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RESUMO

JANTZEN, Marcia Monks. Listeria monocytogenes: deteccao de células injuriadas
por altas pressoes e efeito de pré-enriquecimentos na PCR em Tempo Real. 2006.
171f. Tese (Doutorado) Programa de Pés-gradruacdo em Ciéncia e Tecnologia
Agroindustrial. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

A identificacdo de Listeria monocytogenes necessita rapidez e precisdao devido a
importancia dessa bactéria em infeccdes alimentares. Os métodos rapidos baseados na
deteccdo de antigenos séao de uso facil, porém, sdo poucos aqueles especificos para L.
monocytogenes. Ja os baseados em PCR tornaram-se mais difundidos na industria de
alimentos quando kits comerciais foram desenvolvidos. Novos métodos de deteccao,
tais como Microarray e Biosensores, sdo alguns exemplos das novas tecnologias
lancadas pela nanotecnologia e que poderao ser utilizadas no futuro para detectar-se L.
monocytogenes nos alimentos. No presente trabalho objetivou-se facilitar a detecgao de
L. monocytogenes, um teste de PCR em Tempo Real, baseado no SYBR® Green |,
utilizando iniciadores para o gene inlA foi desenvolvido. Os resultados com cultivos
puros e amostras de carne de frango artificialmente contaminadas indicaram que o
ensaio de PCR foi um método altamente especifico e sensivel. Trinta e sete amostras
provenientes do comércio foram enriquecidas conforme protocolo estabelecido pela
USDA para a deteccao de L. monocytogenes em carne. A eficacia do teste de PCR foi
estudada apods as etapas de enriquecimento primario e secundario, e apés semeadura
em Agar Listeria according to Ofttaviani and Agosti (ALOA). Em 75% das amostras
detectou-se L. monocytogenes, onde os cultivos primarios alcancaram taxas de 70% e
37% para o cultivo em placa e para PCR, respectivamente, e nas amostras de
enriquecimento secundario as taxas de isolamento foram de 54% e 70%, em placas e
em PCR. O tipo de enriquecimento utilizado influenciou a sensibilidade do teste e,
provavelmente, esta relacionada ndo somente ao limite de crescimento de L.
monocytogenes em enriquecimento primario (falso-negativos em PCR), mas também a
elevada populacao de Listeria spp. em enriquecimento secundario (falso-negativos em
cultivo). O principal desafio da detecg¢ao de L. monocytogenes por PCR em amostras de
alimentos € a baixa capacidade do caldo de cultivo de enriquecimento primario em
favorecer o crescimento desse microrganismo. O aprimoramento das condicées de
enriquecimento pode ajudar a incrementar a sensibilidade da técnica. Um outro desafio
bastante pertinente na industria de alimentos € evitar a presenca, no produto, de
bactérias injuriadas, porém viaveis. Por essa razao também se objetivou avaliar um
método cromogénico quantitativo para o isolamento de L. monocytogenes injuriadas
subletalmente. A inativacdo de L. monocytgenes EGD-e em pressdes acima de 400
MPa e a 12°C em carne de frango foi estudada para verificar o impacto do tratamento
por altas pressdes na recuperacdo de bactérias injuriadas. Para isso, as amostras
foram semeadas em ALOA, e no mesmo agar suplementado com 4% de NaCl (ALOA-
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S), antes e apds diferentes periodos de incubagdo a 30°C em caldo nao-seletivo. As
células injuriadas subletalmente foram capazes de crescer quando semeadas
diretamente no agar ALOA, entretanto, ndo cresceram no agar ALOA-S. Observou-se
que as células de L. monocytogenes injuriadas subletalmente por altas pressdes podem
ser quantificadas peladiferenca na contagem entre 0 ALOA e o ALOA-S. Além disso,
contagens superiores a 100 UFC.g ™" de células injuriadas de L. monocytogenes podem
ser realizadas diretamente em ALOA.

Palavras-chave: Listeria monocytogenes. Métodos de detecgdo. ALOA. PCR em Tempo
Real. Altas Pressdes
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ABSTRACT

JANTZEN, Marcia Monks. Deteccao de Listeria monocytogenes injuriada por altas
pressoes e utilizacao de PCR em Tempo Real para a identificacao de baixos
numeros do microrganismo. 2006. 191f. Tese (Doutorado) Programa de Pés-
gradruagdo em Ciéncia e Tecnologia Agroindustrial. Universidade Federal de Pelotas,
Pelotas.

Listeria  monocytogenes identification must be fast and accurate according to its
importance as a foodborne pathogen. Rapid methods based on the detection of
antigens are easy to be used, therefore there are few of them wich are specific for L.
monocytogenes. Tests based on Polimerase Chain Reaction (PCR) became more
divulgated in food industry when commercial test kits were developed. Novel detection
methods, such as Microarray and Biosensors are some exemples of new technologies
based on nanotechnology and they may be used in the future to detect L.
monocytogenes from food. Whith the aim to facilitate the detection of L. monocytogenes,
it was developed a Real Time PCR essay based on SYBR® Green | and using primers
to inlA gene. Results with pure cultures and whith artifficialy contaminated chicken meat
samples idicated that PCR was high specific and sensitivity. Thirty seven retail samples
were enriched accordin to USDA for the detection o L. monocytogenes in meat.
Efficaciussness of PCR was evaluated after primary and secondary enrichment and
after be plated onto Agar Listeria according to Ottaviani and Agosti (ALOA). L.
monocytogenes was detected in 75% of samples, with primary cultures reaching 70%
and 37% for plate count agar and for PCR, respectively, and in secondary enrichment
samples the isolation ratios was 54% and 70%, respectively. Type of enrichment
influenced the essay sensiblility and probably is according to the limit of L.
monocytogenes growth in primary enrichmente (false-negative PCR results) so as the
high Listeria spp. count in secondary enrichment (false-negative plate count results).
The main chalange to detect L. monocytogenes by PCR in food samples is the low
capacity of the enrichment broth to promote the growth of this microorganism. The
improvement of enrichment conditions may help to increase the essay sensibility.
Another chalange for food industry is to avoid injured but viable bacteria. For that reason
it was also objectified to evaluate a quantitative chromogenic method to isolate injured L.
monocytogenes. The inactivation of L. monocytgenes EGD-e submitted to 400 MPa in
12°C in checken samples was studied to verify the impact of high pressure treatment in
injured bacteria recuperation. Samples were plated onto ALOA and onto the same agar
suplemented with 4% NaCl (ALOA-S), before and after different incubation times on
30°C in non-selective broth. Sublethally Injured cells were capable to growth when
directally plated on ALOA, therefore they was not capable to growth on non-selective
broth. It was observed that high pressure sublethally injured L. monocytogenes cells
may be quantified by the difference between ALOA and ALOA-S count. Furthermore,
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the presence of more than 100 CFU.g™" injured L. monocytogenes can be detected by
plating the sample directly onto ALOA.

Key-words: Listeria monocytogenes. Detection methods. ALOA. Real Time-PCR. High
Pressure
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1 INTRODUGAO GERAL

1.1 Listeria monocytogenes

O advento da industrializagao trouxe diversos beneficios para o homem,
promovendo diversificacao e praticidade no consumo de alimentos. Em contrapartida
surgiram novos desafios para o controle de microrganismos veiculados através dos
animais e/ou manipuladores e que se instalam no ambiente de processamento dos
produtos alimenticios (RITZ, THOLOZAN, FEDERIGHI & PILET, 2002; SACCHETTI,
BIANUCCI & AMBROGIANI, 2003; OLIVER, 2006).

Listeria monocytogenes € um bacilo gram-positivo, ndo formador de esporos,
pertencente ao género Listeria spp. As demais espécies deste género (L. innocua, L.
welshimeri, L. seeligeri, L. grayi e L. ivanovi)) ndo sdo consideradas patogénicas ao
homem (FARBER & PETERKIN, 1991), ainda que L. seeligeri e L. ivanovii, em raras
ocasides, estiveram envolvidas em infeccdes em humanos (Mc LAUCHIN, 1996). Ha
relativamente pouco tempo esse microrganismo vem sendo estudado como transmissor
de doenca de origem alimentar.

Listeria monocytogenes é um patdgeno bacteriano causador de enfermidade
especialmente em seres humanos pertencentes aos grupos de risco, incluindo
gestantes, neonatos e adultos imunocomprometidos. Em gestantes, pode ocasionar
abortos espontaneos, natimortos ou nascimento de bebés gravemente doentes pela
infeccdo. Os adultos e as gravidas também podem sofrer de listeriose, se estiverem
com o sistema imune comprometido, assim como os idosos. Nesses grupos, a doenca
apresenta-se como meningite e septicemia (ROCOURT, 1996). Embora acometa um
grupo especial de pessoas e apresente incidéncia relativamente baixa, a listeriose esta
associada a uma alta taxa de mortalidade, podendo aproximar-se a 30% (GRIFFITHS,
1989; DALTON et al.,, 2004; ILSI RESEARCH FOUNDATION, RISK SCIENCE
INSTITUTE, 2005).



1.2 Fatores de patogenicidade

Os mecanismos de patogenicidade ainda estdo sendo estudados e a infeccao
depende de uma variedade de fatores, como o estado imunitario do hospedeiro, a
quantidade do inéculo e a particularidade da cepa de L. monocytogenes envolvida na
infeccdo. A hemdlise € considerada um importante fator na viruléncia das cepas e
alguns sorotipos especificos, como o 1/2a e o 4b sdo os mais comumente encontrados
em surtos (ROCOURT, 1994; MILOHANIC et al., 2004). Para produzir infeccdo em
animais modelos testados (ratos e camundongos), concentracdes de 108-10° células
séo necessarias (CZUPRINSKY & HAAK-FRENDSCHO, 1997).

Existe incerteza se todas as cepas de L. monocytogenes sao patogénicas,
entretanto, o Comité Assessor sobre seguranca microbiolégica Alimentar do Reino
Unido (ACMSF) recomendou que, para fins de seguranga publica, todas as cepas de L.
monocytogenes devem ser tratadas como potencialmente patogénicas (ICMSF, 1996).
No entanto, pela ubiqlidade dessa bactéria, sua auséncia em alimentos € uma tarefa
ardua de ser alcancada, dessa forma, muitas industrias de produtos alimenticios
avaliam Listeria spp. como indicador de L. monocytogenes, de forma a tracar
estratégias de controle desse microrganismo no ambiente de processamento (BELL &
KYRIAKIDES, 1998).

Trés barreiras do hospedeiro podem ser ultrapassadas por L. monocytogenes
para causar listeriose: a barreira intestinal, a hemato-encefélica e a placentaria (LECUIT
& COSSART, 1997). E um microrganismo intracelular facultativo que pode invadir e
replicar em células epiteliais € macréfagos: apds sua entrada, a bactéria lisa o vacuolo
e escapa para o citoplasma celular, onde ocorre sua replicacdao (COSSART & LECUIT,
1998). No citosol, utiliza o processo de motilidade por ativacao da actina para chegar
até a membrana da célula e formar a protusao dupla da membrana para invasdao com
formacao de um segundo vacuolo, reiniciando o processo (GREIFFENBERG et al,
1998).

Para invadir a célula, L. monocytogenes conta com dois tipos de proteinas de
superficie capazes de se aderirem a célula do hospedeiro, denominadas Internalina
(inlA e inIB) (GAILLARD et al., 1991). O receptor da inlA na célula do hospedeiro é o

ectodominio E-caderina, enquanto que para a inlB o receptor é o fator de crescimento



dos hepatocitos (Met) (MENGAUD et al., 1996). Em algumas cepas, inlA apresenta-se
na forma truncada (JONQUIERES et al., 1998; OLIER et al., 2003), impedindo sua
capacidade original de promover a internalizagdo do microrganismo na célula
hospedeira. Um estudo epidemiologico indicou que cepas de amostras clinicas
expressaram com maior freqtiéncia a proteina completa (96% dos casos) do que cepas
isoladas a partir de amostras de alimentos (65% dos casos) (JACQUET et al., 2004).

Outra proteina envolvida na invasdo é a p60, codificada pelo gene “invasion-
associated protein” (iap). Ja a proteina responsavel pela polimerizacdo da actina, é a
ActA e sua regidao amino-terminal (aminoacido 31-263), a qual, sozinha, é capaz de
induzir o movimento da bactéria no interior da célula invadida (LASA et al., 1997).

Listeriolisina O (LLO) é uma molécula formadora de poro na membrana de
células epiteliais do hospedeiro. Além desta, a proteina de 60-kDa (iap) secretada pela
bactéria, também estd envolvida no escape de vacuolos (PORTNOY, JACKS &
HINRICHS, 1988; Dissurget et al., 2004). L. monocytogenes secreta duas fosfolipases
(PLCs) implicadas na lise dos vacuolos intracelulares (GOLDFINE & WADSWORTH,
2002). A fosfatidilinositolfosfolipase C (PI-PLC) é especifica para fosfatidilinositol (Pl),
enquanto que fosfatidilcolina (PC)-PLC é uma PLC que atua no limite externo da
membrana vacuolar (GEOFFROY et al., 1991). Trabalhos conduzidos em linhagens de
células epiteliais de humanos tém demonstrado que na auséncia de LLO, a PC-PLC
também pode promover a lise primaria dos (GRUNDLING, GONZALEZ & HIGGINS,
2003).

Os genes de viruléncia de Listeria mais importantes (p. ex. prfA, plcA, hly, mpl,
actA, pleB, inlA, inIB, inlC e hpt) sdo regulados pelo ativador transcripcional PrfA
(MENGAUD et al., 1991; DISSURGET et al., 2004). Os fatores de viruléncia PrfA-
regulados, tais como a LLO, PIcA e PIcB, sdo produzidos em altos niveis quando a
temperatura aumenta para 37°C , ou seja, a temperatura do hospedeiro (LEIMEISTER-
WACHTER, DOMMAN & CHARABORTY, 1992).

1.3 Os sorogrupos de L. monocytogenes
As designacbes dos sorotipos em L. monocytogenes seguem um sistema
alfanumérico baseado nos antigenos flagelares (designado por letra) e somatico



(designado por numero). Em trabalhos realizados com eletroforese com enzima
multilocus (MEE) foi demonstrado que os sorotipos 1/2a, 1/2c, 3a e 3¢ formam uma sub-
divisdo genética a qual é diferente daquela divisdao que inclui sorotipos 1/2b, 3b e 4b
(BIBB et al., 1989; PIFFARETTI et al., 1989; BIBB et al., 1990). Entretanto, ambas
divisbes abrigam sorotipos prevalentes em doencas em humanos (1/2a, 1/2b e 3b).

Pesquisas tém demonstrado que a estrutura genética de L. monocytogenes é
baseada em clones, ou seja, tem origem em diferentes linhagens (PIFFARETTI et al.,
1989). A subdivisdo dos sorotipos de L. monocytogenes foi confirmada por técnicas
como Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD) (MAZURIER et al., 1992),
ribotipagem (GRAVES et al., 1994; WIEDMANN et al., 1997), eletroforese em gel de
campo pulsado (PFGE) (BORSCH, CHEN & LUCHANSKY, 1994; MOORE & DATTA,
1994), e por Amplified Fragment Length Polymorphism (AFLP) (AARTS, HAKEMULDER
& van HOEF, 1999). Assim, os sorotipos foram divididos em dois grandes grupos,
sendo que o 1/2a, 1/2¢, 3a e 3c pertencem a maior divisdo genética (grupo 1), enquanto
que os sorotipos 1/2b, 3b e 4b sdo incluidos em outra divisdo (grupo II) (BIBB et al,
1989; PIFFARETTI et al., 1989; BIBB et al., 1990).

Verifica-se que 50 a 70% dos surtos de origem alimentar e dos casos
esporadicos de listeriose sdo associados a cepas 4b, sugerindo uma viruléncia
especifica potencial desse sorotipo (LARSSON, 1979; ART & ANDRE, 1991; Mc
LAUCHILIN, 1990; MARAKUSHA, DARWICH & TARTAKOVSKII, 1996). Mesmo
sabendo-se que L. monocytogenes apresenta treze sorotipos, 1/2a 1/2b e 4b séo os
responsaveis por 98% das listerioses relatadas em humanos (JACQUET et al., 2002).

Por outro lado, as razbes para o baixo niumero de casos de amostras de
alimentos contaminadas com o sorotipo 4b ainda nao estao claras. Diversas teorias tém
sido propostas para esclarecer essa evidéncia, entre as quais a de que é possivel que o
sorotipo 4b possa ser mais sensivel aos meios seletivos de enriquecimento usualmente
utilizados na identificacdo de L. monocytogenes, do que outros sorotipos, o que
subestimaria sua presenca em alimentos e no ambiente de processamento (BRUHN,
VOGEL & GRAM, 2005). Além disso, outros sorotipos poderiam possuir maior
adaptacao aos fatores adversos dos alimentos e do ambiente de processamento pois,



conforme relatam Norwood & Gilmour (1999), cepas do sorotipo 1/2c apresentaram
maior capacidade de aderéncia a superficies de aco inoxidavel do que o sorotipo 4b.

Estudos genéticos continuam a identificar genes essenciais para a viruléncia de
L. monocytogenes (ERICSSON et al., 2000; AUTRET et al., 2001; RUDI et al., 2003;
CABRITA et al., 2004; FRANCIOSA et al., 2005), porém, grande parte desses estudos é
realizada com cepas EGD e 10403S (ambas sorotipo 1/2a) ou com a cepa LO28
(sorotipo 1/2c) e podem nao abranger efetivamente todos os atributos de viruléncia
especificos para outros sorotipos com importancia clinica, tais como 1/2b e 4b. As
cepas dos sorotipos 1/2a e 1/2c pertencem a um dos dois maiores grupos de divisdes
de L. monocytogenes, sendo muito diferentes da divisao que inclui os sorotipos 1/2b e
4b (BIBB et al., 1990; BORSCH, CHEN & LUCHANSKY, 1994).

Alguns sorotipos apresentam uma diversidade genética superior a outros,
sendo o 1/2a o que apresenta-se mais diversificado geneticamente (BIBB et al., 1989).
A baixa diversidade relativa do sorotipo 4b também foi relatada (GRAVES et al., 1994) e
pode sugerir o surgimento desse sorotipo (VAN DER ZEE et al., 1996). Além disso,
todas as cepas 1/2c que tém sido avaliadas através de ferramentas de tipificacao
genética, tém se mostrado indistinguiveis (CARRIERE et al., 1991; NIEDERHAUSER et
al., 1994; AARTS, HAKEMULDER & van HOEF, 1999), sugerindo que essa linhagem
clonal pode ser muito jovem, pode estar sob forte pressao de selecao, ou ambos.

Diferenciacdo nas caracteristicas fisiologicas também foi observada entre os
diferentes sorotipos. Ryser et al. (1996), por exemplo, observaram que a recuperacao
de subtipos relacionados a doenca em humanos e daqueles relacionados com carne
vermelha ou produtos originarios de carne de frango foi dependente do tipo de

protocolo de enriquecimento utilizado.

1.4 Multiplicacao de Listeria monocytogenes em alimentos e seu controle

Para a industria de alimentos, o crescimento de L. monocytogenes em
temperaturas de refrigeracao e sua sobrevivéncia em ambientes adversos tornaram o
controle de L. monocytogenes um desafio (FARBER & PETERKIN, 1991). E capaz de
crescer em temperaturas de 0 a 8°C, pH entre 4,39 a 9,4 e atividade de agua (A.)
acima de 0,94 (ICMSF, 1996). Por ser um microrganismo ubiquo, as contaminacdes



nas plantas de processamento e nos alimentos, sdo especialmente dificeis de controlar,
principalmente pela sua capacidade de formar biofilmes na superficie dos
equipamentos industriais. Diferentes artigos relatam sua presenca no solo (Mac
GOWAN et al., 1994), em pescados (BEN EMBAREK, 1994), em vegetais (BEUCHAT,
1996), no leite (KOZAK et al., 1996), e em lingliga frescal (VON LAER et al., 2005).

Através de pesquisas realizadas em abatedouros de frangos, observou-se que
as aves contribuem muito pouco para a contaminacao por esse microrganismo (COX,
BAILEY & BERRANG, 1997; OJENIYI et al.,, 1996; OJENIYI, CHRISTIANSEN &
BISGAARD, 2000). Em se tratando de pesquisa de prevaléncia de sorotipos em plantas
de processamento, Giovannancci et al. (1999) verificaram que os predominantes foram
1/2a, 1/2c, 3a e 3c. A persisténcia de determinadas cepas ou linhagens no meio
ambiente industrial foi demonstrada em um trabalho realizado por pesquisadores do
Centers for Disease Control (CDC, 2000), onde a cepa implicada em um surto de
listeriose nos EUA envolvendo carne de peru contaminada, aparentemente persistiu no
ambiente de processamento por mais de 10 anos.

