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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi detectar Listeria monocytogenes inoculada em leite, apds um
periodo de enriquecimento seletivo, por meio da técnica de PCR. Foi feita a padronizacdo de
uma PCR utilizando os oligonucleotideos LM1/LM2 e de uma PCR multiplex com os
oligonucleotideos IAP1/IAP2 e LMA/LMB. Listeria monocytogenes foi inoculada em vdrias
concentracdes em leite esterilizado desnatado e em leite cru integral com dois niveis diferentes
de contaminacdo. A PCR padronizada foi aplicada para identificar a bactéria inoculada
experimentalmente e foi comparada com o método convencional de deteccio de L.
monocytogenes. Foram comparados, também, os métodos de extracdo de DNA utilizando fenol-
cloroférmio e por lise térmica, a partir de um caldo de cultura e diretamente da col6nia suspeita.
Somente foi possivel identificar L. monocytogenes por PCR no leite esterilizado desnatado, apds
48 horas de enriquecimento em meio seletivo (LEB). Neste caso, a sensibilidade do teste foi de
1 UFC/ml de leite, a mesma sensibilidade da metodologia convencional. Quando inoculada em
leite cru integral com contaminacdo bacteriana, L. monocytogenes s6 foi detectada pela
metodologia convencional, com uma sensibilidade de até 2 UFC/ml (leite com baixa
contaminacio). Foi possivel reduzir o tempo de identificacdo de L. monocytogenes, substituindo
os testes fenotipicos de identificacdo pela PCR padronizada, utilizando DNA bacteriano
extraido pelo método de lise térmica, diretamente da coldnia suspeita.

Palavras-chave: Listeria monocytogenes, PCR, detecc¢do, leite
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ABSTRACT

The aim of this work was to detect Listeria monocytogenes added in milk, after selective
enrichment period, by PCR technique. A PCR technique using the primers LM1/LM2 and a
multiplex PCR with IAP1/IAP2 e LMA/LMB was standardized. The conventional method of L.
monocytogenes detection was compared from milk samples with different bacterial count added
with various L. monocytogenes concentrations. The DNA extraction methods using phenol-
chloroform and thermal split were compared. The DNA extraction and the conventional
methods showed the same result in detecting the bacterium in samples of sterilized milk. In milk
samples with any initial contamination, the conventional methodology was sensitive and PCR
from enrichment broth can not detect L. monocytogenes added, independently of the extraction
method used. The identification time of L. monocytogenes decreased using the DNA extraction
by the strain split method using suspect colonies that grew in Oxford and PALCAM, in
substitution of identification phenotypes tests.

Key words: Listeria monocytogenes, PCR, detection, milk
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1 INTRODUCAO

Algumas doengas de origem alimentar sdao
bem conhecidas, mas estio sendo

consideradas emergentes porque,
recentemente, se tornaram mais comuns.
Listeria monocytogenes é um

microrganismo emergente porque foi recente
o reconhecimento do papel do alimento na
sua transmissdo ao homem.

Listeriose  estd mais freqlientemente
associada com o consumo de alimentos
contaminados, como queijos macios e carnes
processadas, que sdo conservados sob
refrigeracdo, pois 0  microrganismo
envolvido € capaz de crescer em baixas
temperaturas.

Durante o processo de producdo, elaboracgao,
transporte, armazenamento e distribuicdo,
qualquer alimento pode se contaminar por
substiancias toxicas, bactérias, virus e
parasitos. O leite, devido ao pH préximo ao
neutro e sua variedade e quantidade de
nutrientes, constitui um excelente meio de
cultura para o desenvolvimento de diversos
microrganismos. Os cuidados higi€nicos
para evitar contaminacdo devem  ser
iniciados na ordenha e continuados até o
momento de se consumir o produto. O
queijo € considerado um veiculo freqiiente
de patégenos de origem alimentar e, em
especial, os queijos frescos artesanais tém
sido muito relatados em surtos de infeccdo e
intoxicacdo alimentar. Dentre esses queijos
artesanais, destaca-se o queijo de coalho por
ser comumente elaborado a partir de leite
cru.

Doencas causadas pelo consumo de
alimentos contaminados causam impacto a
saide publica e a economia mundial. O
Centro de Prevencdo e Controle de Doengas
(CDC) estima que doencas de origem
alimentar sdo responsdveis por 76 milhdes
de casos por ano nos Estados Unidos,
resultando em 325.000 hospitalizages e

14

5.000 mortes (Food..., 2002). A listeriose se
tornou uma preocupa¢do no Brasil e no
mundo a partir da década de 80, quando
ocorreram surtos, sobretudo na América do
Norte.

A emergéncia da listeriose resulta de
interacdoes complexas entre vérios fatores,
refletindo em mudancas no padrdo social.
Esses fatores incluem: progressos médicos e
mudancas geograficas, assim como o
aumento do ndmero de  pessoas
imunossuprimidas e idosas; mudanga na
producdo primdria de alimentos (produgao
em larga escala), modificacdes nos
processos tecnoldgicos, desenvolvimento da
industria agricola e de sistemas de
estocagem sob refrigeracdo, além de
mudancas nos hébitos alimentares, como
aumento da demanda de consumo por
alimentos prontos, congelados ou
refrigerados, que possam ser preparados
rapidamente.

Considerando a importancia desta doenca
transmitida pelo consumo de produtos de
origem animal, este trabalho se propds a
padronizar uma PCR (Polimerase Chain
Reaction)  para  identificar  Listeria
monocytogenes e avaliar a sensibilidade e
especificidade da reagdo na identificagdo

deste patégeno inoculado
experimentalmente em leite.
2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 HISTORICO

Listeria monocytogenes foi observada em
feridas de pacientes, provavelmente em
1891. A primeira observacdo sobre Listeria
em animais provavelmente coube a Hiilphers
em 1911, que isolou uma bactéria de focos
necréticos em figado de coelho, denominada
de Bacillus hepatis (Seeliger, 1984).

A primeira descri¢do de um bastonete Gram-
positivo foi feita por Murray et al. em 1926.
Eles descreveram uma infeccdo espontinea
que ocorreu entre os coelhos e cobaios de



laboratério no biotério da Universidade de
Cambridge e denominaram o agente de
Bacterium monocytogenes, em virtude de a
infeccdo ser caracterizada por uma
monocitose (Salamano et al., 2005). No ano
seguinte, Pirie (1927) estudando uma
epizootia em roedores na Africa do Sul,
isolou de figado uma bactéria que recebeu a
denominagdo de Listerella hepatolytica, em
homenagem ao cientista e cirurgido britanico
lorde Joseph Lister (1827-1912), que
estudou infeccdo séptica pds-operatoria.
Finalmente, em 1940, o microrganismo foi
caracterizado de forma definitiva como
Listeria monocytogenes (Gray e Killinger
1966; Oliveira, 1993; Hofer e Reis, 2005;).

2.2 O GENERO Listeria

Espécies de Listeria estdo distribuidas no
ambiente e podem ser isoladas do solo,
plantas, vegetacdo em decomposicdo e
silagem (Quinn et al., 1994). Existem seis
espécies descritas, que podem ser divididas
em dois grupos: hemoliticas e ndo-
hemoliticas. No primeiro grupo estdo: L.
monocytogenes, L. ivanovii (subespécies
ivanovii e londoniensis) e L. seeligeri. As
nao hemoliticas (segundo grupo) siao L.
grayi, L. innocua e L. welshimeri (Bille et
al., 2003).

Listeria monocytogenes € uma bactéria
patogénica, ubiqiiitaria, microaerébia, Gram
positivo que causa infeccdes sérias em
individuos imunossuprimidos e em mulheres
gestantes (Almeida e Almeida, 2003). Ela é
psicrotréfica, ndo esporulada, se caracteriza
morfologicamente por ser bastonete curto e
crescer rapidamente em culturas e em
tecidos animais. A L. monocytogenes ¢é
catalase positiva, oxidase negativa, hidrolisa
a esculina, tolera at€ 10% de cloreto de
sédio e cresce em pH variando entre 4,1 e
9,6 (Quinn et al., 1994; Almeida e Almeida,
2003). Possui ainda, a capacidade de formar
biofilme (Gandhi e Chikindas, 2007).

Listeria ivanovii e L. monocytogenes podem
causar doencas em animais e L.
monocytogenes tem sido muito incriminada
como causadora de doenca no homem
(Quinn et al., 1994). Segundo Farber e
Peterkin (1991), 95% dos surtos de listeriose
humana de origem alimentar foram causados
por L. monocytogenes sorotipos 1/2a e 4b.

2.3 LISTERIOSE

Listeriose é uma doenga alimentar atipica
devido a sua gravidade e por ndo possuir
natureza entérica, se manifestando na forma
de meningite, septicemia e aborto. Grande
nimero de acometidos vai a 6bito (20-30%)
e o periodo de incubacdo varia de 3 a 70 dias
com média de 3 semanas (Doyle et al.,
1997).

A sintomatologia causada pela listeriose em
humanos inclui uma sindrome parecida com
a influenza em mulheres grdvidas. Listeria
monocytogenes pode infectar o feto e causar
aborto ou nascimento prematuro. Em trés
casos de meningite por L. monocytogenes,
relatados no Distrito Federal, os pacientes
apresentaram febre e, dois deles, quadro de
convulsdo, cefaléia e vomito (Hofer et al.,
1998). A manifestagdo neuroldgica da
doenca pode ocorrer nos neonatos e em
adultos, principalmente nos
imunossuprimidos. Médicos veterindrios e
magarefes podem adquirir infec¢io primdria
cutinea e, depois, a forma generalizada
(Quinn et al., 1994).

De um total de 3.112 amostras de Listeria
spp. provenientes de regides diferentes do
Brasil, e que foram estocadas durante vinte e
seis anos consecutivos (1971-1997), de
diferentes origens (solo, efluente de
inddstria de embutidos, carcacas de frango,
carnes), Hofer et al. (2000) identificaram
Listeria innocua como a mais prevalente
(72,9%). A porcentagem de L.
monocytogenes encontrada foi de 24,8% e o
sorotipo 4b foi o mais presente (45,4%).
Neste mesmo estudo, também foi constatado
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que o sorotipo 4b predomina em amostras de
humanos e de carnes; o sorotipo 4a em
amostras de animais, principalmente de
vacas sauddveis; o sorotipo 1/2a em
produtos lacteos e 1/2b em amostras do
ambiente.

Alguns relatos sobre a ocorréncia de
listeriose no homem tém sido feitos no
Brasil. No periodo de abril a dezembro de
1985 foram observados cinco casos de
listeriose em transplantados renais em um
mesmo hospital em S3o Paulo. A maior
prevaléncia, nesses casos, foi de L.
monocytogenes do sorotipo 4b (Hofer et al.,
1999). Também no Estado de Sdo Paulo
foram relatados dois casos de peritonite
bacteriana espontinea por L. monocytogenes
em pacientes com cirrose (Toyoshima et al.,
2006).

