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RESUMO

A Listeria monocytogenes é responsavel por provocar a listeriose, que tem como principais
manifestacdes clinicas: infeccdo inicial semelhante a um resfriado, com febre baixa, cefaleia,
calafrios e mal-estar geral, podendo progredir para meningite, meningocefalite, septicemia,
aborto ou parto prematuro. A taxa de mortalidade encontra-se na faixa de 20-30% dos casos
diagnosticados. Os grupos mais susceptiveis, considerados grupos de risco, sdo mulheres
gravidas (e seus fetos), criangas, idosos e individuos com o sistema imunolégico comprometido.
No Brasil, a Resolucdo RDC ANVISA/MS n.° 12, de 02 de janeiro de 2001, estabelece os
padrdes microbiol6gicos para produtos alimenticios expostos a venda, sendo que 0 micro-
organismo L. monocytogenes deve estar ausente em 25g do alimento. A bacteriologia
convencional para a pesquisa de Listeria monocytogenes em alimentos é complexa, envolve
duas ou até trés formas de enriquecimento das amostras e mesmo assim, muitas vezes, tém-se
resultados frustrados. Assim, este projeto teve o objetivo de validar a técnica de biologia
molecular tradicional (Polymerase Chain Reaction - PCR) para detec¢do de Listeria
monocytogenes em leite UAT (ultra alta temperatura) e comparéd-la com a bacteriologia
convencional. Para tanto, 144 amostras de leite estéreis foram artificialmente contaminadas
com cepas padrdes L. monocytogenes e analisadas, sob a forma de pool, pelas duas
metodologias. Além disso, foram preparados controles positivos e negativos. O experimento
teve quatro tempos de repeticdo e foi conduzido em triplicata. Os resultados obtidos pela
metodologia da bacteriologia convencional sdo mais assertivos quando se quer uma analise
qualitativa e quantitativa; a técnica de biologia molecular torna-se interessante para a analise
qualitativa, detectando a contaminacdo pelo micro-organismo, mesmo em pequenas
quantidades. Em seguida, verificou-se a aplicabilidade das duas técnicas propostas e adicionou-
se a metodologia PCR Real Time para a pesquisa do micro-organismo estudado em 90 amostras
de leite UAT, de 10 diferentes marcas, oriundas do comércio regional. O experimento teve trés
tempos de repeticdo e foi conduzido em triplicata. Ao analisar as amostras, sob a forma de 10
pool, apenas a metodologia PCR Real Time conseguiu detectar L. monocytogenes em uma das
marcas analisadas.

Palavras-chave: Listeria; Leite UAT; Microbiologia; Biologia Molecular.



ABSTRACT

Listeria monocytogenes is responsible for causing listeriosis, which has the following clinical
manifestations: initial infection similar to a cold, with a low fever, headache, chills and general
malaise, and may progress to meningitis, meningocephalitis, septicemia, abortion or parturition
premature. The mortality rate is in the range of 20-30% of diagnosed cases. The most
susceptible groups, considered at-risk groups, are pregnant women (and their fetuses), children,
the elderly, and individuals with compromised immune systems. In Brazil, Resolution RDC
ANVISA / MS No. 12, of January 2, 2001 establishes the microbiological standards for food
products exposed to the sale, and the microorganism L. monocytogenes should be absent in 259
of the food. Conventional bacteriology for the detection of L. monocytogenes in food is
complex, involves two or even three forms of enrichment of the samples and even then, many
times, frustrated results have been obtained. The aim of this project was to validate the
Polymerase Chain Reaction (PCR) technique for the detection of L. monocytogenes in Ultra
High Temperature (UHT) milk and to compare it with conventional bacteriology. For this, 144
samples of sterile milk were artificially contaminated with standard strains Listeria
monocytogenes and analyzed as a pool by the two methodologies. In addition, positive and
negative controls were prepared. The experiment had four replicate times and was conducted
in triplicate. The results obtained by the methodology of conventional bacteriology are more
assertive when a qualitative and quantitative analysis is required; the technique of molecular
biology becomes interesting for the qualitative analysis, detecting the contamination by the
microorganisms, even in small amounts. Then, the applicability of the two proposed techniques
was verified and the Real Time PCR methodology was used to investigate the microorganism
studied in 90 UAT milk samples from 10 different brands from the regional trade. The
experiment had three replicate times and was conducted in triplicate. When analyzing the
samples as a pool, only the Real Time PCR methodology was able to detect L. monocytogenes
in one of the analyzed brands.

Keywords: Listeria; Milk UHT; Microbiology; Molecular biology.
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CAPITULO 1

1 INTRODUCAO

A Listeria monocytogenes ¢ uma bactéria em forma de bacilo curto (0,4pum a 0,5um de
didmetro e 0,5um a 2um de comprimento), Gram positivo, ndo esporulado presente em
alimentos, causador da doenca denominada listeriose. Apesar de pouco incidente, é responsavel
por graves complicacBes como meningite, septicemia e casos de aborto, apresentando um alto
indice de mortalidade na populagdo de risco, que inclui gestantes, recém-nascidos, idosos e
imunodeficientes ou imunossuprimidos. Desde a década de 1980, quando a doenca também foi
relatada em humanos, varios estudos vém demonstrando sua presenga no leite e derivados,
inclusive no leite pasteurizado e subprodutos. O micro-organismo apresenta crescimento em
uma ampla faixa de temperatura (1°C — 45°C) e pH (4.3 — 9.6) e tolera concentracdes salinas
elevadas (> 10%), sao moveis a temperatura de 25°C (FRANCO; LANDGRAF, 2008; JAY,
2005). Atualmente, sdo conhecidas seis espécies: L. monocytogenes, L. innocua, L. welshimeri,
L. seeligeri, L. grayi e L. ivanovii. Sendo que entre as seis espécies conhecidas, somente a L.
monocytogenes € considerada patogénica para seres humanos. A listeriose € uma doenca
caracterizada por um conjunto de fatores causados pela bactéria Listeria monocytogenes como
a septicemia, meningite, encefalite e infeccdo cervical ou intra-uterina. Normalmente, ndo é
diagnosticada devido a caracteristica de ser assintomatica, sendo entdo, subnotificada
(FRANCO; LANDGRAF, 2008; JAY, 2005). O principal reservatorio deste micro-organismo
é o solo, lodo, forragem e agua, estando associada a queijos, leite, carnes, peixes, frutos do mar,
entre outros; o que justifica o principal modo de transmisséo, a ingestéo de leite contaminado,
queijos, agua, frutos do mar, legumes crus, dentre outros alimentos, e assim, por esse motivo é
considerada uma Doenca Transmissivel por Alimento (DTA), (FRANCO; LANDGRAF, 2008;
JAY, 2005).

A listeriose ficou em evidéncia na década de 1980, como zoonose transmitida por
alimentos, depois de vérias ocorréncias na América do Norte e na Europa, no entanto, desde
1929 a L. monocytogene ja era conhecida como agente da listeriose (LINNAN et al., 1988).
Principalmente em paises industrializados, a ocorréncia de listeriose de origem alimentar é
relatada, j& em paises em desenvolvimento, ha poucos, ou nenhum relato. Em relacgéo a estes

dados, ndo se pode afirmar que ndo existem sistemas de pesquisa e informagédo ou se existem
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diferentes taxas de exposicéo, habitos alimentares e susceptibilidade do hospedeiro ao micro-
organismo. No Brasil, as informac6es sobre Doencas Transmitidas por Alimentos (DTA) séo
bastante escassas. Um estudo realizado no Estado do Parané revelou que no ano de 2000 foram
gastos pelo governo cerca de 2 milhGes de reais, somente em internagdes devido as DTA.
(AMSON, 2006).

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) adota a Resolu¢do RDC n° 12
de janeiro de 2001 que estabelece a auséncia do patdégeno L. monocytogenes em 25 g de amostra
de alimento (BRASIL, 2001).

O método utilizado para identificagdo do micro-organismo L. monocytogenes, € a
cultura, baseada em pré-enriquecimento seletivo, enriquecimento e plagueamento. Isto é
sequido pela caracterizacdo de Listeria sp. usando morfologia de coldnia, fermentacdo de
acucar e propriedades hemoliticas. Embora um resultado negativo pelo método microbiolégico
convencional possa ser confirmado em torno de 4 dias, o tempo para um resultado positivo é
geralmente de 5 a 7 dias, a partir da coleta da amostra. No entanto, como ndo é viavel para a
industria manter produtos alimenticios por 7 dias antes da distribuicdo, torna-se necessario o
aprimoramento de métodos mais rapidos para a detecgdo de L. monocytogenes (JANZTEN et
al., 2006).

Visando reduzir o tempo de espera e 0 erro na identificagdo bacteriana convencional,
métodos moleculares estao auxiliando e até mesmo substituindo alguns métodos convencionais,
no monitoramento da fabricacdo de alimentos de origem animal (ANDRADE et al., 2010).
Pode-se destacar a Reacdo em Cadeia de Polimerase (PCR), pela precisdo e rapidez. A PCR
vem sendo utilizada tanto na identificacdo de L. monocytogenes quanto de diversos outros
micro-organismos no controle microbiol6gico de alimentos (KIM, et al., 2014).

