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RESUMO

Neste estudo foi realizada uma avaliagdo do padr&o higénico-sanitario de 90 amostras
de queijos comercializados no Estado do Parana e 10 amostras de queijos envolvidos
em surtos de Doenga Transmitida por Alimentos (DTA). Avaliou-se a ocorréncia de
queijos contaminados com Listeria monocytogenes comparando os resultados obtidos
das analises feitas com o ensaio visual de imunoprecipitacao (VIP) com a metodologia
convencional. Desenvolveu-se uma metodologia pela reagdo em cadeia da polimerase
(PCR) para a identificagdo de Listeria monocytogenes viavel em queijos naturalmente
contaminados. A ocorréncia de Listeria spp em queijos comercializados no Estado do
Parana foi de 12%, sendo 6% Listeria monocytogenes e 6% Listeria innocua. A analise
da distribuicdo de sorovar mostrou que 100% dos isolados de Listeria innocua
pertencem ao sorotipo 6a enquanto que para Listeria monocytogenes o sorovar
prevalente foi 1/2a. Os queijos classificados como muito alta umidade foram os que
apresentaram maior contaminagao com Listeria spp (29,2 %), seguido dos de média
umidade (12,2 %), alta umidade (5 %). Na comparagao da sensibilidade e especificidade
dos métodos de deteccao de Listeria spp observou-se que ambos os métodos
apresentaram 100% de especificidade e que o método VIP mostrou maior sensibilidade
(63,16%), sendo, portanto, o método mais viavel para a triagem de amostras
contaminadas. Os queijos artesanais (coloniais) foram os que apresentaram o maior
grau de contaminag¢ao microbiana, e também os de maior risco para a populagéo por
apresentarem amostras contaminadas com Listeria monocytogenes, estafilococos
coagulase positiva (S. aureus) acima da dose infectante. Das amostras provenientes de
pontos de comercializagdo em média 33,33% nao atenderam ao padrao microbiolégico
estabelecido pela legislagéo vigente, independente do teor de umidade ou do tipo de
queijo. Os queijos com muito alta umidade apresentaram maior numero de amostras
com grau de contaminag&do microbiolégica acima dos limites tolerados. Nas amostras
provenientes de surtos de DTA 90 % apresentaram contaminagéo por Staphylococcus
aureus acima de 10° UFC/g, sendo este o provavel agente etioldgico causador do
evento. Em nenhuma destas amostras foi isolada Listeria spp. independente do método
utilizado. O método de extracdo de DNA envolvendo a etapa de precipitacdo com
etanol desenvolvido neste trabalho eliminou os inibidores da PCR presentes em
amostras de queijo, permitindo a amplificagao de trés marcadores para a detecgao de
Listeria monocytogenes em amostras de queijos contaminadas naturalmente. Dos
métodos utilizados conclui-se que na otimizacado da rotina de um laboratério de controle
de qualidade cuja pesquisa de Listeria monocytogenes seja intensa uma triagem com o
método VIP seguido de PCR nas amostras positivas para o género Listeria, € uma
alternativa viavel quando se deseja rapidez na obtengéo dos resultados e se dispde da
estrutura analitica. A analise efetuada neste estudo evidencia a ocorréncia de falhas no
processo de fabricagdo do queijo por parte de alguns produtores no Estado do Parana
representando grande risco a saude do consumidor.

Palavras chave: Listeria monocytogenes, queijo, PCR
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ABSTRACT

This study outlined the profile of microbial contamination of 90 cheeses commercialized
in Parana State and 10 samples of cheeses involved in outbreaks of food-transmitted
diseases (FTD). The occurrence of cheeses contaminated with Listeria monocytogenes
was identified by comparing the results obtained by visual immunoprecipitation (VIP)
assay with conventional methods. A methodology was developed using polymerase
chain reaction (PCR) to identify viable L. monocytogenes in naturally contaminated
cheeses. The occurrence of Listeria spp in cheeses commercialized in the Parana State
was 12%, 6% revealing L. monocytogenes and 6% L. innocua. Analysis of serovar
distribution showed that 100% of the L. innocua isolates belonged to serotype 6a, while
the prevalent L. monocytogenes serovar was 1/2a. Cheeses classified as containing very
high humidity presented the greatest Listeria spp contamination (29.2%), followed by
medium humidity (12.2%) and high humidity (5.0%). Comparison of the sensitivity and
specificity of the Listeria spp detection methods revealed that both methods presented
100% specificity and that the VIP assay presented greater sensitivity, thus proving that
this is the most viable method for contaminated sample triage concerning product
liberation for commercialization, given the speed with the results were obtained. Artisanal
(colonial) cheeses presented the highest degree of microbial contamination and the
greatest risk to consumers, since these presented samples contaminated with L.
monocytogenes that were staphylococcus coagulase-positive (S. aureus) above the de
10° UFC/g. Of the samples taken from sales venues, an average of 33.3% did not
conform to the microbiological standard established in current legislation, independent of
humidity content or cheese type. Cheeses presenting very high humidity also presented
a greater number of samples showing a degree of microbiological contamination above
the tolerated limits. In samples taken from FTD outbreaks, 90% presented contamination
by Staphylococcus aureus above the infective dose, such that this was the most
probable etiological agent causing the event. No Listeria spp was isolated in these
samples, independent of the method used. The DNA extraction method involving an
ethanol precipitation stage developed in this work eliminated the PCR inhibitors present
in the cheese samples, permitting amplification of the three markers used for L.
monocytogenes detection in naturally contaminated cheese samples. Of the methods
used, we conclude that to optimize the routine of a quality control laboratory with a high
volume of Listeria monocytogenes investigation, triage with the visual
immunoprecipitation assay followed by PCR of the Listeria-positive samples is a viable
alternative when quick results are required and the laboratory is equipped with the
analytical infrastructure. The analysis performed in this study revealed the occurrence of
failures in the cheese fabrication process of certain producers in Parana State,
representing a high risk to consumer health.

Key words: Listeria monocytogenes, cheese, PCR
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1 INTRODUGAO

A alimentagdo dentro de padrdes higiénicos satisfatérios € uma das condigdes
essenciais para a promog¢ao e a manutencdo da saude (BEAN; GRIFFIN, 1990). Varios
agentes causadores de doengas no homem, como produtos quimicos, toxinas naturais
de plantas e de animais, virus, parasitas, bactérias e fungos patogénicos podem ser
transmitidos pelos alimentos (FRANCO; LANDGRAF, 2005).

No final do século XX ocorreu a globalizagdo da economia, acarretando o
aumento do fenbmeno migratério de pessoas e transporte de produtos rompendo
barreiras nacionais e internacionais (BAIRD-PARKER, 1994; KNABEL, 1995;
KNOCHEL; GOULD, 1995). O aumento da incidéncia das DTA é determinado pela
maior exposicdo das populagcdes aos alimentos destinados ao pronto consumo coletivo
“fast foods”, ao consumo de alimentos em vias publicas, a utilizacdo de novas
modalidades de producdo, ao aumento no uso de aditivos e a mudanca de habitos
alimentares. Além desses fatores, devem-se considerar ainda as mudangas ambientais,
a globalizagao e as facilidades atuais de deslocamento da populagao (BRASIL, 2003).

As DTA ocorrem principalmente na forma de gastrenterites agudas (GRAY;
MOSSEL, 1992; NOTERMANS; HOOGENBOOM-VERDEGAAL, 1992; KNABEL, 1995).
Entre todos os agentes etiologicos, quatro agentes sdo considerados prioritarios pelo
Center Disease Control and Prevention (CDC): Salmonella sp., Campylobacter jejuni,
Listeria monocytogenes e E. coli O157:H7 (VARNAM, 1991).

Os dados levantados de sintomas prevalentes entre os afetados, o periodo de
tempo entre consumo e aparecimento dos sintomas, indicam o provavel agente
veiculado pelo alimento, sendo estas informa¢des de suma importancia para orientar o
laboratério na pesquisa dos agentes mais provaveis. O diagnostico laboratorial das DTA
tem por objetivo o esclarecimento de ocorréncias de natureza epidemiologica
relacionada ao consumo de alimentos e € realizado nas sobras dos alimentos que
efetivamente foram ingeridos pelos afetados. O evento epidemiolégico pode ser
caracterizado e associado ao consumo de uma mesma refeicdo, o que caracteriza

surtos fechados e nos quais os comensais tém relagao entre si (locais como residéncias,



industrias, escolas, associagdes, clubes, festas, creches, asilos, etc.) ou envolver
consumidores que ndo compartiiham da mesma refeicdo, mas que tém em comum a
ingestao de produto (alimento) de distribuicdo ampla e que pode afetar pessoas sem
relagédo entre si, de municipios, estados e até paises diferentes (SENFF, 2007)

O Conselho para Ciéncia Agricola e Tecnologia estimou em seu relatério datado
de 1994, “Patdgenos transmitidos pelos Alimentos: Riscos e Consequéncias” que 9.000
obitos e uma incidéncia de 6,5 a 33 milhdes de casos de doencas ocorrem nos Estados
Unidos, a cada ano, relacionados aos alimentos (MEAD et al., 1999).

O Estado do Parana é um dos unicos estados brasileiros que vém estudando as
DTAs desde 1978. Essa informacdo permite orientar adequadamente os
estabelecimentos alimentares, principalmente os que servem refeicbes coletivas, no
sentido de manipular corretamente os alimentos para evitar a ocorréncia de surtos de
DTAs (CAMARGO, 1999). Dados da Secretaria de Estado da Saude do Parana (2004)
mostram que foram notificados 2000 surtos de toxinfec¢ao alimentar (NEGRETE, 2004)

O segmento da populagdo considerada de maior risco para as doencgas de
origem alimentar & constituido por idosos, criangas, mulheres gravidas e individuos
debilitados por outras doengas como cirrose, hepatite e cancer (OBLINGER, 1988). A
susceptibilidade individual depende de varios fatores como imunodeficiéncia, estado
nutricional e fisiologico, infecgdes concorrentes ou recentes e da condi¢do do trato
gastrintestinal (BAIRD-PARKER, 1994).