Pesquisadores e industria vém unindo esforcos no controle da contaminacao
dos alimentos por L. monocytogenes e, ao longo dos tempos, varias formas de controle
de microrganismos patogénicos nos alimentos vém sendo testadas. Diferentes
tecnologias sdo avaliadas para esse fim, tais como o uso da irradiacdo, campos
elétricos pulsantes, adicao de bacteriocinas, campos magnéticos oscilatérios, pulsos
luminosos, altas pressdes hidrostaticas (BARBOSA-CANOVAS et al., 1998) ou mesmo
a combinacao de varios tratamentos (GARCIA-GRAELLS, VALCKZ & MICHIELS, 2000;
WUYTACK et al., 2003; GARRIGA et al., 2005; RODRIGUEZ et al., 2005). Esses
tratamentos alternativos tém a intencdo de diminuir as alteragdes sensoriais e

nutricionais dos alimentos.

1.5 Altas pressoes hidrostaticas

A alta pressao hidrostatica é utilizada para a inativacao de microrganismos e de
certas enzimas, bem como para aumentar a vida util dos alimentos (BARBOSA-
CANOVAS et al., 1998). De acordo com esses autores, as altas pressdées podem ser
geradas das seguintes formas:



1.5.1 Compressao direta
Gerada por pressurizagdo de um meio com a parte final de um pistao de

didmetro pequeno. Nesse método, a forma de compressao é muito rapida, porém as
limitac6es do fechamento dindmico de alta pressao entre o pistao e a superficie interna
da camara limitam seu uso para laboratério ou sistemas de planta-piloto;

1.5.2 Compressao indireta
Utiliza um intensificador de alta pressdo para bombear o meio de pressao,

sendo utilizada pela maioria das industrias;

1.5.3 Aquecimento do meio de pressao
Utiliza a expansdo do meio de pressdo mediante 0 aumento da temperatura.

Isto requer maior controle da temperatura com o volume interno da camara de pressao.

Em razdo de que o liquido provoca uma pequena mudanca de volume, as
camaras de alta pressao utilizam agua, ja que nao apresentam os perigos de operacao
das camaras que utilizam gases comprimidos (FARR, 1990). O alimento é colocado sob
pressdo por um determinado tempo, o qual depende do tipo de alimento e da
temperatura do processo. No final do tempo de processamento, a camara €
descomprimida para retirada da carga tratada (ZIMMERMAN & BERGMAN, 1993).

A alta pressdo pode ser combinada com temperaturas altas moderadas,
deixando de haver a necessidade de pressdes extremamente altas (MORRIS, 1993;
ALPA et al.,, 2000). Para a industria de alimentos, o interessante é a utilizacdo de
camaras de pressao capazes de processar grandes volumes e 0 equipamento resistir a
pressoes elevadas por varios ciclos.

A camara de pressao deve possuir um tempo de ciclo curto, ser facil de limpar e
segura de operar, com controles de processo precisos. Do ponto de vista industrial, €
desejavel o desenvolvimento de processos continuos de pressurizacao para baixar os
custos operacionais (DEPLACE & MERTENS, 1992). A maioria desses objetivos ja foi
alcangada, porém pesquisas ainda vém sendo desenvolvidas para o aprimoramento do
uso dos equipamentos de alta pressao (NELSON, SHUPPENHAUER & CLARK, 1992;
SOINI et al., 2002; DATTA et al., 2005).



1.5.4 Alteracdes nos microrganismos devido a altas pressoes
Os diversos efeitos das altas pressdes sobre os alimentos e 0s microrganismos

tém sido estudados ha décadas.

A alta pressao desnatura proteinas e reduz o tamanho de fosfolipidios na
membrana celular, inibindo a captacdo de aminoacidos essenciais para o crescimento
da célula. Com a alta pressao, os conteudos celulares extravasam para o exterior em
decorréncia do aumento da permeabilidade da membrana ou mesmo sua ruptura com
consequente morte celular, no caso de pressfes extremamente altas. Se a pressao
aplicada for relativamente baixa, a célula pode recuperar a permeabilidade original
(FARR, 1990).

As reacdes enzimaticas se véem alteradas pelas altas pressdes, podendo tanto
ativa-las como inativa-las. A atividade do succinato, formato e malato desidrogenase em
E. coli diminui com o aumento da pressao. As desidrogenases sujeitas a uma pressao
de 100 MPa durante 15 min a 27°C se inativam completamente (MORITA, 1957). A
inativacdo da enzima se da por alteracao pela pressao nas estruturas intramoleculares
ou por mudancas conformacionais em pontos ativos. A inativacdo de algumas enzimas
pressurizadas a 100 e 300 MPa é irreversivel. A reativagdo apds a descompressao
depende do grau de distorcdo da molécula. A possibilidade de reativacdo diminui com o
aumento da pressao acima de 300 MPa (SUZUKI & SUZUKi, 1963; JAENICKE, 1981).
A inativacdo de enzimas esta influenciada pelo pH, concentracdo de substrato,
estrutura subunitaria da enzima e a temperatura de pressurizagdo (HOOVER et al.,
1989).

O DNA é mais resistente que a proteina a agdo das altas pressdes e isso se
deve a estabilidade conferida pelas ligacdes de pontes de hidrogénio durante o
emprego da pressao, enquanto que as temperaturas altas provocam a desnaturagéo de
moléculas de DNA. Heden (1964) ndo observou desnaturacdo do DNA quando
submeteu Bacillus subtilis a pressdes de até 100 Mpa a temperatura ambiente. Porém,
a transcricao e replicacdo de DNA cessaram com o emprego da alta pressdao por
inativacao de enzimas.

Quanto aos efeitos fisioldégicos de células de L. monocytogenes inoculadas em

caldo citrato e tratadas com 400 MPa /10 min, Ritz et al. (2002) afirmam que apés o



tratamento nao houve crescimento celular em Plate Count Agar (PCA) e que a
microscopia eletrénica de varredura revelou que a morfologia celular ndo foi afetada.
Houve pouco ou nenhum dano na membrana celular, embora o potencial de membrana
tenha sido reduzido de — 86 para — 5 mV. Certamente este resultado indica a razdo das
células ndao haverem crescido no agar, ja que o potencial de membrana é o responsavel
pelas trocas idnicas da célula com o meio, impedindo seu crescimento e replicagéo.

A inativacao de L. monocytogenes e Vibrio parahaemoliticus foi pesquisada por
Styles, Hoover & Farkas (1991), os quais foram estudados em caldo tamponado e em
alimento. A pressdao de 238 MPa nao proporcionou declinio na populacdo celular,
porém, a 272 , houve uma reducdo ao redor de 3 ciclos logaritmicos naqueles
inoculados na solucdo tampao. A 306 MPa a populacao bacteriana foi reduzida em 3
ciclos logaritmicos em 20 min e, a 340 MPa, sobreviveram menos de 10 UFC.mL™". Na
década de 70, Zobell (1970) ja afirmava que a pressao limite de tolerancia € menor em
solugdes salinas sem nutrientes do que em presenca de aminoacidos essenciais e
vitaminas.

Pesquisa realizada com cepas resistentes e cepas sensiveis as altas pressoes,
demonstrou que cepa L monocytogenes CA foi mais resistente a pressdo do que L.
monocytogenes OH. (ALPA et al., 2000). Esses autores observaram que, partindo-se
de uma populagdo de 8 Logio UFC.mL™", em um tratamento de 345 MPa por 5 min a
25°C, a reducio logaritmica foi de 0,86 Logioe 2,64 Logiopara L monocytogenes CA e
L. monocytogenes OH2, respectivamente. Quando o tempo do tratamento foi alterado
para 10 min, a cepa mais resistente e a mais sensivel apresentaram reducéo de 2,40 e
3,05 Logio, respectivamente. J4 quando a temperatura foi aumentada para 50°C,
ambas cepas tiveram uma reducdo logaritmica de 8 Logig, ndo havendo, entao,
diferenca quando uma temperatura relativamente alta foi aplicada em conjunto com as
altas pressoes.

A diferenca da acao das altas pressdes sobre L. monocytogenes em diferentes
matrizes alimentares foi avaliada por Dogan & Erkmen (2004) que, ao testarem
pressoes entre 300 a 600 MPa, observaram que o valor D com pressao de 400 MPa foi

de 6, 3’9 e 1’8 para leite, suco de péra e suco de laranja, respectivamente. O maior
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tempo para uma reducao logaritmica de L. monocytogenes foi na matriz leite, indicando
a protecéo dos constituintes desse produto para a inativagdo do microrganismo.

Além da diferenca no controle de L. monocytogenes nos diversos tipos de
alimentos, Tay et al. (2003) também encontraram diferenca entre cepas de Listeria. A
400 MPa/30°C por 1 min, a reducdo nas diferentes cepas foi de 1,4 a 4,3 unidades
logaritmicas, enquanto que o tratamento a 500 MPa causou uma reducao de 8 Log1o
em todas as cepas, exceto para L. monocytogenes OSY-8578 (3,9 logs), OSY-8732
(6,8 logs) e v7 (7,3 logs). Scott A foi a cepa que apresentou maior sensibilidade.

Quanto as alteracbes na membrana de L. monocytogenes Scott A, tratada a
345 MPa por 5 min a 25°C, Kalchayanand et al. (2004) observaram apenas a perda da
forma granular da superficie, além de uma reducdo de 1 a 2 ciclos logaritmicos. Ja
quando o tratamento foi combinado com o uso de bacteriocinas, a redu¢gdo aumentou
para 6 a 7 Log+o.

Em outro estudo (LI & XU, 2005), L. monocytogenes NCTC 11994 apresentou
reducado de 7 Logio quando foi utilizado 400 MPa/10 min, além de mudancas no pH
intracelular, diminuicdo do potencial de membrana, exsudacado do potassio interno e
decréscimo na concentracao do ATP.

Em E. coli, verificou-se estresse oxidativo quando se empregaram pressoes
acima de 400 MPa - ja a 200 MPa sao capazes de iniciar a inativacao das células — e
fez com que os autores sugerissem que, sob algumas condicdes, a inativacdo desse
microrganismo por altas pressdes fosse em conseqiiéncia de um mecanismo de
suicidio envolvendo a inducdo de uma queima oxidativa endégena (AERTSEN et al.,
2005).

Quando L. monocytogenes Scott A foi inoculada em queijo, a populagdo de 7
Log1o reduziu apenas um (1) ciclo logaritmico quando exposta a 300 MPa/10°’/10°C. Em
contrapartida, a reducédo foi de 5 Logi quando a pressao foi aumentada para 500
MPa/5’ sob a mesma temperatura (ARQUES et al., 2005).

Ao utilizarem diferentes pressdes (0,1 a 690 MPa a 21°C/10’) em bactérias
Gram-positivas e Gram-negativas, Chen, Guan & Hoover (2006) concluiram que a
ordem de maior resisténcia as pressoes foi Shigella flexneri > Staphylococcus aureus
aproximadamente igual a E. coli O157H7 > Salmonella enterica sorovar Enteritidis > S.
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enterica sorovar Typhimurium > L. monocytogenes > Yersinia enterocolitica > Vibrio

parahaemolyticus.

1.5.5 Qualidade sensorial e conservacao dos alimentos tratados por altas
pressoes

A desnaturacdo das proteinas por alta pressao é complexa e depende da
estrutura da proteina, do intervalo de pressao, do pH e da composicao do dissolvente
(BARBOSA-CANOVAS et al., 1998).

Carlez et al. (1994) ao estudarem a vida util de carne bovina picada
armazenada a 3°C, demonstraram que com o emprego de 200 MPa por 20min a 20°C,
a deterioracao desse alimento iniciou apés 2 dias. Quando se empregou 300 MPa, a
deterioracao passou a ocorrer apds 6 dias e, quando a pressao foi de 400 a 450 MPa, a
vida 0til aumentou para 6 a 13 dias.

De acordo com o alimento e com a pressao aplicada, diferentes mudancas
sensoriais podem ocorrer. Por exemplo, a estrutura interna dos tomates torna-se mais
firme, os tecidos de frangos e peixes tornam-se mais opacos e a carne bovina no pré-
rigor fica mais macia (HOOVER et al., 1989).

As alteragdes fisicas no musculo induzidas por altas pressbes incluem a
separacdo das camadas do sarcolema e do endomisio, € a ruptura dos espacos
miofibrilares e intermiofibrilares. Pode ocorrer o desaparecimento dos granulos de
glicogénio, o aumento do tamanho das mitocondrias e d reticulo sarcoplasmatico e, em
alguns casos, a ruptura de mitocondrias. A interacdo entre os efeitos fisicos e quimicos
no tecido muscular interfere no efeito de amaciamento pelas altas pressoées (EUGASIM
& KENNICK, 1982).

As altas pressées também podem ser utilizadas para o descongelamento de
matérias-primas, ja que o realiza de forma uniforme. E um processo rapido quando os
alimentos contém maior conteudo de sélidos soluveis, como o NaCl e acucares
(CHEFTEL, 1992).

Curiosamente, as proteinas oligoméricas sao dissociadas a 200 MPa, enquanto
que a desnaturacdo de proteinas de cadeia simples ocorre acima de 300 . A alta
pressao provoca a desprotonacdo de grupos carregados, ruptura de pontes salinas e
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enlaces hidrofébicos, com o qual se produzem modificacbes conformacionais e
estruturais nas proteinas. As mudancas de hidratacdo sdo a principal causa da
diminuicdo do volume relacionados com a dissociacdo das proteinas (HAYASHI,
KAWAMURA & KUNUGI, 1987). A 800 MPa de pressao, por 20-120 min, houve
formacao de agregados protéicos de diferentes tratamanhos quando Patel et al. (2005)
testaram distintas solugdes de concentrados protéicos (12% p/v, pH 6,65, +/-0,05).
Esses agregados alteraram a viscosidade e a opacidade de amostras e estavam
ligados por pontes dissulfidicas intermoleculares e por interagdes nao-covalentes.

A inativacao de enzimas proteoliticas da carne, tais como as catepsinas D, E, L
e a acido fosfatase, aumenta ao aplicar-se pressao entre 100 a 500 MPa durante 5 min
a 2°C (HOMMA, IKEUCHI & SUZUKI, 1994). No entanto, o aumento da atividade de
enzimas proteoliticas endoégenas do musculo devido a alta pressdo também pode
contribuir para 0 amaciamento da carne (HOMMA, IKEUCHI & SUZUKI, 1994).

1.6 Injuria e deteccao de células injuriadas

A falha na identificacdo de patdégenos submetidos a injaria celular pode ter
efeitos adversos, assim como causar perdas econémicas substanciais. Como exemplo,
cepas de L. monocytogenes injuriadas pelo calor foram capazes de crescer em meios
ricos tais como Triptic Soy Agar (TSA), mas foram inibidas na presenca de 4% de NaCl
(BEUCHAT et al., 1986).

Os caldos de enriquecimento seletivo para Listeria contém varias combinagdes
de antibidticos e outros produtos quimicos como acriflavina, cicloheximida, acido
nalidixico, cefotetano, polimixina B, fosfomicina, sulfato de colistina, cloreto de litio e
esculina (CURTIS & LEE, 1995). Esses compostos sdo utilizados para evitar o
crescimento da flora competidora, entretanto, podem afetar a multiplicacao de Listeria
presente em alimentos que sofreram algum tipo de processamento para controle
sanitario. Porém, a deteccdo de células viaveis de patdgenos bacterianos que
porventura estejam injuriadas apés um processamento é essencial para a seguranca
dos alimentos (RYSER & MARTH, 1999).

A viabilidade das células é usualmente identificada pela habilidade das

bactérias em crescer e formar colénias em meio de cultivo. Entretanto, foi demonstrado
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que células nao cultivaveis podem ser consideradas viaveis baseando-se no seu
metabolismo, atividade enzimética ou integridade da membrana (BARER &
HARWOOD, 1999). Devido aos diferentes processamentos que recebem os alimentos,
o uso de meios de cultivo capazes de recuperar as células injuriadas torna-se de
extrema importancia na avaliagdo do método de controle da contaminacao pela bactéria
patogénica (RYSER & MARTH, 1999).

Pouco foi feito para o desenvolvimento e avaliagao de meios de cultivo seletivos
e diferenciais para o isolamento de células de Listeria subletalmente injuriadas a partir
de alimentos contaminados (WU et al., 2001). A maioria dos meios de cultura
recomendados para o isolamento de L. monocytogenes injuriada subletalmente nao
possuem nenhum grau de seletividade porque os agentes seletivos inibem o reparo
dessas células (DONNELLY, 2002).

Mesmo técnicas moleculares de deteccdo de células viaveis, como a
identificacdo de RNA mensageiros através da técnica de Reacdo em Cadeia da
Polimerase (RT-PCR), demonstrou-se falha na identificacdo de baixos niveis de células
injuriadas pelo calor. Até mesmo a combinagdo de métodos de deteccao de células
injuriadas tem sido sugerida, como a microscopia eletrbnica em conjunto com o
plagueamento direto em meio seletivo apropriado (NOVAK & JUNEJA, 2001).

O controle de qualidade e da inocuidade de alimentos comumente utiliza
métodos microbiolégicos tradicionais, entre os quais, destaca-se a contagem
microbiana em placas, utilizando meios de cultura seletivos, a qual apresenta
numerosas limitacées, pois a capacidade de uma célula para formar uma colénia
depende de um grande numero de fatores, que incluem o estado fisiolégico das células,
0 meio de cultivo empregado na contagem, a temperatura de incubacao, entre outros
(DONNELLY, 2002). Destaca-se que o Agar Listeria according to Ottaviani and Agosti
(ALOA), desenvolvido primeiramente como um meio seletivo diferencial para L.
monocytogenes (OTTAVIANI et al., 1998), tem demonstrado ser eficiente para
recuperar células injuriadas de Listeria (VLAEMIYNCK et al., 2000).

Wuytack et al. (2003) testaram diferentes métodos néao-térmicos de
processamento de alimento,s como a homogeneizagdo por altas pressdes, altas

pressdes hidrostaticas, pulsos luminosos e campos elétricos pulsados, e avaliaram se
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havia presenca de células injuriadas de Salmonella enterica sorovar Typhimurium ap6s
esses processamentos. A identificagdo de células injuriadas foi realizada por
plagueamento em TSA acrescentado de 3% de NaCl, sendo verificado que o maior
namero de células injuriadas foi obtido apds a utilizacao de altas pressoes hidrostaticas.

Diferentes meios de pré-enriquecimento, tais como Caldo Otimizado Penn State
University (oPSU), Listeria Enrichment Broth (LEB), LEB Buffer (BLEB) e BLEB
Modificado (MBLEB) foram testados para se verificar 0 mais eficiente na recuperacao
de células injuriadas por altas pressdes (450 MPa/15’ ou 600 MPa por 1,5’) inoculadas
em leite (BULL et al., 2005). O caldo oPSU aumentou significativamente a recuperacao
de L. monocytogenes apds o emprego das altas pressoes, e foi 63 vezes mais eficiente
que os demais meios de pré-enriquecimento. Apesar da capacidade da recuperacao
celular, sdo necessarias no minimo 24 a 72h de incubacdo a 4, 15 e 30°C para o
crescimento celular em agar.

Com o lancamento de novos produtos “prontos para o consumo” e,
especialmente, com o desenvolvimento de novos métodos de processamento dos
alimentos, faz-se necessaria a existéncia de técnicas que supram as lacunas na
deteccao de células microbianas viaveis mas ndo cultivaveis, em alimentos submetidos
a novas tecnologias de processamento, proporcionando, tanto diminuicdo do tempo de
analise, quanto a sensibilidade e especificidade para a deteccéo e para a identificacao
de patoégenos.