A validacao entre o método convencional e a técnica de PCR, se faz muito necessaria,
pois toda vez que o micro-organismo é detectado pela biologia molecular, o resultado deve ser
confirmado pela metodologia convencional para atender as exigéncias do Ministério da
Agricultura, Pecuéaria e Abastecimento (BRASIL, 2016).

A finalidade deste estudo, foi estudar principalmente a metodologia microbiolégica
convencional e a biologia molecular para deteccdo e quantificacdo de Listeria monocytogenes
em leite UAT (Ultra Alta Temperatura).
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 LISTERIA spp

Listeria sdo bactérias amplamente distribuidas em diferentes ambientes e areas
(HAMON; HELENE; COSSART, 2006). Composto por mais de quinze espécies, agrupados
em dois grupos Listeria sensu stricto (L. monocytogenes, L. ivanovii, L. seeligeri, L. innocua,
L. welshimeri, L. marthii) e Listeria sensu lato (L. fleischmannii, L. Grayi, L. rocourtiae, L.
weihenstephanensis, L. floridensis , L. aquatica , L. cornellensis, L. riparia, L. grandensis, L.
booriae, L. newyorkensis) (ORSI; WIEDMANN, 2016), somente L. monocytogenes, um agente
patdgeno transmitido por alimentos, representa uma ameaca significativa para a satde publica
(BATZ et al., 2005) (BATZ et al., 2005; GILLESPIE et al., 2010; PAINTER et al., 2013).

A separacdo nesses dois grupos, baseia-se na relacdo das espécies com L.
monocytogenes, classificadas em grupos mais importantes em termos de salde publica e
impacto econdmico (ORSI; WIEDMANN, 2016).

Caracterizada por micro-organismos que se apresentam na forma de bastonetes Gram-
Positivos de extremidade arredondada, ndo esporulados, anaerdébicos facultativos, moveis por
flagelos, que crescem em temperaturas de diversos ambiente, a Listeria pode ainda se
multiplicar lentamente em temperaturas de refrigeracdo (FORSYTHE, 2010). Alguns autores
discutem sua motilidade em funcdo da temperatura acima de 37° C, resultando em diminuicéo
da sua motilidade em fungéo da ndo expressédo do flagelo nesse ambiente (WAY et al., 2004).

Os micro-organismos desse género, sdo comumente encontrados em aguas residuais,
rios, solos, plantas, particularmente em material vegetal em decomposicdo e ambiente secos e
Umidos (SAUDERS; WIEDMANN, 2007). Existindo também diversas formas de
contaminacdo atraves de animais, poeira, do ar, insetos, das fezes, por meio da ingestdo de
alimentos ou em contato com outras pessoas (JAY, 2015).

A faixa de pH ideal para crescimento dessa bactéria esta entre 5,6 a 9,6, requerendo
nutrientes especificos para o seu crescimento, como 0s aminoacidos cisteina, glutamina,
isoleucina e valina além das vitaminas biotina, riboflavina e tiamina (JAY, 2005).

Apresenta reacdo positiva para catalase e negativa para oxidase, teste positivo para

vermelho de metila, produzem amodnia a partir de arginina, podendo também crescer na
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presenca de 10 % ou até 40 % de bile. Possuem a capacidade de hidrolisar esculina, salicina, e
hipurato de sodio, reagindo negativamente para producdo de sulfeto de hidrogénio, indol e
nitrato redutase (JAY, 2005).

2.2 Listeriose

O relatdrio de sintese da Unido Europeia sobre tendéncias e fontes de zoonoses, agentes
zoondticos e surtos de alimentos, informou que a maioria das fortes manifestacGes de surtos
alimentares, foram associadas a géneros alimenticios de origem animal, incluindo os produtos
lacteos. Em 2013, 2,14% dos focos de origem alimentar (18 em 839 surtos) foram atribuidos
ao consumo de queijos e produtos lacteos (EFSA, 2013). De 1982 a 2010, foram relatados
sessenta e quatro casos e surtos humanos na Europa, nos Estados Unidos e no Canada
relacionados ao consumo de produtos lacteos (DALZINI et al., 2016).

Até 1980 a L. monocytogenes foi considerado um patégeno animal. Posteriormente, a
listeriose, surgiu como uma doenca humana, descoberta por meio de surtos em locais
especificos. L. monocytogenes é um patogeno intracelular responsavel pela doenca de origem
alimentar denominada listeriose, com capacidade de penetrar e multiplicar-se dentro do
citoplasma da célula do hospedeiro (macréfagos, fibroblasto, eritrdcitos) e invadir células
adjacentes, além de se proteger do sistema imunologico do hospedeiro (MONTEIRO et al.,
2013).

L. monocytogenes pode resistir a desinfetantes, formar biofilmes e sobreviver ou
multiplicar sob caracteristicas fisico-quimicas extremas, tais como ambientes secos, diferentes
temperaturas, uma ampla gama de pH e altas concentragbes de sal (MARTINEZ-RIOS;
DALGAARD, 2018). Todas estas condi¢des promovem a sobrevivéncia e a proliferacdo de L.
monocytogenes em uma grande variedade de matrizes de alimentos, incluindo produtos lacteos,
produtos a base de carne, frutos do mar, vegetais e ambientes de alimentos. Podendo ocorrer a
contaminacdo de produtos alimentares com este patdgeno, durante a produgdo, embalagem,
transporte e armazenamento (XUAN et al., 2017).

Sao 14 os sorotipos de L. monocytogenes descritas com base nos antigenos somaticos e
flagelares e identificadas pelo esquema alfa-numérico (1/2a, 1/2b, 1/2c, 3a, 3b, 3c, 4a, 4ab, 4bx,
4b, 4c, 4d, 4e, 7). Dentre essas, cabe destacar os sorotipos 1/2a, 1/2b e 4b, responsaveis por

90% dos casos de listeriose humana. Estas estirpes sao, na sua maioria, quase todas isoladas de
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alimentos, sendo que o sorotipo 4b é identificado em 50% destes (VAZQUEZ-BOLAND et al.,
2001).

Na decada de 1980, a listeriose ficou conhecida como uma importante zoonose
transmitida por alimentos, depois de varias ocorréncias na América do Norte e na Europa: no
entanto, desde 1929, a L. monocytogenes ja era conhecida como agente da listeriose (LINNAN
et al., 1988).

Os sintomas tipicos dessa doenca incluem: septicemia, abortos e encefalite
(MCLAUCHLIN; REES, 2009). Sendo relatados alguns casos em que a infeccdo por L.
monocytogenes de humanos, levou a doengas gastrointestinais sem acometimento sistémico
(AURELI et al., 2000; FRYE et al., 2002).

A listeriose apresenta duas manifestacdes clinicas distintas, a forma invasiva e a nao-
invasiva (gastrintestinal). Na forma invasiva, € uma doenga severa, pois a taxa de mortalidade
é alta, entre 20% a 30%, principalmente, para pessoas susceptiveis a adquirir a infec¢do, como
gestantes, recém-nascidos, idosos, pacientes submetidos a hemodidlise, a terapias prolongadas
e individuos com sistema imunologico deprimido (SWAMINATHAN, 2001). J& a forma néo-
invasiva, pode causar infec¢des brandas, semelhantes a uma gripe, até surtos de gastrenterite
febril em individuos saudaveis, mas normalmente ndo evolui para ébito (CARRIQUE-MAS et
al., 2003; GAHAN; HILL, 2005).

As primeiras ocorréncias registradas de listeriose, ocorreram na Alemanha Oriental,
entre as década de 1940 a 1950, associadas ao consumo do leite e seus derivados, onde, cem
mulheres gravidas que apresentaram aborto ou parto prematuro, foram relacionados a essa
doenca (GRAY; KILLINGER, 1966).

Os casos de doengas humanas e 0s surtos causados por este organismo, tém um impacto
econémico consideravel para a sociedade e para a industria de alimentos (IVANEK, et al.,
2004). Além disso, a industria de alimentos e as agéncias reguladoras, em todo o mundo,
realizam uma grande quantidade de testes para detectar a presenca de L. monocytogenes (ORSI;
WIEDMANN, 2016).

Cada pais tem sua regulamentacao para o controle de L. monocytogenes nos alimentos.
Nos Estados Unidos, a legislacdo é mais rigida, considerando a politica de zero contaminacgéo
de modo que, a presenga do micro-organismo em 25g de qualquer alimento pronto para o
consumo, € considerada como inaceitavel, caracterizando-o como impréprio para 0 consumo
(CHEN et al., 2003).
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No Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), por meio da
RDC12/2001, estabelece os padrdes microbioldgicos para os alimentos, exigindo a auséncia de
L. monocytogenes em 25 g, em cinco amostras do produto de um mesmo lote, somente para 0s
queijos de média, alta a muito alta umidade. Para os demais produtos prontos para 0 consumo,
ndo sdo contemplados limites especificos para essa bactéria (BRASIL, 2001).