Em um estudo retrospectivo realizado no
setor de patologia de um hospital-escola de
Porto Alegre no ano 2000, foram
examinados, utilizando a técnica de
imunohistoquimica, 254 blocos de parafina
de placentas provenientes de aborto, parto
prematuro e nascimento a termo. Dessas
placentas, 148 apresentaram alteragdes
quando examinadas pela técnica de
hematoxilina e eosina, indicando possivel
presenca de L. monocytogenes. Dessas 148
placentas analisadas, 33,7% foram positivas
para a bactéria pesquisada, sendo o
microrganismo isolado em placentas de
todos os trimestres  gestacionais €
provenientes de pacientes de varias idades
(Schwab e Edelweiss, 2003).

2.4 MECANISMOS DE INFECCAO

7

Esta bactéria € um parasita intracelular
facultativo, que invade uma extensa
variedade de células devido a capacidade de
escapar da membrana de fagossomos, para
se  reproduzir  intracelularmente  no
hospedeiro. ~Apdés a replicagdo, L.
monocytogenes se difunde diretamente nas
células adjacentes através de um mecanismo
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de motilidade, baseado na polimerizacido da
actina da célula hospedeira (Almeida e
Almeida, 2003).

A associacdo da listeriose com o consumo
de leite pasteurizado reforca a hipétese de
que a ingestdo do microrganismo € um dos
mecanismos de infeccdo (Fleming et al.,
1985). Entretanto, Jersek et al. (1999)
sugeriram que uma minoria de L.
monocytogenes presente nos alimentos pode
causar infeccdo nos homens e nos animais.
Listeria pode ultrapassar a barreira epitelial
e intestinal e se instalar e multiplicar nos
hepatdcitos e macréfagos do bago, com o
auxilio de uma hemolisina chamada
listeriosina O (Quinn et al., 1994). A
listeriolisina O €& a responsavel pelo
aparecimento da zona de beta-hemdlise,
observada quando L. monocytogenes ¢é
inoculada em 4gar-sangue, e é codificada
pelo gene hly. Ela permite que a bactéria
escape ao processo de fagocitose (Salyers e
Whitt, 1994). Uma das proteinas associadas
a invasdo celular é a p60, que é codificada
pelo gene chamado iap, de “invasion
associated protein” (Rocourt e Cossart,
1997). Uma rota alternativa pode ser a das
superficies das mucosas ao sistema nervoso
central, via bainha do nervo periférico,
terminando no nervo trigémeo (Quinn et al.,
1994).

O crescimento no ambiente reduz a
producdo dos fatores de viruléncia, pelo fato
desses ndo  serem  necessdrios  a
sobrevivéncia. Mas se introduzidos na
intimidade do hospedeiro susceptivel, ocorre
rapida expressdo dos genes de viruléncia. O
dominio sobre o mecanismo de agcdo desses
fatores fornece subsidios tteis para as
medidas preventivas e terapéuticas. E,
particularmente, para o desenvolvimento de
métodos mais adequados para detecgcdo
(Almeida e Almeida, 2003).



2.5 SENSIBILIDADE A
ANTIMICROBIANOS E
RESISTENCIA TERMICA

A resisténcia e  sensibilidade a
antimicrobianos foram testadas por Hofer et
al. (1998). A bactéria se mostrou sensivel a
eritromicina, tetraciclina e cloranfenicol e
resistente as cefalosporinas de terceira
geracdo. Hofer et al. (1999) mostraram que
L. monocytogenes sorotipo 4b foi resistente
a cefoxitina, clindamicina, oxacilina e
penicilina.

Quanto a resisténcia térmica, alguns estudos
tém sido realizados h4 algum tempo para
avaliar os efeitos sobre Listeria spp. Bearns
e Girard (1958), por exemplo, demonstraram
a eficiéncia da pasteurizacido de acordo com
a quantidade inicial de  Listeria
monocytogenes no leite cru. Em quantidades
inferiores a 5 x 10’ no leite cru a
pasteurizacdo (61,7°C durante 35 minutos)
se mostrou eficaz.

Bradshaw et al. (1985) demonstraram por
meio de experimento que, se realizada de
acordo com as recomendacdes do FDA
(Food and Drug Administration), a
pasteurizacdo garante a destruicio da L.
monocytogenes no leite integral. Padilha et
al. (2001) nao encontraram L.
monocytogenes em leite  pasteurizado
comercializado na cidade de Recife, Estado
de Pernambuco. Segundo os autores, a
ampla microbiota encontrada no leite
pesquisado e os processos fisicos e quimicos
empregados para destrui-la podem ter
interferido no isolamento.

A industria utiliza o sal e o frio como um
método de preservacdo de alimentos. A
habilidade de a Listeria sobreviver em altas
concentracdes de sal e a baixas temperaturas
torna mais dificil o seu controle na industria
alimenticia (Gandhi e Chikindas 2007).

2.6 ALGUNS SURTOS E OCORRENCIAS
EM ALIMENTOS

Entre 30 de junho e 30 de agosto de 1983,
49 pacientes no estado de Massachusets, nos
Estados Unidos, adquiriram listeriose. Sete
casos ocorreram em fetos ou criancas e 42
em adultos imunossuprimidos. Quatorze
pacientes morreram (29%). Das 40 amostras
de L. monocytogenes isoladas e testadas, 32
eram do sorotipo 4b. Estudos
epidemioldgicos revelaram que a doenca
estava fortemente associada com a ingestao
de uma bebida elaborada com leite integral
ou parcialmente desnatado, pasteurizada. O
leite envolvido no surto teve origem em
fazendas onde, de acordo com as anotacdes
do veterinario, ocorreram casos de listeriose
em algumas vacas em lactagdo na mesma
época do surto. Muitos sorotipos de L.
monocytogenes foram encontrados no leite
cru dessas fazendas apoés o surto. No local de
beneficiamento do leite, nenhuma evidéncia
de falha na pasteurizacdo foi encontrada.
Esses resultados levam a questionar a
capacidade da pasteurizacdo em erradicar
grandes quantidades de L. monocytogenes
em leite cru contaminado (Fleming et al.,
1985).

Em um trabalho reportando seis casos
clinicos de neurolisteriose em adultos, a
idade variou de 27 a 71 anos, sendo quatro
pacientes do sexo feminino e dois do sexo
masculino. Trés deles consumiam queijos
artesanais com freqiiéncia (Salamano et al.,
2005).

Silva et al. (1998) encontraram amostras de
queijo positivas para L. monocytogenes em
um estudo realizado no Rio de Janeiro.
Foram analisadas 103 amostras de vdrios
tipos de queijos e 1,8% estavam
contaminadas com essa bactéria. Os queijos
contaminados eram dos tipos Gorgonzola,
Roquerfort e Minas frescal.

De 173 amostras coletadas em Portugal,
provenientes de superficies do ambiente e de
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equipamentos de laticinios, 6,4% foram
positivas para L. monocytogenes. Amostras
de alimentos (carne, peixe, leite e frango)
crus e processados também foram coletadas
na mesma localidade durante um periodo de
oito meses. Das 272 amostras analisadas,
6,6% estavam contaminadas com L.
monocytogenes (Pinto et al., 2001).

Durante o periodo de um ano, foi pesquisada
a presenga de L. monocytogenes em duas
plantas de processamento de leite no Reino
Unido. Esta bactéria foi encontrada em
6,25% dos equipamentos, 40,6% no
ambiente, 22,2% no leite cru e em nenhuma
amostra de leite pasteurizado. Porém foi
encontrada L.  welshimeri no leite
pasteurizado, indicando contaminagdo pds-
processamento (Kells e Gilmour, 2004).

O queijo Minas frescal ¢ um dos queijos
mais populares produzidos no Brasil. Sua
maior caracteristica ¢ um agraddvel gosto
dcido. E um queijo fresco, macio, altamente
perecivel e possui validade curta, mesmo
sob refrigeracdo. Listeria monocytogenes é
psicrotréfica e suporta pH 4dcido. O
crescimento desse microrganismo pode
ocorrer neste tipo de queijo. De acordo com
o fluxograma de fabricagdo do queijo Minas
frescal, Silva et al. (2003) coletaram
amostras em  diferentes etapas do
processamento deste queijo (recep¢do do
leite cru, pasteurizagdo, coagulacio e
estocagem). De um total de 218 amostras
coletadas, 13 foram positivas para Listeria
spp., sendo duas caracterizadas como L.
monocytogenes.

No Rio de Janeiro, foi encontrada L.
monocytogenes em um numero significativo
(13,3%) de amostras de salame (Borges et
al., 1999). Segundo os autores, ¢ necessario
monitorar a presenga desse patdgeno,
principalmente nesse tipo de produto, por ser
consumido sem tratamento térmico. Em
Florianépolis, Pelisser et al. (2001)
analisaram 48 carcacas de frango de
diferentes marcas, coletadas em
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supermercados, detectando L.
monocytogenes em 11 amostras (23%).

Lingliicas mistas do tipo frescal sao
produtos de origem animal que apresentam
alta atividade de d4gua e, por serem
intensamente manipuladas e ndo serem
submetidas a tratamento térmico, podem
conter microrganismos patogénicos. Em um
estudo realizado no Rio Grande do Sul, foi
detectada Listeria spp. em todas as amostras
analisadas. Foram coletadas amostras de
matéria-prima, equipamentos e produto
final. Listeria monocytogenes foi encontrada
em 29,3%, inclusive no produto final,
demonstrando a necessidade de readequacdo
das préiticas de limpeza e sanificacdo da
planta de processamento (Silva et al., 2004).

Em outro estudo, L. monocytogenes foi
isolada em 307 das 3.685 amostras de vdrios
produtos (carne crua e cozida, frango cru e
processado, vegetais congelados, peixe
defumado, leite cru e processado, e outros)
que foram coletadas durante quatro anos em
diferentes industrias e mercados no norte da
Espanha. Dentre as amostras positivas, 285
foram encontradas em produtos prontos para
consumo. Este fato preocupa por serem
esses alimentos consumidos sem prévio
tratamento térmico. Atengdo especial tem
que ser dada para evitar a contaminacao pos-
processamento (Vitas et al., 2004).

A ocorréncia de mastite bovina causada por
L. monocytogenes ¢é pouco descrita na
literatura. Em um trabalho realizado por
Gitter et al. (1980), L. monocytogenes
sorotipo 4 foi isolada na amostra de leite
colhida do quarto afetado. Porém, o exame
histolégico dos linfonodos e do tecido
mamdrio ndo revelaram a presenca da
bactéria. A presen¢a da L. monocytogenes
no leite, segundo os autores, ndo significa
que seja a causa da mastite.