O desenvolvimento tecnoldgico e cientifico observado nas ultimas décadas
elevou a expectativa de vida da populagdo, aumentou o niumero de idosos, melhorou as
condigbes de diagndstico e tratamento precoce de neoplasias e de doengas auto-
imunes, aumentou a frequéncia de transplante de orgdos e o uso de
imunossupressores. Todos esses incrementos resultaram no aumento populacional do
grupo de risco (BRASIL, 2003).

Listeria monocytogenes € um exemplo de patégeno que causa infecgdo em
individuos imunodebilitados. Mesmo havendo probabilidade de risco para todos os
consumidores, este patégeno é potencialmente mais perigoso para neonatos,
prematuros, idosos, gestantes e pacientes imunodeprimidos (LOGUERCIO et al., 2001).

A listeriose geralmente causa sintomas tipicos de gripe, mas em recém-natos e idosos,



pode desenvolver meningite, septicemia e morte (KLIMA; MONTVILLE, 1995). Este fato,
juntamente com o isolamento do microrganismo em alimentos processados prontos para
o consumo fez com que a atencdo de industrias alimenticias seja redobrada pelas
Autoridades de Saude Publicas e de pesquisadores em varios paises (LOGUERCIO et
al., 2001). Listeria monocytogenes € um padrao de pesquisa para a investigagao
imunoldgica e se converteu em um modelo para a analise dos mecanismos moleculares
de parasitismo intracelular bacteriano (TORRES et al., 2005)

Considerando a sua ampla distribuicdo no ambiente de forma ubiqua e a sua
presenga no ftrato intestinal de varios animais, a Listeria monocytogenes pode
contaminar o leite e derivados, carnes, aves e vegetais, sendo que os surtos descritos
na literatura estdo associados ao leite, ao queijo tipo mexicano e ao repolho (GILBERT,
1994; LECHOWICH, 1988; SCHUCHAT et al., 1991).

Provavelmente, os habitos alimentares contemporaneos tém contribuido para
aumentar a listeriose, uma vez que ocorre multiplicacdo durante o armazenamento e
distribuicdo sob refrigeragdo (DOYLE,1988). L. monocytogenes apresenta multiplicagéo
na faixa de 2,5 a 44’ C, embora existam relatos sobre seu crescimento também a 0°C.
Este microrganismo suporta repetidos ciclos de congelamentos e descongelamentos
(FRANCO; LANDGRAF, 2005). Devido a ampla possibilidade de crescimento em baixa
temperatura, agrava-se o risco de listeriose. Isto ocorre na propor¢ao direta da produgéo
crescente de alimentos frescos e processados prontos para o0 consumo e que
usualmente sdo conservados a temperatura de refrigeracdo entre 4 a 8°C. Devido a
severidade da infeccdo, diversos paises tém adotado uma politica rigorosa de controle
de L. monocytogenes. No entanto, seu controle € dificultado pelas préprias
caracteristicas da bactéria, como a possibilidade de crescimento sob refrigeracao,
tolerancia a diversos agentes conservantes e distribuicdo ubiqua (LOGUERCIO et al.,
2001).

Os métodos convencionais para a deteccado de L. monocytogenes em alimentos
se baseiam na utilizagdo de meios de cultivos especificos para o isolamento e contagem
dos microrganismos viaveis, seguidos por testes confirmativos bioquimicos e

sorologicos. Essa metodologia é extremamente trabalhosa, além de requerer condigdes



rigidas de biossegurangca em virtude da viruléncia deste agente, bem como, o tempo
para sua realizagdo, que dura em média de 5 a 10 dias (KLEIN; JUNEJA, 1997).

Ha a necessidade do desenvolvimento de métodos rapidos, sensiveis, de baixo
custo, facil utilizagcédo e interpretacdo para deteccédo especifica de patégenos os quais
ainda nado estdo disponiveis para muitos microrganismos, inclusive para L.
monocytogenes, fundamentais para o controle desse microrganismo (ALMEIDA et al.,
1999).

O desenvolvimento de novas metodologias para a identificacdo de L.
monocytogenes e outros patégenos emergentes ou re-emergentes, causadores de
doencas de origem alimentar fornece subsidios para o desenvolvimento de medidas
politicas, legislativas, priorizacdo de areas de pesquisa e avaliagdo de programas de
controle de surtos epidémicos (NOTERMANS; GIESSEN, 1993).

Nas ultimas décadas, pesquisas demonstram a necessidade do
desenvolvimento de métodos moleculares rapidos e mais especificos para diagnostico e
estudo epidemioldgico de L. monocytogenes (ALMEIDA et al., 1999). O que justifica o
conhecimento da incidéncia deste microrganismo em diferentes alimentos e o
desenvolvimento de métodos rapidos para a sua detecgcdo. A PCR (Reacdo em Cadeia
da Polimerase) também & um método utilizado na deteccdo e identificagdo de L.

monocytogenes em diferentes tipos de produtos alimenticios.



2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

e Desenvolver e comparar métodos de deteccado e avaliar a incidéncia de Listeria

monocytogenes em queijos comercializados no Estado do Parana

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Tracar o perfil de contaminagdo microbiana de queijos comercializados no Estado
do Parang;

e |dentificar a ocorréncia de queijos contaminados com Listeria monocytogenes;

e Verificar a ocorréncia de Listeria monocytogenes em amostras envolvidas em
surtos de DTA e o possivel agente etiolégico causador do evento.

e Comparar os resultados obtidos nas analises feitas pelo método rapido VIP
(Ensaio Visual de Imunoprecipitagdo) com a metodologia convencional de cultura
“in vitro” de Listeria monocytogenes em amostras de queijo;

e Desenvolver uma metodologia por PCR para a identificacdo de Listeria
monocytogenes viavel, em queijos naturalmente contaminados;

e Desenvolver uma metodologia de extracdo de DNA que elimine os inibidores da
PCR presentes nas amostras de queijos;

e Padronizar condigdes de PCR para a identificagao de Listeria monocytogenes em

amostras de queijos naturalmente contaminadas.



3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 QUEIJO
3.1.1 Breve Histéria da Origem do Queijo

Ha relatos de consumo de leite solidificado datando de 7.000 anos a.C. e
achados arqueoldgicos revelam a existéncia de queijos feitos a partir de leite de vaca e
de cabra 6.000 anos antes da era cristd (PERRY, 2004). O homem observou que o
extrato procedente do estbmago dos ruminantes jovens era o responsavel pela
coagulagao do leite (PEREDA et al., 2005).

Queijos foram encontrados nas tumbas egipcias particularmente na de
Tutankamon 1500 a.C. Durante o Império Romano a produgao de queijos aperfeigcoou-
se, alcangando um alto padrdo. A técnica de maturacgao ja havia sido desenvolvida e as
casas possuiam espacgo proprio para a fabricagdo dos queijos (PERRY, 2004).

A emigracdo dos povos difundiu o modo de fabricar queijo, como também, na
Idade Média, os deslocamentos realizados nas Cruzadas e as peregrinagdes a outros
lugares sagrados (PEREDA et al., 2005).

Os monges trapistas transformaram a fabricagdo de queijos em uma verdadeira
arte, sendo os responsaveis pelo aperfeicoamento da tecnologia e o desenvolvimento
de novas variedades. Durante a Renascenga, o queijo perdeu parte de sua popularidade
por ser considerado pouco saudavel. No século XIX iniciou-se a produ¢ao em massa de
queijos. No inicio do século XX foi aberta a primeira grande queijaria na Franca
(PERRY, 2004).

3.1.2 Defini¢cao

Segundo a legislagédo brasileira, queijo é o produto fresco ou maturado obtido
por separagdo parcial do soro do leite ou leite reconstituido (integral, parcial ou
totalmente desnatado), ou de soros lacteos, coagulados pela agao fisica do coalho, de
enzimas especificas, de bactéria especifica, de acido organico, isolados ou combinados



todos de qualidade apta para uso alimentar com ou sem agregagcdo de substancias
alimenticias e/ou especiarias e/ou condimentos, aditivos especificamente indicados,
substancias aromatizantes e matérias corantes. A denominagéo “queijo” esta reservada
aos produtos em que a base Lactea ndo contenha gordura e/ou proteinas de origem n&o
Lactea (BRASIL, 1996).

3.1.3 Classificacao

3.1.3.1.Classificagdo dos queijos de acordo com seu conteudo de umidade e os

microrganismos que participam na maturag¢ao, segundo Walter e Hargrove (1972)

A) Queijos muito duros (umidade inferior a 25%)

e Maturados por bactérias : Parmeséo (l), Romano ()

B) Queijos duros (umidade de 25 a 36%)

e Com buracos - Maturados por bactérias: Emmenthal (S), Gruyeére (F)
e Sem buracos - Maturados por bactérias : Cantal (F), Cheddar (GB), Manchego
(E), Catellano (E), Mohén (E), Edam (H), Gouda (H), Cacicallo (I)

C) Semimoles (umidade de 36 a 40%)

e Maturagdo por bactérias: Gallegos (E), tipo manchego (E), St. Paulin (F),
Lancashire (GB)

e Maturagdo por bactérias e microrganismos (bactérias e leveduras) superficiais:
Limburger (B),Tilsit (A), Bel Pasese (), Munster (F)

e Maturagao por fungos internos (azuis): Roquefort (F), Cabrales (E), Gorgonzola
(), Stilton (GB), Ganablu(D)

D) Moles (umidade superior a 40%)

e Maturados por fungos adicionados: Camembert (F), Brie (F)
e N&o maturados: Mozzarella (I), Cottage (GB), Burgos (E), Villalon (E), Petit
Suisse (F)

() Italia, (S) Suiga, (F) Franga, (GB) Gra-Bretanha, (E) Espanha, (H) Holanda, (B) Bélgica, (A) Alemanha,
(D) Dinamarca.