Por essa razao, torna-se fundamental a identificagdo das células que nao foram
destruidas durante o processamento, denominadas de células injuriadas, as quais
permanecem viaveis, porém nado cultivaveis. A deteccdo dessas células € de grande
importancia para a seguranca dos alimentos, pois, se estas ndao forem detectadas,
podem sofrer o processo de reparo do dano celular e multiplicarem-se antes do
consumo, representando um grave problema para a saude dos consumidores. Este
reparo pode ocorrer especialmente com as bactérias psicrotroéficas como Listeria

monocytogenes, que € capaz de sobreviver e crescer nos alimentos refrigerados.
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1.7 Métodos de deteccao de L. monocytogenes

Inicialmente, os métodos de identificagdo e detecgcdo de L. monocytogenes
foram desenvolvidos para amostras clinicas (Mc BRIDE & GIRARD, 1960; WOQOD,
1969). A partir dos anos 80, quando 0 microrganismo comegou a ser considerado
patégeno de origem alimentar, métodos cada vez mais eficazes tém sido desenvolvidos
e idealizados para amostras alimentares e clinicas (FRASIER, 1988; KURTIS & LEE,
1995; FENG, 1997; HOFFMAN & WIEDMANN, 2001; KOO & JAYKUS, 2003; MORGAN
et al., 2005).

Devido as condigbes do ambiente de processamento dos alimentos
(temperatura, umidade, ma higienizacdo, em alguns casos), que favorecem a
proliferacdo de L. monocytogenes, torna-se essencial o emprego de meios de cultivo
mais sensiveis para detectar a presenca desse microrganismo (SACCHETTI,
BIANUCCI & AMBROGIANI, 2003). Quanto mais confiavel for a informagéo obtida, mais
eficazes serdo as medidas de controle.

Normalmente, nos laboratérios das industrias e nas atividades de rotina em
laboratérios que prestam servicos de avaliacdo microbiolégica em alimentos, sao
utilizados os métodos convencionais para a deteccao e identificacdo de Listeria spp. €
L. monocytogenes. O mais comum € avaliar-se a presenga/auséncia desse
microrganismo em 25g de amostra, porém, em casos de risco confirmado para a saude
publica - como quando se identifica a presenca de sorotipos relacionados a surtos - a
contagem por grama de amostra deve ser realizada (ROCOURT, 1994).

Os métodos convencionais podem levar 3 ou 4 dias em caso de auséncia de
Listeria spp., € 2 a 7 dias mais para a confirmagdo de L. monocytogenes. Por isso a
necessidade das industrias de utilizarem métodos alternativos, mais simples, mais

rapidos e menos laboriosos.

1.8 PCR em tempo real

A tecnologia da reacdo em cadeia da polimerase vem sendo incrementada
para aprimorar a obtencéo de resultados rapidos. A PCR a tempo real (Real-Time PCR)
tem seus principios funcionais parecidos com a PCR tradicional, porém, com diferencas
no formato de leitura dos resultados. Essa técnica é altamente especifica e pode
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quantificar com precisdo um DNA-alvo — o qual estd diretamente relacionado ao
tamanho da populacdo bacteriana presente na amostra — e sua quantificacdo é
baseada na emissdo da fluorescéncia de acordo com o aumento do nimero de ciclos
de PCR, eliminando manipulacdes pdés-PCR, o que ocorre na técnica convencional
(RODRIGUEZ-LAZARO et al., 2004).

A primeira etapa consiste na extracao e purificacdo do DNA, seguida da
amplificagdo de um segmento selecionado do genoma do microrganismo mediante a
reacdo em cadeia da polimerase, ou seja, a PCR propriamente dita. Por ultimo ocorre a
deteccdo dos fragmentos amplificados na PCR, o que na técnica tradicional ocorre por
eletroforese em gel de agarose e coloracao com brometo de etidio.

Na PCR a tempo real (PCR-TR), os processos de amplificacdo e detecgao
ocorrem de maneira simultdnea no mesmo tubo fechado, sem a necessidade de
nenhuma acao posterior. Além disso, mediante a deteccao por fluorescéncia pode-se
medir, durante a amplificacao, a quantidade de DNA sintetizado em cada momento, ja
que a emissao de fluorescéncia produzida na reacao é proporcional a quantidade de
DNA formado. Isso permite conhecer e registrar em todo momento a cinética da reagéao
de amplificagéo (HIGUCHI et al., 1993).

Os termocicladores da PCR-TR incorporam um leitor de fluorescéncia e estao
desenhados para poder medir, em qualquer momento, a fluorescéncia emitida em cada
um dos tubos onde se realize a amplificacdo. Os sistemas de deteccao por
fluorescéncia empregados na PCR-TR podem ser de dois tipos: os agentes
intercalantes e as sondas especificas marcadas com fluorocromos (HIGUCHI et al.,
1993).

Os agentes intercalantes sdo fluorocromos que aumentam a emissao de
fluorescéncia quando se unem ao DNA de cadeia dupla. O mais empregado na PCR-
TR é o SYBR Green. Esse sistema de deteccido tem a vantagem de que a otimizacao
das condicoes da reacao é muito facil e também é mais barato que as sondas
especificas. O principal inconveninte € sua baixa especificidade, devido a que se unem,
inespecificamente, a qualquer produto gerado ou a dimeros de iniciadores (HIGUCHI et
al., 1993). Para melhorar a especificidade devem ser empregadas condi¢cbes de reacao

6timas e uma selecdo cuidadosa dos iniciadores, de forma a diminuir o risco de
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formacao de dimeros, além de se iniciar a reacao de sintese do DNA com temperaturas
elevadas para diminuir a formacao de dimeros (TEO et al., 2002; LIND et al., 2006).

Na maioria dos equipamentos de PCR-TR ha a possibilidade de determinar a
temperatura de fusdo dos fragmentos amplificados (Tm= temperatura a que 50% do
DNA da molécula esta desnaturado). Cada fragmento amplificado tem uma Tm
caracteristica, que depende, sobretudo, de sua longitude e da composicdo de suas
bases (SCHRANK & SILVA, 2001). Esta aplicagdo permite comprovar a especificidade
dos fragmentos detectados na PCR.

As sondas de hibridizacao sdo marcadas com dois tipos de fluorocromos: um
doador e outro receptor. O processo baseia-se na transferéncia de energia fluorescente
mediante ressonancia entre as duas moléculas. As mais utilizadas sado as sondas de
hidrélise, denominadas também TagMan, as sondas molecular beacons e as sondas
FRET (NIESTES, 2001).

As sondas TagMan sao oligonucleotideos marcados com um fluorocromo
doador na estremidade 5 que emite fluorescéncia ao ser excitado, e um aceptor na
extremidade 3’ que absorve a fluorescéncia liberada pelo doador quando as moléculas
doadora e receptora estiverem proximas uma a outra. Enquanto a sonda esta intacta, a
fluorescéncia emitida pelo doador é absorvida pelo aceptor, porém, no momento em
que ocorre a amplificacdo do DNA alvo, a sonda se hibridiza com a cadeia
complementar. Ao se deslocar ao longo da fita de DNA, em sua acao de sintese, a DNA
polimerase, que tem atividade exonuclease %’, hidroliza a extremidade livre 5’ da sonda,
liberando o fluorocromo doador (HOLLAND et al., 1991). Quando o doador e o aceptor
estao afastados, a fluorescéncia emitida é captada pelo leitor.

Molecular beacons sao sondas parecidas com as TagMan, porém, apresentam
uma estrutura secundaria em forma de alca, onde localiza-se a sequiéncia de uniao
especifica com o DNA alvo (TYAGI & KRAMER, 1996). As extremidades permanecem
ligadas quando a sonda nao esta hibridizada, fazendo com que doador e receptor
estejam muito préximos. Nessa conformacao, a fluorescéncia emitida pelo doador é
absorvida pelo aceptor e ndo é captada pelo leitor do equipamento, porém, quando
ocorre a hibridacdo, a sonda se abre, afastando-se doador e receptor, podendo ser
detectada a fluorescéncia emitida pelo primeiro (NUTIU & LI, 2002).
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As sondas FRET sao duas sondas que se unem a seqiéncias adjacentes ao
DNA alvo. Uma das sondas leva um doador na extremidade 3’ e, a outra, um aceptor na
estremidade 5. Quando as sondas estdo hibridizadas, os dois fluorocromos estdo
préximos. Ao ser excitado, o doador transfere sua energia ao aceptor, o qual emite a
fluorescéncia detectada pelo leitor do equipamento (NIESTES, 2001).

Na PCR-TR o programa de informdtica vai registrando o incremento de
fluorescéncia em cada ciclo, e esta informacéao é langada na forma de grafico em curva
de cinética da reacao para cada uma das amostras e controles, calculando o nimero do
ciclo em que o leitor inicia a detectar um aumento significativo da fluorescéncia. O ciclo
onde se inicia a deteccao do aumento de fluorescéncia denomina-se threshold cicle
(Ct), ou ponto de corte (STRATAGENE MANUAL, 2006).

Com as concentragdes previamente conhecidas dos controles externos e seus
Cts correspondentes, se desenha uma curva padrao, a fim de se quantificar o DNA alvo
(KUHNE & OSHMANN, 2002). Quando interpolamos a essa curva os valores de Ct de
cada amostra de campo, pode-se inferir sua concentracao de DNA inicial.

A analise da curva de dissociacao se baseia na aplicagdo de um gradiente de
temperaturas crescentes depois da PCR para monitorar a cinética de dissociacao dos
fragementos amplificados. Mediante esta aplicacdo, pode-se determinar a Tm dos
produtos amplificados para comprovar sua especifidade (AKEY et al., 2002).

Hein et al. (2001), ao estudarem a deteccdo e quantificacdo de L.
monocytogenes em amostras de leite contaminadas artificialmente, encontraram alta
sensibilidade (a partir de 6 copias do gene iap) quando amostras puras de DNA foram
utilizadas. Ja em amostras de leite contendo L. monocytogenes, a sensibilidade do
teste foi equivalente ao método padrao de plagueamento, porém a PCR quantitativa em
tempo real foi capaz de detectar concentracdes celulares de 1 a 2 ciclos logaritmicos a
menos que a metodologia padrao.

Hough et al. (2002), ao pesquisarem a enumeracao de L. moncocytogenes em
amostras de repolho contaminadas artificialmente, observaram que, ao utilizarem
cultivos puros dos microrganismos, a técnica de PCR em tempo real demonstrou
resultados de aumento linear a partir de 7 ciclos logaritmicos. Quando amostras do

microrganismo eram inoculadas na matriz alimentar, a linearidade do resultado da
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reacdo também apresentou-se a partir de 7 ciclos logaritmicos (de 1,4 x 10 a 1,4 x 10°
UFC. 25g amostra™'). Porém, tal metodologia ndo permitiu a deteccdo de baixos
ndameros do microrganismo, o que € mais usual de ocorrer.

A maioria dos testes PCR para a identificacdo de L. monocytogenes estao
baseados na deteccgdo dos genes hly e iap, os quais codificam para a hemolisina
listeriolisina O (MENGAUD et al., 1988) e para a proteina de superficie p60 associada a
invasdo (KOHLER et al.,, 1990), respectivamente. Porém, enquanto o gene hly nao
apresenta significativa alteracdo na sequéncia nucleotidica em cepas de L.
monocytogenes, 0 gene iap nao apresenta tal caracteristica, possuindo alta
variabilidade génica (polimorfismo) em sua regido central, mesmo em cepas de mesmo
sorovar (BUBERT, KOHLER & BOEBEL, 1992; MANZANO et al., 1997). Para
RODRIGUEZ-LAZARO et al. (2004), o gene hly foi capaz de quantificar as mais de 100
cepas de L. monocytogenes testadas em PCR em tempo real. J4 quando o gene iap foi
utilizado, as contagens bacterianas foram subestimadas em 3 a 4 unidades
logaritmicas, de acordo com o numero de variabilidade da seqiiéncia génica nos

diferentes sorovares analisados.

1.9 Objetivos

e Avaliar um método cromogénico (ALOA) quantitativo para o isolamento de
células de Listeria monocytogenes injuriada subletalmente a partir de alimentos
processados por altas pressoes hidrostaticas;

e Avaliar um PCR em tempo real, com uso de caldos de pré-enriquecimento, para
detectar baixos numeros de L. monocytogenes naturalmente presente em carne de

frango e compara-lo com a metodologia tradicional de cultivo em placa.
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2 Artigo 1: Revisao: Deteccao especifica de Listeria monocytogenes em alimentos
através do uso de métodos comerciais: dos meios de cultivo a PCR em Tempo
Real
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Abstract

Review: Specific detection of Listeria monocytogenes in foods using
commercial methods: from chromogenic media to real-time PCR

Listeriosis is one of the most important food-borne diseases. A variety of culture
and rapid methods are available for the detection of Listeria spp. in foods. Although
the presence of L. innocua may indicate potential contamination with L.
monocytogenes, only the latter species is pathogenic for humans. Therefore, the
most adequate tests are those which specifically detect L. monocytogenes.
Chromogenic media is currently the most common method used for the presumptive
identification of L. monocytogenes. Some tests like those based on antigen detection
are fast and easily applied, but only a few may specifically detect L. monocytogenes.
Real-time polymerase chain reaction is increasingly applied in food diagnostics for
the detection of L. monocytogenes due to the availability of different specific
commercial test methods. Microarrays and biosensors are some examples of new
technologies that might be used routinely for the detection of L. monocytogenes in
foods in the future.
Additional key words: food-borne listeriae, human pathogenic species, alternative

rapid commercial methods.

Resumen

Revision: Deteccion especifica de Listeria monocytogenes en alimentos
mediante métodos comerciales: de los medios cromogénicos a la PCR a
tiempo real

La listeriosis es una de las enfermedades transmitidas por alimentos mas
importantes. Existen diferentes técnicas de cultivo y métodos rapidos para detectar
Listeria spp. en los alimentos. Aunque la presencia de L. innocua puede indicar una
contaminacion potencial con L. monocytogenes, esta Ultima especie es la Unica
patégena para el hombre. Los métodos mas adecuados son, por tanto, los que
detectan especificamente L. monocytogenes. El aislamiento en medios
cromogénicos es el método mas utilizado actualmente para identificar L.
monocytogenes de forma presuntiva. Los métodos rapidos basados en la deteccion
de antigenos son de uso sencillo, pero existen muy pocos que detecten
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especificamente L. monocytogenes. La reaccion en cadena de la polimerasa a
tiempo real esta cada vez mas implantada en la industria alimentaria debido a que
existen diferentes métodos comerciales especificos para L. monocytogenes. Los
microarrays y los biosensores son algunos ejemplos de las nuevas tecnologias que
se podran utilizar en el futuro para detectar L. monocytogenes en los alimentos.

Palabras clave adicionales: Listeria en alimentos, especie patégena para el hombre,

métodos comerciales rapidos alternativos.

Resumo

Revisao: Deteccao especifica de Listeria monocytogenes em alimentos
mediante métodos comerciais: dos meios de cultivo cromogénicos a PCR em
tempo real

A listeriose € uma das mais importantes enfermidades transmitidas por alimentos.
Existem diferentes técnicas de cultivo e métodos rapidos para detectar Listeria spp.
em alimentos. Ainda que a presenga de L. inoccua possa indicar uma contaminagao
potencial por L. monocytogenes, essa Ultima espécie é a Unica patégena para o
homem. Os métodos mais adequados sao, portanto, os que atualmente detectam de
forma presuntiva a presenca de L. monocytogenes. Os métodos rapidos baseados
na deteccao de antigenos sao de uso facil, porém sdo poucos os que detectam
especificamente L. monocytogenes. A reacdao em cadeia da polimerase a tempo real
esta cada vez mais implantada na industria alimentaria devido a existéncia de
diferentes métodos comerciais especificos para L. monocytognes. A técnica com a
utilizagcado de microarrays e com os biossensores sao alguns exemplos das novas
tecnologias que poderao ser utilizadas no futuro para detectar-se L. monocytogenes
nos alimentos.
Palavras-Chave adicionais: Listeria em alimentos, especie patdégena para o

homem, métodos comerciais rapidos alternativos.

Introducao

7

Listeria monocytogenes € uma bactéria Gram-positiva que apresenta seis
espécies: L. monocytogenes, L. innocua, L. seeligeri, L. welshimeri, L. ivanovii, e L.
grayi. Dentre essas, somente L. monocytogenes esta associada comumente com a

listeriose humana, enquanto que L. ivanovii € patogénica para outros mamiferos. L.
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monocytogenes tem sido amplamente estudada nas ultimas décadas por sua
importancia como patdégeno de origem alimentar (Swaminathan, 2001; Ryser and
Marth, 2004). Esforcos continuos sao necessarios para se reduzir a incidéncia de
listeriose, de acordo com a manifestacdo da alta taxa de mortalidade (ILSI Research
Foundation-Risk Science Institute, 2005).

A presenca de L. monocytogenes tem sido amplamente observada em alimentos,
no meio-ambiente e em amostras clinicas. Sua deteccdo e identificacdo em
alimentos, tradicionalmente envolve métodos de cultivo baseados em pré-
enriquecimento seletivo, enriquecimento, e cultivo em placa. Esses passos séo
seguidos por caracterizacdo de Listeria spp. através da morfologia da colbnia,
fermentagdo de agucares e propriedade hemolitica (Gasanov et al., 2005; Paoli et
al., 2005) (Fig. 1; Tabela 1). Os métodos microbiol6gicos convencionais usualmente
apresentam uma alta sensibilidade, sendo considerados como “padrao ouro” quando
comparados a outros métodos. Esses métodos sdo particularmente importantes
quando o cultivo bacteriano é necessario como resultado final de amostras positivas.
Embora um resultado negativo possa ser confirmado em 3-4 dias, o tempo para um
resultado positivo normalmente leva 5-7 dias (Paoli et al., 2005). Como normalmente
nao é possivel armazenar produtos alimentares por 7 dias antes de sua distribuicao,
a industria alimentaria necessita métodos mais rapidos para a deteccao de L.
monocytogenes.

A deteccdo de L. monocytogenes em alimentos também ¢é dificultada pela alta
populacdo da microbiota competitiva, pelo baixo nivel de contagem do patégeno, e
pela interferéncia de componentes alimentares inibidores (Norton, 2002).

Como um reflexo desta situacdo, nos ultimos anos tem havido um
desenvolvimento notavel nos novos meios de cultivo para o aprimoramento da
detecgao de L. monocytogenes em alimentos, e métodos eficientes baseados em
anticorpos ou em técnicas moleculares também tem sido desenvolvidas (Fig. 1)
(Rijpens and Herman, 2002; Gasanov et al., 2005; Paoli et al., 2005). Enquanto
varios destes novos testes possuem sensibilidade equivalente, eles sdo mais
rapidos e permitem que o teste seja completado em 48 h.

Antes de se decidir sobre a selegdo de um novo teste, é importante levar-se em
consideracédo detalhes relevantes sobre o método mais adequado de acordo com o
total de amostras processadas diariamente ou ao nivel de identificacdo requerido

(género ou espécie). A maioria desses métodos de deteccao, tais como o meio de
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cultivo seletivo mais usual, sdo incapazes de distinguir entre as espécies de Listeria.
Entre o género Listeria, somente L. monocytogenes é um patdégeno humano,
necessitando do emprego de metodologias analiticas espécie-especificas para sua
identificacdo. Além do mais, nem todas as cepas de L. monocytogenes sao
igualmente capazes de causar doenga em humanos (McLauchlin, 1990; Farber and
Peterkin, 1991). Dos 13 sorovares de L. monocytogenes, somente trés (1/2a, 1/2b
and 4b) causam mais de 90% dos casos em humanos (Gellin & Broome, 1989;
Swaminathan, 2001). Uma técnica de multiplex-PCR foi desenvolvida para separar
0s quatro sorovares de L. monocytogenes mais prevalentes no isolamento de
amostras alimentares e de pacientes (1/2a, 1/2b, 1/2c and 4b) em diferentes grupos
(Doumith et al., 2004), o qual se constitui em uma alternativa pratica e rapida para a
laboriosa sorotipagem classica. No futuro, métodos revoluciondrios como
microarrays, provavelmente, permitirdo o monitoramento da contaminagao alimentar
somente através dos subtipos virulentos de L. monocytognes, prevenindo, entédo, a
listeriose humana de origem alimentar (Call et al., 2003a).

Esta revisdo esta dividida em trés setores. O primeiro descreve a detecgcao padrao
de L. monocytogenes em alimentos baseada nos métodos de cultivo. Na segunda
etapa, testes rapidos baseados em métodos bioquimicos, imunolégicos ou
moleculares para a identificagdo desse patdgeno séo revisados. Finalmente, novos
métodos que podem ser utilizados futuramente e diferentes perspectivas da

deteccdo de L. monocytogenes sao brevemente discutidos.