2.7 METODOS DE DETECCAO



O método 993.12 da Association of Offical
Analytical Chemists (AOAC)/International
Dairy Federation (IDF) € freqiientemente o
de escolha para detectar Listeria
monocytogenes em produtos lacteos e possui
instrucdes especificas para preparacdo das
amostras de cada produto licteo. Para

A metodologia convencional para o
isolamento de Listeria spp. baseia-se no
emprego de enriquecimento primdrio da
amostra em meio liquido seletivo, seguido
ou ndo de enriquecimento secunddrio,
também em meio seletivo. A seguir, as
aliquotas deste caldo de enriquecimento sdao

deteccdo de Listeria, este método utiliza semeadas em placas de meios sdlidos
enriquecimento seletivo por 48 horas em um seletivos e, apds incubagdo, colonias
meio contendo acriflavina e  dcido suspeitas do microrganismo sao
nalidixico, para, entdo, ser plaqueado em identificadas através da avaliacdo de suas
dgar Oxford (Gasanov et al., 2005). caracteristicas (Figura 1), segundo
Rodrigues et al. (2003).
ISOLAMENTO
g
ENRIQUECIMENTO SELETIVO
ISO 11290
FDA BAM
USDA
g
PLAQUEAMENTO SELETIVO
AGAR OXFORD
AGAR PALCAM
AGAR MOX
AGAR LBM
ou método equivalente
g
CONFIRMACAO
métodos utilizados na rotina
FENOTIPICOS <}J k{>GEN0TiPIcos
CULTURA BIOQUIMICOS IMUNOLOGICOS DNA
Motilidade Fermentacao Imuno-precipitacao DNA hibridiza¢ao
Gram de actcares ELISA PCR
Hemolise RT-PCR
CAMP RNA

Fonte: Gasanov et al. (2005)
Figura 1: Esquema de isolamento e identificacio
de alimentos e do ambiente

Uma grande variedade de métodos
bacteriolégicos, incluindo meios de cultura,
vem sendo proposta, objetivando agilizar o

de Listeria spp. e Listeria monocytogenes em amostras

rastreamento de L. monocytogenes em
diversos tipos de alimentos (Silva et al.,
1998).
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Os caldos de enriquecimento apresentam

composicdo bdsica muito semelhante,
variando apenas a concentracio e
combinacdo  dos  agentes  seletivos.

Entretanto os meios de isolamento de
Listeria apresentam um maior nimero de
varidveis. De maneira geral, esses meios
exploram a resisténcia da bactéria a vdrios
antimicrobianos como, por exemplo, 4cido
nalidixico, polimixina B, moxalactam,
cefotetan, cicloheximida, entre outros. Estes
antimicrobianos sdo usados em conjunto,
com outros agentes seletivos, tais como
feniletanol, cloreto de litio, acriflavina,
anidrido glicinico e telurito de potdssio
(Rodrigues et al., 2003).

Pini e Gilbert (1988) compararam a
eficiéncia de praticas de isolamento de L.
monocytogenes.  Naquela  época, era
utilizado o resfriamento (4°C) por semanas
ou até meses para favorecer o crescimento
dessa bactéria em relacdo aos outros
microrganismos, por ser psicrotréfica. O
tempo para obtencao do resultado € a grande
desvantagem do método. O enriquecimento
pelo frio foi comparado com a técnica que

utiliza um caldo e depois incubagdo a 30°C
por 24 e 48 horas. Apés o periodo de
incubagdo, foram feitos o plaqueamento e a
identificacdo. Para as amostras de leite, ndo
houve diferenca significativa entre os
métodos para detec¢do da L. monocytogenes.
Porém, para as amostras de frango, o método
de enriquecimento a 30°C foi o mais
sensivel.

A eficiéncia dos diferentes procedimentos
para o isolamento de L. monocytogenes a
partir de queijos estd associada a indimeros
fatores, como caracteristicas intrinsecas da
amostra analisada (pH, atividade de 4gua,
potencial de o6xido-redugdo, conteido em
nutrientes, microbiota presente e a sua
distribui¢do no alimento), seletividade dos
meios de cultura e tipo de incubagdo
(temperatura e atmosfera) (Silva et al.,
1998). A Tabela 1 mostra varios meios
utilizados para detec¢do de Listeria spp. e
seus agentes seletivos e indicadores.

Tabela 1. Agentes seletivos e indicadores em alguns meios para detectar Listeria
monocytogenes

Agentes seletivos e indicadores
Meio Acriflavina  Glicina anidra  Fenil etanol LiCI Esculina Telurito de K Antibidtico
MMA - + + + - - Cyclo
LPM - + + + - - Mox
Mod. V] - + - + - + Mox,
Nal, B
RAPAMY + - + - + - Mox, Nal
PALCAM + - - + + - Cz, Poly
ACA + - - - - - Cz
Oxford + - - + + - Ctt, Fos,
Col
Mod. Oxford - - - + + - Mox, Col
ASLM + - + + + - Mox, Cz
Abreviagcdes: MMA: agar McBride modificado; LPM: 4gar Moxalactam feniletanol clorado; Mod V1I:

dgar Vogel Johnson modificado; ACA: 4gar acraflavina-ceftazidima; Mod Oxford: meio Oxford
modificado; ASLM: meio Al-Zorecky-Sandine para Listeria; Cyclo: cycloeximida; Mox: oxalactam; Nal:
4cido nalidixico; B: bacitracina; Cz: ceftazidime; Poly: polimixina B; Ctt: cefotetan; Fos: fosfomicina;

Col: colistina
Fonte: Farber e Peterkin (1991)
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Para pesquisar a presenca de Listeria em
carcacas de frango, utilizaram-se dois
métodos: o recomendado pelo Food and
Drug Administration (FDA), porém com
uma segunda etapa de enriquecimento antes
do plaqueamento e o método rdpido
Clearview (Oxoid, UK, Ltd). Com o
primeiro método foram encontradas 14
carcagas positivas para Listeria spp., sendo
sete caracterizadas como L. monocytogenes.
Com o segundo método, detectaram-se 17 e
11 amostras positivas para Listeria e Listeria
monocytogenes, respectivamente.  Outra
observacdo feita pelos autores ¢é que,
utilizando o método Clearview + API
Listeria, o resultado confirmado para
espécie foi obtido apds 115-139 horas.
Entretanto, com o método convencional
modificado + API Listeria foram necessdrias
120-160 horas. Os resultados obtidos pelos

métodos utilizados mostraram-se
moderadamente  concordantes e  ndo
apresentaram diferenca significativa

(Pelliser et al., 2001).

Almeida e Almeida (2003) descreveram em
uma revisdo sobre deteccio de L.
monocytogenes 0s seguintes métodos:
técnicas imunoldgicas (ELISA), sondas de
DNA, reacdo em cadeia da polimerase
(PCR), RAPD-PCR (analise do
polimorfismo de fragmentos de DNA
amplificados ao acaso), bioluminescéncia,
método de amplificagdo fagica e método
fago-luciferase.

A PCR € uma técnica da biologia molecular
que permite a amplificacdo de codpias
miultiplas de uma seqiiéncia especifica de
DNA. Ela envolve ciclos multiplos de
desnaturacdo do DNA, anelamento dos
iniciadores e extensdo da fita, requer uma
DNA polimerase termoestivel (Taq DNA
polimerase), Mg++ como co-fator da Taq,
deoxirribonucleotideos (dNTP), iniciadores
e um tamp3o de reacdo.

Em um experimento para detectar L.
monocytogenes em biofilmes, Guilbaud et

al. (2005) utilizaram a técnica de PCR, em
tempo real, baseada no uso de uma sonda
fluorescente que se hibridiza com a
seqiiéncia-alvo, gerando um  sinal
fluorescente que é acumulado durante a
amplificacdo, proporcionalmente a
concentragio de produtos amplificados. E
um sistema que permite correlacionar a
intensidade de um sinal coletado com a
quantidade de produto amplificado. O
RAPD-PCR € uma técnica genética baseada
na amplificacdo do DNA com um ou vdrios
iniciadores de seqii€ncia arbitrdria. Estes
iniciadores detectam polimorfismos na
seqliéncia do DNA que podem ser usados
como marcadores genéticos. Os perfis de
RAPD s@o analisados em gel de
poliacrilamida ou agarose quanto a presenca
ou auséncia da banda para cada loco
amplificado.

A RT-PCR pode ser utilizada para estimar a
quantidade do microrganismo na amostra e
ajudar a estudar o comportamento da L.
monocytogenes frente a presenca de outras
bactérias produtoras de inibidores mostrando
a atividade inibitéria nesse patégeno
(Guilbaud et al., 2005).

Virios autores utilizaram a PCR para
diagnosticar a presenga de L. monocytogenes

em alimentos, 6rgaos, meio ambiente, 4gua e
fezes (Novga et al., 2000; Shen et al., 2006;)

3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL
Detectar Listeria monocytogenes inoculada

em leite, apds a etapa de enriquecimento
seletivo, por meio da técnica de PCR.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
- Confirmar a identificacio de

amostras de Listeria spp. por meio de testes
bioquimicos.
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- Padronizar uma reacdo de PCR

com  culturas puras de  Listeria
monocytogenes.
- Avaliar a eficiéncia de

amplificacdo da reacdo de PCR, utilizando-
se trés oligonucleotideos diferentes.

- Avaliar a especificidade da reacdo
de PCR testando-se diferentes estirpes de
Listeria monocytogenes, bem como outras
espécies de Listeria e outros géneros
bacterianos.

- Avaliar a sensibilidade da reacdo
de PCR na identificacdo de Listeria
monocytogenes inoculada em leite.

4 MATERIAL E METODOS

A parte experimental do trabalho foi
realizada no Laboratério de Microbiologia
do Leite da Embrapa Gado de Leite, em Juiz
de Fora, Minas Gerais.

4.1 AMOSTRAS DE BACTERIAS

Neste estudo foram utilizados 41 amostras
de Listeria spp., compreendendo: 31
amostras de Listeria monocytogenes e duas
de Listeria innocua isoladas de ambiente de
laticinios, de queijo e de produtos cdrneos;
quatro  amostras-padrdo  de  Listeria
monocytogenes (ATCC 19111, ATCC
19117, ATCC 7644, SCOTT A), e uma
amostra-padrdo de cada uma das seguintes
espécies: Listeria innocua (IAL 1984),
Listeria ivanovii (IAL 1983), Listeria
seeligeri (IAL 1985) e Listeria welshimeri
(TAL 1986). Os isolados de ambiente, de
queijo e de produtos cdrneos foram
gentilmente cedidos por outros laboratérios
e estocados a -20°C e a — 80°C para
posterior utilizacao.

4.2 CARACTERIZACAO
BIOQUIMICA DAS AMOSTRAS DE
BACTERIAS

A identificacdo dos isolados foi confirmada
por meio dos seguintes testes bioquimicos,
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realizados de acordo com Barrow e Feltham
(1993): coloragdao de Gram; producdo de
catalase; oxidase e de hemdlise beta em dgar
contendo 5% de sangue desfibrinado de
carneiro; hidrélise da esculina; teste do
Vermelho de Metila e de Voges- Proskauer
(VM/VP); motilidade no meio de SIM; teste
de CAMP com Staphylococcus aureus e
Rhodococcus equi (R. equi); producdo de
dcido a partir de glicose, manitol, ramnose,
xilose e ribose; hidrdlise do hipurato de
sédio e reducdo do nitrato. A identificacdo
foi realizada de acordo com Quinn et al.
(1994) e Bille et al. (2003).