3.1.3.2 Classificagao pelo teor de umidade

A) Queijos de baixa umidade: Geralmente conhecidos como queijos de massa dura,
apresentam conteudo de umidade de até 35,9% (PORTARIA 146, 07/03/1996)

Exemplos: Queijo em P9, Queijo Gruyere, Queijo Montanhés, Queijo Parmesao ou
Parmesano, Queijo Provolone, Queijo Ralado, Queijo Reggiano ou Reggianito, Queijo
Sbrinz;

B) Queijos de média umidade: Geralmente conhecidos como queijos de massa semi-
dura, apresentam conteudo de umidade entre 36 e 45,9% (PORTARIA 146, 07/03/1996)
Exemplos: Queijo Cream, Queijo Danbo, Queijo de Coalho, Queijo Edam, Queijo
Emmental, Queijo Esrom, Queijo Frisian Clove, Queijo Gouda, Queijo Gorgonzola,
Queijo Havart, Queijo Leyden, Queijo Maasdam, Queijo Mimollete, Queijo Minas Padrao,
Queijo Mussarela, Queijo Prato, Queijo Provolone, Queijo Ralado, Queijo Roquefort,
Queijo Suico;

C) Queijos de alta umidade: Geralmente conhecidos como queijos de massa branda ou
‘macios”, apresentam conteudo de umidade entre 46 e 54,9% (PORTARIA 146,
07/03/1996)

Exemplos: Queijo Camembert, Queijo de Coalho.

D) Queijos de muito alta umidade: Geralmente conhecidos como queijos de massa
branda ou “moles”, apresentam conteudo de umidade nao inferior a 55% (PORTARIA
146, 07/03/1996)

Exemplos: Queijo Cottage, Queijo Minas Frescal, Queijo Petit Suisse, Queijo

Processado ou fundido, Queijo Quark, Queijo Ricota Fresca, Requeijao.



3.1.3.3 Classificagdo de acordo com o conteudo de matéria gorda no extrato seco
durante o processo de fabricagdo do queijo (Figura 1).

A) Desnatado (< 10%)

Exemplo: Queijo Cottage.

B) Semi-gordo (25 - 44,9%)
Exemplos: Queijo de Coalho, Queijo Minas Frescal, Queijo Mussarela, Queijo

Parmesao.

C)Gordo (45 — 59,9%)

Exemplos: Queijo Dambo, Queijo de coalho, Queijo Prato.

D) Extra-gordo ou duplo creme (> 60%)

Exemplos: Queijo Boursin, Queijo Petit Brie.

Fonte: www.inoxnew.com.br/IMAGENS/fabrica-de-queijo.jpg




3.1.4 Processo de fabricacao

A Figura 2 apresenta um esquema do processo geral da elaborac&o de queijo.

LEMEINTEGRAL | ___ | PASTEURIZAGAO | ____ e
l
COCGAO DA «-— CORTE DA <«———— | FORMAGAO DA
COALHADA COALHADA COALHADA
|
Agg:&fg)RA > | DESSORAMENTO — > | MOLDAGEM
l
MATURAGAO — SALGA +<——— | PRENSAGEM

FIGURA 2- PROCESSO GERAL DA ELABORAGAO DE QUEIJO

FONTE: PEREDA et al., 2005

Onde:

Adigao do cultivo iniciador: E uma das etapas-chave da elaboragdo do queijo. Nesse momento criam as condigdes
para produzir queijos moles ou duros.

Formacgao da coalhada: Consiste na adi¢cdo de coalho para obter a coagulagédo das caseinas.

Corte da coalhada: E a divisdo do coagulo em partes iguais a fim de facilitar a expuls&o do soro.

Cocgao da coalhada: Tratamento térmico aplicada as por¢des de coalhada obtidas durante seu corte.
Agitacao da coalhada: Movimento continuo do lactossoro.

Dessoramento: As particulas de coalhada comegam a expulsar o soro ja4 no momento do corte.
Moldagem: Introduz-se na coalhada em moldes adequados para dar-lhe a forma tipica de cada variedade.
Salga: Sua finalidade é potencializar o sabor e inibir o crescimento de bactérias indesejaveis.

Maturacao: Processo pelo qual se modificam as caracteristicas fisicas e quimicas do queijo, responsaveis pelo seu
sabor e aroma.
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3.2 CLASSIFICACAO TAXONOMICA DE Listeria spp

Em 1926, no Departamento de Patologia da Universidade de Cambridge, Murray
e colaboradores realizaram o primeiro isolamento de Listeria monocytogenes em sangue
de coelhos e correlacionaram como a causa de doencgas entre cobaias de laboratério e
coelhos. Os autores propuseram o nome de Bacterium monocytogenes para 0 “novo’
organismo devido a elevagao caracteristica nos valores sanguineos dos leucécitos
mononucleares. Trés anos depois, foi isolado de figado infectado de camundongo
africano por Pirie, que o nomeou de Listerella hepatolytica pelo comprometimento
hepatico durante a infecgdo. Desse modo, a similaridade dos organismos descritos
pelos diferentes pesquisadores levou, em consenso, ao nome de Listerella
monocytogenes. O nome do género foi escolhido em honra ao cirurgido Lorde Lister e a
partir de 1940 o género foi modificado para Listeria, porque Listerella ja era a
denominagdo de um grupo de bolores denominagédo que foi aceita e adotada na 6°
edicdo do Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology. Em 1954, foi aprovado pela
Comisséao Judicial de Nomenclatura e Taxonomia Bacteriolégica (MURRAY et al., 1926;
PIRIE, 1940; LOVETT, 1989; RYSER; MARTH, 1991; DONNELLY et al., 1992; JAY;
LOESSNER; GOLDEN, 2005; KLIMA; MONTVILLE, 1995). E interessante ressaltar que,
tanto MURRAY quanto PIRIE, atribuiram as infecgbes dos animais ao consumo de
alimentos contaminados (LOGUERCIO et al., 2001). Por outro lado, a literatura relata
que, entre 1891 e 1911 ja fora descrito um organismo muito semelhante a Listeria
monocytogenes (BAHK; MARTH, 1990). A relagcdo entre Listeria e outras bactérias
permaneceu obscura até a década de 1970. A bactéria ndo era citada nas trés primeiras
edicbes do Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology, publicadas em 1923, 1925 e
1930. Na edicdo de 1934 Listeria foi incluida na tribo Kurthia, da familia
Corynebacteriaceae (ROCOURT, 1999). A partir da oitava edi¢do do Manual, Listeria foi
considerada como um género com afiliacdo incerta e classificada juntamente com
Erisipelothrix e Cayophanon, e em seguida na familia Lactobacilaceae (LOVETT, 1989;
ROCOURT, 1999). Por fim, em 1986, no Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology,
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Listeria foi classificada na seg¢do de bacilos Gram-positivos, regulares e nao
esporulados, juntamente com Lactobacillus, Erysipelothrix, Brochothrix, Renibacterium,
Kurthia e Cayophanon (HOLT et al., 1994; ROCOURT, 1999; SEELINGER; JONES,
1986).

Varios marcadores quimiotaxondmicos tém sido utilizados na verificagcdo da
posicdo filogenética do género Listeria, que pertence ao grupo de bactérias Gram
positivas de baixo conteudo de G+C no DNA (<55%), reforgando a sua distingdo do
género Corynebacterium e a sua relagdo com bactérias lacticas (ROCOURT, 1999).

Por varios anos, o género Listeria spp. apresentou apenas a espécie L.
monocytogenes. Posteriormente, foram incluidas outras espécies L. denitrificans, em
1948, L. grayi, em 1966, L. murrayi, em 1971, L. innocua, em 1981, L. welshimeri e L.
seeligeri, em 1983, e L. ivanovii, em 1985 (ROCOURT, 1999). Apesar das espécies de
Listeria serem fenotipicamente similares, elas podem ser diferenciadas pela produgao
de hemolisina, incluindo teste CAMP (Christie, Atkins e Munch-Petersen) e analise de
patogenicidade em ratos (HOLT et al.; 1994; McKELLAR, 1994; ROCOURT, 1988;
SEELINGER; JONES, 1986; SCHUCHAT et al., 1991) e pela producdo de acido a partir
de D-xilose, L-ramnose e manitol. A atividade hemolitica é a caracteristica mais
importante e de dificil identificacdo de L. monocytogenes (HOLT et al.; 1994; RYSER;
DONELLY, 2001). Com base em estudos mais recentes empregando a hibridizagédo de
DNA-DNA, analise de restrigdo de enzima multilocos e sequenciamento de 16S rRNA, o
género Listeria compreende atualmente 6 espécies divididas em 2 linhas de
descendéncia:
| - L. monocytogenes e espécies proximamente relacionadas, L. welshimeri, L. innocua,
L. seeligeri, L. ivanovii subsp. ivanovii e subsp. londoniensis, e
Il - L. grayi (L. murrayi foi recentemente incluida nesta espécie) (Rocourt; Cossart,
1997).

As espécies da primeira (I) podem ser divididas em 2 grupos:

a) L. monocytogenes e L. innocua e,
b) L. ivanovii, L. selligeri e L. welshimeri (DONNELLY, 2001; McLAUCHLIN, 1997;
ROCOURT, 1999; RYSER, 1999).
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L. denitrificans foi reclassificada para Jonesia denitrificans, e L. murrayi foi
reclassificada como uma subespécie de L. grayi (JAY; LOESSNER; GOLDEN, 2005).

Atualmente, na segunda edigdo do Taxonomic Outline of the Procaryotic
General Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology, o género Listeria encontra-se
classificada na Classe Bacilli, Ordem | Bacillales e familia IV Listeriaceae (GARRITY et
al., 2001).

