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I. Apresentação e Justificativa

O presente relatório de pesquisa tem como área de conhecimento as ciências agrárias e está fundamentado na área de ciências de saúde única, tendo como principal ferramenta a pesquisa microbiológica e caracterização molecular de Listeria monocytogenes em apresuntados destinados ao comércio e ao consumo humano. Com embasamentos obtidos na literatura, a L. monocytogenes é responsável pelo aparecimento de casos esporádicos ou surtos de doenças transmitidas por alimentos (DTAs), por isso, é considerada um perigo microbiológico principalmente em alimentos refrigerados, uma vez que esse patógeno é caracterizado como psicrotrófico, ou seja, se multiplica em temperaturas de refrigeração (FORSYTHE, 2000).

A legislação brasileira estima a ausência desse patógeno (BRASIL, 2019), porém, alimentos próprios para o consumo como os produtos cárneos, em especial os apresuntados, não são submetidos a nenhum tratamento térmico ou físico, após o processamento, que elimine o risco da ocorrência desse patógeno. Ainda, são intensamente manipulados para o fracionamento e constantemente são mantidos em refrigeração, o que pode colaborar para a ocorrência de L. monocytogenes (MATLE; MBATHA; MADOROBA, 2020).

A pesquisa dessa bactéria, portanto, é essencial pois se trata de uma zoonose, uma vez que esse micro-organismo ao infectar o organismo humano, pode ser responsável pela ocorrência de meningites bacterianas além do risco de causar aborto em mulheres gestantes (CHLEBICZ; ŚLIŻEWSKA, 2018). 

As atividades desenvolvidas na pesquisa, foram essenciais para realizar um grande levantamento microbiológico e verificar a existência do risco para determinação de medidas de higiene operacional ou tratamento adicional ao produto que os confira maior segurança para o consumo, elevando assim, o nível de segurança para a população que escolher consumir esses produtos. Além disso, serve de orientação para os futuros profissionais que atuarão na área de inspeção animal, para se atentarem sobre a importância de se realizar uma fiscalização rigorosa desses produtos.

II. Objetivos

Geral: Realizar a pesquisa microbiológica e confirmação molecular de Listeria monocytogenes em presuntos cozidos regularmente produzidos e fracionados em indústria registrada no serviço de inspeção estadual do Tocantins.
Específicos:

-Coletar amostras de produtos cárneos/presuntos inspecionados antes do processo de fracionamento junto ao controle da qualidade de uma indústria regularmente em operação no norte do Tocantins;

-Realizar a análise microbiológica (pré-enriquecimento; enriquecimento seletivo; e, crescimento diferencial) de L. monocytogenes em produtos cárneos previamente ao fracionamento;

-Isolar, purificar e extrair o DNA de isolados sugestivos de L. monocytogenes, correlacionando com a amostra de produto cárneo de origem do isolado;

-Confirmar a presença desse micro-organismo em PCR espécie-específica; e,

-Estabelecer estratégias de controle no ambiente industrial de cadeia fria.

III. Metodologia

Foram avaliadas 20 peças de presuntos cozidos processadas em um entreposto de fracionamento de produtos de origem animal de Augustinópolis, norte do Tocantins. As coletas realizadas, seguiram cronograma detalhado. 
Antes da etapa de fracionamento, as peças de presunto cozido (≈4kg) são removidas de suas embalagens plásticas originais. Nesse momento, foram coletadas 100 g da peça íntegra (Imagem 1). O equipamento foi previamente higienizado conforme o procedimento padrão de higiene operacional (PPHO) do estabelecimento. 
As amostras então foram transportadas sob refrigeração ao Laboratório de Microbiologia de Alimentos (LabMA) da Universidade Federal do Norte do Tocantins (UFNT), campus Araguaína, onde foram imediatamente analisadas. De cada amostra foi retirado assepticamente uma alíquota de 25g representativa de toda a peça do produto, posteriormente foi homogeneizada em Stomacher com 225mL de caldo Half- Fraser (Acumedia, USA) por 180 segundos em saco plástico tipo Bag estéril. Nessa etapa, também chamada de pré-enriquecimento, a amostra homogeneizada com o meio de cultura foi incubada a 35ºC por 24 horas.
 Após o pré-enriquecimento, as amostras (1mL) foram repicadas de forma asséptica em 10 mL de caldo Fraser (Acumedia) e novamente incubadas por 24 horas a 35ºC para o enriquecimento seletivo. Posteriormente ao período de incubação seletiva, uma alçada de cada tubo foi repicado em placas de ágar Oxford (Oxoid, USA) e ágar Listeria seletive (HiMedia), novamente incubadas por 24h à 35ºC. Todo esse procedimento microbiológico foi feito conforme a ISO11290-1:1996/Amd 1:2004.
 O método supracitado é modificado para a confirmação molecular por PCR espécie-específica para L. monocytogenes (gene lmo0733). Os isolados sugestivos em placas (≈30 por amostra de presunto, 15 de cada placa) foram submetidos à extração de DNA genômico (gDNA) conforme Ribeiro Júnior et al. (2016). 

Os extraídos foram submetidos à PCR com a seguinte constituição: 50 ng de DNA molde, 100 nM de cada dNTP, 2,5 μL de tampão 10x, 75 mmol/L de MgCl 2 ,20 pmol/L de cada primer, 2.5 U de Platinum Taq DNA polymerase (Invitrogen, USA) e água ultrapura para completar o volume final de 25 μL. Foram utilizados os primers os primers 5’ – CGCAAGAAGAAATTGCCATC – 3’ e 5’ – TCCGCGTTAGAAAAATTCCA – 3’ para o gene lmo0733 conforme Chen e Knabel (2007). 

Para esse gene foi utilizado o seguinte protocolo de amplificação: desnaturação inicial a 95ºC por 5m; 40 ciclos de desnaturação a 94ºC por 45s, anelamento a 52ºC por 45s e extensão a 72ºC por 2m; e, um ciclo final de extensão a 72ºC por 10m (LIU et al., 2004). Os produtos então amplificados foram submetidos à eletroforese em gel de agarose a 1%, corados em solução de brometo de etídio a 20mg/L por 20m e documentados sob luz ultravioleta (figura 1). Os amplicons esperados para L. monocytogenes apresentam de 453 pb. Cada ensaio de PCR foi individual para cada isolado sugestivo e extraído e toda reação será pareada com controle positivo (Listeria monocytogenes ATCC 35152) e negativo (Escherichia coli O157:07).
IV. Resultados
Das 20 amostras de apresuntados analisadas foram recuperadas 222 colônias típicas em ágar nutriente sendo que em apenas 1 amostra não se obteve colônia típica. Na análise molecular espécie-específica (PCR) não foram encontradas colônias positivas para o gene lmo0733 (L. monocytogenes). A não presença dessas colônias específicas, pode evidenciar que as práticas de higiene estão sendo eficiente no estabelecimento, uma vez que os procedimentos inadequados de limpeza e de desinfeção podem conduzir à persistência da bactéria por longos períodos em ambientes de transformação de alimentos (PROFEL, 2020).
V. Considerações Finais

A L. monocytogenes é uma bactéria de alto risco zoonótico, a legislação brasileira estima a ausência desse patógeno nos produtos cárneos, sendo assim, os alimentos avaliados estão de acordo com o que a legislação vigente determina. O controle de qualidade da indústria sugere eficiência para evitar esse tipo de contaminação. Ainda assim, é necessário que haja constante averiguação dos programas de autocontrole para que sejam evitadas futuras contaminações.
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