4.2.1 Coloracdo de Gram

Inicialmente, uma coldnia cultivada por 24 h
foi homogeneizada com 4gua destilada
estéril em uma lamina e fixada com calor. A
lamina foi coberta com solucdo de cristal
violeta durante um minuto e, depois, o
corante foi desprezado. Em seguida, a
lamina foi coberta com lugol, por mais um
minuto e desprezou-se novamente o corante.
Com a lamina inclinada, gotejou-se 4lcool
até ndo mais ocorrer desprendimento de
corante  (cerca  de 15 segundos).
Posteriormente, a limina foi rapidamente
lavada em dgua corrente. Por fim, cobriu-se
com safranina e aguardaram-se 45 segundos.
A lamina foi lavada, seca e observada ao
microscopio Optico em objetiva de imersdo
(Barrow e Feltham, 1993).

4.2.2 Tipo de Hemdlise

O tipo de hemdlise foi determinado em
agar-sangue composto de meio TSA
(Tripticase Soy Agar, Difco) adicionado
de 5% de sangue desfibrinado de
carneiro. A hemolise é denominada de
alfa quando ocorre a destrui¢do parcial
de eritrdcitos (o meio de cultura ao redor
da col6nia torna-se esverdeado). Quando
ocorre a destrui¢do total dos eritrdcitos, a
hemolise é classificada como beta, ou
hemolise total. A cultura é considerada



nao-hemolitica quando ndo se observa
alteracdo do meio ao redor da coldnia
(Barrow e Feltham, 1993).

4.2.3 Teste de catalase

Este teste detecta a enzima catalase, que
converte o peroxido de hidrogénio em dgua
e oxigénio. Para a realizacdo do teste,
colheu-se uma coldnia da placa de Petri
contendo dgar BHI (Brain Heart Infusion,
Difco). Essa colonia foi colocada sobre uma
lamina de vidro. Em seguida, adicionou-se
uma gota de peréxido de hidrogénio a 3%,
homogeneizando-se a coldnia. O teste é
positivo quando se observa a formacdo de
bolhas de ar (Barrow e Feltham, 1993).

4.2.4 Motilidade no meio SIM

Esta prova teve como objetivo avaliar a
motilidade do microrganismo. O teste foi
feito em meio SIM (Biobrds). O meio foi
inoculado até dois tercos com uma coldnia
isolada da bactéria (18 - 24 horas de
incubacdo) e incubado a 25°C, durante 3-5
dias. A motilidade é positiva quando o meio
fica turvo e negativa quando o meio
continua transparente € o0 crescimento
bacteriano se restringe apenas ao longo da
picada. Listeria monocytogenes, a0 mover-
se, produz um formato de guarda-chuva
caracteristico (Barrow e Feltham, 1993).

4.2.5 Teste do Vermelho de Metila (VM)

Este teste tem como principio testar a
habilidade de um microrganismo em
produzir 4cidos organicos, relativamente
estdveis, a partir da fermentagdo da glicose,
de modo a suplantar a capacidade tampdo
existente no meio. No teste, € pesquisada a
fermentacdo 4cida mista, em que as bactérias
utilizam a glicose como substrato e liberam
grande concentracdo de d4cidos como
produto final (Ribeiro e Soares, 1998).

Com o auxilio de uma alca de inoculagao,
duas ou trés colonias crescidas na placa de
dgar-sangue a 35°C por 18 a 24 horas, sob
aerobiose, foram inoculadas em um tubo
contendo 2 ml de caldo peptona-glicose
(preparado de acordo com Lennette et al.,
1985). Ap6s incubagdo a 35°C durante 7
dias, foram adicionadas ao tubo, duas a trés
gotas de uma solugdo hidroalcodlica de
vermelho de metila. O vermelho de metila é
um indicador que € dcido e indicard os graus
de acidez por alteracdes de cor em uma
escala de pH de 4,4 a 6,0. Com o pH de 4,4,
o indicador fica vermelho e com a
diminui¢do da acidez (pH 6,0), o indicador
fica amarelo. O tubo foi agitado
vigorosamente vdrias vezes durante 30
minutos. A reagdo é positiva quando ocorre
a coloracdo avermelhada do tubo ao final
dos 30 minutos. A coloracio résea do tubo é
interpretada como teste fracamente positivo
(Barrow e Feltham, 1993).

4.2.6 Teste de Voges-Proskauer (VP)

O teste de Voges-Proskauer é usado para
determinar a  habilidade de um
microrganismo  produzir um composto
neutro, o acetilmetilcarbinol (acetoina), a
partir da fermentacdo da glicose (Ribeiro e
Soares, 1998).

Com o auxilio de um swab estéril, a cultura
crescida na placa de dgar-sangue a 35°C por
18 a 24 horas, sob aerobiose, foi inoculada
em um tubo contendo caldo peptona-glicose
(também usado para o teste do Vermelho de
Metila), incubado a 35°C durante 24 horas.
Ap6s o periodo de incubagdo e a realizacdo
do teste VM, foram adicionados ao tubo 0,6
mL de solucdo A (a-naftol 5%) e 0,2 mL de
solucdo B (hidréxido de sédio 40%). O tubo
foi agitado vigorosamente vdrias vezes, para
o oxigénio atmosférico penetrar e oxidar a
acetoina em diacetila, sendo que o hidréxido
de potdssio atua como agente oxidante e o -
naftol como catalisador e intensificador de
cor. Com o uso de um agente oxidante, a cor
produzida desaparece rapidamente,
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sobretudo porque o complexo de reagdo
diacetila-peptona pode ser rapidamente
oxidado em um composto incolor. Portanto,
a reacgdo positiva é obtida quando ocorre a
coloracdo vermelha do tubo entre 15
minutos e 1 hora. A coloracdo résea do tubo
¢ interpretada como teste fracamente
positivo e a coloragdo marrom-esverdeada,
como resultado negativo (Ribeiro e Soares,
1998).

427 Teste de CAMP (Christie, Atkins e
Munch-Peterson)

Este teste foi realizado em uma placa de
Petri contendo 4gar-sangue, na qual
inicialmente inoculou-se, em uma linha
vertical, uma amostra de Staphylococcus
aureus P-hemolitico e em uma outra linha
vertical, paralela a primeira, uma amostra de
Rhodococcus equi. Em seguida, em posi¢ao
perpendicular as linhas de inoculagdo de S.
aureus € R. equi, inoculou-se a amostra a ser
testada sem que esta tocasse as outras. A
placa, entdo, foi incubada a 35°C, durante 24
horas.

O resultado € positivo quando a amostra
testada produzir uma substincia, a qual
consiste em uma proteina extracelular (fator
CAMP), que aumenta a area de hemolise
produzida por S. aureus e por R. equi. Neste
caso, ocorre a formagdo de uma drea de
hemolise tipica (forma de meia-lua) na
juncdo das duas culturas (Barrow e Feltham,
1993).

4.2.8 Teste de oxidase

O principio do teste consiste na detecgdo de
indofenol (citocromo-oxidase). Tiras para
reacdo de oxidase (Laborclin) foram
utilizadas. Com o auxilio de um palito de
madeira estéril, transferam-se
assepticamente uma ou duas coldnias da
amostra para a superficie da tira. A
coloragdo violeta da tira caracteriza o teste
de oxidase positivo (Barrow e Feltham,
1993).
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4.2.9 Hidrélise da esculina

O teste foi realizado em tubos de ensaio
contendo dgar TSA com 1% de esculina e
0,5% de cloreto férrico. O meio foi
inoculado com uma ou duas col6nias de uma
cultura de 24 h e incubado a 35°C, por até 7
dias.

Quando a bactéria é capaz de hidrolisar a
esculina, presente no meio contendo cloreto
férrico, ocorre a formacdo de dois
compostos: esculetina e um sal metalico, os
quais originam um composto marrom
escuro. Dai a reagdo positiva do teste ser
caracterizada pelo escurecimento do meio
(Quinn et al., 1994).

4.2.10 Hidrdlise do hipurato de sédio

Este teste foi realizado em caldo HI (Heart
Infusion, Difco), contendo 1% de hipurato
de sdédio. O meio foi inoculado com uma ou
duas coldnias da amostra crescida em agar-
sangue e depois, incubado a 35°C durante 14
dias. Apds o periodo de incubagdo, o meio
foi centrifugado a 2.500 g durante 10
minutos € 0,8 ml do sobrenadante foi
transferido para outro tubo de ensaio. Apds a
adicdo de 0,2 ml de cloreto férrico, agitou-se
o tubo. O resultado € positivo quando
houver formacdo de um precipitado, o qual
deve permanecer por mais de 10 minutos, e
turvacdo do meio. Este precipitado indica a
presenca de 4cido benzdico, resultante da
hidrélise do hipurato. O resultado é negativo
quando, apds a agitacdo, o tubo fica claro e
assim permanece. Uma reacdo fracamente
positiva, ou seja, quando ocorre a formagdo
de pouco precipitado, pode acontecer com
algumas amostras (Facklam e Elliott, 1995).

4.2.11 Formacgdo de 4cidos a partir de
carboidratos

Foi investigada a formacao de dcidos a partir
dos carboidratos D-glicose, manitol,
ramnose, ribose e xilose. O principio do
teste se baseia em determinar a capacidade



de um microrganismo em hidrolisar o
carboidrato incorporado em um meio base,
com conseqiiente producdo de dcido.

O teste foi realizado em tubo com BHI
contendo 1% do carboidrato especifico e o
indicador pudrpura de bromocresol. Virias
colonias crescidas em &dgar-sangue durante
24 horas foram transferidas para esses tubos
contendo os diferentes carboidratos e
incubados a 35°C por até 14 dias. A reagdo é
positiva quando houver alteracio da
coloracdo do meio para amarelo, e negativa
quando o meio permanece inalterado
(Facklam e Elliott, 1995).

4.2.12 Reduciao do nitrato

Para a realizacdo deste teste, utilizou-se o
caldo nitrato (preparado de acordo com
Barrow e  Feltham, 1995). Foram
transferidas duas a trés coldnias da amostra
para o tubo. Apéds incubagdo a 37°C por 5
dias, adicionou-se 1 ml do reagente A (dcido
sulfanilico 0,33% em é&cido acético SN) e 1
ml do reagente B (0,5% de a-naftilamina em
dcido acético 5N). A reacdo € positiva
quando houver alteragdo da coloracdo do
meio para vermelho, indicando a presenca
de nitrito, ou seja, a redu¢do do nitrato, e
negativa quando o meio permanece
inalterado (Barrow e Feltham, 1993).