3.3 CARACTERISTICAS DE Listeria spp e Listeria monocytogenes

3.3.1 Listeria spp

Morfologicamente, os microrganismos do género Listeria apresentam a forma de
pequenos bastonetes Gram positivos. As colbnias, quando em meio de cultura claros e
translucidos e sob luz obliqua transmitida, apresentam coloragdo azul esverdeada
(SEELIGER; JONES, 1986).

Quando Listeria spp € inoculada por picada em agar semi-solido e incubada a
temperatura de 20-25°C, desenvolve uma migragédo tipica espalhando-se na parte
superior do meio, 3 a 5 mm abaixo da superficie, e mantendo-se restrita a picada no
fundo do tubo. Este tipo de migragdo produz um crescimento caracteristico lembrando
um guarda-chuva (SILVA et al., 1997).

Sao aerdbios e anaerobios facultativos e possuem movimentos caracteristicos
em forma de tombamento ocorrendo somente em uma faixa estreita de temperatura de
20 - 25°C (SEELIGER; JONES, 1986). Listeria spp. cresce sob condi¢des aerdbias e
microaerofilas, dando preferéncia a ambiente com 10% de dioxido de carbono. Listeria
spp multiplica-se na faixa ampla de temperaturas, entre 3 a 45°C com temperatura 6tima
de 30 a 37°C, mas é considerado um patdgeno psicrotolerante (DONELLY et al., 1992).

Podem crescer em pH variando entre 4,3 a 9,6 (DONNELLY, 2001), atividade de
agua (Aw) minima de 0,90 (FARBER et al, 1992) e toleram altas concentragdes de
cloreto de sédio, sobrevivendo a 25,5% de NaCl (DONNELLY, 2001).

As caracteristicas bioquimicas utilizadas para identificacdo das bactérias do
género Listeria sdo: produgao de catalase, ndo produgédo de oxidase, fermentacédo de
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glicose com producgéo de acido latico sem produgdo de gas, provas positivas de Voges
Proskauer e vermelho de metila, a capacidade de hidrolisar a esculina, e a incapacidade
de utilizar a uréia (RYSER; DONNELLY, 2001). Outras caracteristicas que também
podem ser utilizadas na caracterizagdo bioquimica do género Listeria: ndo utilizagao do
citrato exdgeno e ndo produgédo de indol; capacidade de hidrolisar hipurato de sodio;
nao hidrolisar uréia, gelatina e caseina (SEELIGER; JONES, 1986; RYSER;
DONNELLY, 2001).

A diferenca entre as espécies baseia-se em testes de fermentacdo de
carboidratos (manitol, ramnose e xilose; provas de redugédo de nitrato; producédo de
hemdlise em &agar sangue (B-hemolisina), incluindo o teste CAMP, e o teste de
patogenicidade em camundongos (SEELIGER; JONES, 1986; LOVETT, 1987).

Ha trés espécies hemoliticas de Listeria: L. ivanovii, L. monocytogenes e L.
seeligeri, e a diferenciagao entre elas se da pela fermentagao ou n&o de trés acucares,
D-xilose, L-ramnose, a-metil-D-manosideo (ROCOURT et al.,1983: ROCOURT,;
CATIMEL, 1985). L. seeligeri €&, geralmente, menos hemolitica do que L.
monocytogenes. Pode-se, assim, definir a diferenga entre as espécies (DALLAS et al,,
1995).

Em estudos sobre fermentacdo de carboidratos foi observado que Listeria spp
em condi¢cdes anaerdbias utilizam somente hexoses e pentoses como substrato para
seu crescimento. O crescimento rapido de L. monocytogenes e L. innocua ocorre na
presenga de carboidratos, especialmente, quando € usada a glicose como fonte de
carbono. L. murray utiliza galactose. L. ivanovii e L. seeligeri s&o as unicas que
fermentam xilose (PINE et al, 1989, SEELIGER; JONES, 1986, FARBER; PERTERKIN,
1991).

As espécies L. ivanovii e L. seeligeri foram associadas em pelo menos quatro
casos de listeriose humana. L. ivanovii e L. monocytogenes s&o ocasionalmente
responsaveis por abortos em animais. L. seeligeri € freqientemente considerada como
microrganismo ndo patogénico (KLIMA; MONTVILLE, 1995). Entretanto, a unica espécie

considerada patogénica para o homem é a Listeria monocytogenes (PICHI et al, 1999).
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Além da Listeria monocytogenes, L. innocua, L. welshimeri, L. seeligeri e L.
ivanovii sdo espécies ja detectadas nos alimentos e ambiente (JAY; LOESSNER,;
GOLDEN, 2005; McLAUCHLIN, 1997).

A presenca de Listeria spp em ambientes de processamento de alimentos
ocorre devido a sobrevivéncia em aerossol ou células aderindo-se a superficies de
contato e, desta forma, proliferando-se em micro colonias formando biofiime pela
inadequada limpeza e higienizagdo (SASAHARA; ZOTTOLA, 1993).

3.3.2 Listeria monocytogenes

O agente etiologico da maioria dos casos de listeriose em humanos €& L.
monocytogenes, um bacilo Gram-positivo, curto, de 0,4-0,5 um de didmetro e 0,5-2 um
de comprimento, com extremidades arredondadas, que pode apresentar forma cocodide
ou filamentosa, em culturas com 2-3 dias (FARBER; PETERKIN, 1991; PHAN-THANH
et al., 2000; LOVETT, 1989; DONNELLY, 1994). Os microrganismos podem ser
observados isolados ou em cadeias curtas (ROCOURT, 1999; RYSER; DONELLY,
2001). Assemelham-se a cocos em culturas velhas e perde a habilidade em reter o
complexo cristal violeta mais lugol , o que leva freqientemente a erros de identificagao
(SEELIGER; JONES, 1986). Consequentemente, tém sido classificados erroneamente
em diagnostico clinico como Corynebacterium spp., Haemophilus influenza,
Erysipelothrix spp., pneumococos, estreptococos ou estafilococos (RYSER; DONELLY,
2001). E um microrganismo desprovido de cdapsula, ndo formador de esporos
(LOGUERCIO et al., 2001).

L. monocytogenes multiplica-se em aerobiose ou anaerobiose e prefere
ambientes microaerofilicos (ROCOURT, 1999).

Possui rapida multiplicagdo na maioria dos meios bacteriolégicos, crescendo
bem em caldo infusdo cérebro coracdo (BHI), caldo soja tripticase e caldo tripticase
(JAY; LOESSNER; GOLDEN, 2005). Requer biotina, riboflavina, tiamina e aminoacidos
como cisteina, glutamina, isoleucina e valina (JAY; LOESSNER; GOLDEN, 2005;
ROCOURT, 1999). Em agar nutriente, as colbnias tipicas de Listeria sdo cinza azuladas,
apresentando de 0,2 a 0,8 mm de didmetro apos 24 horas de incubacdo (RYSER;
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DONELLY, 2001). As colbnias, quando visualizadas a luz transmitida, em direcdo
obliqua apresentam brilho azul-esverdeado (FARBER; PETERKIN, 1991).

O patégeno apresenta reagao catalase positiva e oxidase negativa; expressa [3-
hemolisina, produzindo uma zona de clareamento em agar sangue (BENEDICT, 1990;
FARBER; PETERKIN, 1991; HOLT et al., 1994); produz acido por fermentacdo de
glicose, frutose, manose, galactose, celobiose, maltose, melezitose, trealose e ramnose,
sem formagdo de gas; hidrolisa esculina, salicina, amigdalina e hipurato de sdédio;
apresenta teste vermelho metil positivo; produz ambnia a partir da arginina; reage
negativamente para produgéo de sulfeto de hidrogénio, indol e nitrato redutase; liquefaz
gelatina; hidrolisa amido e uréia; reduz telurito; e € parcialmente inibido por 0,02% de
azida e cianida (BENEDICT, 1990; JAY; LOESSNER; GOLDEN, 2005; RYSER;
DONELLY, 2001).

Independente da classificagdo em diferentes espécies, bactérias do género
Listeria spp. podem ser submetidas a tipificagdo por sorologia, possibilitando a divisao
em sorotipos com base nos antigenos somaticos (O) e flagelares (H). A confirmacéao
soroldgica ndo € necessaria para a identificagdo de rotina de L. monocytogenes, mas é
bastante util para a determinacéo da prevaléncia de determinados sorotipos em estudos
epidemiologicos e o rastreamento de contaminagbes alimentares e ambientais
(BENNET; WEAVER, 1995). Mais de 14 sorotipos ja foram caracterizados (1/2a, 1/2b,
1/2c, 3a, 3b, 3c, 4a, 4b, 4bX, 4c, 4d, 5, 6a, 6b, “7”) (DONELLY, 2001). Nao existem
estudos correlacionando sorotipos com adaptacdo ao hospedeiro humano e,
consequentemente, estabelecendo um significado clinico na tipificagdo sorologica
(LUNGE, 2000). Dos sorotipos identificados de L. monocytogenes, somente trés s&o
mais comumente responsaveis pelos surtos de listerioses 1/2a, 1/2b, e mais
frequentemente 4b (KEROUANTON et al., 1998; MARGOLLES et al., 1998). O sorotipo
1/2 € comumente isolado em produtos carneos, os mais incidentes sdo, em ordem
decrescente, 1/2a, 1/2b e 4b, enquanto as cepas frequentemente isoladas de casos
clinicos sao 4b, 1/2a e 1/2b (JAY; LOESSNER; GOLDEN, 2005). Uma vez que todas as
espécies ndo patogénicas de Listeria, exceto L. welshimeri, dividem um ou mais
antigenos somaticos com L. monocytogenes, o uso de sorotipagem como teste

individual, sem caracterizagcao bioquimica, ndo se apresenta como adequado para a
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confirmacdo de cepas isoladas como L. monocytogenes (RYSER; DONELLY, 2001).
Como nos métodos bioquimicos, os métodos de sorotipagem sao também capazes de
fornecer resultados discrepantes devido a sua dependéncia nas suas caracteristicas
fenotipicas de Listeria. Por essa razdo, os meétodos de sorotipagem tem sido
sobrepostos com procedimentos moleculares que intrinsicamente sdo mais especificos
e sensiveis para identificacao e diferenciagcao de espécies de Listeria (LIU, 2006).