Em 2010-2011, uma pesquisa de base da Unido Europeia (EFSA, 2013) coletou dados
sobre a presenca de L. monocytogenes para diferentes categorias de alimentos prontos para
consumo. A propor¢do de amostras positivas de L. monocytogenes foi maior nos produtos de
peixe (principalmente peixes defumados), seguido de queijos macios e semi-macios e produtos
de carne.

A dose minima infectante de L. monocytogenes € ainda desconhecida, devido a
impossibilidade de se realizar pesquisas com voluntarios saudaveis, a variacdo da
suscetibilidade e condi¢cdo imunoldgica do hospedeiro e a variabilidade na viruléncia do
patdgeno. No entanto, informacgfes sobre a populacdo de L. monocytogenes em alimentos
contaminados envolvidos em surtos, indicam que populacdes entre 10° e 10* UFC/g em
alimento séo responsaveis pelo desencadeamento da doenca (DUFFY et al., 1999).

Vaérios surtos de listeriose podem ser observados pelo mundo, derivado de produtos
lacteos. Bula et al,. (1995), no oeste da suica, descreveram 57 casos de listeriose ocorridos em
adultos durante um surto associado ao consumo de produtos de origem lactea. No geral, 42%
dos pacientes apresentam doenca subjacente e 54% tinham acima de 65 anos de idade, onde,
21% dos casos eram de bacteremia, 40% eram de meningite e 39% de meningoencefalite.

Linnan et al., (1988) relataram 142 casos de listeriose humana de 1 de janeiro a 15 de
agosto de 1985 em Los Angeles, Califérnia, causada pela ingestdo de derivados lacteos
contaminado por um tipo fago de L. monocytogenes sorotipo 4b. Sendo que 93 casos (65%)
ocorreram em mulheres gravidas e 49 (34,5%) em adultos ndo gravidas, tendo a ocorréncia de
48 mortes, sendo 20 fetos, 10 neonatos e 18 adultos ndo gravidas. Dos adultos ndo gravidas,
98% (48 de 49) tinham uma condicdo de predisposic¢ao conhecida.

Na Franca ocorreu um surto de listeriose devido ao consumo de queijo produzido com
leite cru, onde vinte pessoas foram acometidas, sendo que onze eram gestantes, resultando em
dois abortos, quatro partos prematuros e duas mortes fetais. Outro surto ocorreu novamente em
Paris na Franca, no ano de 2000, devido & ingestdo de lingua de porco defumada, onde

ocorreram sete dbitos. A fabrica retirou do comércio todos os seus produtos apds ter sido
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detectado a presenca de L. monocytogenes nas linguas, cabecas e diversos embutidos de carne
(DOROZYNSKI, 2000).

Boggs et al., (2001) na Carolina do Norte, Estados Unidos, relataram um surto de
listeriose humana, em que 12 pessoas foram acometidas devido a ingestdo de produtos lacteos
a base de queijo comprado de supermercados locais ou de vendedores ambulantes. Dos
pacientes envolvidos, 11 eram mulheres com idade média de 21 anos e um era homem, com 70
anos, o qual se apresentava imunodeprimido. Das 11 mulheres, 10 eram gestantes e a infeccao
com L. monocytogenes resultou em cinco natimortos, trés partos prematuros e dois neonatos
infectados apds o nascimento.

Koch et al., (2010) registraram surtos de listeriose feito a partir de leite pasteurizado na
Alemanha no periodo de outubro de 2006 a fevereiro de 2007. A estirpe deste surto de Listeria
monocytogenes foi identificada em seres humanos e amostras de queijo. Durante o periodo do
mesmo surto, 189 pacientes foram afetados, sendo 97% acima do nimero médio de casos para
0 respectivo periodo de tempo dos anos de 2002 a 2005.

Fretz et al., (2010) relataram um surto de listeriose na Austria e na Alemanha devido ao
consumo de produtos de origem lactea, compreendendo 14 casos (incluindo cinco fatalidades)
infectados por L. monocytogenes de sorotipo 1/2a (clone 1), com inicio dos casos em junho de
2009 e duracéo até 2010. Uma segunda estirpe de L. monocytogenes sorotipo 1/2a (clone 2) se
espalhou por este produto, podendo ser associado a mais 13 casos na Austria (dois fatais), seis
na Alemanha (um fatal) e um caso na Republica Tcheca, com inicio da doenca de dezembro de
2009 e duracéo até o final de fevereiro de 2010.

Em Portugal, Magalhaes et al., (2015), em estudos envolvendo 25 hospitais nacionais
levou a deteccdo de um surto de listeriose que ocorreu entre margo de 2009 e fevereiro de 2012.
A quantidade de tempo entre o inicio do surto e a sua deteccédo foi de 16 meses. Dos 30 casos
de listeriose relatados, 27 estavam na regido de Lisboa e Vale do Tejo. Dois casos foram
infeccBes maternas/neonatais e um resultou em perda fetal. A idade média dos casos ndo
maternos/neonatais foi de 59 anos, com 13 casos acima de 65 anos. A taxa de mortalidade por
caso foi de 36,7%. Pesquisas colaborativas com as autoridades nacionais de saude e seguranca
alimentar identificaram o queijo como a provavel fonte de infeccéo.

No Brasil, foram confirmados por meio de cultura, trés casos de meningite por L.
monocytogenes do sorotipo 4b e 1/2a no Distrito Federal. Estes pacientes pertenciam aos grupos

de risco, sendo um bebé com 10 dias de vida, uma crianga com 8 anos e uma mulher de 35 anos
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portadora de lUpus eritematoso sistémico, que veio a Obito (HOFER; NASCIMENTO;
OLIVEIRA, 1998).

Em Porto Alegre, Rio Grande do Sul, no Hospital de Clinicas, durante o ano de 2000,
foram realizadas coletas de dez placentas provenientes de abortos ou partos prematuros. A partir
de andlise microscopica e avaliagdo imuno-histoquimica, foi observado que 50% das amostras
analisadas foram positivas para L. monocytogenes. Estes resultados demonstram que o micro-
organismo é uma importante causa de aborto e parto prematuro no Rio Grande do Sul, sendo
possivel realizar um diagnostico rapido para listeriose e contribuir para o tratamento de
neonatos (SCHWAB; EDELWEISS, 2003).

Ramos e Costa (2003), observaram a ocorréncia de Listeria sp. em queijo artesanal tipo
coalho, comercializado na cidade de Manaus, no periodo de marco a maio de 1998. Foram
coletadas 58 amostras do produto em feiras e mercados localizados em seis zonas da cidade de
Manaus. Em duas amostras de queijo foram identificadas duas espécies do micro-organismo:
L. monocytogenes e L. innocua. Os resultados apresentados demonstraram haver risco de
transmisséo de enfermidades pelo consumo de queijos processados sem os devidos cuidados de
higiene.

Lundén, Autio e Korkeala (2002), testando a capacidade de aderéncia e subsequente
formacéo de biofilmes por cepas de L. monocytogenes, verificaram que cepas persistentes, ou
seja, aquelas que sdo repetidamente isoladas de um determinado local, sdo de 2 a 11 vezes mais
aderentes ao aco inoxidavel do que aquelas ndo persistentes, constatando assim, que as cepas
persistentes sdo capazes de se adaptar ao meio mais rapidamente que as outras. Borucki et al.
(2004) também verificaram a maior capacidade de cepas persistentes em formar biofilmes.

Na inddstria de laticinios, os procedimentos inadequados de higiene, limpeza e de
sanificacdo dos equipamentos, bem como a microbiota contaminante do ambiente de
processamento, sdo considerados as principais causas de contaminacgao dos produtos por micro-
organismos deteriorantes e patogénicos (SOLER; PONSELL; PAZ, 1995). A presenca de
micro-organismos acumulados sob a forma de biofilmes, em superficies de contato com os
alimentos, pode levar a contaminagdes antes e apds 0 processamento, causando deterioracdes
ou enfermidades de origem alimentar (ZOTTOLA, 1994; 1997; AUSTIN; BERGERON, 1995).
As células em biofilmes sdo, no minimo, 500 vezes mais resistentes a agentes antibacterianos
(COSTERTON et al., 1995).

Com isso, a capacidade da pasteurizagao do leite em destruir a L. monocytogenes passou

a ser questionada, particularmente devido aos ensaios experimentais efetuados ndo terem
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reproduzido a condigédo intracelular observada nos casos naturais, em que as Listerias sdo
eliminadas pelo leite no interior de macrdfagos. Novos experimentos foram realizados,
corrigindo esse viés. E a concluséo foi a de que a pasteurizacdo € eficaz, porém, os surtos
registrados com leite pasteurizado ou produtos lacteos produzidos com leite pasteurizado,
foram decorrentes de contaminagdo estabelecida apds a pasteurizacdo (EIROA, 1990).
Portanto, a busca por métodos de detec¢édo para L. monocytogenes é de grande importancia para

a seguranca alimentar.