Métodos-padrao atuais

Isolamento

Meétodos de referéncia quanto ao enriquecimento e ao cultivo em placas. De
acordo com a principais agéncias reguladoras, os métodos de isolamento devem ser
suficientemente capazes de detectar Listeria em 259 de alimento. Essa sensibilidade
somente pode ser alcangada através do uso de métodos de enriquecimento. Esses
métodos empregam agentes antimicrobianos que inibem especificamente a
microbiota competitiva, antes do plaquemento em &agares seletivos e cultivos

confirmatorios. Os agentes seletivos normalmente utilizados em caldos de
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enriquecimento sdo a acriflavina, a qual inibe o crescimento de outras bactérias
Gram-positivas; o acido nalidixico, que inibe bactérias Gram-negativas, e a
cicloheximida, que inibe o crescimento de fungos. Outros antimicrobianos
amplamente utilizados incluem o agente de amplo espectro ceftazidima e
moxalactam, assim com cloreto de litium. Outra importante caracteristica dos meios
de cultivo para o isolamento de Listeria € a inclusdo da esculina. Toda Listeria spp.
hidrolisa a esculina, e a inclusdo da esculina e ions de ferro no caldo de
enriquecimento ou no agar, resultam na formacao de uma coloragdo negra intensa
(Fraser and Sperber, 1988). Isso ocorre devido ao complexo formado entre o ferro e
a 6,7-dihidroxicumarina, o produto da quebra da esculina pela B-D-glucosidase,
resultado no precipitado enegrecido.

Muitos métodos convencinonais para o isolamento de Listeria spp. proveniente de
alimentos tém ganhado aceitagdo para propdsitos internacionais de regulamentacao.
Dependendo da natureza da amostra, um método em particular pode ser mais
adequado do que outro. Em geral, as amostras de alimentos sdo homogeneizadas e
incubadas em caldos de pré-enriquecimento e de enriquecimento por 24-72 h a 30-
37°C (ISO, 1996; USDA, 2002a; Hitchins, 2003).

Os métodos de cultivo mais comumente utilizados para a deteccao de Listeria em
alimentos, no mundo inteiro, sdo os métodos-padrdao ISO 11290 (ISO, 1996; EC,
1999). Nos Estados Unidos da América (EUA) dois métodos-padrao principais sao
utilizados como métodos de referéncia para o isolamento de L. monocytogenes em
alimentos. Um dos protocolos foi desenvolvido pela agéncia administradora de
medicamentos e alimentos no EUA (US Food and Drug Administration — FDA) para o
isolamento de Listeria spp. a partir de produtos lacteos, frutos-do-mar, e vegetais
(Hitchins, 2003). O Departamento de Agricultura dos EUA (US Department of
Agriculture - USDA) desenvolveu um outro método para isolar 0 microrganismo a
partir de carne e produtos de frango, assim como de amostras ambientais (USDA,
2002a).

Em todos os métodos de enriquecimento, outros grupos de Listeria podem
crescer mais rapidamente do que L. monocytogenes. Além disso, antes dos anos
“90”, todos os métodos comerciais disponiveis para o isolamento de Listeria
falhavam por n&o apresentar a habilidade de diferenciar L. monocytogenes de
espécies nao-patogénicas. Mesmo com a sele¢cdo de varias colbnias suspeitas,
poderia haver a indugcdo da detecgdo de somente espécies nao-patogénicas de
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Listeria, embora poucas colénias de L. monocytogenes estivessem presentes na
placa. Portanto, o uso de meios de cultivo para o isolamento que permitem a
identificacdo de L. monocytogenes mesmo na presenca de altos nimeros de outras
espécies de Listeria, € recomendado.

Meios de cultivo cromogénicos. Diferentes meios de cultivo cromogénicos tém
sido desenvolvidos para gerenciar e identificar convenientemente Listeria spp.
patogénica e/ou L. monocytogenes (Tabela 2). Isso ocorre pela acao de enzimas
expressas pelo patdégeno e pela producdo de acidos pela fermentacao de agucares.
Diferentes antimicrobianos s&o adicionados ao meio de cultivo para se obter
suficiente seletividade. Os meios de cultivo cromogénicos sao os métodos de cultivo
confirmatérios mais utilizados por sua facilidade de preparo e interpretacdo. A
maioria deles esta disponivel comercialmente como placas prontas para o uso. A
utiizacdo de agares cromogénicos oferece a possibilidade de identificacao
presuntiva de L. monocytogenes ap0s 24 h, comparando-se com 3-4 dias quando
séo utilizados agares como o Oxford e outros (Greenwood et al., 2005). A maioria
desses meios de cultivo foi testada em uma ampla gama de diferentes alimentos
(Reissbrodt, 2004), e atualmente estdo incluidos em quase todos os protocolos e
metodologias-padrao (Hitchins, 2003; 1ISO, 2004).

O gene de viruléncia plcA, presente em L. monocytogenes, L. ivanovii e L.
seeligeri, que codifica a sintese da phosphatidylinositol-phospholipase C (PIPL-C)
(Gouin et al., 1994) geralmente é utilizado para a identificacdo de Listeria hemolitica
e nao-hemolitica (Notermans et al, 1991). A clivagem da L-a-phosphatidylinositol
(PI) pela PI-PLC resulta na producdo de acidos-graxos insollUveis em agua e na
formacdo de uma zona de precipitagdo visualizada pela formacao halo opaco-
esbanquicado ao redor das colbnias das espécies hemoliticas. Ottaviani et al.
(1997) combinaram esse sistema de deteccdo com um substrato cromogénico (5-
bromo-4-chloro-3-indolyl-B-D-glucopyranoside, X-gluc) para a detecg¢ao da atividade
da B-D-glucosidase. Nesse meio de cultivo, denominado “Agar Listeria according to
Ottaviani and Agosti” (ALOA), toda Listeria spp. produz colénias de coloragcao
turquesa, e as espécies patogénicas L. monocytogenes and L. ivanovii, sao
visualizadas rodeadas com uma zona de precipitacdo distinta (Reissbrodt, 2004). A
composicao do ALOA é publica (Hitchins, 2003; ISO, 2004) e pode ser preparada no
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laboratério, entretanto, o preparo de um meio de cultivo com tantos componentes
diferentes torna-se dificil para ser padronizado (Reissbrodt, 2004). Além do mais,
pode ser adquirido como meio de cultivo desidratado, menos oneroso do que as
placas prontas para o uso, como a maioria dos outros meios cromogénicos para a
identificacao de Listeria spp. patogénica.

Variagdes adicionais do agar ALOA foram desenvolvidas e receberam nomes
comerciais diferentes tais como teste cromogénico BCM®, Biosynth International,
CompassL.mono®, Biokar Diagnostics; BBL® CHROMagar® Listeria, Becton
Dickinson Diagnostics; etc. (Tabela 2).

Um substrato diferente para a PI-PLC é o 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-myo-inositol-
1-phosphate (X-IP) que resulta no aparecimento de colénias bacterianas de cor azul
quando clivado pela enzima (Restaino et al., 1999). As coldnias ndo-hemoliticas de
Listeria apresentam-se com coloragcdo branca. Rapid’L.mono® agar (Bio-Rad) esta
baseado no X-IP para a identificacdo de L. monocytogenes e L. ivanovii PI-PLC-
positiva, as quais podem ser diferenciadas pela incapacidade de L. monocytogenes
em metabolizar D-xylose, resultando na auséncia da formagao de halo amarelo ao
redor da col6nia (Lauer et al., 2005). A baixa taxa de detecgdo de outras espécies
que ndo L. monocytogenes em &gar Rapid’L.mono® €& uma desvantagem desse
meio de cultivo (Greenwood et al., 2005).

Para a enumeragéo de L. monocytogenes, a metodologia padrao ISO 11290, parte
2 (ISO, 1998) é empregada, assim como protocolos otimizados mencionados pela
FDA e os métodos indicados pelo USDA (USDA, 2002a; Hitchins, 2003). O caldo de
enriquecimento inicial pode entdo ser quantificado, antes de se iniciar a incubagéo,
pelo plagueamento direto por espalhamento em meio de cultivo cromogénico;
porém, para contaminagées com baixas concentragdes microbianas, a quantificacao
de Listeria tem sido tradicionalmente realizada pelo método do numero mais
provavel (NMP) (Hitchins, 2003). Essa técnica é mais sensivel do que o
plagueamento direto em agar, porém sao necessarios 7 dias para a identificacao
completa. Com o uso de meio de plaqueamento cromogénico apds o enriquecimento
por NMP, L. monocytogenes pode ser enumerada diretamente. Em alguns meios
cromogénicos de plaqueamento, tais como o ALOA, a contagem é maior do que
aquelas observadas em agares seletivos padrao para Listeria spp. (Vlaemynck et al.,
2000). Isso pode estar relacionado a habilidade do ALOA em recuperar células

injuriadas de L. monocytogenes (Jantzen et al., 2006).
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Confirmacao

Os métodos de enriquecimento sdo seguidos pelo isolamento dos microrganismos
enriquecidos em meio de plaqueamento especifico, e a identificacdo ou confirmacao
da bacteria isolada. Portanto, as caracteristicas bioquimicas e fenotipicas sado os
métodos mais comuente utilizados para a confirmagéo da espécie, requerendo mais
de uma semana para completar o processo de identificacdo. Os métodos rapidos
podem ser utilizados ndo somente para o0 monitoramento de amostras enriquecidas,

mas também para confirmacao de cultivos. (Figura 1).

O Género Listeria. De acordo com os agentes seletivos presentes no meio de
cultivo utilizado para o isolamento de Listeria spp., outros microrganismos podem
crescer e alguns destes também podem gerar colénias com morfologia que leve a
erros no diagnostico. Colbnias suspeitas devem ser investigadas para as
caracteristicas tipicas do género Listeria (por exemplo, bactérias Gram-positivas e
nao formadoras de esporos, catalase-positiva e oxidase-negativa, e motilidade a
28°C e ndo-motilidade a 37°C) (Ryser and Marth, 2004).

Diferenciacao entre as espécies. A fermentacdo de diferentes aclcares
produzindo acido sem produgédo de gas permite a diferenciacdo das espécies de
Listeria (Tabela 1; Hitchins, 2003). O uso de kits bioquimicos comerciais
miniaturizados promove a identificagcao de isolados purificados em amostra de forma
rapida (Tabela 2). Além disso, alguns desses kits foram intensamente avaliados e
atualmente estdo incorporados a metodologia padrdo (USDA, 2002a; Hitchins,
2003), tais como API® Listeria (bio-Mérieux) e Micro-ID® (Organon Teknika) (Tabela
2).

Espécies patogénicas. Espécies patogénicas e nao-patogénicas podem ser
diferenciadas pela hemolisina ou pela atividade da PI-PLC. A hemdlise é a chave
para se distinguir as duas espécies freqlientemente isoladas, como por exemplo L.
monocytogenes (hemolitica) e L. innocua (ndo-hemolitica). A confirmagédo de
espécies patogénicas de Listeria também pode estar baseada na sua atividade PI-
PLC detectada pela maioria dos meios de cultivo cromogénicos (Tabelas 1 e 2). Os

discos B-lysin, disponiveis comercialmente, sdo recomendados (Hitchins, 2003)
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como um teste simples para diferenciar atividades hemoliticas de espécies de
Listeria ao invés do tradicional teste CAMP (Christie-Atkins-Munch-Peterson)
(Christie et al., 1944; McKellar, 1994). A fermentacdo da D-xylose e da L-rhamnose
também podem ser utilizadas para diferenciar L. monocytogenes (D-xylose-negativa
e L-rhamnose-positiva) das outras duas espécies hemoliticas L. ivanovii e L.
seeligeri (D-xylose-positiva e L-rhamnose-negativa) (Tabela 1). Alanil peptidase é
uma enzima produzida por todas as espécies de Listeria, exceto L. monocytogenes.
Os discos MonocytogenesID® (Biolife) utilizam uma reagcdo simples de coloragéo,
em que o substrato DL-alanina-B-naphthylamide e D-alanina-p-nitroanilide sao
hidrolisados (Clark e McLauchlin, 1997). Similarmente, no O.B.l.S.mono® (Oxoid
Biochemical Identification System) € possivel descartar, num curto periodo de

10min, coldnias suspeitas que ndo sejam Listeria monocytogenes.

Métodos rapidos alternativos para o monitoramento de
amostras enriquecidas e/ou confirmacao de cultivos

A maioria dos métodos alternativos ainda falha quanto a suficiente sensibilidade e
especificidade para as provas diretas, e as amostras de alimentos necessitam
passar por um enriqguecimento antes das andlises (Feng, 2001a,b). Os métodos
imunologicos apresentam limite de detecgéao relativamente alto (Tabela 3), enquanto
que os métodos de amplificagdo dos &acidos nucléicos sdo bem mais sensiveis
(teoricamente se detecta uma simples célula). Os métodos moleculares
freqientemente s&o inbidos por componentes da matriz alimentar e nédo séao
capazes de diferenciar as células vivas das mortas. Portanto, o enriquecimento é
necessario a fim de se diluir os inibidores e certificar-se de que a deteccdo dos
acidos nucléicos da-se em fungao das células viaveis.

Antes de se tomar uma decisdo sobre a selecdo de um novo teste, & importante
analisar se tal teste foi validado e aprovado. As associagbes privadas de
regulamentacao de testes indicam que os fabricantes submetam os novos métodos
para avaliagdo com o objetivo de adquirirem validagdo independente dos ensaios
comerciais. Essa regulamentacdo ocorre no que diz respeito a padronizagdo dos
procedimentos, 0 que nao significa que o método seja reconhecido e aprovado por

agéncias oficiais dos governos.
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A Organizacao Internacional para Padronizacao (International Organization for
Standardization - ISO) é uma organizacao que é reconhecida em todo o mundo para
a padronizagdo de métodos de detecgéo para Listeria spp. € Listeria monocytognes
(ISO, 1996, 1998, 2004). A Associacdo Analitica de Quimicos (Association of
Analytical Chemists AOAC), em Washington, € uma autoridade amplamente
reconhecida na validagdo de métodos. Os métodos oficiais AOAC (AOAC
International, 2000) incluem diferentes testes alternativos que passaram por
validagbes colaborativas e sao indicados para serem utilizados em matrizes
alimentares especificas, de acordo com cada kit (Tabela 2). Alguns desses métodos
para o monitoramento de amostras enriquecidas também sao citados pela FDA
(Hitchins, 2003).

Métodos imunoldgicos

Existem varios métodos baseados em anticorpos especificos para Listeria, que
estdo disponiveis em kits comerciais, 0s quais tém sido utilizados em amostras de
alimentos por muitos anos. Entretanto, somente poucos deles estdo disponiveis para
a deteccgéao especifica de L. monocytogenes (Tabela 2).

O ensaio imuno-enzimatico (enzyme-linked immunosorbent assay - ELISA) é o
teste de reacdo antigeno-anticorpo mais comumente utilizado para a deteccao de
patégenos em alimentos. E de facil manuseio, gera rapidos resultados e permite o
uso de matrizes alimentares mais complexas. O sucesso de um teste ELISA
depende da especificidade do anticorpo. O uso da tecnologia do hibridoma tem
permitido o desenvolvimento de anticorpos monoclonais que reagem somente com
L. monocytogenes.

Existe um teste que utiliza anticorpos monoclonais que reconhecem a proteina
p60 (proteina associada a invasao, codificada pelo gene iap) para a deteccao de L.
monocytogenes (Ky et al., 2004). Pela combinacdo de anticorpos monoclonais
reconhecidos por essa proteina, foi possivel se desenvolver um ELISA que identifica
especificamente L. monocytogenes ou simplismente detecta espécies de Listeria.
Outros testes semelhantes para a identificacdo ou confirmagdo também tém sido
levados ao mercado. Transia® Plate Listeria monocytogenes (Diffchamb AB) (Bubert
et al., 1994) e VIDAS® LMO (bio-Mérieux) (Vaz-Velho et al., 2000) sdo métodos
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ELISA utilizados para se confirmar isolados de Listeria como sendo L.
monocytogenes (Table 2) (Hitchins, 2003).

Testes imunoldgicos para 0 monitoramento especifico de L. monocytogenes em
enriguecimento ndo sdao comuns. A expressdao de determinantes de viruléncia
dependentes de prfA em L. monocytogenes sao termo-dependentes e sao ativados
em um baixo nivel no ambiente extracelular (Ripio et al., 1996; Milenbachs et al.,
1997; Shetron-Rama et al., 2003). Além disso, as reagcdes com anticorpos tém-se
demonstrado significantemente reduzidas em patdogenos expostos a fatores
adversos do meio-ambiente (Hahm & Bhunia, 2006). E por esse motivo que a
detecgcdo baseada em anticorpos especificos para fatores de viruléncia de L.
monocytogenes, ao invés de Listeria spp., frequentemente demonstra-se
problematica.

Contudo, existe um teste comercial denominado VIDAS® LMO (bio-Mérieux), que
detecta apropriadamente um antigeno de viruléncia estdvel em um ensaio
fluorescente especifico para L. monocytogenes com enzima ligada (enzyme-linked
fluorescent assay - ELFA) (Kerdahi & Istafanos, 2000; Vaz-Velho et al., 2000). O
método VIDAS® LMO Il foi validado em 2002 (USDA, 2002a) como um método
rapido para todas as amostras de produtos alimentares e de ambiente. Nesse teste,
dois anticorpos monoclonais complementares direcionados para diferentes sitios
antigénicos de uma proteina de viruléncia especifica para L. monocytogenes sao
utilizados para o processo de captura e deteccdo das proteinas. E um teste
qualitativo, porém quanto maior a quantidade de antigeno, maior a intensidade da
fluorescéncia capturada. Em um estudo multilaboratorial conduzido por Silbernagel
et al. (2004b), o imunoteste VIDAS® LMO Il foi avaliado. Foram analisados cinco
tipos de alimentos em 3 niveis diferentes de contaminacao, e foi demosntrado que a
partir de 1152 amostras testadas, 448 foram positivas pelo teste VIDAS® LMO Il e
457 foram positivas pelo método de cultivo tradicional. Existe, também, um terceiro
método (VIDAS® Listeria DUO) para a detecgéao simultdnea de L. monocytogenes e
Listeria spp. em produtos alimentares (bio-Mérieux).

Métodos baseados no Acido Nucléico

A deteccao de L. monocytogenes por métodos moleculares € muito especifica, os

quais podem ser tao rapidos quanto os testes imunoldgicos.
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Hibridizacao do DNA. Os testes de hibridizacdo do DNA tém sido amplamente
utilizados para a diferenciacdo de L. monocytogenes de outras espécies de Listeria
por meio de técnicas direcionadas para genes especificos. Existem diferentes tipos
de Kkits disponiveis para o teste de cultivos puros, bem como de alimentos e
amostras ambientais (Tabela 2) (Feng, 2001a, b; Hitchins, 2003). O GeneTrak® e o
GeneQuench® Listeria monocytogenes Test Kits (Neogen) séo testes baseados na
hibridizagdo realizada em tubos-testes ou em placas de microtitulagéao,
respectivamente. Eles podem ser utilizados para se confirmar isolados de Listeria
como sendo L. monocytogenes, bem como para monitorar amostras de alimentos e
de meio-ambiente (Baylis, 2000). O “AccuProbe® Listeria monocytogenes Culture
Confirmation Test’” (Gen-Probe), também é utilizado para a identificacdo de L.
monocytogenes a partir de cultivos, e esta baseado na hibridizagcdo do DNA para
sequéncias especificas do RNA ribossomal de L. monocytogenes (Ninet et al., 1992;
USDA, 2002a). Os hibridos DNA-RNA s&o mensurados em um aparelho que mede a
luz. Ambos métodos de hibridizacdo do DNA foram comparados por Duvall e
Hitchins (1997).

PCR. O PCR é um método rapido e especifico de amplificacdo do acido nucléico, util
para a deteccdo de patégenos de origem alimentar. Um grande numero de testes
baseados em PCR tem sido descrito para a detecgdo de L. monocytogenes em
alimentos (Levin, 2003). Os métodos baseados em PCR apresentam sensibilidade
superior quando comparados a provas-padrdao de 4&cidos nucléicos ou aos
imunoensaios. Entretanto, os métodos de preparo de amostras complexas e 0 uso
do ponto final de deteccéo através do gel de eletroforese impulsionaram a transigao
destes métodos da pesquisa para o uso rotineiro em laboratérios de microbiologia de
alimentos. Contudo, os fatores que influenciam os resultados da PCR convencional
em amostras de alimentos continuam sendo investigados (Aznar & Alarcén, 2003) e
padronizados (D’Agostino et al., 2004).