Treze cepas de L. monocytogenes foram isoladas de 12 casos clinicos de
listeriose ocorridos em 6 municipios da regidao sudoeste do Estado de S&o Paulo, no
periodo de janeiro de 1995 a maio de 2005. As cepas foram submetidas ao teste de
sensibilidade a cinco antimicrobianos (ampicilina, gentamicina, trimetoprim,
sulfametoxazol e vancomicina). Dez cepas pertenciam ao sorotipo 4b, duas ao sorotipo
1/2a e apenas uma ao sorotipo 1/2b. Com o emprego da técnica de PFGE e as enzimas
Apal e Ascl, as cepas foram separadas em trés grupos diferentes, de acordo com seus
perfis moleculares. A caracterizagdo desses isolados clinicos apresentaram perfis
moleculares semelhantes indicando uma possivel relagdo clonal entre elas (LEMES-
MARQUES et al., 2007).

Sao capazes de crescer em diferentes temperaturas, tempos de incubacao e
concentragdes salinas (COLE et al.,1990; CONNER et al., 1986; BUCHANAN; KLAWITTER,
1990). A temperatura 6tima de crescimento situa-se na faixa de 30 a 37°C, embora
temperaturas extremas como 1°C e 45°C permitam o crescimento de Listeria spp., €

congelamentos a -18°C e descongelamentos sucessivos parecem nao promover a sua
inativagao (SCHUCHAT et al., 1991).

Supde-se que L. monocytogenes pode crescer a baixas temperaturas como
consequéncia de sua habilidade em modificar a composicdo de sua membrana lipidica
(JONES et al., 1997).

L. monocytogenes é termolabil, pode ser destruida durante o cozimento, no
entanto, é considerada mais resistente que outros patdgenos. A pasteurizagéo do leite,
a 71,6 °C por 15 segundos pode inativar este organismo (ROSENOW; MARTH,1987;
DONELLY et al., 1992).

Alguns fatores como tempo, temperatura de incubagdo e as condigbes de
recuperacao influenciam a termo resisténcia das linhagens de Listeria spp, embora, a

grande maioria dos trabalhos sobre a resisténcia térmica seja conflitante. Choques de

17



temperatura de 55 e 63°C por 30 minutos podem induzir o aumento da resisténcia,
particularmente a 63°C. Estes parametros de 62,8 °C por 30 minutos foram
selecionados para reproduzir condigdes de pasteurizagdo lenta (VASSEUR et al., 1999).

Avaliou-se a resisténcia de L. monocytogenes ao calor, apdés aplicacédo de
choques de temperaturas durante 180 minutos em diferentes temperaturas (24 a 48°C),
concluiram que dentro da faixa de temperatura estudada a resisténcia aumentou
quando choques de temperaturas foram aumentados, sendo que a resisténcia maxima
obtida foi a 45°C (PAGAN et al.,1997).

L. monocytogenes possui flagelos peritriquios, os quais dao ao microrganismo
uma caracteristica de motilidade em tombamento, e este comportamento ocorre
somente em faixas restritas de temperatura (20°C a 25°C) (FARBER; PETERKIN, 1991;
HOLT et al.; 1994; . ROCOURT, 1999). L. monocytogenes é um halotolerante. Pode
tolerar concentragdes de 10% a 30% de cloreto de sddio e crescer a uma A, de 0,90
(RYSER; DONELLY, 2001), dependendo de fatores que influenciam a multiplicagao,
como pH e temperatura (LOVETT, 1989).

Algumas linhagens podem tolerar ambientes de 20% de NaCl e A, de 0,83.
Estudos mostraram que L. monocytogenes em ambientes com 25,5% de NaCl,
sobrevive por 132 dias a 4°C, 32 dias a 22°C e 5 dias a 37°C (SEELIGER,;
JONES,1986).

O cloreto de sodio é principalmente usado na industria de alimentos em
salmoura para fabricagdo de queijo. VASSEUR et al., (1999) demonstraram que todas
as especies de Listeria foram capazes de crescer sob as condigdes experimentais de
4,0; 5,0; 6,2 e 8,0 % de NaCl em caldo de enriquecimento TSB- YE (Caldo tripticase de
soja suplementado com 0,6 % de extrato de levedura), embora tenha variado
fracamente, dependendo das concentra¢des de NaCl e da linhagem estudada.

A adaptacao de Listeria spp. em altas concentragcdes de soluto envolve acumulo
intracelular de compostos organicos chamados de osmolitos (glicina, betaina), que
atuam contrabalangando a forga osmatica, impedindo, desta forma a perda de agua pela
célula (SLEATOR et al ., 1999).

Os acidos sorbico e benzdico sdo inibidores do crescimento de L.
monocytogenes, sua suscetibilidade a estes compostos tem estreita interagcdo com a
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temperatura e pH, sendo a inibicdo mais efetiva em pH 5 e 4 °C (VARNAM; EVANS,
1991). Os resultados enfatizam que a atividade antilisterial do acido acético foi melhor
do que o acido lactico ou acido cloridrico. O acido lactico pode ser menos inibitério por
nao conseguir penetrar na membrana da célula, pois o efeito inibitorio destes acidos
pode estar correlacionado com a constante de dissociacdo (pKa) e com a melhor
permeabilidade da membrana da célula para acidos fracos e suas formas nao
dissociadas (VASSEUR et al.,, 1999). A Aw ideal para o crescimento de Listeria spp €
préxima de 0,97. Foi constatada a sobrevivéncia destes microrganismos em alimentos
desidratados, indicando sua capacidade de tolerar Ay inferior a 0,93 (DOYLE et al.,
1985).

Estudos com L. monocytogenes demonstram que o patégeno multiplica-se em
valores de pH que variam de 4,4 a 9,6, com pH étimo de crescimento de 7,0 (RYSER,;
DONELLY, 2001; SCHUCHAT et al.; 1991). L. monocytogenes cresce em pH entre 5,0 e
9,6 com crescimento o6timo em pH entre 7,0 e 7,5. Estudos indicam que este
microrganismo é capaz de sobreviver por longos periodos em pH abaixo de 5,6, que em
pH entre 4,2 e 4,8, tém sua sobrevivéncia limitada e, € mais rapidamente inativada pelo
calor (DONNELLY et al., 1992, GALDIERO et al., 1997).

A multiplicagdo pode ocorrer mesmo na presencga de nitrito de sédio (FARBER;
HARWIG, 1996). Foi relatado que L. monocytogenes tolera concentragdes de nitrito de
sbédio de cerca de 156 ppm, valor maximo permitido para carnes curadas nos Estados
Unidos (DOYLE, 1988). A inibicdo do crescimento do patégeno, no entanto, é obtida
pela combinagdo com outros fatores. Ao associar 100 ppm de nitrito de sédio, 3% de
NaCl e pH proximo a 5,5 a uma temperatura de 50°C a bactéria foi inativada
(SHAHAMAT et al., 1980). Nisina e pediocina, produzidas por Lactococcus lactis spp.
Lactis e Pediococcus spp., respectivamente, bem como outras bacteriocinas, tém
demonstrado capacidade de inativar L. monocytogenes, como tém sido verificados em
diversos trabalhos (BARNES et al.,1989; BERRY et al., 1990; MING et al., 1997,
ZHENG et al., 1999; ARIYAPITIPUN et al., 2000).

Foi pesquisada a sobrevivéncia de L. monocytogenes em queijo pasteurizado
laboratorialmente contaminado, estocado a 30°C, que, embora houvesse decréscimo na
populacdo do patdgeno, apoés 96 horas da inoculagdo ainda havia bactérias viaveis no
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produto (GLASS et al., 1998). A presenca de bactérias lacticas, no entanto, reduzir o
numero de células viaveis de Listeria monocytogenes, néo so6 pela redugado do pH como
pela producao de bacteriocinas (SHAACK ; MARTH, 1988).

3.4 FATORES DE VIRULENCIA DE L. monocytogenes

Como importante fator de agao para a instalagdo do patdgeno e disceminagéo
da infecgédo, a L. monocytogenes apresenta um mecanismo especifico de invasdo de
células fagociticas e néo fagociticas como macréfagos, células epitgeliais e endoteliais,
fibroblastos, hepatécitos e varios tipos de células nervosas, como por exemplo, 0s
neurdnios (COSSART, 2002; HAIN; STEINWEG; CHAKRABORTY,2006)

Estudos sugerem que L. monocytogenes pode infectar o homem e outros
animais pelas seguintes vias: oral, ocular, cutanea, respiratoria ou urogenital. A forma
mais comum de contaminagdo dessa bactéria é pela ingestdo de alimentos
contaminados, portanto o trato gastroentestinal é a principal porta de entrada para a
bactéria no hospedeiro. O trato intestinal é local de entrada para L. monocytogenes no
organismo através das ceélulas epiteliais no apice das microvilosidades. Entao,
difundem-se, ndo so pelo interior desta célula, como também de uma célula para outra.
Na fase seguinte, sdo fagocitadas por macrofagos, mas ndo induzem uma resposta
inflamatoria significante (PEARSON; MARTH, 1980). As células de L. monocytogenes,
uma vez dentro dos macrofagos, encontram-se protegidas dos leucdcitos
polimorfonucleares (FRANCO; LANDGRAF, 2005). Aproximadamente, um a dois dias a
sua penetragcao, as bactérias sado carregadas pela linfa ou pela corrente sanguinea. A
partir dai, o patégeno pode atingir os linfonodos, a placenta, o figado e o bago. Apos
essa etapa inicial, a bactéria promove uma rapida colonizacdo dos tecidos invadidos.
Usando o mesmo sistema de invasdo celular, a espécie virulenta pode atravessar a
barreira placentaria e chegar ao feto, além de infectar o sistema nervoso central. A
capacidade que L. monocytogenes possui de invadir celulas ndo fagociticas deve-se a
um mecanismo chamado “zipper type” . Nesse mecanismo, a bactéria vai gradualmente
sendo internalizada pela célula hospedeira até sua total entrada na mesma, ficando

inicialmente envolta pela membrana celular. A partir de ent&o, inicia-se o ciclo de vida
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intracelular. Esse ciclo segue alguns passos ja conhecidos. A espécie patogénica
produz as toxinas Listeriolisina O (LLO) e a fosfolipase C (PIPLC) que acidificam o meio
e rompem o vacuolo. Cerca de 30 min apds a sua entrada, L. monocytogenes esta livre
no citosol (IRETON; COSSART, 1997).