2.3 Bacteriologia convencional e biologia molecular

Em todo o mundo, a contaminacéo de alimentos continua a ser uma grande preocupacgao
para a saude publica, consumidores, agéncias reguladoras e industrias de alimentos
(GIAQURIS, et al., 2014). A ocorréncia de infeccbes alimentares ocasionadas por L.
monocytogenes € um problema mundial de sadde publica (AMAJOUD, et al., 2018). Devido a
esse fato, ha necessidade de controle da presenca desse agente em alimentos, principalmente
naqueles de origem animal. Portanto, para avaliar a sua potencial presenca e garantir a
seguranga alimentar, € de grande importancia a busca de métodos eficazes para essa avali¢ao
de contaminantes alimentares.

A adocao de determinado método de analise, depende de varios fatores que devem ser
considerados, como o0 tempo gasto para obtencdo dos resultados, a praticidade da técnica, o
custo dos reagentes, o limite de deteccdo, a precisdo, a sensibilidade, a especificidade, a
acurcia da técnica, dentre outros (MATA, 2009).

A metodologia de avalicdo por meio da bacteriologia convencional, recebe essa
denominacdo porque foi desenvolvida hd muitos anos e desde entdo, vem sendo empregada
como método oficial na maioria dos laboratdrios brasileiros e também em outros paises. Esses
métodos estdo descritos em publicacbes consideradas de referéncia e, internacionalmente
aceitas (GREGHI, 2005).

Segundo Franco e Langraf (2005), dentre essas publicacbes destacam-se o
Bacteriological Analitical Manual (1992) publicado em conjunto pela United States Food and
Drug Administration (FDA) e Association of Official Analytical Chemists International (1992),
0 Compendium of Methods for the Microbiologycal Examination of Foods, inicialmente

editado pela American Public Health Association (APHA) e na edi¢cdo mais recente por
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Vanderzant e Splittstoesser (1992) e o Microorganisms in foods- their significance and methods
of enumeration (1978), publicado pela International Commission on Microbiologycal
Specifications for Foods (ICMSF).

Contudo, os métodos convencionais para isolamento de Listeria spp. a partir de
alimentos, sdo complexos e demorados para emitir um resultado positivo, sendo geralmente
necessarios de cinco a sete dias, envolvendo procedimentos de pré-enriquecimento e/ou
enriquecimento, semeadura em meios seletivos diferenciais e caracterizacdo bioquimica e
soroldgica (GERMANO; GERMANO, 2008).

A Biologia Molecular representa na atualidade uma das areas de maior potencial para a
realizacdo de pesquisas nas areas de saude, meio ambiente e alimentos, considerando-se ndo
apenas sua grande relevancia clinica e epidemiolégica, mas também pela possibilidade de
aplicacdo de ferramentas recentemente desenvolvidas a um nimero bastante amplo de doencas
(PINHO, 2006).

Conhecida como método rapido de avaliacdo, devido a agilidade na obtencdo de
resultados, a Biologia Molecular possibilita que lotes de alimentos sejam fornecidos ao
consumo em um tempo menor, levando assim, a diminuicdo das perdas e gastos no
armazenamento de produtos alimenticios (MALORNY et al., 2003).

O uso de métodos moleculares pode abreviar o tempo de identificacdo dos métodos
tradicionais. Para isto, dentro da microbiologia molecular, a técnica de amplificacdo do DNA
denominada como reacao em cadeia pela polimerase (PCR), permite a replicacdo in vitro e em
larga escala apenas do segmento de DNA do micro-organismo em estudo (PINHO, 2006). Essa
tecnologia tem sido empregada para detectar L. monocytogenes em diferentes tipos de
alimentos, incluindo leite e derivados (AZNAR; ALARCON, 2003; RIJPENS; HERMAN,
2004).

Peres et al., (2010) padronizaram a técnica de PCR para a identificacdo de L.
monocytogenes, testando trés pares de oligonucleotideos iniciadores, dois para a amplificacdo
do gene da listeriolisina O e um para o gene iap (invasion-associated protein). Os melhores
resultados foram obtidos com um par de oligonucleotideos que amplifica o gene da listeriolisina
O, o qual se mostrou sensivel e especifico para L. monocytogenes.

Peres et al., (2010) avaliaram a possibilidade de empregar a técnica de PCR para a
deteccdo de L. monocytogenes diretamente do caldo de enriquecimento de amostras de leite
contaminadas artificialmente com essa bactéria. Os autores concluiram que a técnica de PCR

ndo foi eficiente para a deteccdo de L. monocytogenes diretamente do caldo de enriquecimento
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(LEB). Entretanto, foi eficiente para a identificacdo da bactéria oriunda da col6nia suspeita em
meio seletivo (Oxford e Palcam), possibilitando sua identificacdo definitiva em apenas algumas
horas.

Amajoud et al., (2018), no noroeste de Marrocos, em um total de 1096 amostras de
alimentos, foram comprados para examinar a presenca de Listeria spp. pelo método PCR.
Oitenta (7,3%) das amostras testadas foram encontradas positivas para a presenca de Listeria
spp. Enquanto que L. monocytogenes foi detectado em 16 (1,5%) amostras. Esse estudo foi o
primeiro a caracterizar L. monocytogenes estirpes de Marrocos no nivel gendémico, destacando-
se a importancia de monitorar a disseminacdo deste patdgeno e de reduzir a exposi¢do da
populacdo a L. monocytogenes.

Li et al., (2018) avaliaram a eficacia da paenibacterina na inibi¢cdo da formacdo do
biofilme de L. monocytogenes, bem como na remogdo do mesmo, por meio do método de PCR
em tempo real, da seguinte forma: a 95 °C, durante 10 s, seguido de 40 ciclos de 95 °C durante
5s, 55 °C durante 15s e 72° C durante 30s. Os autores demonstraram que € vidvel controlar a
capacidade de L. monocytogenes em formar biofilmes, tratando superficies com pequenas
concentracBes de paenibacterina, sugerindo que a mesma, pode ser Util na prevencdo de
contaminacgéo de alimentos e infec¢Ges humanas.

Castro et al., (2017) estudaram a ocorréncia e o potencial de crescimento da
contaminacédo de L. monocytogenes de baixo nivel durante a distribui¢do e armazenamento de
leite cru embalado, usando o método PCR. A ocorréncia geral de Listeria spp. foi de 6,7% para
o leite cru engarrafado, 3,5% para o leite em tanque a granel, 57% para as meias de filtro de
leite em linha e 8,0% para as amostras ambientais das instalagcbes de embalagem. Dos 105
frascos de leite cru examinados, cinco (4,8%) foram positivos para L. monocytogenes. Os
autores concluiram que a contaminacdo de L. monocytogenes de baixa concentracdo (< 13
UFC/ml) ocorre frequentemente no leite em massa (queijo) e no leite cru engarrafado. E que
essa contaminacao leva ao seu crescimento no leite cru armazenado nas temperaturas tipicas de
armazenamento do consumidor.

Apesar de existirem varios trabalhos na literatura que detectaram a contaminagao por
Listeria ssp em alimentos de origem animal e vegetal por meio do método PCR, poucas
pesquisas tém relatado a contaminacdo em leite UHT, assim como a comparacdo e validagdo

dos métodos de avaliacdo convencionais e moleculares por meio da técnica PCR.
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CAPITULO 2

ARTIGO

APLICABILIDADE DA BACTERIOLOGIA CONVENCIONAL E BIOLOGIA
MOLECULAR PARA PESQUISA DE Listeria monocytogenes EM LEITE UAT

Polyana de Faria Cardoso?; Fabio Antdnio Colombo?; Sandra Maria Oliveira Morais Veiga®.

RESUMO: A Listeria monocytogenes geralmente é responsavel por provocar a listeriose, que
tem como principais manifestacfes clinicas: infeccéo inicial semelhante a um resfriado, com
febre baixa, cefaleia, calafrios e mal-estar geral, podendo progredir para meningite,
meningocefalite, septicemia, aborto ou parto prematuro. A taxa de mortalidade encontra-se na
faixa de 20-30% dos casos diagnosticados. Os grupos mais susceptiveis, considerados grupos
de risco, sdo mulheres gravidas (e seus fetos), criancas, idosos e individuos com o sistema
imunoldgico comprometido. No Brasil, a Resolucdo RDC ANVISA/MS n.° 12, de 02 de janeiro
de 2001 (BRASIL, 2001) estabelece os padrdes microbioldgicos para produtos alimenticios
expostos a venda, sendo que o0 micro-organismo Listeria monocytogenes deve estar ausente em
25g do alimento. A bacteriologia convencional para a pesquisa de Listeria monocytogenes em
alimentos é complexa, envolve duas ou até trés formas de enriquecimento das amostras e
mesmo assim, muitas vezes, tém-se resultados frustrados. Assim, este projeto teve o objetivo
de validar a técnica de biologia molecular tradicional (Polymerase Chain Reaction - PCR) para
deteccdo de Listeria monocytogenes em leite UAT (Ultra Alta Temperatura) e compara-la com
a bacteriologia convencional. Para tanto, 144 amostras de leite estéreis foram artificialmente
contaminadas com cepas padrdes Listeria monocytogenes e analisadas, sob a forma de pool,
pelas duas metodologias. Além disso, foram preparados controles positivos e negativos. O
experimento teve quatro tempos de repeticdo e foi conduzido em triplicata. Os resultados
obtidos pela metodologia da bacteriologia convencional séo mais assertivos quando se quer
uma analise qualitativa e quantitativa; enquanto a técnica de biologia molecular torna-se
interessante para a analise qualitativa, detectando a contaminacdo pelo micro-organismo,
mesmo em pequenas quantidades. Em seguida, verificou-se a aplicabilidade das duas técnicas
propostas e adicionou-se a metodologia PCR Real Time para a pesquisa do micro-organismo
estudado em 90 amostras de leite UAT, de 10 diferentes marcas, oriundas do comercio regional.
O experimento teve trés tempos de repeticdo e foi conduzido em triplicata. Ao analisar as
amostras, sob a forma de 10 pool, apenas a metodologia PCR Real Time conseguiu detectar L.
monocytogenes em uma das marcas analisadas. Assim, a biologia molecular se torna
interessante para a industria, tanto para a liberacdo de lotes quanto para a avaliacdo de
higienizacdo em linha de producéo.