43 EXTRACAO DE DNA DAS
CULTURAS BACTERIANAS

Para a extracio de DNA das -culturas
bacterianas, utilizou-se o método descrito
por Jersek et al. (1996), no qual foram
utilizados fenol e cloroférmio. Apds a
padronizacdo da PCR, outros dois métodos
foram utilizados para extracdo de DNA de
amostras de Listeria spp., sendo um de lise
térmica segundo Nunes et al. (1999) e outro
para cultura em meio sélido, no qual a lise
térmica foi feita diretamente da coldnia,
segundo Hu et al. (1999).

43.1 Extragdo utilizando fenol e
cloroférmio (Jersek et al., 1996)

Uma colonia de uma cultura cultivada por
24 horas foi inoculada em 3 ml de BHI e
este foi incubado a 35°C durante a noite,
sem agitacao.

Aproximadamente 2 ml do caldo BHI
inoculado foi transferido para um microtubo
estéril e centrifugado a 12.000 g durante 3
minutos. O sobrenadante foi imediatamente
desprezado e foram adicionados 500 ul de
tampao 1 X SSC (0,15 mol/l NaCl, 0,015
mol/I citrato de sédio), seguindo-se agitagao
em agitador de tubos e nova centrifugagao.

O sobrenadante foi desprezado,
adicionaram-se 100 ul de 4gua ultra pura
Milli-Q) e 8 ul de lisozima (50 mg/ml) e foi
feita incubacdo em tubo estitico a 35°C
durante 45 minutos sem agitacdo. Apds o
periodo de incubacdo, foram adicionados
200 pl de TE (0,05 mol/l Tris-HCI, pH 8,0,
0,02 mol/l Na,EDTA), 100 pl de Sarkosyl
(5% em TE) e 100 ul de Proteinase K (25
mg/ml em TE) e a amostra foi incubada a
35°C durante uma hora em tubo estatico.

As células lisadas, adicionaram-se 250 ul de
fenol e 250 pl de cloroférmio/dlcool
isoamilico (24:1). Foi feita agitacio manual
vigorosa por aproximadamente 1 minuto e
centrifugacdo a 12.000 g durante 5 minutos.
Apds a centrifugacdo, o sobrenadante foi
transferido para outro tubo e as duas etapas
anteriores repetidas, agitando-se o tubo com
menos vigor.

Apos as repeticdes, adicionaram-se 500 pl
de cloroférmio/dlcool isoamilico (24:1),
agitou-se manualmente o tubo com cuidado
por 30 segundos e centrifugou-se a 12.000 g
durante mais 5 minutos. Novamente, o
sobrenadante foi transferido para outro tubo
no qual foram adicionados 200 pl de acetato
de sédio 3M e 400 pl de etanol (100%) para
precipitacdo dos 4cidos nucléicos. Este tubo
foi centrifugado a 12.000 g durante 30
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minutos. Por fim, suspendeu-se o pellet, com
cuidado, em 40 pl de 4gua Milli-Q, e este foi
mantido em geladeira durante a noite. O
DNA extraido foi quantificado em
espectrofotdometro e congelado a —20°C.

4.3.2 Método de lise térmica

Tranferiu-se 2 ml de uma cultura de 18
horas em caldo BHI para um microtubo
estéril. Apds centrifugagdo a 5.000 g durante
4 minutos, o sobrenadante foi desprezado, o
pellet foi lavado trés vezes com 500 pl de
tampdo TE (10 mM Tris, 1 mM EDTA, pH
7,8) e submetido a uma centrifugagdao por
dois minutos a 5.000 g. O pellet foi suspenso
novamente em 100 pl de TE e ferveu-se por
10 minutos. Em seguida foi feita
centrifugacdio a 12.000 g durante 30
segundos e o sobrenadante foi estocado a -
20°C para posterior utilizacdo (Nunes et al.,
1999).

4.3.3 Método de lise térmica diretamente da
coldnia

Utilizou-se o método de lise térmica descrito
por Hu et al. (1999) para as coldnias

caracteristicas de L.  monocytogenes
crescidas no meio TSYEA.

Uma coldnia selecionada foi suspensa em
100 pl de agua Milli-Q em microtubo estéril.
Em seguida, o microtubo foi mantido
durante 10 minutos em 4gua fervente,
seguindo-se centrifugacdo durante dois
minutos a 12.000 g. Dois microlitros deste
lisado foram utilizados na PCR.

4.4 QUANTIFICACAO DE DNA

A quantificagdo de DNA foi feita em
espectrofotdmetro de luz ultravioleta visivel
(Gene Quant Pro, Amesham Biosciences) e
as concentracdes de DNA ajustadas para a
reacdo de PCR (50-100 ng/ul).

4.5 PADRONIZACAO DA PCR
4.5.1 Oligonucleotideos iniciadores
Foram utilizados oligonucleotideos

iniciadores  especificos, descritos na
literatura (Tabela 2).

Tabela 2. Oligonucleotideos utilizados na reacdo de PCR para identificag@o de Listeria monocytogenes

Oligonucleotideos Gene-alvo  Produto codificado Produto Referéncia
amplificado
LMA: CGGAGGTTCCGCAAAAGATG hlyA Listeriolisina O 234 pb Furrer et al. (1991)
LMB: CCTCCAGAGTGATCGATGTT
IAP1: ACAAGCTGCACCTGTTGCAG iap Invasion associated 131 pb Niederhauser et al.
IAP2: TGACAGCGTGTGTAGTAGCA protein (1993)
LM1: CCTAAGACGCCAATCGAA hlyA Listeriolisina O 702 pb Border et al. (1990)

LM2: AAGCGCTTGCAACTGCTC

4.5.2 PCR

As PCR’s foram padronizadas com DNA
extraido das amostras-padrdo de Listeria
monocytogenes (ATCC 19111, ATCC
19117, ATCC 7644, SCOTT A), Listeria
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innocua (IAL 1984), Listeria ivanovii (1AL
1983), Listeria seeligeri (IAL 1985) e
Listeria welshimeri (IAL 1986). As reagdes
foram  realizadas em  termociclador
(GeneAmp PCR System 9600, Applied
Biosystems). Adicionou-se 1 pl de DNA
bacteriano (100 ng/pl) & uma mistura



contendo 1 pl de cada oligonucleotideo (10
uM), 5 ul de tampdo de PCR 10 X, 1,5 pl de
MgCl, (50mM), 1 upl da mistura de
nucleotideos (10 mM), 0,2 U de Taq
polimerase e dgua Milli-Q para completar
um volume de 50 pl. As condigdes de
amplificacdo foram: 5 minutos a 94°C, 35
ciclos de 30 segundos a 94°C, 45 segundos a
temperatura de anelamento dos
oligonucleotideos (50°C para LM1/LM2 e
55°C para LMA/LMB e IAP1/IAP2) e 45
segundos a 72°C, e uma extensdo final de 5
minutos a 72°C, como descrito por Aznar e
Alarcén (2003). Como controle positivo da
reacdo, utilizou-se DNA extraido da amostra
de Listeria monocytogenes ATCC 19117, e
como controle negativo, &4gua Milli-Q
esterilizada.

Foram feitas tentativas para amplificar os
trés fragmentos de DNA (oligonucleotideos
LM1/LM2, LMA/LMB e IAP1/IAP2) em
uma mesma reacdo (PCR multiplex),
testando-se diferentes concentracdes de
MgCl,, DNA bacteriano, temperaturas de
anelamento e oligonucleotideos iniciadores.

4.5.3 Eletroforese em gel de agarose

Os fragmentos de DNA amplificados foram
separados por eletroforese em gel de agarose
1,5% (p/v) ap6s, aproximadamente, uma
hora utilizando-se 70 volts. O gel de agarose
foi submerso em solu¢do de brometo de
etidio (0,005%, p/v) durante 30 minutos e

fotografado em fotodocumentador (Eagle
Eye II, Stratagene). Utilizou-se marcador de
peso molecular de 100 pb (Promega) para
estimativa do tamanho dos produtos de PCR.

4.6 AVALIACAO DA
ESPECIFICIDADE E
SENSIBILIDADE DA PCR PARA
Listeria monocytogenes

4.6.1 Avaliagdo da especificidade

A especificidade de duas reagdes de PCR, a
primeira com os  oligonucleotideos
LMI/LM2 e a segunda com o0s
oligonucleotideos LMA/LMB e IAP1/IAP2
(PCR multiplex), foi avaliada utilizando-se
as amostras de Listeria spp. descritas no
item 4.1 e amostras pertencentes a outros
géneros bacterianos:  Escherichia  coli
(ATCC 11775 e ATCC 11229), Shigella
sonnei (CIP 6310), Klebsiella pneumoniae
(ATCC 13883), Salmonella Tiphymurium,
Staphylococcus aureus, Staphylococcus spp.
coagulase-negativo, Streptococcus
agalactiae,  Streptococcus  uberis. As
bactérias utilizadas foram escolhidas por
serem encontradas em leite e por estarem
disponiveis no banco de bactérias da
EMBRAPA Gado de Leite — Juiz de
Fora/MG. Para a avaliacdo da
especificidade, utilizou-se na PCR, DNA
extraido pelo método do fenol-cloroférmio.
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E _isteria monocytogenes em caldo BHI (18-24 horas de incubaco)
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Figura 2: Fluxograma de comparag¢do dos métodos de PCR e convencional para deteccdo de Listeria

monocytogenes

4.6.2 Avaliagdo da sensibilidade

Realizaram-se ensaios para avaliar se a PCR
padronizada teria potencial para identificar
até uma udnica célula bacteriana, partindo-se
de leite esterilizado e com diferentes niveis
de contaminagdo bacteriana. O leite foi
coletado diretamente no tanque de expansdo
com garrafas e coletores estéreis e também
no Laticinio Candido Tostes com garrafas
estéreis.

4.6.2.1 Determinacdo da concentragdo
celular de um cultivo de Listeria
monocytogenes

Duas coldnias de Listeria monocytogenes de
um cultivo de 18 horas foram inoculadas em
4 mL de caldo BHI e incubadas a 35°C por
18 horas. Foram feitas dilui¢cdes decimais
em tampdo fosfato (as dilui¢cdes decimais
foram preparadas até a extingdo - 10' ou
mais) e inoculadas, em duplicata, em
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Petrifilm™ (3M) para contagem total de
microrganismos mesofilicos. Os filmes
foram incubados a 37°C por 24 horas e ao
final deste periodo, realizou-se a contagem
bacteriana (UFC/ml). Este experimento foi
repetido trés vezes e foi determinada a
contagem bacteriana (UFC/mL) média.

Para a avaliagdo da sensibilidade da PCR,
inocularam-se experimentalmente as
diluicbes acima em leite esterilizado
(110°C/10minutos) e leite cru com baixa e
alta contaminacdo.