Uma vez no citosol, a bactéria multiplica-se dobrando sua populagdo em uma
hora. Para a sua locomocgdo dentro do citoplasma, a bactéria utiliza a motilidade
chamada de cauda de actina. Essa cauda de actina realiza movimentos rotatérios que
irdo propulsar a bactéria pelo citosol até encontrar a membrana plasmatica e chagar a
célula adjacente. Entédo, a bactéria sera novamente internalizada por vacuolos, porém
agora este possui uma membrana dupla: uma formada pela primeira célula que ja foi
invadida e outra formada pela que esta sendo invadida. A seguir, recomega todo o ciclo
de lise do vacuolo para cada celular vizinha até a colonizag&o total do tecido (VASQUEZ
— BOLAND et al., 2001). Cada uma das etapas descritas do processo de invasao celular
esta associada a diversos mecanismos de viruléncia.

O processo de patogénese de L. monocytogenes tem sido bastante estudado
em nivel molecular. A listeriolisina O €& codificada pelo gene hlyA. Mutantes de L.
monocytogenes que perdem a atividade do gene hlyA ndo sdo capazes de causar
hemolise e perdem a viruléncia No ano de 1999, Kayal et al., descobriram que
listeriosina O, secretada por L. monocytogenes, € um potente estimulador inflamatério
(PORTNOY et al., 1988). Listeriolisina O pertence a familia de citolisinas colesterol
dependentes e formadoras de poros (KAYAL; CHARBIT, 2006)

O aspecto chave para patogenicidade de L. monocytogenes é sua habilidade de
invadir e multiplicar em fagocitos e nao fagdécitos. Presume-se que a ades&o da L.
monocytogenes seja mediada por moléculas na superficie da célula com receptores
complementares presentes na célula eucaridtica (PANDIRIPALLY et al., 1999).

Outros fatores de viruléncia sao codificados pelos genes actA, plcB, inlA e inlB.
A actA é responsavel pela polimerizagdo da actina, levando a extrusdo da bactéria de
célula infectada até as células vizinhas. A lecitinase codificada pelo gene plcB é
requerida para a lise da membrana do vacuolo que contém a bactéria. Caminho

alternativo pode permitir a invasao direta de células ndo fagociticas. Neste processo
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estdo envolvidos dois genes, inlA e inlB, que codificam proteinas que estdo envolvidas
na inducéo da endocitose da bactéria (KUHN; GOEBEL, 1998).

Por outro lado, o processo de adesao da bactéria a célula hospedeira € outra
etapa do processo infeccioso. Estudos tém demonstrado que uma proteina extracelular
conhecida por p60 e codificada pelo gene iap, tem uma funcdo chave na aderéncia
deste organismo em células eucaridticas (KUHN; GOEBEL, 1989).

O gene hly é controlado por um regulador positivo de transcricdo, chamada de
PrfA, codificada pelo gene prfA, que faz parte de um grupo de genes. O operon
lecitinase € composto por um gene mpl para uma metaloprotease, outro gene actA que
codifica ActA e um gene plcB para a lecitinase. A metaloprotease parece ser necessaria
para o processamento proteolitico da lecitinase na sua forma madura (SOKOLOVIC et
al., 1993). Todos estes genes s&o essenciais para a viruléncia de L. monocytogenes e a
expressao deles esta sob o controle coordenado de PrfA que €& absolutamente
necessario para que haja a transcricao eficiente destes genes dentro do hospedeiro. O
gene PrfA é expresso por dois promotores, PrprfA , que é negativamente regulado pela
prépria PrfA, e PrplcA, que é positivamente regulado por PrfA. A consequéncia desta
complexa organizagao genética € que niveis basais de PrfA sao produzidos por PrpicA,
0s quais sado insuficientes para ativar a expressdo dos genes de viruléncia
individualmente sob condi¢des de nao inducdo. No entanto, quando a bactéria entra no
hospedeiro, a expressédo de PrplcA é induzida e o sistema de auto-regulardo positiva
rapidamente leva a altos niveis da proteina PrfA na célula e por consequéncia, a
inducao de outros fatores de viruléncia (SHEEHAN et al., 1994).

No mundo todo esta se dando énfase na anadlise e caracterizacdo de
mecanismos regulatorios que controlam a expresséo de PrfA (e consequentemente dos
genes de viruléncia dependentes de PrfA) em resposta a estimulos ambientais
(COFFEY et al.,1996; ERMOLAEVA et al.,1997). Sob condigdes de stress como
elevagdo de temperatura (SOKOLOVIC; GOEBEL, 1989; LEIMEISTER-WACHTER
et.al.,, 1992; ZEMSER; MARTIN, 1998) e stress nutricional (BOHNE et al., 1994,
ERMOLAEVA et al.,1997; PARK et al., 1992; SOKOLOVIC et al., 1993), a sintese das
proteinas dependentes de PrfA € aumentada e diferengcas na sua quantidade sao
observadas em diferentes amostras de L. monocytogenes. Isto explicaria a variagao
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existente na expresséo dos fatores de viruléncia entre as diferentes amostras. Ripio et
al., em 1996, estudaram os niveis de expressdo de LLO e da lecitinase em amostras
selvagens de L. monocytogenes, concluindo que a vasta maioria delas exibe um
fenodtipo caracterizado por fraca atividade hemolitica e de lecitinase, e que reagdes

fortes representam um fendtipo variante.

3.5 MANIFESTACOES CLINICAS CAUSADAS POR Listeria spp

Listeriose, doenca causada por Listeria, foi observada em animais por Hulphers
em 1911, quando o género era ainda chamado de Listerella (JAY, 1996).

A doenca foi relatada em humanos pela primeira vez em 1929, estabelecendo-
se a partir de entdo a correlagdo entre Listeria monocytogenes e meningite em humanos
(BAHK; MARTH, 1990). Em 1933, foi associada com doenca peri-natal (JAY, 1996).
Nesse mesmo ano, a doenga em ovinos foi identificada e caracterizada, uma vez que os
animais apresentarem movimentacdo de rotacdo (sintomatologia que ainda hoje é
utilizada para identificar encefalite causada por L. monocytogenes em ruminantes)
(BAHK; MARTH, 1990).

A despeito da abundéncia de L. monocytogenes no meio ambiente,
relativamente poucas pessoas adquirem a listeriose, o que € provavelmente resultado
de uma resposta imune eficiente pela maioria das pessoas saudaveis. No entanto, deve-
se levar em consideragdo que muitos microrganismos do género Listeria spp. presentes
no meio ambiente ndo sdo ou sdo apenas fracamente virulentos. Ha relatos de que
amostra de L. monocytogenes envolvidas em surtos de listeriose, caracterizadas por
técnicas de PCR, apresentaram diferengcas nas suas sequUéncias de DNA e
possivelmente na expressao dos seus diferentes fatores de viruléncia (DOYLE, 2001).
Estes resultados sugerem que nem todas as amostras de L. monocytogenes
encontradas no meio ambiente ou em alimentos apresentam o mesmo perigo para a
saude humana. Entretanto, ndo ha até o momento uma maneira facil de distinguir quais
amostras podem apresentar riscos para a saude. Amostras expostas a condigcbes de
moderada acidez desenvolvem tolerancia a acidez, tornando-se mais habeis na sua

capacidade de invadir e proliferar em culturas celulares ou mesmo em alimentos. Dessa
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maneira, fatores ambientais parecem afetar a viruléncia de L. monocytogenes, o que
torna necessario o conhecimento sobre a potencialidade das amostras na producio de
fatores de viruléncia (CONTE et al., 2000).

As manifestagbes associadas com L. monocytogenes em humanos incluem
meningoencefalite, sintomas de gripe, baixo grau de septicemia no periodo pré-natal,
sindrome de mononucleoses, septicemia em adultos, pneumonia, endocardites,
abscessos localizados, lesdes cutédneas papular ou pustular, conjuntivites, uretrites e
ocorréncia de abortos. Também pode causar danos cerebrais e retardamento mental
(PEARSON; MARTH, 1980).

Os individuos preferencialmente atingidos sdo os neonatos, as gestantes,
individuos na faixa etaria acima de 60 anos e os imunodeprimidos. O indice de
mortalidade nesses casos pode variar de 20 a 30% (ICMSF, 1996; McLAUCHLIN, 1996;
RAINALDI et al., 1991; ROCOURT; COSSART, 1997).

As mulheres gestantes pertencem a um grupo de alto risco devido a infecgao
ser transmitida para o feto e podendo causar aborto, natimorto ou parto prematuro. As
gestantes geralmente n&do apresentam sintomatologia caracteristica, podendo ocorrer
em alguns casos sintomas semelhantes a um resfriado, com febre, mialgia e cefaléia.
Através da corrente sanguinea da mée, o microrganismo atinge o feto (infeccao trans-
placentaria) causando aborto, geralmente no terceiro trimestre de gestagao, ou doencga
no neonato (ROCOURT, 1996). Outra forma de contaminagdo dos neonatos ocorre
durante o parto normal. O periodo de incubacao € de 10-20 dias, com desenvolvimento
posterior de meningite (SCHLECH, 1996). Cerca de 11% dos neonatos acometidos por
meningite podem apresentar sequelas (ROCOURT, 1996).