Palavras-chave: Listeria; Leite UAT; Microbiologia; Biologia Molecular.
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ABSTRACT: Listeria monocytogenes is usually responsible for causing listeriosis, which has
the following clinical manifestations: initial infection similar to a cold, with a low fever,
headache, chills and general malaise, and may progress to meningitis, meningocephalitis,
septicemia, abortion or parturition premature. The mortality rate is in the range of 20-30% of
diagnosed cases. The most susceptible groups, considered at-risk groups, are pregnant women
(and their fetuses), children, the elderly, and individuals with compromised immune systems.
In Brazil, Resolution RDC ANVISA / MS No. 12, of January 2, 2001 (BRAZIL, 2001)
establishes the microbiological standards for food products exposed to the sale, and the
microorganism Listeria monocytogenes should be absent in 25g of the food. Conventional
bacteriology for the detection of Listeria monocytogenes in food is complex, involves two or
even three forms of enrichment of the samples and even then, many times, frustrated results
have been obtained. The aim of this project was to validate the Polymerase Chain Reaction
(PCR) technique for the detection of Listeria monocytogenes in Ultra High Temperature (UHT)
milk and to compare it with conventional bacteriology. For this, 144 samples of sterile milk
were artificially contaminated with standard strains Listeria monocytogenes and analyzed as a
pool by the two methodologies. In addition, positive and negative controls were prepared. The
experiment had four replicate times and was conducted in triplicate. The results obtained by the
methodology of conventional bacteriology are more assertive when a qualitative and
quantitative analysis is required; the technique of molecular biology becomes interesting for
the qualitative analysis, detecting the contamination by the microorganisms, even in small
amounts. Then, the applicability of the two proposed techniques was verified and the Real Time
PCR methodology was used to investigate the microorganism studied in 90 UAT milk samples
from 10 different brands from the regional trade. The experiment has three replicate times and
was conducted in triplicate. When analyzing the samples as a pool, only the Real Time PCR
methodology was able to detect L. monocytogenes in one of the analyzed brands. Thus,
molecular biology becomes interesting for the industry, both for the batch release and for the
hygiene evaluation in the production line.

Keywords: Listeria; Milk UHT; Microbiology; Molecular biology.

1 INTRODUCAO

A Listeria monocytogenes ¢ uma bactéria em forma de bacilo curto (0,4pum a 0,5um de
didmetro e 0,5um a 2um de comprimento), Gram positivo, ndo esporulado presente em
alimentos, causador da doenca denominada listeriose. Apesar de pouco incidente, é responsavel
por graves complicacBes como meningite, septicemia e casos de aborto, apresentando um alto
indice de mortalidade na populacdo de risco, que inclui gestantes, recém-nascidos, idosos e
imunodeficientes ou imunossuprimidos. Desde a década de 1980, quando a doenga também foi
relatada em humanos, varios estudos vém demonstrando sua presenca no leite e derivados,
inclusive no leite pasteurizado e subprodutos. O micro-organismo apresenta crescimento em
uma ampla faixa de temperatura (1°C — 45°C) e pH (4.3 — 9.6) e tolera concentracdes salinas
elevadas (> 10%), sdo moéveis a temperatura de 25°C (FRANCO; LANDGRAF, 2008; JAY,



28

2005). Atualmente, sdo conhecidas seis espécies: L. monocytogenes, L. innocua, L. welshimeri,
L. seeligeri, L. grayi e L. ivanovii. Sendo que entre as seis espécies conhecidas, somente a L.
monocytogenes € considerada patogénica para seres humanos. A listeriose € uma doenca
caracterizada por um conjunto de fatores causados pela bactéria Listeria monocytogenes como
a septicemia, meningite, encefalite e infeccdo cervical ou intra-uterina. Normalmente, ndo é
diagnosticada devido a caracteristica de ser assintomatica, sendo entdo, subnotificada
(FRANCO; LANDGRAF, 2008; JAY, 2005). O principal reservatorio deste micro-organismo
é o solo, lodo, forragem e &gua, estando associada a queijos, leite, carnes, peixes, frutos do mar,
entre outros; o que justifica o principal modo de transmissédo, a ingestéo de leite contaminado,
queijos, agua, frutos do mar, legumes crus, dentre outros alimentos, e assim, por esse motivo é
considerada uma Doenca Transmissivel por Alimento (DTA), (FRANCO; LANDGRAF, 2008;
JAY, 2005).

A listeriose ficou em evidéncia na década de 1980, como zoonose transmitida por
alimentos, depois de varias ocorréncias na America do Norte e na Europa. No entanto, desde
1929 a L. monocytogene ja era conhecida como agente da listeriose (LINNAN et al., 1988).
Principalmente em paises industrializados, a ocorréncia de listeriose de origem alimentar é
relatada, ja em paises em desenvolvimento, h& poucos, ou nenhum relato. Em relacdo a estes
dados, ndo se pode afirmar que ndo existem sistemas de pesquisa e informagédo ou se existem
diferentes taxas de exposicdo, habitos alimentares e susceptibilidade do hospedeiro ao micro-
organismo. No Brasil, as informac6es sobre Doencas Transmitidas por Alimentos (DTA) séo
bastante escassas. Um estudo realizado no Estado do Parand, revelou que no ano de 2000 foram
gastos pelo governo cerca de 2 milhGes de reais, somente em internagdes devido as DTA.
(AMSON, 2006).

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) adota a Resolugdo RDC n° 12
de janeiro de 2001 que estabelece a auséncia do patégeno L. monocytogenes em 25 g de amostra
de alimento (BRASIL, 2011).

O método utilizado para identificagdo do micro-organismo L. monocytogenes, € a
cultura, baseada em pré-enriquecimento seletivo, enriquecimento e plagueamento. Isto é
seguido pela caracterizacdo de Listeria sp. usando morfologia de colonia, fermentagdo de
acucar e propriedades hemoliticas. Embora um resultado negativo pelo método microbiolégico
convencional possa ser confirmado em torno de 4 dias, o tempo para um resultado positivo é
geralmente de 5 a 7 dias a partir da coleta da amostra. No entanto, como ndo é viavel para a

industria manter produtos alimenticios por 7 dias antes da distribuicdo, torna-se necessario o
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aprimoramento de métodos mais rapidos para a deteccdo de L. monocytogenes (JANZTEN et
al., 2006).

Visando reduzir o tempo de espera e 0 erro na identificacdo bacteriana convencional,
métodos moleculares estdo auxiliando e até mesmo substituindo alguns métodos convencionais,
no monitoramento da fabricacdo de alimentos de origem animal (ANDRADE et al., 2010).
Pode-se destacar a Reacdo em Cadeia de Polimerase (PCR), pela precisdo e rapidez. A PCR
vem sendo utilizada tanto na identificacdo de L. monocytogenes quanto de diversos outros
micro-organismos no controle microbioldgico de alimentos (KIM et al., 2014).

A validagéo entre o método convencional e a técnica de PCR, se faz muito necessaria,
pois toda vez que o micro-organismo ¢ detectado pela biologia molecular, o resultado deve ser
confirmado pela metodologia convencional para atender as exigéncias do Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (BRASIL, 2016).

A finalidade deste estudo, foi estudar principalmente a metodologia microbioldgica
convencional e a biologia molecular para deteccdo e quantificacdo de Listeria monocytogenes
em leite UAT (Ultra Alta Temperatura).

2 MATERIAL E METODOS

O experimento foi instalado e conduzido nos Laboratérios de Microbiologia de
Alimentos e de Biologia Molecular da Universidade Federal de Alfenas — UNIFAL — Alfenas
— MG, realizando-se analise comparativa entre as metodologias microbioldgicas oficiais para a
deteccdo de Listeria monocytogenes e a Biologia Molecular.

Foram empregadas trés cepas padrdo de L. monocytogenes (CLIST 2035 Sv.: 1/2a,
CLIST 2037 Sv.: 4a, CLIST 2045 Sv.:4b), todas cedidas pela Fundagdo Oswaldo Cruz
(Fiocruz).