Na PCR em tempo real, a amplificagdo do DNA pode ser quantificada pela
medicdo da fluorescéncia com relagdo a ligacdo de um agente cromogénico
intercalante ou a ligacdo de uma prova de hibridizagédo fluorescente. O aumento na
fluorescéncia pode ser monitorado em tempo real, 0 que permite uma quantificagéo
apurada sobre varias ordens de magnitude da seqiéncia-alvo de DNA ou de RNA.

Os resultados podem ser obtidos em uma hora ou menos, o0 que é considerado mais
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rapido do que o teste de PCR convencional. A sensibilidade e a especificidade da
PCR a tempo real é equivalente aquelas da PCR convencional combinada com as
analises de Southern blot. O método elimina etapas de manipulagao dos produtos de
PCR apés a amplificacao, reduzindo os riscos de se obter resultados falso-positivos
através da contaminagdo cruzada entre os produtos de amplificacdo e os testes
subsequentes das amostras (Norton, 2002). Todas essas caracteristicas,
combinadas com sua conveniente aplicabilidade, tém feito da PCR em tempo real
uma alternativa aos métodos de detecgdo convencionais baseados no cultivo ou nos
imunoensaios (Norton, 2002).

Diferentes testes de PCR em tempo real para a deteccao de L. mononocytogenes
em alimentos foram descritos (Nogva et al., 2000; Hough et al., 2002; Koo e Jaykus,
2003; Rodriguez-Lazaro et al., 2004a,b,c, 2005a,b; Rudi et al., 2005; Berrada et al.,
2006; Oravcova et al., 2006). A existéncia no comércio de kits e reagentes para PCR
em tempo real (Tabela 2) torna-o mais acessivel para industrias de alimentos
adaptarem esse teste a suas necessidades laboratoriais. Esses kits e reagentes
também facilitam o desenvolvimento de protocolos de testes padronizados e comuns
a outros estabelecimentos qua propiciem estudos colaborativos apropriados
(Silbernagel et al., 2004a). O USDA (2002b) adotou o sistema BAX® L.
monocytogenes (BAX® L. monocytogenes Detection System) (DuPont-Qualicon)
como um método de monitoramento para L. monocytogenes em amostras
enriquecidas de carne bovina e de frango. Isso reduz o tempo gasto para amostras
verdadeiramente negativas por 24 h, e reduz resultados falso-positivos, com um
limite de deteccao de 1 célula.g” em 25 g de amostra. Em um estudo colaborativo
para se comparar o sistema BAX® com os métodos-padrdo de cultivo, concluiu-se
que, para os produtos carneos e derivados lacteos testados, esses sistema de
detecgdo demonstrou ser tdo bom ou melhor do que os métodos-padrao de
referéncia (Silbernagel et al., 2004a).

Um outro kit baseado na PCR e comercialmente disponivel, denominado
Probelia® (Bio-Rad), foi comparado ao método ISSO 11290-1 para a detecgéo de L.
monocytogenes em amostras de salmdo por Wan et al. (2003). Os resultados
indicaram que o método PCR Probelia® é tao eficiente quanto o método 1SO.

O kit para detecgao LightCycler® Listeria monocytogenes (Roche/Biotecon)
(Junge & Berghof-dager, 2006), o sistema de deteccdo GeneVision® Rapid

Pathogen Detection System para Listeria monocytogenes (Warnex) e o kit de
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detecgcdo TagMan® Listeria monocytogenes (Applied Biosystems) sdo alguns dos
outros kits pra PCR que podem ser utilizados para detectar qualitativamente DNA de
L. monocytogenes em amostras de alimentos, crus ou n&o, submetidas a
enriquecimento (Tabela 2). A maioria desses kits fornece reagentes prontos para o
uso na detecgdo e amplificacdo, e um alvo-controle. Controles internos de
amplificacdo sao usualmente adicionados para prevenir interpretacdes equivocadas
e resultados falso-negativos atraves da inibicdo de amplificacdes.

Normalmente, todos estes métodos comerciais sdo qualitativos, porém a aplicacao
da PCR em tempo real como um método quantitativo de detecgao, especifico para L.
monocytogenes, também foi desenvolvido (Nogva et al., 2000; Hough et al., 2002;
Koo and Jaykus, 2003; Rodriguez-Lazaro et al., 2004a,b,c, 2005a,b; Rudi et al.,
2005; Berrada et al., 2006; Oravcova et al., 2006) e isso demonstra um bom
potencial para uso na rotina de analises. Entretanto, a quantificacdo direta de L.
monocytogenes em alimentos por PCR é dificil porque o microrganismo geralmente
esta presente em muito baixas concentragdes. Por exemplo, em alimentos prontos
para o consumo e que sao positivos para L. monocytogenes, Gombas et al. (2003)
encontraram 70% das amostras com niveis de <0,3 células (NMP).g™". Entretanto, o
enriguecimento de amostras ainda € necessario para se alcancar limite desejados
de detecgao (Norton, 2002).

No entanto, os métodos de monitoramento baseados em PCR oferecem
resultados rapidos e confiaveis, e sdo ideais para se testar grandes quantidades de
amostras com grande probabilidade de apresentar resultado negativo para a
presengca de L. monocytogenes. No futuro, métodos mais eficientes para a
purificagdo do DNA alvo, irdo facilitar o aprimoramento dos testes quantitativos e a
detecgdo simultdnea dos principais patdégenos presentes em diferentes tipos de
alimentos através de PCR multiplex (Kawasaki et al., 2005).

Perspectivas futuras dos métodos de deteccao para
Listeria monocytogenes

A geracgéo de tecnologias tem avangado a grandes passos e pesquisas de ponta
para o monitoramento em tempo real, ou na linha de processamento de alimento,

para a investigagdo de multiplos patdogenos estdo sendo desenvolvidas. O alvo da
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analise deve ser encontrado na matriz alimentar antes mesmo de ser apresentado
ao método de deteccao. O cultivo do microrganismo na amostra pode nao ser
suficiente se a microbiota competidora crescer mais do que a bactéria-alvo,ou
mesmo, se 0 microrganismo alvo esta presente em baixos numeros e um pequeno
volume de amostra é tomado (assim como em muitos métodos PCR somente 0,1 mL
ou menos € necessario), ha uma chance de que essa sub-amostra possa nao incluir

0 organismo alvo.

Métodos de Pré-deteccao para concentrar especificamente células de Listeria
monocytogenes

O uso de esferas magnéticas sensibilizadas com anticorpo (antibody-coated
immunomagnetic beads) para a captura de Listeria a partir de matrizes alimentares
ou caldos de enriquecimento tem recebido consideravel atencao (Jung et al., 2003),
as quais estdo disponiveis em diferentes marcas (Paoli et al,, 2005). No futuro,
métodos para concentrar especificamente L. monocytogenes provavelmente serao
desenvolvidos. Por exemplo, um método rapido e sensivel para a deteccao direta de
L. monocytogenes baseada na captura por hibridizagcdo magnética foi descrita, onde
a amplificacdo do DNA purificado poderia identificar 10 células.mL™, sendo um nivel
de detecgdo mais sensivel que um PCR realizado com acidos nucléicos obtidos
através de nanoparticulas comerciais. O método evita pré-enriquecimentos e oferece
uma alternativa rapida para os métodos microbiol6gicos convencionais de deteccao
(Amagliani et al., 2006).

Testes que utilizam como alvo o RNA

Os meétodos baseados em cultivos para o enriquecimento e enumeracdo de
bactérias injuriadas ou estressadas durante o processamento dos alimentos ndo sao
precisos porque 0s meios seletivos empregados podem prevenir seu crescimento
(Donnelly, 2002; Jantzen et al., 2006). A fim de se monitorar a viabilidade bacteriana,
os métodos baseados em RNA geralmente devem ser utilizados (Birch et al., 2001).
A diferenciacao entre bactérias vivas e mortas por PCR convencional é dificil, pois o
DNA persiste nas células mortas (Rudi et al., 2005). A amplificacdo de mRNA de L.
monocytogenes por transcricdo reversa da PCR tem sido utilizada para se detectar
especificamente bactérias viaveis contaminantes de carne (Klein & Juneja, 1997).
Entretanto, sensibilidade e variacdo entre amostras dificultam o uso extensivo de
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métodos baseados na identificagcdo do RNA (Keer e Birch, 2003; Navas et al., 2005).
Técnicas especificas de amplificacdo de RNA tém sido desenvolvidas, incluindo a
amplificag&o isotérmica baseada na sequéncia do acido nucléico (isothermal nucleic
acid sequence-based amplification - NASBA) (Compton, 1991; Cook, 2003), porém
kits comerciais especificos para a deteccdo de RNA de L. monocytogenes em

alimentos ainda ndo estao disponiveis.

Microsatélites ou biochips

A tecnologia dos microsensores de DNA abriu as portas para a deteccéo e a
analise de forma paralela de centenas de seqiéncias génicas em um relativo curto
periodo de tempo, e poderia ser considerado um método rapido e preciso para se
testar microrganismos comumente encontrados em alimentos. Os microsatélites de
DNA compdem-se de vérias sondas localizadas separadamente e de um substrato
sOlido visualizado em filmes de vidro modificados quimicamente. Essa sonda €
complementar a uma sequéncia génica especifica de um determinado patégeno. A
prova de PCR é utilizada para amplificar um ou mais genes, e subseqientemente,
os produtos sdo hibridizados ao alvo para identificar o polimorfismo espécie-
especifico em um ou mais genes. Essa tecnologia foi testada para a detecgéo de L.
monocytogenes em amostras de meio-ambiente (Call et al., 2003b). O microsensor
do FDA foi desenvolvido para a deteccao simultanea de varios patégenos de origem
alimentar e seus fatores de viruléncia, entretanto apresenta grande potencial para

ser utilizado pela industria alimenticia.

Biosensores

Basicamente, um biosensor € uma molécula de origem bioldégica ancorada a um
material que reconhece o sinal de ligacdo ao microrganismo. Quando a amostra
entra em contato com o biosensor, a interagéo iniciara um sinal de reconhecimento
que é reportada em um instrumento. O sinal de reconhecimento mais utilizado inclui
transdutores eletroquimicos e éticos (UV, bioluminescéncia, fluorescéncia, etc).

Existe um exemplo de anticorpos policlonais e um novo teste de inibicao do
substrato que utiliza um biosensor BlAcore 3000, onde as ceélulas de L.
monocytogenes e 0s anticorpos sao incubados para permitir a deteccdo do
microrganismo em menos de 30 min (Leonard et al, 2004). O anticorpo livre é
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passado sobre uma superficie imobilizada por um biochip sensor ligado a uma
regiao anti-Fab com a resposta gerada sendo inversamente proporcional a
concentragdo de células inibidas. Uma outra técnica desenvolvida é o Biosensor
Multi-analitico (Multi-Analyte Array Biosensor - MAAB) com o objetivo de detectar e
identificar simultaneamente multiplos agentes-alvo em amostras complexas com o
minimo de manipulacdo (Taitt et al, 2004). Os sensores microbianos sao
particularmente aplicaveis em sistemas fluidos com poucas substancias orgéanicas,
porém essa técnica pode apresentar problemas na sua eficiéncia em alimentos
contendo gorduras e proteinas que se ligam ao sensor e o deixa inapropriado para o
teste (Montville and Matthews, 2005).

Conclusoes

Os atuais métodos de referéncia para a detec¢do de L. monocytogenes permitem
a recuperagédo do patdégeno a partir de uma variedade de alimentos com relativa
facilidade. A introducdo de meios de cultivo cromogénicos aprimorou eficientemente
o isolamento de L. monocytogenes. Os produtores e distribuidores de alimentos tém
grande interesse em métodos mais rapidos, o que ajudou a trazer a tona as
alteracbes desejadas na tecnologia oferecida atualmente. O principal objetivo no
desenvolvimento de qualquer método alternativo dita que o teste deve ser rapido,
simples, sensivel, preciso e, para propdsito comercial, ser de baixo custo. Quase
todos os métodos alternativos sdo construidos para detectar um simples alvo, o que
os torna ideais para 0 uso em programas de controle qualitativo para o
monitoramento rapido de grandes numeros de amostras de alimentos. Um resultado
positivo é considerado presuntivo e deve ser confirmado por métodos-padrao.
Mesmo que varios estudos comparativos tenham sido relatados, nenhum esquema
de deteccado demonstra tanta superioridade a ponto de ser adotado universalmente.
No entanto, os métodos de monitoramento baseados em PCR permitem a obtencao
de resultados eficientes, confidveis e séo ideais para se monitorar a presenca de L.
monocytogenes em alimentos, oferecendo resultados em dois dias apdés a

amostragem.
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Figura 1. Visdo geral dos métodos de detecgdo para Listeria monocytogenes em
alimentos. Adaptado de Gasanov et al. (2005).
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Tabela 1. Principais testes laboratoriais para a diferenciacao de Listeria
monocytogenes®

Espécies Hemolise® Phosphatidylinositol Produgéao de acido a partir de
phospholipase C°

L-Rhamnose D-Xylose
L. monocytogenes + + + _
L. ivanovii + + - +
L. seeligeri + - - +
L. innocua - - Ve .
L. welshimeri - - \Y +
L. grayi - - Vv -

8 Adaptado de Hitchins (2003) e Reisbrodt (2004). ® Agar sangue de ovelha © “Agar
Listeria according to Ottaviani and Agosti” (ALOA) e meio de cultivo similar.? V,
bidtipos variaveis.
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Tabela 2. Alguns métodos comerciais utilizados para a detecgéo ou identificagio especifica de Listeria monocytogenes®

Tipo de método Técnica Analitica” Nome do Teste Empresa
Cultivo Meio Cromogénico ALOA (also known under other names) Varias empresas
Meio Cromogénico Rapid 'L.Mono® Bio-Rad
Bioquimico Testes bioquimicos API® Listeria bio-Mérieux
Testes bioquimicos Vitek® System bio-Mérieux
Reacdes Enzimaticas MICRO-ID® Listeria Organon Teknika
Substratos de fonte de MicroLog® System Biolog
Carbono
Uso do carboidrato e teste de MICROBACT® 12L Microgen
microhemolise
Padr6es de acidificacao de Sherlock® Microbial Identification System Microbial ID
gordura
Imunoensaio ELFA VIDAS® LMO bio-Mérieux
ELISA Transia® Plate Listeria monocytogenes Diffchamb
Molecular Prova de hibridizacdo do Gene Trak® e GeneQuench® Listeria monocytogenes Assays Neogen
acido nucléico
Prova de hibridizacdo do AccuProbe® Listeria monocytogenes Gen-Probe

acido nucléico
PCR em tempo real
PCR em tempo real
PCR em tempo real
PCR em tempo real
PCR em tempo real

BAX® L. monocytogenes Detection System
Probelia® Listeria monocytogenes PCR System
LightCycler® Listeria monocytogenes Detection kit
TaqMan® Listeria monocytogenes Detection Kit
GeneVision® Rapid Pathogen Detection System for Listeria
monocytogenes

DuPont-Qualicon
Bio-Rad
Roche/Biotecon
Applied Biosystems
Warnex

2 Adaptado da AOAC Internacional (2000), USDA (2002a,b), Hitchins (2003), Ryser e Marth (2004), e Gasanov et al. (2005). °
ELFA, enzyme-linked fluorescent assay; ELISA, enzyme-linked immunosorbent asssay; PCR, polymerase chain reaction.
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Tabela 3. Comparagédo dos métodos comerciais para avaliacao de Listeria
monocytogenes® em alimentos

Tipo do Técnica Analitica® Tempo Princiapal uso® e  Sensibilidade®
método aproximado tipo de amostras  (célula.mL™)
(h)°
Cultivo Meio cromogénico 24-48 Isolamento, <10*
alimentos
Imunoensaio ELFA 1-2 Monitoramento, >10°
alimentos
Molecular Prova de 2-4 Monitoramento, >10’
hibridizacao do alimentos e
acido nucléico amostras
ambientais
PCR em tempo real >2 Monitoramento, >10°

alimentos

* Adaptado de Gasanov et al., 2005. ® ELFA, enzyme-linked fluorescent assay; PCR,
polymerase chain reaction. © Excluindo-se tempo de enriquecimento. ¢ Os testes de
monitoramento estdo em varios estagios de validagéo e de aprovagao regulamentar,
e quando devidamente validados, eles poderdo ser utilizados para o monitoramento
de enriquecimentos de L. monocytogenes. ¢ Sensibilidade do teste por mL de amostra
enriquecida. Todos os testes aprovados sao esperados que detectem 1 célula por
25g de amostra de alimento; portanto, todos os testes requerem um cultivo de
enriquecimento por 24-48 h. A sensibilidade da PCR com cultivos puros nao é

aplicada para testes em alimentos.
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ABSTRACT

Aims: To evaluate a chromogenic plating medium for the isolation of sublethally injured
cells of Listeria monocytogenes from processed foods.

Methods and Results: The inactivation of Listeria monocytogenes EGD-e at 12°C and
pressures up to 400 MPa and 12°C in ground chicken meat was employed to examine
the recovery of high-pressure injured cells. Before and after different repair incubation
periods at 30°C in a non selective broth, samples were plated into a selective and
differential agar [Agar Listeria according to Ottaviani and Agosti (ALOA)] and in the
same medium supplemented with 4% sodium chloride (ALOA-S), and incubated at
37°C. Sublethally injured cells were able to grow when directly plated onto the ALOA
medium, whithout a previous repair incubation period. However, only uninjured cells
grew on the ALOA-S medium.

Conclusions: Sublethally injured cells of L. monocytogenes can be quantified by
subtracting counts on ALOA-S medium from counts on ALOA medium.

Significance and Impact of Study: Possible applications include direct enumeration on
ALOA of stressed cells of L. monocytogenes in foods with more than 100 colony forming

units per gram.

Keywords: agar Listeria according to Ottaviani and Agosti, chicken meat, high-

pressure, injured cells, Listeria
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RESUMO

Objetivos: Avaliar um método cromogénico quantitativo para o isolamento de células
de Listeria monocytogenes injuriadas subletalmente a partir de alimentos processados.
Métodos e Resultados: A inativacao de Listeria monocytogenes EGD-e em pressoes
acima de 400 MPa e 12°C em carne de frango foi estudada para verificar o impacto do
tratamento por altas pressées na recuperagao de bactérias injuriadas a partir de matriz
alimentar. Antes e ap6s diferentes periodos de incubacéo a 30°C em meio ndo-seletivo,
as amostras foram plaqueadas em um Agar seletivo diferencial [Agar Listeria according
to Ottaviani and Agosti (ALOA)] e no mesmo Agar suplementado com 4% de Cloreto de
Sédio (ALOA-S), e incubadas a 37°C. As células injuriadas subletalmente foram
capazes de crescer quando plaqueadas diretamente no Agar ALOA, sem um periodo
de recuperacao prévio. Entretanto, somente as células nao-injuriadas cresceram no
Agar ALOA-S.

Conclusoes: As células de Listeria monocytogenes injuriadas subletalmente podem ser
quantificadas pela diferengca na contagem entre as placas de ALOA e de ALOA-S .
Significancia e impacto do estudo: Possiveis aplicagdes incluem enumeracgao direta
em ALOA de mais de 100 UFC.g ' de células injuriadas de L. monocytogenes.
Palavras-chave: Agar Listeria according to Ofttaviani and Agosti, carne de frango, altas

pressoes, células injuriadas, Listeria.
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INTRODUCAO
A deteccao de células viaveis de patdgenos bacterianos que podem estar injuriados
apos o processamento dos alimentos € essencial para a seguranca alimentar (Ryser e
Marth, 1999). A maioria dos meios de cultivo recomendados para o isolamento de L.
monocytogenes injuriada subletalmente ndo possue nenhum grau de seletividade pois
0os agentes seletivos inibem a recuperagdo das células injuriadas (Donnelly, 2002).
Poucas tentativas foram realizadas para desenvolver meios seletivos e diferenciais para
o isolamento de células de Listeria injuriada subletalmente a partir de alimentos
comtaminados (Kang e Fung, 1999; Wu et al., 2001). A sobrecapa ou subcapa de agar
de meios nao-seletivos para a deteccédo de células de patdgenos de origem alimentar
injuriadas subletalmente (Kang e Siragusa, 1999) apresentam limitacdes, as quais
incluem a dificuldade de selecionar colénias devidamente isoladas a partir da subcapa
de agar, assim como a desigualdade entre a morfologia das colbénias e a reagdo de
coloragao das col6nias formadas na parte de baixo da sobrecapa e as formadas na
superficie do agar. Métodos mais simples e mais efetivos para a recuperacdo de
patdbgenos de origem alimentar submetidos a estresse, a partir de alimentos
contaminados, sdo necessarios. Tais métodos podem ser baseados na escolha
apropriada de agentes seletivos, em razdo de que se sabe que o grau em que um dado
agente seletivo inibe a recuperacdo de células de Listeria injuriada subletalmente é
variavel (Smith e Archer, 1988). Além disso, os agentes seletivos deveriam ser
diferenciais para L. monocytogenes ou Listeria spp. patogénica.