Nos individuos imunossuprimidos ou idosos geralmente ocorre meningite ou
meningoencefalite, devido ao tropismo do microrganismo pelo sistema nervoso central.
Os casos de meningite apresentaram letalidade de 43,8%. Outra forma comum da
doenga nesses individuos € a septicemia (ROCOURT, 1996). Também tem sido
relatada a forma gastroentérica, em decorréncia ao consumo de alimentos
contaminados (DALTON et al., 1997a).

A incidéncia de listeriose em gestantes varia, de acordo com relatos, de 4,7-30
casos por 100.000 nascimentos. Em pacientes transplantados este valor sobe para 200
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casos/100.000; pacientes oncologicos, 13 casos /100.000; individuos com mais de 65
anos; 1,4 casos /100.000 e em individuos portadores do virus HIV a incidéncia varia de
52-115 casos /100.000 individuos. Considerando o conjunto dos individuos citados, em
torno de 30% podem apresentar sequelas (ROCOURT, 1996).

A taxa de portadores assintomaticos é de 5%, variando de 1 a 10%. Parece
provavel que em individuos saudaveis ocorram infecgbes autocuraveis que nao sao
diagnosticadas como listeriose (DAVIES et al., 1984, LOVETT; TWEDT, 1988).

A listeriose ocorre esporadicamente na populagdo humana, mas podem surgir
surtos epidémicos. Dos sorotipos identificados de L. monocytogenes, somente trés sao
mais comumente responsaveis pelos surtos de listerioses 1/2a, 1/2b, e mais
frequentemente 4b (KEROUANTON et al., 1998; MARGOLLES et al., 1998).

3.6 IMPORTANCIA DA L. monocytogenes NA CONTAMINAGCAO DOS ALIMENTOS

A importéncia da Listeria monocytogenes para a saude publica esta no fato dela
causar uma severa infeccdo em humanos e nos animais caracterizada por meningite,
septicemia ou aborto (GANDHI; CHIJINDAS,2007).

Varios surtos da enfermidade tém sido descritos pelo mundo. Na Europa e nos
EUA diversos surtos de listeriose foram atribuidos ao consumo de leite pasteurizado,
produtos de laticinio em especial queijos de alta umidade, vegetais crus e produtos
carneos (CANTONI et al., 1989; PARODI et al., 1990; FARBER, PETERKIN, 1991;
McLAUCHLIN et al., 1991; JACQUET et al., 1995;CDC, 1999; ROCOURT; COSSART,
1997; TOBIA et al., 1997).

Casos esporadicos da doenga foram registrados, tendo sido causados pelo
consumo de aves, produtos de salsicharia, pescado entre outros (FARBER; PETERKIN,
1991; ROCOURT; COSSART, 1997).

L. monocytogenes do sorogrupo 4 esta mais relacionada a surtos, enquanto que
o sorogrupo 1/2a € o mais detectado em alimentos, estando mais envolvido em casos
esporadicos (JAY; LOESSNER; GOLDEN, 2005; SCHLECH, 1996). Nos paises de clima
temperado ocorre uma variagado sazonal da doenga, com maior numero de casos nos

meses de outono e inverno seguido pela primavera e verdo (ROCOURT, 1996).
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Baseado nos casos de listeriose ja identificados, estima-se nos EUA uma
incidéncia anual de 1600 casos, com aproximadamente 400 mortes (SHANK et al.,
1996). Ja pelos dados do FoodNet (CDC-EUA), estima-se que ocorram 2493 casos de
listeriose de origem alimentar anualmente, com 499 mortes, o que torna a L.
monocytogenes um dos 5 patdgenos que mais causa morte nos EUA, sendo
responsavel por 28% do total de obitos causados por doengas de origem alimentar,
naquele pais (MEAD et al., 1999).

Apesar da magnitude da sintomatologia com possibilidades de sequelas e da
alta mortalidade, a incidéncia de listeriose € considerada baixa. Na Inglaterra ocorreram
116 casos em 1996, numero que pode ser considerado baixo quando comparado as
toxinfecgbes causadas por Salmonella spp. e Campylobacter com 29.887 e 43.877
casos respectivamente (DUGGAN; PHILLIPS, 1998).

No Canada poucos casos foram confirmados: em 1993, 56 casos e em 1994, 46
casos (FARBER, HARWIG, 1996).

Na Alemanha, estima-se que ocorram 200 casos de listeriose/ ano para uma
populacdo de 80 milhdes. Isso resulta em aproximadamente 3 casos por 1 milhdo de
habitantes. Nos EUA estes valores s&o de 4 a 5 por milhdo. Esses dados mostram que a
listeriose € uma doenca relativamente rara (BUCHANAN et al., 1997).

A dose minima infectante para a listeriose ainda nao foi estabelecida, mas
acredita-se que se fosse baixa, maior numero de casos seriam relatados frente ao que
se tem observado. De fato, de acordo com dados dos surtos ja ocorridos, tém-se poucas
evidéncias de que baixos numeros de L. monocytogenes no alimento possam causar
listeriose em individuos susceptiveis (FARBER, HARWIG, 1996). Porém, a partir da
anadlise de alimentos envolvidos em surtos e casos esporadicos de listeriose,
encontraram-se tanto contagens elevadas (acima de 10° UFC/g) quanto contagens
baixas (inferiores a 10? UFC/g). Partindo-se destes achados, poder-se-ia dizer que
doses de L. monocytogenes iguais ou maiores a 10° UFC/g de alimento poderiam
causar quadro de toxinfecgdo alimentar (FAO, 1999).

A dose infectante de patdégeno de origem alimentar esta relacionada, entre
outros fatores, com as condi¢gdes do hospedeiro, o nivel de contaminagdo do alimento
pelo patdégeno, a quantidade ingerida de alimento e a viruléncia das cepas (FAO, 1999;

26



HEISICK et al., 1995). A contaminacédo de alimentos com niveis acima de 10° UFC/g é
considerada alta para a L. monocytogenes (DESEO, 1999). Experimentos feitos com
animais saudaveis indicaram que a ingestao de quantidades de L. monocytogenes entre
10° e 10° UFC/g seriam suficientes para causar dano a satide (MADDEN, 1992).

Tendo visto a importancia da L. monocytogenes para a saude publica, sabe-se
que os alimentos sdo uma importante fonte de contaminacdo aos humanos. Os
alimentos, por sua vez, se contaminam em praticamente toda a cadeia produtiva. O
habitat primario de L. monocytogenes € o solo e a agua. Vegetais podem contaminar-se
pelo solo ou adubos usados como fertilizantes. Animais podem carrear a bactéria sem
apresentar doenga, e contaminar os alimentos de origem animal como carne e leite. A L.
monocytogenes tem sido encontrada numa grande variedade de produtos crus, como
carnes cruas e vegetais, assim como alimentos que se contaminam apos o
processamento, principalmente os alimentos prontos para consumo (CDC, 1998).

Pode-se dizer que a maioria dos alimentos consumidos pelos humanos, estdo
contaminados pela L. monocytogenes. Ela também pode ser encontrada nos
equipamentos e utensilios da industria de alimentos (JEONG, FRANK, 1994; MANERU,
GARCIA-JALON, 1995; DESTRO et al., 1996; RODRIGUES, 1999) sendo estes
considerados importantes fontes de contaminagao.

Baseado nessas informagdes, a Organizagdo Mundial de Saude (OMS) concluiu
que a eliminagédo de L. monocytogenes de todos os alimentos é impraticavel (FARBER,
HARWIG, 1996).

A maior importancia da L. monocytogenes para a industria de alimentos é a
sobrevivéncia e a multiplicagcdo em temperatura de refrigeragéo. Esse dado é relevante,
principalmente para os alimentos refrigerados prontos para consumo, caso sejam

insuficientemente processados e/ou contaminados apos o processamento (McCARTHY,
1997).

Estudos tém sugerido que mudangas na composi¢cao dos acidos graxos da
membrana polar lipidica sejam responsaveis por manter a integridade dessa membrana

em uma ampla faixa de temperatura do microrganismo permitindo sua multiplicagdo em
temperaturas baixas (JONES et al., 1997).
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Os alimentos implicados nos surtos de listeriose que causaram maior numero de
casos sdo aqueles produtos que permitem a multiplicagdo da L monocytogenes até
populacgdes elevadas antes do consumo. Fatores tais como pH, Aw, presenca de
conservantes e vida de prateleira, sdo utilizados como parametros para avaliar se um

determinado alimento suporta ou ndo a multiplicagdo da L . monocytogenes (FARBER,
HARWIG, 1996) .

Em alguns produtos ha interferéncia de outros fatores que atuam de forma
decisiva para o controle efetivo do desenvolvimento da L monocytogenes, como a
presenca de bacteriocinas e componentes da formulagdo como acidos, condimentos e
especiarias (FARBER; DALEY, 1994).

Com base nos dados obtidos nos surtos e casos esporadicos de listeriose
ocorridos nas ultimas décadas, sao considerados alimentos de maior risco (ROCOURT;
COSSART, 1997):

1 - os prontos para consumo, estocados sob refrigeragdo, com vida de prateleira
longa, conforme detectado por QVIST et al., (1994). Deve-se ressaltar que alimentos
prontos para consumo sao aqueles que nao necessitam de algum tipo de preparo antes
do consumo (FARBER, HARWIG, 1996). O consumo a frio dos embutidos cozidos tipo
"frankfurter" € um dos maiores fatores de risco ao consumidor, possibilitando a ingestao
de quantidades apreciaveis de L. monocytogenes (KRAMER; BAUMGART, 1993).

2 - os alimentos contaminados com populagbes elevadas de L monocytogenes
(> 100 UFC/g ou ml) (McLAUCHLIN, 1996).