Foram contaminadas artificialmente 144 amostras de leite Ultra Alta temperatura
(UAT), todos da mesma marca, com trés cepas padrdes do micro-organismo Listeria
monocytogenes (Cepas: CLIST 2035 Sv.: 1/2a, CLIST 2037 Sv.: 4a, CLIST 2045 Sv.:4b). Para
cada etapa do experimento, foram empregadas 36 amostras, analisadas sob a forma de 9 pool,

sendo trés pools de cada cepa utilizada. Além dos pools, suspensdes das trés cepas (controle
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positivo) e o leite sem contaminacdo artificial (controle negativo) foram analisados em triplicata
nos quatro tempos de repeticéo.

O experimento tanto pela Bacteriologia Convencional e Biologia Molecular foram
realizados do mesmo modo, com a unica diferenca que pela Bacteriologia Convencional
realizou-se a fortificagao.

Posteriormente, foram analisadas 90 amostras de Leite UAT, de 10 diferentes marcas,
adquiridas no comeércio regional do Sul de Minas Gerais, para verificar a aplicabilidade das
metodologias: Bacteriologia Convencional, PCR tradicional (Polymerase Chain Reaction —
PCR) e PCR em tempo real (Real Time).

Pela metodologia microbioldgica oficial, as amostras sofreram enriquecimento primario
e secundario. Para o enriquecimento primario foram utilizados 25 ml das amostras de leite
contaminadas para 225 ml de Caldo LEB (Listeria Enrichment Broth); na sequéncia, o0 conjunto
foi homogeneizado e incubado a 30°C por 24 h, para o enriquecimento primario. Apds esse
periodo, foi realizado o plaqueamento em superficie, nos meios Agar Oxford (OXA) e Agar
PALCAM, que foram incubados em microanaerobiose a 35°C por 24-48h. As colbnias
suspeitas foram submetidas a testes bioquimicos (SILVA et al., 2010).

Apbés o periodo de incubagdo do enriquecimento primario, foi realizado o
enriguecimento secundario, transferindo 1 ml do mesmo, para o caldo Fraser, que foi incubado
a 30°C por 24-48h e posteriormente, repicado para 0 OXA e PALCAM; na sequéncia,
realizaram-se as provas biogquimicas.

A Identificacdo bioquimica das col6nias suspeitas de Listeria monocytogenes foi feita a

partir do crescimento em Caldo Triptosado, 37°C/24h.

a) Teste de catalase — transferiu-se uma alcada da cultura anterior para uma lamina de
microscopia e adicionou-se uma gota de peréxido de hidrogénio 3%, observando-se a
ocorréncia de borbulhamento imediato (teste positivo para Listeria) ou ndo-borbulhamento
(teste negativo).

b) Teste de Motilidade — cada cultura suspeita foi inoculada em um tubo de Agar Sulfeto
Indol Motilidade (SIM), por picada, no centro do meio de cultura, até uma distancia a 1cm do
fundo. Estes tubos foram incubados a 35°C/ 5 dias, sendo observados diariamente. As cepas de
Listeria sdo moveis e desenvolvem uma zona de migragdo tipica, espalhando-se na parte
superior do meio e mantendo-se restritas & picada no fundo do tubo. Esse tipo de migracéo

produz uma massa de crescimento caracteristica, lembrando um guarda-chuva.
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¢) Reac&o de Agar Triplice Aclcar Ferro (TSI) — cada cultura foi repicada para um tubo
de Agar TSI, por picada em profundidade e estrias na rampa. Os tubos foram incubados a
35°C/24h com a tampa ligeiramente afrouxada, para manter condi¢des aerdbias. Neste meio, a
presenca e multiplicacdo de Listeria sp € indicada pela alteragdo de cor, do vermelho para o
amarelo. A rampa e a base ficam &cidas - amarelas (fermentam sacarose, lactose e glicose).

d) Teste de verificacdo de hemolise — em uma placa de Agar Sangue Base suplementado
com 5% de sangue de carneiro desfibrinado, estriou-se a cultura obtida em Caldo Triptosado.
A placa foi incubada a 35°C/48h. Observou-se a formagdo de um halo transparente de hemélise
ao redor das colbnias. As cepas de L. monocytogenes formam halos de hemolise discretos, que
ndo se estendem muito além da regido da col6nia, enquanto L. ivanovii forma halos grandes e
bem definidos e L. innocua ndo apresenta hemdlise.

e) Teste de CAMP - uma cultura hemolitica de S. aureus (ATCC 49444, ATCC 25923,
NCTC 7428 ou CIP 5710) e uma cultura de Rhodococcus equii (ATCC 6939 ou NCTC 1612)
foram inoculadas em uma placa de Agar Sangue previamente preparada. Inoculou-se a cultura
suspeite perpendicularmente, em uma Unica estria, no espago entre as estrias de S. aureus e R.
equii. Esta placa foi incubada a 35°C/24-48h e observou-se a ocorréncia de halo transparente
de hemolise ao redor das estrias inoculadas. As cepas de L. monocytogenes produziram uma
reacdo de hemolise discreta, porém, nas proximidades da estria de S. aureus, o halo torna-se
maior e mais nitido. As cepas de L. ivanovii, ao contrario, apresentam halo mais nitido nas
proximidades da estria de R. equii. L. seeligeri apresenta reacdo semelhante a de L.
monocytogenes. As outras espécies de Listeria ndo sdo hemoliticas e ndo reagem nesse teste.

f) Teste de fermentacédo da xilose, raminose, manitol, glicose — inoculou-se uma alcada
de cada cultura do Caldo Triptosado em tubos, contendo caldo Pdrpura Base suplementado com
0,5% do carboidrato a ser testado. Os tubos contendo glicose e manitol foram incubados por
24-48 horas e 0s outros por até 7 dias, a temperatura de 35°C. Realizaram-se observacdes diarias
da producéo de acido (demonstradas pela alteracdo da cor do meio, de purpura para amarelo) e
producéo de gas (coletado em tubos de Durham). Nenhuma cepa de Listeria produz gés a partir
desses compostos de carbono e todas fermentam a glicose. L. monocytogenes também fermenta
a raminose, mas ndo fermenta a xilose e o manitol.

A metodologia da biologia molecular tradicional (Polymerase Chain Reaction - PCR)
foi realizada em duas etapas: extracéo e identificacdo, conforme proposto por Bansal (1996) e
Nayak et al., (2015).
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Foram coletadas amostras de 1 ml de leite integral contaminado com Listeria
monocytogenes para a extracao de material genético, bem como de todos os controles positivos
e negativos.

Todas as amostras e controles foram processadas e 0s materiais genéticos extraidos pelo
Purelink Genomic DNA kit (Invitrogen) de acordo com as instrug6es do fabricante. As amostras
de DNA foram quantificadas no Nanodrop ND2000 (Thermo Scientific) e estocadas a -20°C.

Para o PCR convencional e escolha dos iniciadores, as amplificagdes foram realizadas,
utilizando um kit comercial (GoTaqg®Green Master Mix ou DreamTaq PCR Master Mix)
contendo 2 corantes (azul e amarelo) que permitem monitorar o progresso das amostras e
controles durante a eletroforese. Cada 12,5 ml do “mix” contém 1 unidade de Tag DNA
polimerase em 10mM Tris-HCI, pH 8.5; 50mM KCI; 1.5 mM MgCI2 e 200 mM de cada um
dos desoxinucleotideos trifosfatados (dJATP, dGTP, dCTP, dTTP). Cada reacdo foi realizada
adicionando-se Sul do DNA alvo e 50 pmol de cada marcador molecular em um volume final
de 25ul. A detec¢do do DNA especifico de Listeria monocytogenes foi realizada pela PCR
tradicional com a utilizacdo do par de iniciadores LF (CAA ACG TTA ACA ACG CAG TA)
e LR (TCC AGA GTG ATC GAT GTT AA), desenhados a partir da sequéncia do gene da
Listeriolisina O, que amplificam uma sequéncia de 750 pares de bases (BANSAL, 1996). As
amplificacdes foram realizadas utilizando um termociclador ABI StepOne Real Time PCR
System (Applied Biosystems) e consistem em um ciclo inicial de desnaturacdo de 2 minutos a
95°C e uma segunda etapa com 35 ciclos de desnaturacao a 95°C por 15 segundos; anelamento
a 60°C por 30 segundos e extensdo a 72°C por 30 segundos. Apds estas etapas, 0 processo €
finalizado por um ciclo final de extens&o de 10 minutos a 72° C.

Foram adotadas medidas de controle em todas as etapas da reacédo. Para cada conjunto
de reacdes, foram adicionados dois controles negativos, um contendo apenas agua destilada e
outro com DNA extraido de amostra sabidamente negativa para Listeria monocytogenes; e um
controle positivo, extraido a partir de cultura.