O Agar Listeria acording to Ofttaviani and Agosti (ALOA), desenvolvido
primeiramente como um meio seletivo e diferencial para L. monocytogenes (Ottaviani et

al., 1997), tem apresentado uma eficiente recuperacao de células de Listeria injuriadas
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subletalmente (Vlaemynck et al., 2000). Nas placas de ALOA todas as Listeria spp.
produzem colénias de coloragcao turquesa, e L. monocytogenes e L. ivanovii aparecem
rodeadas por uma zona de precipitacdo visualizada com um halo opaco diferencial
(Reissbrodt, 2004). Esse e outro agar cromogénico que permite realizar contagem
direta de Listeria spp. patogénica sdo, atualmente, recomendados na maioria dos
protocolos (Reissbrodt, 2004).

O obijtivo do presente trabalho foi pesquisar um novo método para quantificar L.
moncocytogenes injuriada subletalmente em carne de frango. A recuperacdo das
células durante a incubagdo em caldo nao-seletivo foi analisada pela técnica de
plaqueamento diferencial (Beuchat et al., 1986; Smith e Archer, 1988) com ALOA
representando o agar nao-seletivo, e ALOA suplementado com 4 % de NaCl (ALOA-S),

como o meio seletivo para células nao injuriadas.
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MATERIAL E METODOS

Cepa bacteriana, meios de cultivo, e condicoes de crescimento
L. monocytogenes EGD-e, uma cepa do sorotipo 1/2a obtida do projeto

sequenciamento gendmico de L. monocytogenes (Glaser et al., 2001), foi gentiimente
cedida pelo Dr. Pérez-Dias (Hospital Ramon y Cajal, Madri), e foi mantida em 15% de
glicerol a -20°C. Um cultivo congelado foi transferido duas vezes repetidas em 3 mL de
Caldo de Soja Triptona com Extrato de Levedura (TSYEB) seguido de incubacdo a
30°C por 18h antes de cada experimento. A recuperagdo das células foi realizada com
caldo UVM base (University of Vermont Broth modificado, sem suplemento
antimicrobiano). Para determinar o nimero de células, os cultivos ou enriquecimentos
foram diluidos em série (1:10) em 0,1% (p/vol) peptona em agua, e porcdes duplicadas
de 0,1 mL de cada diluicao foram plagueadas na superficie do Agar ALOA e do ALAO-
S no caso de Listeria, ou em agar Soja triptona com Extrato de levedura (TSYEA) no
caso de contagem de mesoéfilos aerdbios. Todos os meios de cultivo foram obtidos do
Biolife Laboratories (Milan, ltalia), exceto o ALOA (Cromogen Listeria) que foi obtido
como meio desidratado (com suplementos seletivo e de enriquecimento separados), da
Biomedics (Madri, Espanha). O agar ALOA foi preparado de acordo com as instrucoes
do fabricante. As placas foram examinadas apés 24, 48 e 72 h de incubacao aerdbia a
37°C para observacdo de contagem das UFC, tamanho das colénias, e coloracdo e
formacao do halo. Maiores tempos de incubagcédo foram necessarios de acordo com a

injuria celular (48 h) ou o efeito do NaCl (72 h).
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Preparo da carne moida de frango
Carne moida de frango foi utilizada como modelo de matriz alimentar altamente

contaminada. Carne comercial moida foi comparada a carne moida artificialmente
contaminada no laboratério, com peito de frango cru obtido no comércio local.

Porcdes de aproximadamente 800g foram moidas com um moedor doméstico por 10s,
e porcoes individuais de 250g foram assepticamente pesadas em sacos plasticos
estéreis, e congelados a -20°C por no maximo dois meses. Foram utilizadas
subamostras de 25g que foram negativas para Listeria pelo procedimento USDA-FSIS

(http://fsis.usda.gov/Ophs/Microlab/Mig 8 4.pdf, acessado em 10/03/05)

Inoculacao e embalagem a vacuo das amostras de frango
As amostras de frango (250g) foram mantidas a 4°C por 24h antes de serem

inoculadas. As células de L. monocytogenes foram concentradas por centrifugacéao
(10.000 x g, 10 min, 4°C), lavadas duas vezes com agua peptonada, e diluidas em série
no mesmo diluente para uma concentracdo (10’ UFC.mL"') que chegasse a
aproximadamente 10° UFC.g™" na carne de frango. Cada porcdo de amostra de carne
de frango foi inoculada com 2,5mL de diluicdo de cultivo de L. monocytogenes e
homogeneizada manualmente, por aproximadamente 1min.

Subamostras de 25g de carne de frango moida e inoculada foram aliquotadas em

embalagem a vacuo e mantidas a 4°C.

Tratamento com altas pressoes
As amostras de frango inoculadas (4°C) foram tratadas nas dependéncias do

Departamento de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos do Instituto Nacional de Ciéncia y

Tecnologia Agraria y Alimentaria (INIA), que possui um processador hidrostatico para
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alimentos (ACB, Nantes, France). Para testar o poder de injuria subletal das altas
pressdées sobre L. monocytogenes em carne de frango, a cinética de inativagcao sob
diferentes condi¢cdes e em diferentes tipos de amostras foram examinadas. As amostras
foram tratadas a partir de 200 a 400 Mega Pascal (MPa) a uma temperatura constante
de 12°C por 2 a 15 min e a pressdo mais alta foi estabelecida para ser utilizada. As

amostras foram mantidas a 4°C por menos de 1h até serem analisadas.

Analises Microbioldgicas
Cada pacote com amostras tratadas por altas pressdes e amostras-controle nao

tratadas foram assepticamente abertos e as amostras foram transferidas para sacos
stomacher. O caldo UVM base foi adicionado em cada uma das amostras de carne
seguido de homogeneizacdo por dois minutos em um homogeneizador laboratorial
(Tekmar 400). Antes e ap6s os diferentes periodos de incubacdo (3,6,9 e 24 h) a 30°C
para a recuperagao celular, L. monocytogenes foi enumerada em duplicata em agar
ALOA em agar ALOA-S. As colbnias tipicas de L. monocytogenes em ALOA foram
contadas apds 48h (ALOA) ou apés 72h (ALOA-S), a 37°C. Do grupo controle foram
coletadas amostras para o cultivo em placas TSYEA a fim de se enumerar a microbiota
acompanhante através da contagem de Mesofilos Aerdbios facultativos, antes e ap6s 6
hora de incubacao em UVM base.

Andlise de Dados

Para comparar a recuperagao de L. monocytogenes em ALOA ou em ALOA-S apés 0 e

6 horas, a média da populacao celular de trés ensaios foram gravados e convertidos em
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valores logaritmicos (log1o) para determinar a diferenga significativa (P<0,05) pelo teste

T-Student.

RESULTADOS

Inativacao induzida de L. monocytogenes por altas pressoes

Pressbes <400 MPa apresentaram baixo efeito sobre a inativagcdo de L.
monocytogenes. A fim de se alcangar >99% de injuria na populacdo de L.
monocytogenes, era necessario uma inativagéo logaritmica de mais de 2 ciclos (log1o).
Entretanto, de acordo com as diferencas na composicdo das amostras, em carne
comercial (78% de carne de frango e 22% de gordura) e amostras puras de carne de
frango moida, os tempos de inativacéo foram diferentes. A 400 MPa e 12°C houve uma
inativagdo de 1 ciclo logaritmico a cada 3,29min (valor D) com a amostra de carne
comercial, e a cada 1,41min com a carne pura de frango (dados nao mostrados). O
resultado obtido com o numero de bactérias sobreviventes demonstrou uma
caracteristica de comportamento de morte de primeira instancia com tratamentos
curtos, os quais permitiram o calculo do valor D. Ap6s 3,5 min de tratamento, a pressao
sob essas condi¢des geralmente foi suficiente para alcancar uma inativacao logaritmica
de >2 logio na carne pura moida de frango (Figura 1). Para uma melhor repetibilidade,
0s experimentos subsequientes foram desenvolvidos com a carne pura moida de

frango.
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Crescimento da microbiota acompanhante e de L. monocytogenes em ALOA
O numero de células nos caldos de enriquecimento contendo a carne de frango nao-

tratada aumentou mais do que 1 logip em 6h de incubacao, entretanto, nas amostras
tratadas nao houve aumento no nimero de sobreviventes antes de 6h. As contagens de
Mesofilos Aerébios Facultativos em TSYEA, revelou que a microbiota inicial variava de
2x10°a 1 x 10* UFC.mL" e apés 6 horas de incubagdo em UVM base esse niimero
aumentava para 10° UFM.mL-1 até 10 UFC.mL1. No caso de amostras tratadas, o
ALOA recuperou o0 mesmo numero de células as Oh e ap6s 6h de enriquecimento nao-
seletivo (Tabela 1 e figura 1). Se as células injuriadas nao crescessem em ALOA, como
na maioria dos meios seletivos, 0 numero de colénias em ALOA aumentaria durante o
enriguecimento em razao do reparo da injuria. Concluiu-se que o ALOA permitiu a
recuperacdo da maioria das células bacterianas injuriadas apesar de seu suplemento

seletivo.

Crescimento de L. monocytogenes em ALOA-S comparado ao ALOA
Nas amostras nao tratadas, a diferenca na recuperacdo de L. monocytogenes em

ALOA, e em ALOA-S, nao foi significativa (P>0,05), porém em amostras tratadas, a
recuperacado de L. monocytogenes em ALOA foi significantivamente mais alta do que
em ALOA-S (P<0,05). Assim como na curva tipica de recuperacao (Doyle et al., 2001;
Ngutter e Donnelly, 2003), durante o tratamento, o decréscimo em UFC em ALOA
representa a mortalidade, e a diferenca entre os valores obtidos no ALOA e no ALOA-S
representam a injaria (Figura 1). A recuperacéao de células injuriadas em ALOA-S variou
de acordo com o tempo de incubacdo a 30°C em caldo n&o-seletivo, em fungdo do

tempo de recuperacdo. Antes da incubacédo no caldo (tempo zero), mais de 99% das
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células estavam injuriadas e ndo cresceram em ALOA-S; durante a recuperagao
(amostras de 3 e 6h), as UFC obtidas em ALOA-S alcancaram as obtidas em ALOA e,

apés 9 h, foram similares (Figura 1).

DISCUSSAO

A diferenciacédo de células viaveis e ndo viadveis € um desafio primordial em programas
de seguranca dos alimentos. As técnicas baseadas na amplificacdo de acidos nucléicos
podem distinguir microrganismos vivos e mortos (Navas et al., 2005; Rudi et al. 2005),
porém, a deteccado das células injuriadas e viaveis somente pode ser obtida se estas
apresentarem capacidade para recuperagdo em meio de cultivo apropriado (Donnelly,
2002). Como a maioria das pesquisas publicadas que abordam o reparo de injuria
celular emprega meios de cultivo ou diferentes sistemas de crescimento em caldo com
pH tamponado (buffer) (Smith e Archer 1988; Ryser and Marth 1999; Donnelly 2002),
neste trabalho objetivou-se testar a eficacia de caldos de enriquecimento nao-seletivos
a partir de amostra de frango com altas contagens de mesdfilos aerdbios, para
restabelecer L. monocytogenes subletalmente injuriada. Quando foi avaliada a
eficiéncia do ALOA para células injuriadas, tanto as células nao-injuriadas quanto as
injuriadas foram capazes de crescer nesse agar.

Para estimar o numero total de células vidveis e a proporcdo da populacao
celular que estava subletalmente injuriada por diferentes agentes estressantes,
diferentes métodos de plaqueamento (Beuchat et al. 1986; Smith e Archer, 1988) foram
empregados. Brevemente, estes métodos sdo baseados na observacao de que tanto

células de L. monocytogenes integras quanto as subletalmente injuriadas podem formar
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colénias em meio de cultivo ndo-seletivo, porém as células injuriadas nao produzem
colénias no meio de cultivo contendo 4% de NaCl (Beuchat et al. 1986; Smith e Archer,
1988). Farkas et al. (2003) demonstraram que L. monocytogenes injuriada por altas
pressdes apresentou um aumento de sensibilidade ao sal. Ao suplementarem agar BHI
com 5% de NaCl, Farkas et al. (2003) observaram que nao houve influéncia na
recuperacdo de células nao-pressurizadas, porém populacdes residuais de células
tratadas foram reduzidas em varios ciclos logaritmicos quando o meio de cultivo
utilizado continha NaCl.

No presente trabalho foi demonstrado que o ALOA e o ALOA-S podem ser
utilizados como meio de plagueamento diferencial para a enumeracdo de células
injuriadas de Listeria a partir de alimentos processados. ALOA é um eficiente meio para
a recuperacao e subsequiente selecdo de cultivos de microrganismos subletalmente
injuriados. A habilidade do ALOA para recuperar eficientemente L. monocytogenes nao
injuriada e injuriada subletalmente pode ser muito Util para a enumeracao direta de
células submetidas a estresse em certos tipos de alimentos processados e contendo
um nivel de contaminacdo por Listeria acima da sensibilidade da técnica de
plaqueamento direto (>100 UFC.g™"). Utilizando-se o ALOA como agar seletivo em um
alimento altamente contaminado (amostras de frango nao-tratadas) ndo observou-se
diferenca na morfologia da colbénia e na seletividade para diferenciar L. monocytogenes
a partir de uma matriz contendo diferentes organismos.

Além do mais, a composicao do ALOA € publica

(<http://www.cfsan.fda.gov/~ebam/m10a.html>, acesso em 10/03/05), podendo ser

preparado no laboratério, embora a formulacdo do meio de cultivo com tantos

componentes diferentes seja dificil para padronizar (Reissbrodt 2004). Entretanto, pode
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ser adquirido como meio de cultivo desidratado, menos dispendioso do que as placas
de Petri prontas para serem utilizadas (ou garrafas) ou do que a maioria dos meios
cromogénicos para Listeria spp. patogénica.
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TABELA 1: Recuperacao de Listeria monocytogenes a partir de amostras tratadas e
controles ndo-tratados com dois meios de cultivo, antes e apds 6h de enriquecimento.

log1o UFCU ml" *

Oh 6 h

Amostras ALOA ALOA-S ALOA ALOA-S

Ndo-Tratadas 4,93+0,31b 4,80+0,32b 6,59+0,22a 6,24 +0,22a

Tratadas 3,62 £ 0,60c 0.00e 3,856+0,62c 2,58 £0,39d

* Os dados representam a média + SD de trés medidas antes ou apds o tratamento (400 MPa e
12°C por 2,5 min). Em cada célula, os valores seguidos por letras diferentes séo
estatisticamente diferentes (P<0.05).
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log10 UFC.mL-1

Injaria (min) Reparo (h)

Fig. 1 Comparacao da recuperacao de L. monocytogenes com o ALOA (o) e o ALOA-S
(8) apds o tratamento com alta pressao por 3,5min (400 MPa/12°C) e ap6s

enriquecimento em caldo n&do-seletivo (UVM) por até 24h.
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4 ARTIGO 3: Avaliacao dos Efeitos do Pré-enriquecimento Primario e Secundario
para a Deteccao de Listeria monocytogenes por PCR em Tempo Real em Carne de

Frango Moida
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Abstract

A SYBR® Green I-based real-time PCR assay with in/A-specific oligonucleotide
primers was developed for easy and rapid detection of Listeria monocytogenes in a
model food that usually has a high incidence of contamination with this pathogen.
Results with pure cultures and artificially contaminated chicken meat samples indicate
that the PCR assay was a highly specific and sensitive method. The melting point
analysis of the 160-bp amplified DNA fragment was different for L. monocytogenes
isolates of the two major phylogenetic divisions of the species, 1 and 2. The assay was
then used to survey retail ground chicken meat for contamination with L.
monocytogenes. Thirty seven samples were enriched according to the U.S. Department
of Agriculture culture assays to detect L. monocytogenes on meat. The use and
efficiency of PCR assay was examined following both primary and secondary
enrichments, which were also plated on chromogenic agar for enumeration of L.
monocytogenes and non-pathogenic Listeria spp. to investigate the discrepancies
between culture and PCR. Overall, L. monocytogenes was detected in 75% of the
samples. Primary enrichments yielded detection rates of 70% and 37% for culture and
PCR, respectively. The corresponding rates for secondary enrichments were 54% and
70% respectively. Test sensitivity is therefore, influenced by the type of enrichment and
is probably related not only to the limited growth of L. monocytogenes in the primary
enrichment media (false-negative PCR results), but also to the high populations of non-
pathogenic Listeria spp. in the secondary enrichment broths (false-negative culture

results). The main challenge of rapid PCR-based detection of L. monocytogenes from
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food is the poor sensitivity of primary enrichment media. The improvement of enrichment

conditions may help increase assay sensitivity.

Key words: (real-time PCR), (Listeria monocytogenes), (retail chicken meat) (USDA

enrichment media).

Resumo

Um teste de PCR em Tempo Real baseado no SYBR® Green | com o uso de
iniciadores oligonucleotidicos especificos para o gene inlA foi desenvolvido para a
deteccao facil e rapida de Listeria monocytogenes em um alimento que normalmente
apresenta alta incidéncia de contaminacdao por esse patdgeno. Os resultados com
cultivos puros e amostras de carne de frango artificialmente contaminadas indicam que
o ensaio de PCR foi um método altamente especifico e sensivel. A andlise do melting
point do fragmento de 160 pares-de-bases amplificados foi diferente para isolados de L.
monocytogenes pertencentes aos 2 maiores grupos filogenéticos da espécie, os grupos
1 e 2. O teste foi, entdo, utilizado para pesquisar L. monocytogenes em carne de frango
picada adquirida no comércio. Trinta e sete amostras foram enriquecidas conforme
protocolo estabelecido pelo United States Department of Agriculture (USDA) para a
deteccao de L. monocytogenes em carne. O uso e a eficacia do teste de PCR foi
estudado apds enriquecimentos primario e secundario, os quais, igualmente, foram
plagueados em agar cromogénico para a enumeracao de L. monocytogenes e Listeria
spp. ndo patogénica a fim de se avaliar as diferencas entre PCR e o cultivo em placa.

Ao todo, L. monocytogenes foi detectada em 75% das amostras. Os cultivos primarios
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alcancaram taxas de 70% e 37% para o cultivo em placa e para PCR, respectivamente.
As taxas correspondentes para enriguecimento secundario foram de 54% e 70%,
respectivamente. A sensibilidade do teste foi, dessa forma, influenciada pelo tipo de
enriquecimento e, provavelmente, esta relacionada ndo somente ao limite de
crescimento de L. monocytogenes em enriquecimento primario (resultados falso-
negativos em PCR), mas também a elevada populacédo de Listeria spp. ndo-patogénica
no caldo de enriquecimento secundario (resultados de cultivo falso-negativos). O
principal desafio da técnica de detec¢do de L. monocytogenes por PCR a partir de
amostras de alimentos é a baixa capacidade do caldo de cultivo de enriquecimento
primario para favorecer o desenvolvimento de L. monocytogenes frente a outros
microrganismos. O aprimoramento das condi¢cdes de enriquecimento pode incrementar
a sensibilidade da técnica.

Palavras-chave: (PCR em Tempo Real), (Listeria monocytogenes), (carne de frango

comercial), (Caldo de enriquecimento USDA).

