de Listeria sp., sendo que esta contaminagdo pode ser originéria da capacidade de
alguns isolados em aderir em superficie abidtica. As bactérias &cido-laticas demonstraram que sdo
potencialmente importantes neste tipo de produto, pois podem ter uma agdo antimicrobiana natural,
inibindo L. monocytogenes em presuntos fatiados.
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