Para a eletroforese em gel de agarose, os produtos amplificados foram analisados em
gel de agarose a 2% em TBE (0,045M de Tris-Borato; 0,001M EDTA) com 0,05 pl/ml de
brometo de etidio e separados por um sistema de eletroforese horizontal numa cuba contendo o
mesmo tampdo. Os geis foram visualizados, e as imagens adquiridas em um sistema de
aquisicdo de imagens (Gel Image and Documentation (BioSystematica). O tamanho dos

fragmentos foi comparado com um padrdo de 100 pares de base.
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Os dados obtidos foram analisados a partir do teste de independéncia Qui-Quadrado,
para comparacdo se existe associacdo entre as respostas e 0 género dos participantes da
pesquisa. Para isso, foram montadas tabelas de contingéncia com perguntas para avaliar se
houve associacdo entre as respostas, por exemplo, se 0s métodos detectavam de maneira
semelhante a presenga/auséncia da bactéria e também se acertavam/erravam o resultado, por
meio do teste estatistico acima citado, fundamentado na comparacao das frequéncias absolutas
observadas com as frequéncias absolutas que se teriam no caso de independéncia entre as

variaveis.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

E possivel observar na Figura 1, o crescimento de colbnias pretas sugestivas de Listeria
monocytogenes nos meios de cultura OXA e PALCAM oriundas de amostras de leite
artificialmente contaminadas com cepas padrdes. Com os contaminantes presentes nos cultivos,
foi possivel a identificacdo bioquimica das colbnias suspeitas de Listeria monocytogenes pela

bacteriologia convencional.

Figura 1 - ColOnias pretas sugestivas de Listeria monocytogenes nos meios de cultura OXA e
PALCAM oriundas de amostras de leite, artificialmente contaminadas

Fonte: Dados da pesquisa, 2019.

Na Figura 2, observa-se os diferentes fatores de viruléncia detectados, utilizando a PCR
convencional. Este tipo de resultado, de grande relevancia na esfera da infectologia, permite
avaliar no segmento de DNA pesquisado, uma sequéncia génica presente exclusivamente em
um determinado ser vivo de outra espécie, seja este um virus ou bactéria, denotando assim, a

sua presenca anémala.
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Figura 2 - Gel de agarose contendo amostras de DNA amplificado de L. monocytogenes
oriundas de leite contaminado artificialmente para reacdo de PCR especifico para Listeria

monocytogenes

Fonte: Dados da pesquisa, 2019.

A analise comparativa entre a bacteriologia convencional (a) e biologia molecular PCR
tradicional (b), pode ser observada na Figura 3. Avaliando a diferenca entre os métodos
(FIGURA 3a), constata-se que era esperado para bacteriologia convencional na cepa um, doze
acertos, no entanto, obteve-se a ocorréncia de apenas 10 acertos. A mesma observacao pode ser
feita para cepa 2 e 3, entre a biologia molecular (PCR) e bacteriologia convencional,
respectivamente. Logo, 0os métodos acertaram menos do que o esperado.

O teste de hipoteses de Qui Quadrado (QQ) que se destina a encontrar um valor da
dispersdo para duas varidveis nominais, avaliando a associacdo existente entre variaveis
qualitativas, obteve valor de 5,5 (Figura 3.a). Sabe-se que o valor 3,841 delimita 5% do teste.
Este é o valor critico de Qui Quadrado, que aceita a hipdtese nula, ndo ocorrendo associacao
entre 0s grupos, ou, a hipétese alternativa, ocorrendo associacao entre 0s grupos.

E importante ressaltar que, quando as frequéncias observadas sdo muito proximas as
esperadas, o valor de QQ € pequeno, menor que 3,841. Mas, quando as divergéncias sao grandes
entre a frequéncia observada e esperada, consequentemente QQ assume valores altos, acima de
3,841, rejeitando a hipdtese de igualdade estatistica entre 0s nUmeros observados e esperados,
ou seja, admite-se que os desvios séo significativos.

Na Figura 3b e 3d, os valores de QQ foram de 0,4 e 2,2. Esses valores denotam hipotese
de igualdade estatistica entre os nimeros observados e esperados, admite-se que 0s desvios nao

séo significativos, ndo ocorrendo associagcdo entre 0s grupos observados.
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Figura 3 - Analise comparativa entre as metodologias bacteriologia convencional (A) e a
Biologia Molecular PCR Tradicional (B), para auséncia (acerto) e presenca (erro) de Listeria

monocytogenes e estimativa do Qui Quadrado (QQ), para as diferentes interacdes

mOcorrencia (A) mEsperado (A) mOcorréncia (A) mEsperado (A)
QQ=5,5 mOcorréncia (B) DEsperado (B) QQ=04 B Ocorréncia (B) OEsperado (B)
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4 . QQ=6.15 8 Ocorréncia (B) DEsperado (B) 25 ¢ QQ=2.2 B Ocorréncia (B) OEsperado (B)

Observagbes (Erros)
Observagoes (Erros)

EJD!H [] . m—m | HIH

2 3 1 2 3
Cepas Cepas (controle)

Fonte: Dados da pesquisa, 2019.

Para as interacOGes entre bacteriologia convencional (A) e controle de cepas para
bacteriologia convencional (CA), obteve-se menores acertos e maiores erros. Os resultados
esperados eram de 32 acertos para A e 11 para CA, sendo observados 33 e 10 acertos
respectivamente (FIGURA 4a). Os erros esperados para CA era de 1, observando-se 2 erros e
para A, eram de 4 esperado com 2 observados. O QQ de 0,6 entre as interacdes denotam que
ndo ocorre associacdo entre os grupos avaliados.

Entre a biologia molecular PCR (B) e controle das cepas para biologia molecular PRC
(CB), foram observadas a mesma interagdo com menores acertos e maiores erros, no entanto, o
QQ dessa interacdo foi de 4,2, indicando que ha associacdo e ocorre desvios entre 0S grupos
(FIGURA 4b).
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Figura 4 - Analise comparativa entre as metodologias microbioldgicas convencionais (A) e
controle de cepas para bacteriologia convencional (CA) (a) e biologia molecular PCR (B) e
controle das cepas para biologia molecular PRC (CB) (b), para auséncia (acerto) e p presenca

(erro) de Listeria monocytogenes e estimativa do Qui Quadrado (QQ), para as diferentes

interagdes.
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Fonte: Dados da pesquisa, 2019.

Nas analises comparativas entre todos os métodos, observou-se que ocorreu associacao
entre os grupos, existindo diferencas significativas entre as frequéncias, e por conseguinte,
desvios significativos entre elas, com QQ de 8,3. Houve trés erros para A e eram esperados 8,
assim como para o controle, 0 nimero observado foi menor que o esperado (FIGURA 5a).

Para B, o numero observado também foi menor que o esperado. No entanto, 0 método
controle apresentou o observado igual ao esperado (FIGURA 5).

Entre as anélises comparativas de A com B, ocorreram divergéncias entre as frequéncias
esperadas e observadas, com QQ de 8,03 (FIGURA 5b). Logo, ocorre associacdo entre 0s
grupos de microbiologia convencional e molecular (PCR). Ao se comparar tanto A como B,

observa-se que os dois acertam mais que o esperado, contudo, B errou mais que A.
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Figura 5 -Analise comparativa entre as metodologias microbioldgicas convencionais (A),
biologia molecular PCR (B), controle de cepas para bacteriologia convencional (CA) e controle
das cepas para biologia molecular PCR (b) (a). Analise comparativa entre as metod
metodologias microbioldgicas convencionais (A), biologia molecular PCR (B) (b), para
auséncia (acerto) e presenca (erro) de Listeria monocytogenes e estimativa do Qui Quadrado

(QQ), para as diferentes interacdes.
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Fonte: Dados da pesquisa, 2019.

A literatura mostra que estudos comparando métodos convencionais e de PCR com
métodos bacterioldgicos padrdo, nem sempre foram concordantes (ALMEIDA et al., 2013).
Relatando que a PCR apresenta uma sensibilidade igual ou maior que métodos de culturas
tradicionais.

Peres et al. (2010) avaliaram a técnica de PCR como opc¢éo para reduzir o tempo de
deteccdo de L. monocytogenes no leite, comparando os resultados da reagéo de PCR com os da
cultura da amostra empregando-se a metodologia padronizada tradicional. A técnica de PCR

néo foi eficiente para a deteccdo de L. monocytogenes diretamente do caldo de enriquecimento
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listeria (LEB). Entretanto, foi eficiente para a identificacdo da bactéria a partir das coldnias
suspeitas em meio seletivo (Oxford e Palcam), possibilitando sua identificacao definitiva em
apenas algumas horas.

Peres et al., (2010) ndo detectaram L. monocytogenes pela reacdo de PCR quando
realizada a partir do caldo LEB ap6s 24 horas de incubacdo oriunda de amostras de leite cru
integral ou leite desnatado pasteurizado. No entanto, ap6s 48 horas de enriquecimento no
mesmo caldo, foi possivel identificar a bactéria por PCR nas amostras oriundas de leite
desnatado, mas ndo naquelas provenientes de amostras de leite cru integral. Os melhores
resultados obtidos por Peres et al., (2010) foram quando a reacédo foi realizada com material
obtido diretamente da col6nia suspeita em meio so6lido, indicando que é possivel substituir os
testes fenotipicos de identificacdo de L. monocytogenes pela técnica de PCR, reduzindo-se
entdo, o tempo de identificacdo da bactéria.