Introducao

Listeria monocytogenes é um importante patégeno de origem alimentar, sendo um
dos freqlientes contaminantes de produtos carneos. Os métodos de cultivo sao
considerados como o “padrao-ouro” para o isolamento e a identificagdo da espécie
patogénica de Listeria spp. em amostras de alimentos e de meio-ambiente (Ryser and
Marth, 2004), porém despendem muito tempo e trabalho laboratorial para sua
realizacdo e podem nao ser adequados para se testar carne fresca e outros tipos de

alimentos altamente pereciveis (Gasanov et al., 2005). Além disso, os agentes seletivos
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no caldo de cultivo de enriquecimento podem inibir o reparo das células de L.
monocytogenes subletalmente injuriadas (Donnelly, 2002), e cepas nao patogénicas de
Listeria podem apresentar uma maior taxa de multiplicagdo que L. monocytogenes na
etapa de crescimento seletivo (Petran & Swanson, 1993; Curiale & Lewus, 1994). Os
meios de plagueamento cromogénicos, atualmente incluidos em grande parte das
provas-padrdo, constituem-se num aprimoramento significativo para a deteccao
especifica de Listeria spp. patogénica (Reisbrodt, 2004). Alguns desses meios, como o
“Agar Listeria according to Ottaviani and Agosti” (ALOA) permitem a recuperacao de L.
monocytogenes injuriadas (Jantzen et al., 2006). A identificacdo de L. monocytogenes
em placas de ALOA é presuntiva, pois L. ivanovii pode demonstrar a mesma reacao
(Reisbrodt, 2004). Porém, L. ivanovii ndo € comumente encontrada em carne de frango
crua (Ryser & Marth, 2004; Navas et al., 2006).

As técnicas moleculares, tais como PCR em Tempo Real, possuem a mesma
sensibilidade que os métodos tradicionais de cultivo, porém, diferenciam-se por sua
rapidez e por permitirem que a analise complete-se em 48 h (Gasanov et al., 2005). O
sistema de PCR em Tempo Real comercial, que utiliza testes fluorogénicos para a
deteccdo de L. monocytogenes em alimentos, geralmente apresenta um funcionamento
tdo bom quanto, ou melhor, que os meios de cultivo tradicionais (Wan et al., 2003;
Silbernagel et al., 2004). O Departamento de Agricultura dos Estados Unidos (USDA)
adotou o sistema BAX para o monitoramento de L. monocytogenes em carne
processada e produtos a base de carne de frango (USDA, 2002b). O sistema BAX
utiliza o caldo primario padrdo de enriquecimento (University of Vermont-modified

Listeria enrichment broth - UVM1) e, alternativamente, o caldo de enriquecimento
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secundario 3-(N-morpholino) acido propanosulfénico (MOPS)- caldo tamponado de
enriguecimento para Listeria (buffered Listeria enrichment broth- BLEB).

As técnicas baseadas em PCR para a detec¢do de L. monocytogenes sao menos
sensiveis para patégenos Gram-negativos (Bhagwat, 2003; Bohaychuk et al., 2005), o
que pode estar relacionado a baixas contagens de Listeria nos cultivos de
enriguecimento primario (Norton et al., 2000; Bohaychuk et al., 2005). Por outro lado,
diferentes autores demonstraram que um enriquecimento em duas etapas, primario e
secundario, é necessario para se obter um alto numero de resultados positivos em PCR
para L. monocytognenes (Pritchard & Donnelly, 1999; USDA, 2002b; Aznar & Alarcon,
2003). Hoffman e Wiedmann (2001) demonstraram que o teste BAX para a pesquisa de
L. monocytogenes (“BAX for Screening Listeria monocytogenes Assay”) € mais
suscetivel a resultado falso-negativo do que o teste BAX para a pesquisa do género
Listeria (“BAX for Screening Genus Listeria Assay”) porque durante o enriquecimento, L.
monocytogenes pode sofrer competicdo com outras espécies de Listeria e/ou com a
microbiota natural, resultando em menor numero.

A avaliacdo de novos métodos de deteccdo e de meios de enriquecimento requer
validacdo atraves da utilizagio em amostras naturalmente contaminadas,
especialmente no caso de carne e outros alimentos altamente contaminados (Pillai and
Ricke, 1995). No presente estudo, iniciadores desenhados para a sequiéncia do gene
inlA de L. monocytogenes foram utilizados em um ensaio de PCR em Tempo Real com
o corante SYBR® Green | em amostras de carne de frango obtidas no comércio, e os
resultados foram comparados a contagem através do plagueamento em agar
cromogénico (ALOA) para avaliar a diferenca entre o cultivo em placa e os resultados

de PCR.
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Materiais e Métodos

Cepas bacterianas, Meio de Cultivo, Condigées de Crescimento

As cepas de referéncia de L. monocytogenes estao listadas na Tabela 1. Doze
diferentes cepas de Listeria spp., que ndao L. monocytogenes, e cinco diferentes cepas
de outros género bacterianos foram utilizadas. Os cultivos foram recuperados a partir de
cultura estoque mantida a -20°C, e o crescimento realizado em Caldo de soja Triptona
com Extrato de Levedura (TSYEB). Para a determinacdo do numero de células, os
cultivos foram diluidos em série (1:10) em 0,1% (peso/vol) em agua peptonada. Porgoes
duplicadas de 0,1 mL de cada diluicao foram plaqueados na superficie de agar de soja
triptona com extrato de levedura (TSYEA) para a contagem total da microbiota aerdbia,
ou em ALOA para a contagem de L. monocytogenes e Listeria spp. As col6nias foram
enumeradas apoés incubacao aerdbia a 30°C por 48h em TSYEA, ou a 37°C por 24h em
ALOA. A contagem celular foi realizada pela média da contagem de duas placas.
Caldos de enriquecimento primario e secundario preconizados pela USDA para a
deteccdo de L. monocytogenes por PCR (UVM1 e MOPS-BLEB) (USDA, 2002b) foram
utilizados para o enriquecimento seletivo de amostras comerciais de carne. Todos 0s
meios de cultivo foram obtidos da Biolife (Milan, Italy), exceto o agar desidratado ALOA

(Chromogen™ Listeria, Biomedics, Madrid, Spain).
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Amostras de carne de frango moidas, artificialmente contaminadas

A carne de frango moida (naturalmente contaminada) foi inoculada em caldo de
enriquecimento servindo de modelo para avaliar o efeito da matriz alimentar no preparo
do teste. A amostra de frango crua foi obtida do comércio local, e porcoes de 500g
foram moidas com o uso de um triturador doméstico por 10s. Porcdes individuais de
25g foram assepticamente pesadas em sacos de stomacher, e congeladas a -20°C por
um maximo de 2 meses. As amostras foram descongeladas e transferidas para
acondicionamento a 4°C por 24h antes de se adicionar 225mL de caldo de
enriquecimento (UVM1), e foram homogeneizadas por 2min em um stomacher (Lab-
Blender 400, Tekmar, Cincinnati, OH, USA). Aliquotas de 25mL da amostra
homogeneizada foram distribuidas em tubos estéreis do tipo Falcon. L. monocytogenes
EGD-e foi cultivada em TSYEB por 18h a 30°C, diluida em &gua peptonada a 0,1% de,
e inoculada em cada subamostra para atingir concentracdes finais de 102 a 10°
UFC.mL" de amostra (equivalente a 10" a 10’ UFC.g"). As amostras artificialmente
inoculadas foram transferidas para um incubador a 30°C para o enriquecimento. O
plagueamento para a contagem de col6nias e para o PCR foi realizado antes e depois

de incubacao por 6 € 24 h.

Amostras Comerciais de Frango

Trinta e sete amostras de frango cruas e moidas (provavelmente contendo Listeria)

originarias de diferentes pontos comerciais locais, e de diferentes marcas, ou datas
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diferentes de embalagem no caso de pertencerem a mesma marca, foram
homogeneizadas como descrito anteriormente (25g em 225mL de meio de
enriquecimento primario). O enriquecimento foi conduzido e incubado de acordo com o
procedimento indicado pelo USDA para a deteccdo de L. monocytogenes por PCR

(USDA, 2002b) (Tabela 2).

Extracdo de DNA a partir de cultivos puros e de cultivos em caldo de enriquecimento

Todas as cepas de referéncia foram cultivadas em TSYEB a 30°C por 48h. Apés a
incubacgao, 1TmL do caldo foi centrifugado e o pellet resupendido em 1mL de agua, para,
em seguida ser fervido por 10min. Os lisados foram, primeiramente, testados com PCR
convencional direcionada para sequiéncias-alvo conservadas de rDNA (Graham et al.,
1996) e, se positivos, eram utilizados como amostras para a prova de PCR em Tempo
Real.

Uma aliquota de 1mL do enriquecimento primario foi centrifugada a 500 X g por 15s
para eliminar os restos da matriz da amostra. O sobrenadante foi decantado e as
células bacterianas foram precipitadas por centrifugacao a 13.000 X g por 10min. Ja os
enriguecimentos secundarios foram apenas centrifugados a uma alta velocidade. As
células precipitadas foram lavadas em 1mL de &gua destilada e ressuspendidas em
0,1imL de resina Chelex-100 (Instagene™, Biorad) e lisadas de acordo com as
instrucées do fabricante. A purificacdo de L. monocytogenes através de Chelex-100 a
partir de produtos carneos artificialmente contaminados foi anteriormente descrita

(Rodriguez-Lazaro et al., 2004).
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PCR em Tempo Real

Os iniciadores para PCR foram desenhados com o auxilio do programa
computacional Primer3 software (Rozen & Skaletsky, 2000) para uma regiao-alvo
especifica da seqiéncia do gene inlA de L. monocytogenes (Doumith et al., 2004). O
iniciador forward INLAFe1 (TGGCTTTCAGCTGGGCATAACCAA), e o iniciador reverso
INLARe1 (GCGGTCAGTGTAAAAAGTGGCACA) foram sintetizados pela empresa
MWG-Biotech AG (Alemanha) e mantidos a -20°C antes de seu uso. O teste de PCR
em Tempo Real foi conduzido em um volume de 25uL, contendo Brilliant™ SYBR®
Green QPCR Master Mix (Stratagene), iniciadores (concentracdo final de 300nM,
escolhida ap6s otimizacao), e 2,5uL de amostra ou de DNA-alvo. As condi¢des térmicas
dos ciclos foram as seguintes: 95°C por 10 min, e 40 ciclos de 95°C por 15s, 60°C por
1min e 72°C por 1min. Os ciclos térmicos, os dados de fluorescéncia, e a analise de
dados foram realizados pelo sistema de deteccao e programa computacional Mx3000P
de acordo com as instrucdes do fabricante (Stratagene). Os dados armazenados
durante o programa de amplificacdo foram obtidos tanto a partir da etapa de
anelamento quanto da etapa de extensdo de cada ciclo. Durante o programa de
dissociacdo, onde a temperatura aumenta de 55°C para 95°C, a 0,5°C/ciclo, as medidas

de fluorescéncia foram tomadas a cada incremento de temperatura.
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RESULTADOS

Especificidade do teste de PCR em Tempo Real

Todas as 15 cepas de referéncia de L. monocytogenes testadas foram positivas
e produziram valores de ciclo threshold (C;) entre 12,3 e 18,1 (Tabela 1). Todas as
outras espécies de Listeria e de nao-Listeria foram negativas no teste e produziram
valores de C;acima de 40. A andlise do ponto de dissociacao das fitas duplas de DNA
amplificadas (melting point) foram diferentes para os isolados de L. monocytogenes
pertencentes as duas maiores divisoes filogenéticas da espécie, os grupos 1 e 2. Cepas
da linhagem 1 demonstraram uma temperatura de dissociacdo (melting temperature —
Tm) abaixo de 77,1°C (Tabela 1). A seqliéncia nucleotidica de 160-pb da regiao
amplificada do gene inlA, obtida a partir de dados do GenBank, demonstrou um namero
de substituicées (entre 9 e 14 nucleotideos) para a linhagem 1 comparada as cepas da

linhagem 2, o que explica os diferentes valores de Tp,.

Sensibilidade do teste de PCR com Cultivos Puros

A curva padrao formada através dos valores obtidos de C; para varias
concentracdes de L. monocytogenes (a partir de 1 a 10” UFC.mL™"), demonstrou uma
boa resposta linear (R® = 0,993) a partir de 10? até 10° UFC.mL". O limite de

sensibilidade com cultivos puros foi menor do que 10 UFC.mL™.
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Deteccdo de L. monocytogenes a partir de amostras de carne de frango moida
inoculadas artificialmente

A carne de frango foi primeiramente confirmada como negativa para a presenca
de Listeria spp. pelo método de cultivo USDA (USDA, 2002a) e, entdao, homogeneizada
e inoculada com L. monocytogenes. Antes do enriquecimento, a PCR em Tempo Real
detectou e quantificou com sucesso 10° UFC.g" (equivalente a 10° UFC.mL™) (Figura
1). O coeficiente de correlacdo da curva padrao foi de 0,995, demonstrando uma boa
linearidade da resposta a partir de 10° até 10° UFC.g"'. Apds 6 h de enriquecimento, o
limite da sensibilidade foi de 10 UFC.g"', enquanto que apés 24 h de enriquecimento
detectou-se 1 UFC.g"' através da PCR em Tempo Real, estimando-se um tempo total

de menos de 30h para a realizacao completa do teste.

Deteccdo de L. monocytogenes e da microbiota acompanhante em amostras comerciais
de frango

A contagem da microbiota aerébia variou antes e apds o enriquecimento,
apresentando contagens a partir de 10° a 10° UFC.mL"; ap6és ambos tipos de
enriquecimento, estas contagens foram de 10" a 10° UFC.mL™.

Uma comparacao entre os resultados dos cultivos e da PCR em Tempo Real
esta sintetizada na Tabela 2. Todas as amostras que produziram resultados néo
correlacionados por ambos os métodos foram retestados em triplicata no teste de PCR,
e esse segundo resultado foi levado em consideracdo. Os resultados combinados
obtidos em todos os métodos de deteccdo empregados indicaram que 75,6% das

amostras de frango foram positivas para L. monocytogenes (Tabela 2). Todas as



79

amostras positivas no método de cultivo em placa apresentaram menos de 100 UFC.g™
de L. monocytogenes antes do enriquecimento, pois nenhuma colénia de L.
monocytogenes foi detectada pelo plaqueamento direto em ALOA. Entretanto, as
amostras positivas para L monocytogenes pelo cultivo em placa apresentaram, algumas
vezes, resultados negativos pela técnica de PCR e vice-versa, com poucas amostras
apresentando L. monocytogenes em nivel detectavel apés ambos processos, exceto no
caso do método combinado completo indicado pelo USDA (Tabela 2).

Os resultados de deteccao de L. monocytogenes pelo teste de PCR em Tempo Real
apds o enriquecimento secundario pelo método USDA foram comparados com o0s
resultados obtidos pelo subcultivo em placas de ALOA para os enriguecimentos
primario e secundario do mesmo protocolo. Nenhuma diferenca foi encontrada entre o
namero de amostras positivas para L. monocytogenes-positiva pela metodologia de
cultivo ou pela de PCR (Tabela 2). Tanto a PCR em Tempo Real, quanto o cultivo em
placa, detectaram L. monocytogenes em 26 das 37 amostras (70,2%). Vinte e seis
amostras foram positivas em ambos os métodos, enquanto que 27 foram positivas por
um ou outro método (Tabela 2).

Os resultados das amostras enriquecidas com os caldos UVM1 e com MOPS-BLEB
antes do cultivo em placas de ALOA e do teste de PCR estdo apresentados nas
Tabelas 3 e 4. No total, L. monocytogenes foi detectada por cultivo ou PCR em 28
amostras (75,6%) (Tabela 2). Foi, também, observado que nenhuma amostra foi
negativa por PCR e positiva para o cultivo em placa quando ambos meios de
enriquecimento foram utilizados.

O método de cultivo em placa e a PCR apresentaram resultados concordantes para

ambos os caldos de enriquecimento em 17 amostras, conforme apresentado na Tabela



80

3. Um total de 9 amostras (grupo A) foram negativas em ambos métodos e por ambos
caldos de enriquecimento, e 7 amostras (grupo B) foram positivas por ambos métodos
para ambos caldos de enriquecimento. Uma amostra (grupo C) apresentou resultado
concordante por ambos os métodos com cada um dos tipos de enriquecimento, porém
o resultado (positivo ou negativo) foi diferente para cada caldo de enriquecimento.

As amostras com os resultados discordantes para o cultivo em placa e para PCR
estdo apresentados na Tabela 4 (grupos D1, D2 e D3, com resultados discrepantes nos
caldos de enriquecimento primario, secundario, ou ambos, respectivamente).

Quinze enriquecimentos foram PCR-negativo, cultivo-positivo. Todos resultados
foram obtidos a partir do uso do cultivo primario, e a maioria deles apresentaram baixas
contagens de L. monocytogenes (<3x10° UFC.mL", Tabela 4). Duas dessas 15
amostras (n° 21 e 2, com 3x10° e 2x10° UFC.mL", respectivamente), foram testadas
para a presenca de inibidores da PCR. Apds as amostras serem comparadas com DNA
purificado de L. monocytogenes EGD-e, ambas apresentaram resultado positivo, porém
com valores de C; aumentados em 6,3 e 3,5, respectivamente, comparando-se aos
valores de C; do DNA controle. De acordo com o método USDA completo (Tabela 2),
somente uma amostra (n° 12) foi PCR-negativa/cultivo-positiva (Tabela 3).

Oito amostras (n° 5, 10, 34, 2, 14, and 19, a partir do enriquecimento secundario,
e os n° 22 e 14, a partir do enriquecimento priméario) foram PCR-positivo/cultivo-
negativo para L. monocytogenes. Os valores C;no teste de PCR em Tempo Real para
esses 8 enriquecimentos estavam entre 32,5 and 38,6, com 4 deles estando acima de
35 (Tabela 4).

De acordo com a metodologia completa USDA (Tabela 2) somente uma amostra

(n° 14) foi PCR-positiva/cultivo-negativo (Tabela 4).
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Discussao

As amostras com resultados similares obtidos tanto pelo método de cultivo em
placa quanto por PCR, demonstraram que o principal fator relacionado ao resultado de
PCR e aos valores de C;foi o nimero de células de L. monocytogenes (Tabela 3, grupo
B). Da mesma forma, todas as 15 amostras com resultados PCR-negativo/cultivo-
positivo apresentaram contagens de L. monocytognes no enriquecimento primario
abaixo de 10* UFC.mL". A carne de frango moida ndo pareceu causar uma forte
inibicao do ensaio de PCR, entretanto, uma inibicao parcial poderia modificar os limites
de deteccdo, como foi observado em amostras inoculadas artificialmente com
concentracdes entre 102 UFC.mL™" e 10* UFC.mL™".

As contagens de outras espécies de Listeria ndo parecem ter influenciado os
resultados de PCR ja que houve varias amostras com 10%-10” UFC.mL" de Listeria nao-
monocytogenes que foram PCR-positivas (Tabela 4). Entretanto, 5 das 8 amostras que
foram PCR-positiva/cultivo-negativo para L. monocytogenes (amostras 10, 34, 2, 14, 19,
todas em enriquecimento secundario) obtiveram contagens de Listeria nao-
monocytogenes a partir de 8x10° até 6,7x10” UFC.mL™", o que poderia mascarar ou
inibir L. monocytogenes. Além disso, a amostra n° 19 apresentou T, de 76,8, o que é
tipico de cepas da linhagem 1 (Tabela 1), e a recuperacao de cepas da linhagem 1
também poderiam ser afetadas negativamente por componentes do UVM1 (Bruhn et al.,
2005).

O sexto resultado das 8 amostras PCR-positiva/cultivo-negativo (amostra n° 5,

também em enriquecimento secundario) apresentou somente 3x10®° UFC.mL' de
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Listeria nao-monocytogenes e, provavelmente, necessita de uma explicacao diferente.
Cepas néo-virulentas de L. monocytogenes originarias principalmente de alimentos que
apresentaram baixas taxas de recuperacao no agar seletivo, incluindo o ALOA, foram
relatadas por Gracieux et al., 2003, e isto poderia explicar alguns resultados de PCR
falso-positivo. A amostra n° 14 também apresentou resultado PCR-positiva/cultivo-
negativo, porém, nesse caso, em ambos caldos de enriquecimento (Tabela 4). O
resultado do enriquecimento primario novamente poderia ter ocorrido pela baixa
recuperacdo dessa cepa em ALOA. A Jdltima amostra com resultado PCR-
positiva/cultivo-negativo (n°® 22, no enriquecimento primario), pode ter apresentado
cultivo-negativo para L. monocytognes pela baixa capacidade tamponante ou pela
acriflavina presente no caldo (Asperger et al., 1999), ou qualquer outra causa de
inibicdo de L. monocytogenes no caldo de enriquecimento UVM1. Esses ou outros
inibidores de L. monocytogenes no caldo UVM1 também poderiam explicar o resultado
PCR-negativo/cultivo-negativo no caldo de enriquecimento MOPS-BLEB (Tabela 4).
Novamente, o resultado de PCR dessa amostra demonstrou uma T, de 76,3, o qual é
semelhante a T, de cepas da linhagem 1, de acordo com a Tabela 1, e isto poderia
estar afetanto negativamente os resultados de cultivo a partir do caldo UVM1 ((Bruhn et
al., 2005).