4.6.2.2 Determinacdo da sensibilidade da
PCR em detectar Listeria monocytogenes em
leite esterilizado a 110°C/10 minutos

Foram feitas diluicdes decimais de uma
cultura da  amostra-padrio  Listeria
monocytogenes ATCC 19117 cultivada em
caldo BHI por 24 h/35°C, diluindo-se 0,6 ml
da cultura em 5,4 mL de tampao fosfato, até



se obter a extincdo celular. Para as dilui¢des
contendo cerca de 100, 10, 1 e 0 UFC/ml,
foi feito plaqueamento de 1 ml da dilui¢do
em duplicata em Petrifilm™ (para
determinar o nimero de UFC/mL apds 24 e
48 horas de incubagao a 30°C) e inoculagdo
de 1 ml em cada 3 frascos contendo 24 ml
de leite em p6 desnatado reconstituido
estéril (Molico desnatado, — Nestlé). O leite
com o cultivo bacteriano foi transferido para
um frasco contendo 225 ml de caldo LEB
(Listeria Enrichment Broth, Difco). O
controle negativo foi feito utilizando apenas
dgua fosfatada estéril, caldo LEB e leite. Os
frascos foram incubados por 24-48h/30°C e
foi realizada a extracdo de DNA de 2 ml da
cultura de cada frasco pelo método de lise
térmica, descrito por Nunes et al. (1999) e
fenol-cloroférmio, descrito por Jersek et al.
(1996). O DNA assim extraido foi usado na
PCR (com os oligonucleotideos LM 1/L.M2)
para determinar a sensibilidade da técnica,
ou seja, o menor nimero de UFC presentes
no leite que o método seria capaz de
detectar. Também foi feito o plaqueamento
segundo o método convencional (Flowers et
al, 1992). Este ensaio foi repetido duas vezes
visando analisar a repetibilidade.

4.6.2.3 Determinacdo da sensibilidade da
PCR em detectar Listeria monocytogenes em
leite cru com baixa contaminagdo
microbiana inicial e em leite cru com alta
contaminacdo microbiana inicial

Os ensaios foram feitos com leite cru
(contagem bacteriana total inferior a 1 x 10*
UFC/ml), proveniente na Embrapa Gado de
Leite, Campo Experimental de Coronel
Pacheco, coletado utilizando material
asséptico, e com leite cru (contagem
bacteriana total maior que 1 x 10° UFC/ml),
obtido no Instituto de Laticinios da Candido
Tostes’EPAMIG. Realizou-se o mesmo
procedimento descrito no item 4.6.2.2
substituindo-se o leite estéril por leite cru
com as diferentes contaminagdes.

4.7 COMPARACAO DA PCR COM O
METODO CONVENCIONAL

O frasco contendo o caldo de
enriquecimento  (LEB)  inoculado  foi
incubado a 30°C por 24-48 horas. A partir
do caldo de enriquecimento, foram feitas
estrias em duas placas de dgar Oxford
(Difco) e duas de dgar PALCAM (Difco).
Os meios foram incubados a 35°C por 24-48
horas. Apds o periodo de incubagdo, as
placas foram examinadas para colnias
tipicas de Listeria spp. Em ambos os meios,
as colonias de Listeria spp. apresentam-se
com 2 a 3 mm de didmetro e com halos
castanhos ou negros, devido a hidrélise da
esculina. De cada placa de isolamento foram
selecionadas duas col6nias tipicas ou
suspeitas, as quais foram estriadas em 4gar
TSYEA (4gar triptona extrato de levedura,
Difco), de modo a obter colonias bem
isoladas. As placas de TSYEA foram
incubadas a 35°C por 24 horas ou até que o
crescimento fosse satisfatério para a
realizacdo dos testes bioquimicos de
identificacdo e da reacdo de PCR a partir da
coldnia suspeita (Harrigan, 1998; Hitchins et
al. 1998).

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 CARACTERIZACAO )
BIOQUIMICA DAS BACTERIAS

As amostras de Listeria spp. apresentaram-
se como bastonetes Gram-positivo, moveis e
com crescimento caracteristico (formato de
guarda-chuva) no meio de SIM, resultado
positivo nos testes de producdo de catalase e
hidrélise da esculina e negativo para a
producdo de oxidase, formaram é&cido a
partir da D-glicose, mas ndo a partir do
manitol, e nem reduziram o nitrato. As
demais caracteristicas podem ser
visualizadas na Tabela 3.
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Tabela 3. Caracterizacido bioquimica e amplificacdo por PCR de amostras de Listeria spp. isoladas
ambiente, de queijo e de produtos carneos, e de amostras-padrdo de Listeria spp.

do

N° Procedéncia HEM  S. R. HIP RAM XYL RIB VM VP PCR- PCR- PCR- Identificagao
amostras aureus equi LMA IAP LMl

13 ambiente/MG + + + + + + + + + + L. monocytogenes
2 ambiente/MG + + +/- + + + + + + + L. monocytogenes
1 ambiente/MG + + - + + + + + + + L. monocytogenes
1 frango/MG + + + + + + + + + + L. monocytogenes
11 queijo/RS + + + + + + + + + + L. monocytogenes
2 queijo/RS + + - + + + + + + + L. monocytogenes
1 queijo/RS + + +/- + + + + + + + L. monocytogenes
1 queijo/RS - - - + + + + - - - L. innocua

1 lingiiiga/RS - - - + + + + + + - L. innocua

1 ATCC 19111 - - - + + + + + + + L. monocytogenes
1 ATCC 19117 + + + + + + + + + + L. monocytogenes
1 ATCC 7644 + + - + + + + + + + L. monocytogenes
1 SCOTT A + + + + + + + + + + L. monocytogenes
1 IAL 1984 - - - - + + + - - - L. innocua

1 IAL 1983 + - + - - +- o+ - - - L. ivanovii

1 IAL 1985 - + + - - + - - - - L. seeligeri

1 IAL 1986 - - - - - + + - - - L. welshimeri

N
—_—

TOTAL

Abreviaturas: HEM — hemdlise; S. aureus — CAMP com S. aureus; R. equi — CAMP com R. equi; HIP —
hidrélise do hipurato; RAM — ramnose; XYL — xilose; RIB — ribose; VM — vermelho de metila; VP —

Voges-Proskauer

As amostras-padrao ATCC 1911, IAL 1984,
IAL 1983, IAL 1985 e IAL 1986
apresentaram algumas caracteristicas
atipicas (Tabela 3, resultados sombreados).
E possivel que ndo tenham mais a expressio
génica de algumas -caracteristicas, por
exemplo, hemdlise, pelo fato das mesmas
ndo serem necessdrias a sobrevivéncia no
ambiente, como citado por Almeida e
Almeida (2003).

5.2 PADRONIZACAO DA PCR
As PCR’s empregaram dois pares de
oligonucleotideos que amplificam o gene da

listeriolisina O (oligonucleotideos
LMI/LM2 e LMA/LMB) e um par de
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oligonucleotideos que amplifica o gene que
codifica uma proteina associada a invasdo da
célula hospedeira (invasion associated
protein, oligonucleotideos IAP1/IAP2).

Virios ensaios foram feitos utilizando-se a
amostra-padrdo  Listeria  monocytogenes
ATCC 19117. Nos ensaios, variou-se a
concentracdo de oligonucleotideos, MgCl,,
Taq polimerase, mistura de nucleotideos,
DNA bacteriano e temperatura de
anelamento. Foi testada uma reacdo de PCR
multiplex com todos os oligonucleotideos,
porém ndo foi obtido nenhum produto de
amplificacdo. Uma reacdo de PCR multiplex
com os oligonucleotideos LMA/LMB e
IAP1/IAP2  apresentou  produtos  de
amplificacdo bem nitidos (Figura 3).



LMA/LMB (234 pb)
TAP1/IAP2 (131 pb)

Figura 3. Reacdo de PCR multiplex com os oligonucleotideos LMA/LMB e IAP1/IAP2. Canaleta 1: L.
monocytogenes ATCC 19117; canaleta 2: Streptococcus uberis; canaletas 3 e 5: Streptococcus agalactiae,
canaleta 4: marcador de peso molecular de 100 pb; canaletas 6 e 7: Staphylococcus aureus; canaleta 8:

controle negativo

Todas as amostras de Listeria spp. foram
testadas com os trés oligonucleotideos.
Todas as amostras de L. monocytogenes
apresentaram produtos de amplificagdo com
os trés oligonucleotideos testados: 702 pb
(LM1/LM2), 234 pb (LMA/LMB) e 131 pb
(IAP1/IAP2). Uma amostra de L. innocua
apresentou produtos de amplificagdo com os
oligonucleotideos LMA/LMB e IAP1/IAP2
(Tabela 2). As demais espécies de Listeria e
os outros géneros Dbacterianos ndo
apresentaram produto de amplificacdo com
os oligonucleotideos testados. Desta forma,
verificou-se que os trés pares de
oligonucleotideos apresentaram uma boa
eficiéncia de amplificacdo, pois detectaram
todas as amostras de L. monocytogenes. Os
oligonucleotideos LM1/LM2 também foram
especificos, pois s6 amplificaram amostras
de L. monocytogenes.

Como  apresentam  temperaturas  de
anelamento idénticas, os oligonucleotideos
LMA/LMB e IAP1/IAP2 foram usados com
sucesso na mesma reacdo (PCR multiplex), o
mesmo néo ocorrendo com  0S

oligonucleotideos LM1/LM2, que
apresentam temperatura de anelamento
inferior, como ja descrito por Aznar e
Alarcon  (2003). Desta forma, foram
necessdrias duas reagdes diferentes para
obter os resultados com os trés
oligonucleotideos.

Apesar de serem especificos para L.
monocytogenes, a reacdo com  OS
oligonucleotideos LMI1/LM2 pode dar
origem a bandas inespecificas (Figura 4),
que, no entanto, apresentam peso molecular
diferente de 702 pb, ndo interferindo,
portanto, na  identificacio de L.
monocytogenes. Este fato também foi
reportado por Aznar e Alarcén (2003). Os
mesmos oligonucleotideos foram utilizados
por Rijpens e Herman (2004) para
identificar L. monocytogenes em amostras
de queijos contaminados artificialmente com
diferentes concentracoes desse
microrganismo.
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LM1/LM2 (702 pb)

Figura 4. PCR com os oligonucleotideos LM1/LM2. Canaleta 1: L. monocytogenes ATCC 19117,
canaleta 2: L. monocytogenes; canaleta 3: L. innocua 1AL 1984; canaleta 4: L. ivanovii IAL 1983;
canaleta 5: marcador de peso molecular de 100 pb; canaleta 6: L. seeligeri IAL 1985; canaleta 7: L.
welshimeri; canaleta 8: controle negativo da reag¢do de PCR.

A extracao por fenol e cloroférmio resultou
em DNA em quantidade e qualidade
superior, revelado pela leitura em
espectrofotdmetro, quando comparado com
o DNA extraido por lise térmica. Entretanto,
com os dois protocolos de extragdo houve a
amplificacdo de bandas especificas e nitidas
(Figura 5).