Gongalves et al., (2014), avaliando o limite de deteccdo da técnica de PCR para L.
monocytogenes e Salmonella spp verificaram que a técnica de PCR mostrou possuir uma boa
sensibilidade para a deteccdo de Salmonella spp e L. monocytogenes.

Shalaby et al., (2011) estudaram 66 amostras clinicas e 100 amostras de alimentos,
comparando o método microbioldgico convencional de diagndstico com a PCR para detec¢do
de L. monocytogenes. Verificaram que um total de 7,6% dos isolados de L. monocytogenes
foram identificados, tanto pelo método convencional e PCR, em diferentes amostras clinicas.
No entanto, a PCR identificou 6% de L. monocytogenes isoladas de produtos alimentares e
apenas 4% dos isolados foram identificados pelo método convencional, concluindo que a PCR
é um procedimento rapido, com alta sensibilidade e especificidade, para a deteccdo e
identificacdo de L. monocytogenes a partir de amostras clinicas e de alimentos.

Nas analises dos leites UAT comerciais, observou-se que para as técnicas de
Bacteriologia convencional, PCR tradicional e PCR em tempo real, que os trés métodos foram
eficientes, nas analises dos controles positivos e negativos (TABELA 1).

Tabela 1 - Andlise e comparacdo entre as metodologias microbiologicas convencionais,

biologia molecular PCR tradicional e biologia molecular PCR RealTime.

Bacteriologia Convencional ~ PCR Tradicional PCR RealTime
T1 T2 T3 T1 T2 T3 T1 T2 T3
Controle Negativo - - -
Controle Positivo Cepal +
Controle Positivo Cepa 2 +

Controle Positivo Cepa 3 +
Fonte: Dados da pesquisa, 2019.

+ + +
+ + +
+ + +
+ + +
+ + +
+ + +
+ + +
+ + +
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Nas analises dos leites UATs comerciais, observou-se que nos pools das 10 amostras,
ndo houve deteccdo da bactéria Listeria monocytogenes na técnica de Bacteriologia
convencional e PCR tradicional. J& na técnica de PCR em tempo real, o micro-organismo foi

detectado em uma das 10 amostras analisadas (TABELA 2).

Tabela 2 - Analise e comparacdo entre as metodologias microbioldgicas convencionais,
biologia molecular PCR tradicional e biologia molecular PCR RealTime. Mostra que somente
na biologia molecular PCR RealTime, houve a deteccdo do micro-organismo, Listeria

monocytogenes, nas amostras analisadas.

Bacteriologia Convencional PCR Tradicional PCR RealTime

T1 T2 T3 T1 T2 T3 T1 T2 T3
Pool Amostral -1 - - - - - - - - -
Pool Amostral - 2 - - - - - - - - -
Pool Amostra 1l - 3 - - - - - - - - -
Pool Amostra2 - 1 - - - - - - - - -
Pool Amostra 2 - 2 - - - - - - - - -
Pool Amostra 2 - 3 - - - - - - - - -
Pool Amostra 3 - 1 - - - - - - - - -
Pool Amostra 3 - 2 - - - - - - - - -
Pool Amostra 3 - 3 - - - - - - - - -
Pool Amostra4 - 1 - - - - - - - - -
Pool Amostra 4 - 2 - - - - - - -
Pool Amostra 4 - 3 - - - - - - - - -
Pool Amostra5 -1 - - - - - - +
Pool Amostra s - 2 - - - - - - +
Pool Amostra 5 - 3 - - - - - - +
Pool Amostra 6 - 1 - - - - - - - - -
Pool Amostra 6 - 2 - - - - - - - - -
Pool Amostra 6 - 3 - - - - - - - - -
Pool Amostra7 - 1 - - - - - - - - -
Pool Amostra 7 - 2 - - - - - - - - -
Pool Amostra 7 - 3 - - - - - - - - -
Pool Amostra 8 - 1 - - - - - - - - -
Pool Amostra 8 - 2 - - - - - - - - -
Pool Amostra 8 - 3 - - - - - - - - -
Pool Amostra9 - 1 - - - - - - - - -
Pool Amostra 9 - 2 - - - - - - - - -
Pool Amostra 9 - 3 - - - - - - - - -
Pool Amostra 10 - 1 - - - - - - - - -
Pool Amostra 10 - 2 - - - - - - - - -

Pool Amostra 10 - 3 - - - - - - - - -
Fonte: Dados da pesquisa, 2019.
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Analisando as metodologias utilizadas, observou-se que, tanto nas técnicas
bacteriologia convencional quanto na biologia molecular PCR tradicional, ndo houve deteccéo
do micro-organismo. Ja na técnica de biologia molecular PCR Real Time, ocorreu a deteccéo
de Listeria monocytogenes em uma das marcas analisadas. Nas analises dos controles positivos
e negativos, observou-se que houve acerto de 100% nos trés métodos utilizados na pesquisa.

A literatura mostra que, estudos comparando métodos convencionais e de PCR com
métodos bacterioldgicos padrdo, nem sempre foram concordantes (ALMEIDA et al., 2013).
Relatando que a PCR apresenta uma sensibilidade igual ou maior que métodos de culturas
tradicionais.

Peres et al., (2010), avaliaram a técnica de PCR como opcdo para reduzir o tempo de
deteccdo de L. monocytogenes no leite, comparando os resultados da reacdo de PCR com os da
cultura da amostra, empregando-se metodologia padronizada tradicional. A técnica de PCR néo
foi eficiente para a detecgdo de L. monocytogenes diretamente do caldo de enriquecimento
listeria (LEB). Entretanto, foi eficiente para a identificacdo da bactéria suspeita em meio
seletivo (Oxford e Palcam), possibilitando sua identificacdo definitiva em apenas algumas
horas.

Peres et al., (2010) ndo detectaram L. monocytogenes pela reacdo de PCR quando
realizada a partir do caldo LEB ap0s 24 horas de incubagdo, em amostras de leite cru integral
ou leite desnatado pasteurizado. No entanto, ap6s 48 horas de enriquecimento no mesmo caldo,
foi possivel identificar a bactéria por PCR nas amostras de leite desnatado, mas néo nas
amostras de leite cru integral. Os melhores resultados obtidos por Peres et al. (2010) foram
quando a reacdo foi realizada com material obtido diretamente da col6nia suspeita em meio
solido, indicando que é possivel substituir os testes fenotipicos de identificacdo de L.
monocytogenes pela técnica de PCR reduzindo-se o tempo de identificacdo da bactéria.

Gongalves et al., (2014), avaliando o limite de deteccdo da técnica de PCR, para L.
monocytogenes e Salmonella spp, demonstraram que a técnica de PCR mostrou possuir uma
boa sensibilidade para a deteccdo de Salmonella spp e L. monocytogenes.

Shalaby et al., (2011) estudaram 66 amostras clinicas e 100 amostras de alimentos,
comparando o método microbioldgico convencional de diagnostico com a PCR para deteccédo
de L. monocytogenes. Verificaram que um total de 7,6% dos isolados de L. monocytogenes
foram identificados tanto pelo método convencional e PCR, em diferentes amostras clinicas.
No entanto, a PCR identificou 6% de L. monocytogenes isoladas de produtos alimentares e

apenas 4% dos isolados foram identificados pelo método convencional, concluindo que a PCR
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é um procedimento rapido, com alta sensibilidade e especificidade, para a deteccdo e

identificacdo de L. monocytogenes a partir de amostras clinicas e de alimentos.

4 CONCLUSAO

Apos a realizacdo e finalizacdo do primeiro experimento, observou-se que apesar da
obtencdo de resultados mais rapidos, a Biologia Molecular tradicional, acerta menos que a
Bacteriologia Convencional, comprovando que a Bacteriologia Convencional ainda é a
metodologia mais assertiva para a pesquisa de Listeria monocytogenes em alimentos.

No segundo experimento, observou-se que apesar das trés técnicas acertarem 100% das
analises controle, quando a pesquisa foi realizada em amostras oriundas de leite UAT com
microbiota natural, somente a metodologia da Biologia Molecular PCR Real Time conseguiu
detectar a presenga do micro-organismo pesquisado em uma das amostras analisadas.

Os resultados obtidos, mostram a necessidade de pesquisas futuras para que novas
técnicas de PCR sejam testadas e aprimoradas para analise de Listeria monocytogenes em
alimentos.

Resultados mais rapidos em relacdo a Bacteriologia Convencional sdo observados nos
métodos fundamentados em PCR.

Com a deteccdo do DNA do micro-organismo pesquisado se faz necessaria a
bacteriologia convencional, pois a PCR detecta DNA, mas ndo distingue se a bactéria esta
vidvel ou ndo.

O PCR Real Time mostrou-se mais sensivel e rapido para a detec¢do do micro-
organismo em relacdo ao PCR tradicional.

A biologia molecular PCR Real Time se torna interessante para a industria de alimentos,

tanto para a liberacéo de lotes quanto para a avaliacdo de higienizacdo em linha de producao.
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