O teste PCR poderia detectar L. monocytognes a partir de amostras de alimentos
naturalmente contaminadas com 5 x 10° UFC.mL" de cultivo em enriquecimento
primario (Tabela 3), portanto ndo previne sinais falso-positivos em PCR com células n&o
viaveis. Nas amostras com resultados PCR-positivo em decorréncia de células mortas,
espera-se que apresentem resultado cultivo-negativo em todos os caldos de

enriquecimento. Isso poderia ser uma explicagdo para a amostra n° 22 (Tabela 4),
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porém o nivel de contaminagéo correspondente de >5 x 10° células ndo-viaveis.g™' seria
raro. A fim de se monitorar a viabilidade bacteriana, os métodos baseados em RNA
deveriam ser utilizados, entretanto, a sensibilidade, a dificuldade e a variagdo de uma
amostra para outra limita o uso rotineiro de métodos baseados no RNA (Keer and Birch,
2003; Navas et al., 2005).

Finalmente, os resultados das amostras do grupo C (Tabela 3), sugerem uma
desvantagem do caldo de enriquecimento secundario em L. monocytogenes contra

Listeria nao-monocytogenes no
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CONCLUSAO

A evidéncia do crescimento limitado de L. monocytognes em enriquecimento
primario, € o maior crescimento de outras espécies no enriquecimento secundario,
sugere uma reavaliagdo dos procedimentos de enriquecimento existentes atualmente. A
provavel solugdo seria incrementar o niumero de células de L. monocytogenes a um

nivel detectavel por PCR em um curto periodo de tempo.
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TABELA 1. TEMPERATURA DE DISSOCIACAO (Tm) E VALORES Ct OBTIDOS EM
PCR A PARTIR DE DIFERENTES CEPAS DE L. monocytogenes

Organismo Fonte® Cepa ou n’ de Linhagem  Sorotipo G T, (°C)°
referéncia.”
L. monocytogenes CECT CECT 936 1 1/2b 12.3 77,11 £0,04
L. monocytogenes CECT CECT 937 1 3b 134 77,03+0,13
L. monocytogenes CECT ATCC 19115 1 4b 13.1 76,69 +0,18
L. monocytogenes CECT Scott A 1 4b 142 76,77 £0,22
L. monocytogenes CECT ATCC 13932 1 4b 142 76,61 +0,17
L. monocytogenes CECT ATCC 19117 1 4d 18.1 76,71 £0,16
L. monocytogenes CECT ATCC 15313 2 1/2a 18.1 78,03 +£0,10
L. monocytogenes C. Jacquet, IP H2446 (CDC) 2 1/2a 15.1 78,05 +0,25
L. monocytogenes J.C. Perez-Diaz, HRYC EGD-¢e 2 1/2a 15.0 77,89 +0,15
L. monocytogenes CECT ATCC 35152 2 1/2a 16.6 77,88 +0,20
L. monocytogenes CECT ATCC 19113 2 3a 17.5 77,98 £0,20
L. monocytogenes CECT ATCC 19112 2 1/2¢ 18.0 77,90 + 0,00
L. monocytogenes M. Suarez, UCM LO28 2 1/2¢ 15.3 77,99 £0,22
L. monocytogenes CECT CECT 938 2 3c 15.0 77,91 +0,10
L. monocytogenes CECT ATCC 19114 3 4a 152 77,61 £0,16

& CECT, Coleccion Espanola de Cultivos Tipo; IP, Institut Pasteur (Paris); HRYC,
Hospital Ramon y Cajal (Madrid); UCM, Universidad Complutense de Madrid; ATCC,

American Type Culture Collection; CDC, Centers for Disease Control;

® Os valores sdo médias + de desvio para dois ensaios independentes em triplicata.
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TABELA 2. RESULTADOS DA CONTAGEM DE L. monocytogenes EM CULTIVO E EM
PCR EM TEMPO REAL APOS DIFERENTES CONDICOES DE ENRIQUECIMENTO

N° de N° (%) de N° (%) N° (%) N°(%)em N° (%)
Tipo de Condicées  amostra  positivos positivo  positivo  ambos os  concordancia
enriqueci- s no sna sem meétodos
mento testada  subcultivo PCR um
S em ALOA em método
Tempo  ou outro
Real
Primario UVMA1, 24 h, 37 26 (70,2) 14 28 11 (29,7) 20 (54,0)
30°C (37,8) (75,6)
Secundario MOPS- 37 20 (54,0) 26 26 20 (54,0) 31 (83,7)
BLEB, 24 h, (70,2) (70,2)
37°C
USDA Primario e 37 26 (70,2) 26 27 26 (70,2) 35 (94,5)
secundario (70,2) (72,9)
para o
cultivo, e
secundario

para PCR
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TABELA S;DETEC(;AO DE L. monocytogenes ATRAVES DO SUBCULTIVO EM AGAR
CROMOGENICO (ALOA) E EM PCR EM TEMPO REAL: AMOSTRAS COM
RESULTADOS SIMILARES EM CADA TIPO DE ENRIQUECIMENTO

Subcultivo em ALOA PCR
Grupo da (UFC.mL™)
amostra®(e Tipo de
no. da enriquecimento
amostra) LM NLM valor C, Tm (°C)
A Primario <5 <5 - 4x10° >40
(11,13, 15, Secundario <5 <5-1,1x10’ >40
18, 20, 24, 28,
31, 33)
B Primario 4x10° - 6x10° <5 —4,3x10° 27,6 - 76,5-77.9
(4, 6,9, 16, 36.3
23, 25, 37) Secundario 5x10%-2x10°  1x10°—1,1x10" 19,3 -— 76,9 78,0
35,1
C Primario 1x10° 4x10° 37,9 77,7
(12) Secundario <5 7x10° >40

4 A, amostras negativas; B, amostras positivas; C, amostras com resultados
concordantes porém diferentes (positivo ou negativo) para cada tipo de enriquecimento.
®| M, coldnias com halo, possivelmente L. monocytogenes; NLM, coldnias sem halo,
Listeria ndo-monocytogenes.
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TABELA 4.ADETECQAO DE L. monocytogenes ATRAVES DE SUBCULTIVO EM AGAR
CROMOGENICO E PCR EM TEMPO REAL: AMOSTRAS COM RESULTADOS SEM
CONCORDANCIA EM UM OU OUTRO TIPO DE ENRIQUECIMENTO

Subcultivo em ALOA
Grupo da (UFC.mL"") PCR
amostra® Tipo de Concordéancia
(e n. da enriqueci- (e possivel explicagcdo da nao-
amostra) mento LM NLMP Valor C; Tm concordéancia)
(°C)
D, Priméario 5-3x10° <5- >40 Nao (baixa concentragcao LM?)
(1,3,7,8, 3x10*
17, 21, Secundario 10 - <5 - 28.7-38.3 77.3-78.2 Sim
26, 27, 1x10° 9x10°
29, 30,
32, 35,
36)
D, Primario <5 1x10* 36.7 76,3 N4o (inibigao de LM?)
(22) Secundario <5 1x10’ >40 Sim
D, Priméario 5x10° 2x10* 33,2 77,7 Sim
(5) Secundario <5 3x10° 33,3 78,0 Nao (inibicdo de LM?)
D, Priméario 3x10* 6x10° 34,6 77,8 Sim
(10) Secundario <5 2x10’ 33,2 77,6 Nao (alta concentragdo NML?)
D, Primario 5x10° 2x10° 36,8 77,6 Sim
(34) Secundario <5 6,7x10’ 34,4 78,2 Nao (alta concentragdo NML?)
Ds Primario 2x10° 3x10° >40 N3o (baixa concentragdo LM?)
(2) Secundario <5 8x10° 38,6 77,8 Nao (alta concentragdo NML?)
Ds Primario <5 4x10* 36,9 77,5 N4o (inibigao de LM?)
(14) Secundario <5 1x107 37,4 78,1 Nao (alta concentragao NML?)
Ds Primério 4,5x10 1x10* >40 Nao (baixa concentragcao LM?)
(19) Secundario <5 1x10’ 32,5 76,8 Nao (alta concentragcdo NML?)

4 D, amostras com resultados discrepantes para o cultivo e para PCR no
enriguecimento primario (D), o enriguecimento secundario (D2), ou em ambos (D3).
®| M, coldnias com halo, possivelmente L. monocytogenes; NLM, coldnias sem halo,
Listeria ndo-monocytogenes.
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Figura 1. Amplificacdo da sequUéncia inlA de células de Listeria monocytogenes por
PCR em Tempo Real. Os valores de fluorescéncia e de Ct foram obtidos de cepas
EGD-e inoculadas em amostras de carne de frango homogeneizadas a concentracoes
de 10° (M), 10* (), 10° (0 ), e 10? (O )UFC.mL™"

2.|:|...............................................................................

Fluarescence (dRM)

2 4 B 8 10 1z 14 16 18 0 X 24 26 X3 3D 32 34 36 38 40

Cycles
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5 CONSIDERACOES FINAIS

O controle de microrganismos patogénicos ao longo da linha de processamento
dos alimentos € um fator relevante ndo somente no que diz respeito a saude publica.
Sua relevancia torna-se imprescindivel também nas exportacdes dos produtos de nosso
pais, ja que as politicas de importacao de outros paises estao cada vez mais exigentes,
principalmente pelo protecionismo de seu mercado interno. Algumas agéncias
fiscalizadoras internacionais definem, inclusive, “tolerancia zero” para algumas bactérias
patogénicas. Como exemplo podemos citar os EUA, o qual somente aceita laudos para
importacdo de alimentos com diagnostico de L. monocytogenes ausente em 25g de
amostra (CDC, 2000).

Por esse motivo muitos esforcos sado dispendidos para se alcancar um minimo
de contaminacdo de L. monocytogenes dentro da planta de processamento de
alimentos. Nesse panorama, da mesma forma, se intensificam as pesquisas para que
técnicas rapidas e precisas estejam ao alcance da industria alimenticia para o controle
do processo e de seus produtos. Assim, a metodologia tradicional é utilizada para o
controle por 6rgaos oficiais de regulamentacdo do comércio seguro de alimentos,
enquanto que kits de diagnédstico (cromogénicos, imunolégicos ou PCR) sao utilizados

como controle interno nos programas de garantia de qualidade das industrias.

O controle das principais bactérias causadoras de doencas transmitidas por
alimentos é feito, geralmente, através de “barreiras” que dificultem a sobrevivéncia dos
microrganismos. Melhores resultados sédo atingidos quando sao utilizados mais de um
tipo de processo ou de método de controle: bacteriocinas, altas pressoes, irradiagéo,
temperatura, ultrapasteurizacao, controle da atividade de agua, controle do pH, controle
do potencial de oxirreducao dos alimentos através do uso de aditivos e conservantes;
etc.
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A combinacgao de tratamentos proporciona grandes redugdes nas contagens dos
patdbgenos em alimentos. Por exemplo, a combinacdo de 250MPa (reducao de 2,2
Logio) com a aplicacdo de lacticina (redugdo de 1 Logqo) resulta em morte de mais de 6
Logio na populagédo de L. innocua. (Morgan et al., 2000). Atualmente, o uso de
compostos fendlicos (100ppm) aplicados antes do tratamento de altas pressdes (400
MPa/5’) otimizou o processo e evitou a recuperacao de células injuriadas (Vurma et al.,
2006)

As tecnologias que utilizam processamentos nao térmicos apresentam
particularidades quanto ao tipo de alimento que podem ser empregadas. Por exemplo,
a alta pressdo, os campos magnéticos oscilantes, os antimicrobianos e 0s pulsos
luminosos podem ser utilizados tanto em alimentos liquidos quanto sélidos, enquanto
que os campos elétricos pulsantes sdo recomendados para alimentos liquidos e a
irradiacdo para os sélidos. Essas peculiaridades podem interferir na otimizacdo do
processamento a fim de se evitar ao maximo a permanéncia de bactérias injuriadas e

que mais tarde podem recuperar-se em situacoes favoraveis a seu metabolismo.

Apesar da tecnologia de altas pressdes ainda nao ser utilizada por industrias
processadoras de alimentos no Brasil, diversos grupos de pesquisadores estao
trabalhando em pesquisas para o aprimoramento desse tipo de tratamento (Mignaco et
al., 2005) e também realizam intenso intercambio com trabalhos realizados por paises
que ja utilizam como rotina esse tratamento em alguns produtos, como o Japao,
Estados Unidos e outros da Europa, entre eles a Espanha. Nesses paises, é possivel
encontrar nas prateleiras dos supermercados produtos como presunto (e outros
embutidos fatiados), ostra e sucos de frutas, tratados com a tecnologia de altas
pressoes.

Por esses motivos, e por ser utilizada ndo somente para a conservacdo, como
também para o melhoramento das propriedades reolégicas e funcionais dos alimentos,
utilizaram-se as altas pressdes no experimento para avaliacdo da eliminacado de L.
monocytogenes em carne de frango. De acordo com Barbosa-Canovas, Pothakamury &
Palou (1998), a inativacao de enzimas promove a conservagao, além dos nutrientes e

aromas serem mantidos ou mesmo intensificados. Porém, neste experimento, o uso das
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altas pressdes, mesmo com baixas temperaturas, ndo seria indicado para aplicacao
diretamente em carnes frescas, pois as caracteristicas visuais da carne foram alteradas.
As principais caracteristicas a sofrerem alteragdo com o tratamento utilizado foram
ligadas a cor (palidez), e a firmeza (maior elasticidade). Provavelmente por essa razao,
os produtos carneos tradiconalmente pressurizados sdo os embutidos, ja que suas
caracteristicas reolégicas-padrao assemelham-se aquelas provocadas pelo aumento de

pressao.

Geralmente nos experimentos em que amostras de alimentos sao inoculadas
artificialmente, utiliza-se a cepa padrao disponivel no laboratério. Porém, devemos levar
em consideragdo, que nem sempre os diferentes sorotipos de L. monocytogenes
apresentam as mesmas caracteristicas de viruléncia ou resisténcia a fatores adversos.
Cita-se como exemplo a pesquisa de Karatzas & Bennik (2002), onde uma cepa de L.
monocytogenes Scott A, denominada AKO1, demonstrou ser mais resistente ao
tratamento com 150-500 MPa por 20 min, quando comparada a cepas de campo,
mesmo quando diluicoes de 2 logio foram utilizadas. Essa pesquisa revela a importancia
de utilizar cepas padrdao e cepas de campo quando a finalidade é calibrar um
equipamento para o processamento de determinado alimento. Outro estudo também
demonstrou a diferenca de cepas de Listeria as pressdes empregadas (Abdullatif et al.,
2003).

No proprio experimento da PCR em tempo real, o uso de diferentes cepas de L.
monocytogenes demonstrou que a analise do melting point do fragmento de 160-pb
amplificado na reagédo foi diferente para as duas maiores divisdes filogenéticas da

espécie (1 e 2).

Nos programas de controle de microrganismos em alimentos, é de fundamental
importancia evitar a permanéncia de células viaveis. Existem alguns fatores que podem
incrementar a resisténcia das células sobreviventes, tais como as proteinas do choque
térmico (Csp). O trabalho realizado por Whemekamp-Kamphuis et al. (2002) comprovou
que essas proteinas estavam em maior concentracdo ap6s o tratamento com altas
pressdes, com um aumento de 3,5 e de 2 vezes para Csp1 e Csp2, respectivamente.

Essas proteinas auxiliam na sobrevivéncia e recuperacdo nas etapas subseqientes ao



97

tratamento, como o frio, baixa de Ay, diminuicao de pH e/ou aumento da concentracao
de sais (PHAN-THANH & GORMON, 1995; BECKER et al., 2000). Por essa razao,
muitos testes devem ser realizados antes da padronizacdo de um método de controle, a
fim de se evitar que ocorra 0 aumento da resisténcia dos microrganismos ao invés de

elimina-los.

Quando se detecta a presenca de L. monocytogenes em um alimento, é
importante identificar os sorogrupos e sorotipos prevalentes, ja que nem todos
apresentam a mesma viruléncia e prevaléncia em surtos alimentares. Cepas de certos
sorotipos (1/2c, 4a, 4c, 4d e 4e) raramente séo isoladas de pacientes e podem constituir
um baixo risco relativo para a listeriose humana. Da mesma forma, a presenca do
sorotipo 4b em alimentos prontos para o consumo, poderia ser causa para preocupacao
porque, embora nao esteja normalmente presente nos alimentos, esse sorotipo tem
sido envolvido em numerosos surtos. Cepas do sorotipo 1/2a contribuem
substancialmente para a listeriose humana e também sao freqlientemente encontradas
em alimentos prontos para o consumo e em plantas de processamento. O
conhecimento do risco oferecido por alimentos contaminados por cepas 1/2a é um
desafio, pois esse sorotipo tem variacao genética relativamente alta e a identificacao de
linhagens 1/2a que sejam predominantes em doencas de humanos ainda n&o foi
alcancada (Kathariou, 2002).

No sistema PulseNet (Sharon R., disponivel em:<http://www.cdc.gov.pulsenet>,
acesso em 22/08/2006) estdo sendo adicionadas informagdes sobre a tipificacao de
cepas isoladas em casos clinicos e em amostras de alimentos (Oliver, 2006).

A construcdo de bancos de dados ou bibliotecas de cepas (PulseNet ou
equivalente) para patdgenos de origem alimentar que possuisse a infraestrutura e os
recursos necessarios para fazer com que fosse realmente acessivel a todos os
microbiologistas do governo, da industria e do setor académico, apropriadamente
treinados e equipados, facilitaria 0 monitoramento das contaminacdes em alimentos e
no meio ambiente. Ao mesmo tempo facilitaria a comparacao dos dados obtidos por
cientistas entre os diferentes paises, j& que no Brasil diversos pesquisadores ja
trabalham no estudo genético de cepas de L. monocytogenes isoladas de alimentos e
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utilizam informalmente o protocolo estabelecido pelo programa PulseNet. Como esses
dados néo estdo formalizados em uma plataforma eletrénica, muito pode estar sendo
disperdicado em informacgédo do perfil genético de L. monocytogenes encontrada nos
diferentes alimentos elaborados em nosso pais.

Outra técnica que pode contribuir para uma rede de troca de dados genéticos é a
analise decorrente da proteémica. Essa técnica identifica proteinas especificas de
cepas ou linhagens com padrdes Unicos de expressao, definindo o momento exato da
expressdao, o que € condicionado por fatores externos ligados ao meio-ambiente
bacteriano. Nesse caso podem-se considerar como interferentes a temperatura
utilizada, ou mesmo fatores inerentes ao alimento (pH, atividade de agua, potencial de

oxi-reducao).

A identificacdo rapida de microrganismos pode tornar-se mais especifica quando
métodos meloculares sao utilizados. Um dos maiores desafios nas técnicas moleculares
que utilizam a amplificacao de acidos nucléicos e que afetam a sensibilidade da reacao
€ a presenca de inibidores - tais como componentes da matriz alimentar —, os quais
podem potencializar reagdes falso-positivas. Embora o enriquecimento das amostras
seja necessario para se alcancar o limite de deteccdo desejado, os esforgos continuos
na purificagdo do DNA-alvo irdo facilitar o desenvolvimento de testes que oferecam

resultados quantificaveis em tempo real.
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6 CONCLUSOES

e A habilidade do Agar Listeria According to Ottaviani and Agosti (ALOA) para
recuperar eficientemente L. monocytognes injuriadas subletalmente pode ser muito Gtil
para a enumeracao direta de células injuriadas em certos tipos de alimentos
processados (como por altas pressdes) e contendo um nivel de contaminagdo por
Listeria acima da sensibilidade da técnica de plaqueamento direto (=100 UFC.g™),

inclusive a partir de uma matriz alimentar contendo diferentes organismos.

e A utilizagdo do enriquecimento primario para 0 aumento do niumero de células
de L. monocytogenes nao € suficiente para deteccdo do microrganismo em amostras
naturalmente contaminadas, porém a utilizacao do caldo de enriquecimento secundario
testado impossibilitou o incremento do nimero de células de L. monocytogenes acima
do limite de deteccdo do PCR em tempo Real, por causa da microbiota acompanhante.
Em funcao desses fatores, a deteccao pela metodologia tradicional de cultivo em placa
foi mais eficiente que o protocolo de PCR utilizado. E necessario a intensificagdo de
pesquisas visando otimizar as condicées das etapas anteriores ao teste molecular.
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