Os protocolos de extracdo por lise térmica
sdo mais rdpidos e utilizam apenas
quantidades pequenas de solugdes-tampao,
portanto, sendo mais econdmicos. Além
disso, oferecem menos riscos a saude do
manipulador por ndo utilizar o fenol e menos
impactos ao meio ambiente. Os protocolos
podem ser utilizados quando ndo existe a
necessidade de conservar o DNA bacteriano
para futuros experimentos. Neste ultimo
caso, deve-se optar pelo protocolo
convencional de extragdo por fenol e
cloroférmio.
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5.3 DETERMINACAO DA
SENSIBILIDADE DA PCR EM
DETECTAR Listeria monocytogenes
EM LEITE ESTERILIZADO A
110°C/10 MINUTOS

A PCR realizada com amostra de bactérias
ap6s 48 horas de enriquecimento em meio
seletivo para Listeria (LEB), detectou a
presenca de L. monocytogenes no leite
inoculado com a diluicdo na qual apenas
uma colonia cresceu em Petrifilm™ (1
UFC/ml). Também, houve crescimento da
bactéria nas placas de Oxford e PALCAM
que posteriormente, foram analisadas pela
metodologia convencional. Neste ensaio ndo
houve diferenca na sensibilidade de detec¢do
entre a técnica de PCR e a metodologia
convencional. A sensibilidade de detec¢do
de ambos os métodos coincidiu em todas as
repeti¢des e variou de 1 a 4 UFC/ml (Tabela
4 e Figura 5).



Tabela 4. Comparagdo entre os métodos Convencional e PCR na detec¢do de Listeria monocytogenes

inoculada em leite estéril

Diluigdo  In6éculo de L Convencional PCR
monocytogenes A° B* C* A" B Cc’
Repeticio 1 10° 41 UFC + + + + + +-
10° 4 UFC + + + + + +
107" 4 UFC - + - - + -
10" 0 UFC - - + - - +
Repeticio 2 10 48 UFC + + + + + +
10” 4 UFC + + + + + +
10 2 UFC - - + - - +
10™" 0 UFC - - - - - -
Repeticdo 3 10°® 48 UFC + + + + + +
107 8 UFC + + + + + +
107" 1 UFC - + - - + -
10" 0 UFC - - - - - -
* A, B e C: triplicatas para cada repeti¢do
+: positivo apds incubagdo a 30°C/48 h em meio de enriquecimento (LEB)
-: negativo apds incubacdo a 30°C/48 h em meio de enriquecimento (LEB)
Nenhuma bactéria foi detectada pela PCR A dificuldade em se detectar L.

quando esta foi realizada apds 24 horas de
incubagdo em caldo de enriquecimento
(LEB), nem com DNA extraido por fenol-
cloroférmio (Jersek et al., 1996), nem com
DNA extraido por lise térmica (Nunes et al.,
1999). O DNA extraido por ambas as
técnicas foi quantificado em
espectrofotdmetro.

monocytogenes com 24 horas de incubacgdo
pode ser devido a baixa quantidade do
microrganismo ou pureza do DNA. Rijpens
e Herman (2004) e Guilbaud et al. (2005)
comentam em seus trabalhos que os métodos

rdpidos  utilizados,  atualmente, para
identificar L. monocytogenes necessitam de
uma concentracao minima do

microrganismo de 10° UFC/ml.

Tabela 5. Concentragdo de DNA bacteriano total obtido por extragdo de DNA utilizando fenol-
cloroférmio apds 24 e 48 horas de incubagdo em caldo de enriquecimento (LEB).

Diluicéo Concentracdo de DNA (ng/ul)

24 horas 48 horas
10° 197,5 1.210,5
10° 210,0 1.124,0
10" 128.,0 1.276,5
10" 222.0 1.089,0
10" 213,0 600,0
10" 127,0 375,5

33



LM1/LM2 (702 pb)

4 5-6-.7 8 9 10 11 1213 14. 15

16 17 18 19 20 21 22.2324 2526 272829 30-31 3233 3435

e ——

Figura 5. PCR com os oligonucleotideos LM1/LM2 apds a etapa de enriquecimento a 30°C/48 h, com
diferentes dilui¢cdes de L.monocytogenes. Canaletas 1,2 e 3: extracdo de DNA por lise térmica do leite
contaminado inicialmente com 48 UFC/ml; 4, 5 e 6: extragdo de DNA por lise térmica do leite
contaminado inicialmente com 8 UFC/ml; 7 e 24; marcador de peso molecular (100 pb); 8, 9 e 10:
extracdo de DNA por lise térmica do leite contaminado inicialmente com 1 UFC/ml; 11 e 25: controles
positivos; 12 a 21: extracdo de DNA por lise térmica do leite inoculado com dilui¢des nas quais nao foi
observado crescimento bacteriano no Petrifilm; 22: controle negativo ndao inoculado; 23: controle
negativo da PCR; 26, 27 e 28: extragdo de DNA utilizando fenol-cloroférmio do leite contaminado
inicialmente com 48 UFC/ml; 29, 30 e 31: extragdo de DNA utilizando fenol-cloroférmio do leite
contaminado inicialmente com 8 UFC/ml; 32,33 e 34: extragdo de DNA utilizando fenol-cloroférmio do
leite contaminado inicialmente com 1 UFC/ml; 15 e 35 vazio

Na Figura 5, observa-se que quando
utilizado o fenol-cloroférmio, a banda foi
enfraquecendo a medida que foi diminuindo
a concentracdo de DNA. Provavelmente,
houve perda de DNA durante o
procedimento de extragdo. Neste
procedimento sdo realizadas extracdes
sucessivas com fenol e cloroférmio 1:1 para
purificar completamente os dcidos nucléicos.
Entretanto, cada etapa de mistura e
centrifugacio ¢ responsdvel por quebras nas
moléculas de DNA e perda do DNA total
(Brown, 2003). Com uma menor quantidade
de DNA disponivel, o fragmento
amplificado se torna cada vez mais fraco.

54 DETERMINACAO DA
SENSIBILIDADE DA PCR EM
DETECTAR L. monocytogenes EM

LEITE CRU  COM BAIXA
CONTAMINACAO MICROBIANA
INICIAL

34

Neste ensaio, a PCR nao detectou L.
monocytogenes  ap6és 48  horas de
enriquecimento em meio seletivo para
Listeria (LEB) em nenhuma dilui¢do, em
nenhuma repeticao e com nenhum dos dois
métodos de extracdo de DNA.

A sensibilidade de deteccio de L.
monocytogenes pela metodologia

convencional variou de 2 a 6 UFC/ml
(Tabela 6).

Resultados  positivos com PCR em
condi¢cdes semelhantes foram obtidos por
Rijpens e Herman (2004). Além de
utilizarem dois passos de enriquecimento, o
primeiro nido muito seletivo para recuperar
as Dbactérias estressadas, esses autores
também utilizaram a separacao
imunomagnética para, entdo, fazer a
amplificacdo por PCR.

LM1/LM2 (702 pb)



Tabela 6: Comparagdo dos métodos Convencional e PCR na deteccdio de L. monocytogenes
experimentalmente inoculada em leite cru com baixa populacdo microbiana, submetido a diferentes niveis

de contaminagdo

Contagem microbiana  Dilui¢des Inéculo de L. Convencional PCR
do leite cru monocytogenes A" B C A" B C
Repeticdo  Contagem Padrdo em 10”7 Incontavel + + + - -
Placas 10°® 61 UFC . 5
1 3 x 10 UFC/ml 10 8 UFC . 5
10" 2 UFC - - + - -
Coliformes 10! 0 UFC - - - - -
6 x 10' UFC/ml 10" 0 UFC - - - - -
Repeticdo ~ Contagem Padrdo em 107 Incontdvel + + + - -
Placas 107 35 UFC + + + - -
2 1,7 x 10° UFC/ml 107 2 UFC + + + - -
1070 0 UFC - - - - -
Coliformes 10" 0 UFC - - - - -
4 x 10 UFC/ml 10" 0 UFC - - - - -
Repeticdo  Contagem Padrdo em 10”7 Incontavel + + + - -
Placas 10°® 45 UFC + o+ o+ 5 5
3 2 x 10 UFC/ml 10”° 6 UFC + o+ o+ 5 5
10 0 UFC - - - - -
Coliformes 10! 0 UFC - - - - -
2 x 10" UFC/ml 102 0 UFC - . - . -

* A, B e C: triplicatas para cada repeti¢do

+: positivo ap6s incubag¢do a 30°C/48 h em meio de enriquecimento (LEB)
-: negativo ap6s incubagdo a 30°C/48 h em meio de enriquecimento (LEB)

Apds 48 horas de incubagdo das placas de
Oxford e PALCAM, inoculada por
esgotamento a partir do meio LEB inoculado
com as diferentes diluicdes, foram feitas a
extracdo de DNA (item 4.3.3) e a reacdo de
PCR das colonias suspeitas. Todas as
coldnias suspeitas apresentaram resultado
positivo. As bandas no gel de agarose

diretamente das coldnias suspeitas podem
ser visualizadas na Figura 6. Com o DNA
puro, as condicdes de amplificacdo foram
adequadas, conforme descrito por Novga et
al. (2000). Nao houve diferenca de

intensidade das bandas com maior (45
UFC/ml) e
contaminacao.

menor (6 UFC/ml)

Figura 6: PCR realizado com DNA extraido diretamente de coldnias suspeitas crescidas nas placas de
TSYEA. Canaletas 1,2 e 3: contaminacdo inicial de 45 UFC/ml; 4-7, 9-13: contaminag¢do inicial de 6
UFC/ml; 14: controle positivo da reagdo; 8: marcador de peso molecular (100 pb)
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A presenca de outros microrganismos pode
ter inibido a multiplicacdo de L.
monocytogenes e, assim, ela ndo pdde ser
detectada pela reagdao de PCR, por ndo estar
na concentracdo minima ja antes comentada
de 10° UFC/ml (Guilbaud et al., 2005). Em
um experimento em que a bactéria foi
adicionada ao leite e o DNA extraido por
lise térmica, imediatamente apds a
inoculagdo, o limite de deteccao por PCR foi
de 5 UFC/ml de leite (Aslam et al., 2003).

Componentes dos alimentos, meios de
cultura e reagentes utilizados na extracdo de
DNA de L. monocytogenes podem inibir a
reacio de PCR, diminuindo assim a
sensibilidade e gerando resultados falso-
negativos (Fluit, et al, 1993; Novga et al,,
2000; Lazaro et al., 2005). Segundo Aslam
et al., 2003, a gordura do leite pode inibir ou
dificultar a extracdo de DNA e a PCR. O
ensaio com leite autoclavado foi realizado
com leite desnatado, enquanto que nos
demais, utilizou-se leite integral.

Alguns autores atribuem a dificuldade de
deteccdo de L. momnocytogenes utilizando
PCR ao fato de o meio de enriquecimento de
Listeria conter inibidores da Taq polymerase
(Fluit, et al., 1993; Manzano et al., 1998).
Khan et al. (1998) demonstraram que certos
inibidores presentes no leite como por
exemplo a gordura, podem interferir com a
reacdo de PCR quando as bactérias crescem
no leite.

A diminuic@o da sensibilidade da reacdo de
PCR quando a bactéria € incubada em leite
durante a noite pode ser devido a lise
insuficiente da bactéria apds crescer no leite
e conseqiiente quantidade insuficiente de
DNA. A razdo da lise incompleta pode ser
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atribuida a gordura do leite, que cobre a
superficie bacteriana, dificultando a lise
celular (Aslam et al., 2003). Essa pode ser
uma explicag¢do para a ndo amplificacdo dos
fragmentos de DNA nos ensaios em que foi
utilizado leite integral.

55 DETERMINACAO DA
SENSIBILIDADE DA PCR EM
DETECTAR L. monocytogenes EM

LEITE CRU COM ALTA
CONTAMINACAO MICROBIANA
INICIAL

As trés repeticdes do experimento com leite
de alta contaminagdo  apresentaram
resultados semelhantes ao ensaio com leite
de baixa contaminacdo inicial: ndo foi
possivel detectar L. monocytogenes por PCR
em nenhuma diluicdo e com nenhum dos
dois métodos de extracdo de DNA. A
sensibilidade  de  deteccdo de L.
monocytogenes pela metodologia
convencional variou de 189 a 7 UFC/ml
(Tabela 7). Observou-se uma menor
sensibilidade de deteccdo também da
metodologia convencional, quando o leite
utilizado tinha uma alta contaminagdo
microbiana.

Colodnias suspeitas que cresceram nas placas
de Oxford e PALCAM foram repicadas em
dgar TSYEA. A partir deste meio foi
realizada a extracdo de DNA (item 4.3.3) da
coldnia para a confirmacdo da identidade da
bactéria.

Como ilustrado na Figura 7, as bandas
formadas no gel de agarose sdo nitidas. O
método de lise térmica diretamente da
colonia é um bom método de extracdo de
DNA para a confirmagdo de colbnias
suspeitas, substituindo uma bateria de testes
fenotipicos mais demorados e menos
acurados.
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Figura 7. Reacdo de PCR com os oligonucleotideos LM 1/LM?2 apds a etapa de enriquecimento a 30°C/48
h com diferentes diluigdes de L.monocytogenes, com DNA extraido pelo método utilizando fenol-
cloroférmio e reacdo de PCR realizada com DNA extraido diretamente de colonias suspeitas. Canaletas 1
a 9: extracdo de DNA do leite contaminado com nimero incontdvel de L. monocytogenes;, 7 e 24:
marcador de peso molecular (100 pb); 10 e 11: extragdo de DNA do leite contaminado com 70 UFC/ml;
12 e 13: extracdo de DNA do leite contaminado com 8 UFC/ml; 14 e 25: controles positivos; 15 e 35:
vazios; 16 ao 23: extracdo de DNA do leite ndo inoculado com L. monocytogenes; 26 e 27: controles
negativos; 28 a 32: extracdo de DNA direto da coldnia/contaminacdo inicial incontdvel; 33 e 34: extracdo
de DNA direto da coldnia com contaminac¢do inicial de 70 UFC/ml

Tabela 7: Comparacdo dos métodos Convencional e PCR na deteccao de L. monocytogenes inoculada em
leite cru com alta contamina¢ao microbiana, apds etapa de enriquecimento seletivo

Contagem microbiana Diluicdes Inéculo de L.  Convencional PCR
do leite cru monocytogenes A" B C A" B C
Repeticdo  Contagem Padrao em 10”7 Incontavel + + + - -
Placas 10°® 40 UFC + = + = =
1 1 x 10'UFC/ml 10° 7 UEC + = + = =
1010 13 UFC = = = = =
10" 1 UEC = = = = =
Coliformes 1012 0 UFC - - - - -
1,5 x 10°UFC/ml 10" 0 UEC - - - - -
Repeticdo  Contagem Padrdo em 10”7 Incontavel + + + - -
Placas 10 189 UFC - - + - -
2 1 x 10’'UFC/ml 10° 98 UFC - - - - -
101 45 UFC - - - - -
10 19 UEC - - - - -
Coliformes 10" 09 UEC - - - - -
8 x 10°UFC/ml 10" 0 UFC - - - - -
Repeticdo  Contagem Padrao em 10”7 Incontavel - 3 i - -
Placas 10°® 70 UFC + + + = =
3 5 x 10’'UFC/ml 10° 8 UFC - - - - -
1010 0 UFC - - - - -
10 0 UEC - - - - -
Coliformes 10" 0 UEC - - - - -
3,2 x 10°UFC/ml 10" 0 UEC - - - - -

* A, B e C: triplicatas para cada repeti¢do
+: positivo ap6s incubacdo a 30°C/48 h em meio de enriquecimento (LEB)
-: negativo ap6s incubacdo a 30°C/48 h em meio de enriquecimento (LEB)
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As placas de Oxford apresentaram
resultados positivos na leitura até mesmo
nas diluicdes nas quais a quantidade de L.
monocytogenes inoculada era de 2 UFC/mL.
Porém, as coldnias crescidas nas diluicdes
acima de 10” ndo eram tipicas de Listeria
spp- Nas placas de PALCAM o mesmo nio
ocorreu, a maioria das colonias crescidas
neste meio apresentou caracteristicas de
Listeria spp. e foram confirmadas como L.
monocytogenes.

No presente trabalho, o dgar PALCAM
mostrou-se mais seletivo que o Oxford, pois
neste  ultimo, varias colonias  ndo
caracteristicas de Listeria spp. cresceram.
Segundo Pinto et al. (2001), o meio LMBA
(Listeria monocytogenes Blood Agar) é mais
especifico do que o PALCAM ou Oxford
para detectar Listeria monocytogenes em
amostras de alimentos e no ambiente.

Comparando a eficiéncia de trés dgares
seletivos, PALCAM, litio-feniletanol-
moxalactam (LPM) e 4gar hemolitico
ceftazidima-cloreto de litio (HCLA),
Rodrigues et al. (2003) concluiram que o
HCLA foi muito superior que 0 PALCAM e
LPM. Porém, a dificuldade de aquisi¢do no
mercado interno da colistina
metanosulfonato, componente do HCLA,
aliada ao seu preparo trabalhoso, podem
dificultar o seu emprego na pesquisa
rotineira de L. monocytogenes.

Quando amostras de queijos foram
analisadas no Rio de Janeiro, constatou-se
que a eficiéncia dos meios seletivos variou
em funcdo da contaminac¢do do queijo, sendo
o dgar MOX (4gar Oxford modificado) mais
sensivel e seletivo que o PALCAM para as
amostras de queijo com elevado nivel de
contaminacdo. Portanto, quando o queijo
nao estava muito contaminado, ambos
apresentaram a mesma eficiéncia (Silva et
al., 1998).
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No presente trabalho, resultados melhores
foram obtidos quando a PCR foi feita
utilizando DNA extraido diretamente da
colonia suspeita em meio sélido, quando
comparado com a PCR feita a partir de
aliquotas do meio LEB. Rijpens e Herman
(2004) fizeram observacdo semelhante
utilizando a técnica de PCR para detectar L.
monocytogenes em queijos artificialmente
contaminados com esse microrganismo, em
diferentes concentracdes.

Fluit et al. (1993) desenvolveram trabalho
semelhante para identificacio de L.
monocytogenes, com enriquecimento em
LEB e Caldo Fraser (Oxoid), plaqueamento
em 4gar Oxford e PCR com
oligonucleotideos para identificacio de
listeriolisina O. Entretanto, a reacdo de PCR
foi precedida de separacdo imunomagnética,
que possibilitou a detec¢do da bactéria em
queijos por remover substincias inibitorias e
também por aumentar a quantidade de
células vidveis para a reagdo. Os
oligonucleotideos utilizados também se
mostraram especificos no trabalho realizado,
pois foram testados com diferentes bactérias
como: S. pyogenes, S. pneumoniae, L.
innocua, L. ivanovii, L. seeligeri e L.
welshimeri.

Garcia  (2006) conseguiu  estabelecer
protocolo de deteccdo de Escherichia coli
O157:H7 produtora de Shiga-like toxinas
utilizando PCR multiplex. Foi possivel a
utilizacdo do protocolo em leite estéril e de
baixa contaminacdo. Em leite com alta
contaminacdo microbiana, os métodos de
PCR e o convencional apresentaram
sensibilidade reduzida. Em condigdes
semelhantes de trabalho, foi possivel
detectar Escherichia coli O157:H7 em leite
contaminado, enquanto 0 mesmo ndo
ocorreu com L. monocytogenes. Esse fato
pode ser devido a competitividade da
bactéria, ou seja, Escherichia coli é uma
bactéria  mais competitiva que L.
monocytogenes.



Considerando que o FDA possui politica de
tolerncia zero para a presenca de Listeria
monocytogenes em alimentos, tanto a reagao
de PCR quanto a metodologia convencional
ndo se mostraram eficazes na deteccdo de
baixo nimero de L. monocytogenes em leite
com alta contaminagao.

6 CONCLUSOES

O objetivo geral deste trabalho, que era
detectar L. monocytogenes inoculada em
leite, apés um periodo de enriquecimento
seletivo, por meio da técnica de PCR, ndo
foi alcancado. Somente o ensaio que utilizou
leite desnatado estéril apresentou resultados
positivos, com a deteccdo da bactéria apds
48 horas de incubacdo em meio de
enriquecimento  seletivo.  Porém, os
resultados ndo se repetiram quando utilizou-
se leite cru integral.

Foi padronizada uma PCR com culturas
puras de L. monocytogenes utilizando os
oligonucleotideos LM1/LM2 e uma PCR
multiplex com  os  oligonucleotideos
IAP1/IAP2 e LMA/LMB.

Os trés pares de oligonucleotideos testados
apresentaram boa eficiéncia de amplificagdo,
pois detectaram todas as amostras de L.
monocytogenes. Os  oligonucleotideos
LM1/LM2 foram também 100% especificos,
pois s6 amplificaram amostras de L.
monocytogenes.

S6 foi possivel avaliar a sensibilidade da
reacdo de PCR na identificacio de L.
monocytogenes no ensaio que utilizou leite
desnatado estéril. A deteccao foi possivel até
1 UFC/ml.

Foi possivel reduzir o tempo de
identificacdo de L. monocytogenes apds seu
isolamento em meio seletivo-diferencial,
substituindo os testes fenotipicos de
identificacdo pela reagdo de PCR realizada
com DNA extraido por lise térmica
diretamente da col6nia suspeita.
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