Os alimentos prontos para consumo vém tendo sua produgdo aumentada em
resposta a demanda por produtos de facil utilizacdo, com maior vida de prateleira, e
também por serem mais praticos (JUNEJA et al., 1997). Isso tem contribuido para tornar
a L. monocytogenes ainda mais preocupante, pois por ndo requererem cocg¢ao antes do
consumo e serem armazenados por varios dias em temperaturas de refrigeracao,
favorece a multiplicagdo de Listeria, caso presente, em detrimento de outros
microrganismos (QVIST et al., 1994).

Produtos prontos para consumo tratados termicamente apresentam, geralmente,
diminuicdo acentuada ou eliminacdo da microbiota acompanhante, principalmente de

bactérias acido laticas. Com isso, a manipulagcdo no pos-processamento favorece a
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contaminagao pela L. monocytogenes que devido a auséncia de competidores tem sua
multiplicagdo facilitada durante a estocagem em temperaturas de refrigeragéao
(SCHMIDT; KAYA, 1990; SCHMIDT, 1995; GUANG-HUA, MAO-ZHAN, 1997).

No Canada, para alimentos prontos para consumo, os limites toleraveis de L.
monocytogenes baseiam-se na determinagcdo de quais alimentos suportam o seu
desenvolvimento. Com essas informagdes e baseando-se principalmente em
parametros intrinsecos, como atividade de agua e pH, declaragao no rétulo da vida de
prateleira e condigbes de estocagem, estabeleceu-se uma classificagdo em 3
categorias. De acordo com esse critério, as mortadelas e outros produtos prontos para
consumo ligados a surtos ou casos esporadicos de listeriose foram classificados na
Categoria |, que determina a auséncia de L. monocytogenes em 50 g do produto
(FARBER; HARWIG, 1996).

No Brasil, a RDC 12 de 02 de janeiro de 2001 da ANVISA/MS, determina
auséncia de L. monocytogenes em 25 g em varios tipos de queijo, porém, para produtos
carneos, nao ha exigéncia da pesquisa do referido patégeno. A Comissao Internacional
de Especificagdo em Microbiologia para Alimentos estima que 100 UFC/g de alimento
séo aceitaveis para individuos que ndo se enquadram no grupo de risco (RODRIGUEZ-
LAZARO et al., 2004)

Varios estudos tém sido feitos para quantificar L. monocytogenes em alimentos.
A maioria dos alimentos contém <2 log de UFC de L. monocytogenes/g. Apesar de
niveis acima de 4 log/g serem raramente observados, valores acima de 5 log/g tém sido
encontrados. Esses autores compilaram dados de 7063 produtos e constataram que do
total de produtos carneos analisados, 13,7% encontravam-se na faixa de 0,04-1 UFC/g,
7,8% entre 1-10? UFC/g e 1,6% acima de 10?> UFC/g (NOTERMANS et al.,1998).

3.6.1 Listeriose transmitida por leite cru

A primeira evidéncia de transmissdo de L. monocytogenes por alimentos
ocorreu apos a Il Guerra Mundial em Halle, Alemanha Oriental, onde aproximadamente
100 casos de partos prematuros foram registrados numa clinica obstétrica. A presenca
de L. monocytogenes no leite e derivados consumidos pelos pacientes foi considerada
responsavel pelos surtos (GRAY; KILLINGER, 1966).
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Alguns autores citam casos esporadicos de listeriose com a suspeita de
transmissao pelo leite:

a) Em 1973, uma mulher canadense de 28 anos entrou em trabalho de parto prematuro
e perdeu a crianga 33 horas apds o nascimento. Antes da concepgao, a mulher havia
consumido leite cru e creme (BOWMER et al., 1973).

b) Na Califérnia, uma paciente de 43 anos, portadora de AIDS, que consumia
regularmente leite cru, contraiu meningite listérica (RYSER; MARTH, 1991).

Os pesquisadores, na lugoslavia, associaram um caso de listeriose, em uma
menina de 24 dias, com o consumo de leite materno contaminado. Trinta dias apos o
aparecimento dos sintomas, L. monocytogenes, sorovar 4b, foi isolada do liquido
cefalorraquidiano e do sangue da crianga, assim como do leite materno. A recuperagao
da crianga ocorreu trés dias apos a suspensdo da amamentagcdo (VLAHOVIC et al.,
1988).

3.6.2 Listeriose transmitidas por leite pasteurizado

O consumo de uma marca especifica de leite pasteurizado, integral e com 2%
de gordura, foi epidemiologicamente ligado a 49 casos de listeriose que ocorreram em
Massachusetts, entre junho e agosto de 1983. Destes, 42 casos ocorreram em adultos
(86%) e 7 no par mae/filho (14%). A taxa de mortalidade foi de 29%, com 14 &bitos. L.
monocytogenes foi isolada de 15 das 124 amostras de leite (12%) obtidas antes da
pasteurizagdo e de 2 das 14 amostras obtidas de filtros de leite (14%). Diferentes
sorotipos foram identificados, incluindo 1a, 3b ,4ab e 4b, com predominio do sorotipo 4b
(FLEMING et al., 1985). O sorovar implicado no surto n&o foi isolado do leite
pasteurizado, nem do ambiente da industria, levando alguns investigadores a questionar
se realmente o leite foi o responsavel pelo surto (DONNELY et al., 1987).

Em julho de 1994, nos Estados Unidos, 66 pessoas desenvolveram listeriose
ap6s consumirem leite achocolatado pasteurizado. Ao contrario dos surtos normalmente
notificados até entdo, os sintomas gastrintestinais (diarréia, febre, nausea e vomito)
foram predominantes. Cepas de L. monocytogenes sorotipo 2 b foram encontradas no
leite achocolatado nos niveis de 10% a 10° UFC/mL (DALTON et al., 1997).
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3.6.3 Listerioses transmitidas por queijos e outros produtos lacteos

O consumo de queijos contaminados com L. monocytogenes € reconhecido
como uma importante rota de transmissdo de listeriose humana (RYSER; MARTH,
1990).

Os queijos, especialmente do tipo mole, devem receber muita atengao, pois
foram veiculos de transmissé&o de listeriose em varios casos esporadicos e surtos (HO et
al., 1986; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 1988; AZADIAN et al.,1989).

Niveis de 10° UFC/g foram encontrados em alguns queijos naturalmente
contaminados com L. monocytogenes o que torna este produto um risco para a saude
do consumidor (FARBER; PETERKIN, 1991).

A possibilidade de que o queijo possa servir como veiculo na transmissao de
listeriose tornou-se evidente quando o consumo de queijo tipo Mexicano da marca
Jalisco foi ligado ao surto do sul da Califérnia. Entre 1 de janeiro e 15 de agosto de
1985, ocorreram 142 casos, com 48 mortes e uma taxa de mortalidade de 33,8%
(LINNAN et al., 1988). As investigagdes sugeriram que possa ter ocorrido uma mistura
de leite cru contaminado com leite pasteurizado durante a produgdo dos queijos e / ou
uma contaminagao apos a pasteurizacao do leite (SILLIKER, 1986). Este foi o primeiro
surto de listeriose registrado, onde o alimento envolvido na epidemia foi identificado
durante o surto (FARBER; PETERKIN, 1991).

Entre 1983 e 1987, no Cantdo de Vaud, Suica, 122 casos de listeriose foram
tratados num hospital, envolvendo 58 adultos e 64 pares mée e filho, num total de 50
casos por milhdo de pessoas/ano. A taxa de mortalidade foi de 28%, com 34 mortes.
Dos 120 isolados clinicos examinados no periodo epidémico, 111 (93%) foram do
sorovar 4b, e destes, 98 (85%) foram isolados do queijo Vacherin Mont D'Or. As
pesquisas revelaram que as cepas isoladas do queijo tipo “Vacherin Mont d’Or” eram do
mesmo sorotipo e fagotipo da maioria das culturas humanas isoladas no periodo (BILLE,
1990).
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Em Londres, ocorreu um caso de meningite por L. monocytogenes em uma
paciente imunocompetente que se contaminou pela ingestdo de queijo mole (AZADIAN
et al., 1989).

O queijo mole, do tipo Mexicano e Feta, foram responsaveis por 15% das
listerioses esporadicas estudadas nos Estados Unidos, entre 1988 e 1990 (SCHUCHAT
et al., 1992).

Em 1987, ocorreu um surto em Los Angeles, acometendo 11 pessoas e a
manteiga foi incriminada como possivel veiculo da infecgédo (apud RYSER, 1999).

Na Dinamarca, no periodo de marco de 1989 a dezembro de 1990, aconteceu
um surto de listeriose causado pelo consumo de queijo. A investigagdo mostrou uma
evidente ligagdo epidemiologica entre o consumo de queijo com fungo azul ou queijo
duro com os casos reportados no periodo (apud RYSER, 1999). Em 1989, o queijo
Camembert foi implicado em um surto, em Luxemburgo (De BYSER et al., 2001).

Em julho de 1994, ocorreu um surto de listeriose caracterizado por sintomas de
gastrenterite e febre apés o consumo de leite achocolatado em um piquenique, em
lllinois, EUA. Os isolados de L. monocytogenes das amostras de fezes dos doentes, do
leite achocolatado e de amostras ambientais da industria processadora eram do mesmo
sorotipo, 1/2b, tipo eletroforético enzimatico e ribotipo. As investigagdes revelaram que o
surto ocorreu, provavelmente, devido as praticas de higienizag&o deficientes da industria,
ocasionando a contaminagédo do produto durante seu processamento (apds a etapa de
pasteurizagdo), e armazenamento inadequado, durante o piquenique, do produto a uma
temperatura que possibilitou o crescimento da bactéria (DALTON et al., 1997).

Em 1995, na Franga, ocorreu um surto devido ao consumo de queijo “Brie de
Meaux”, queijo macio produzido com leite cru (GOULET et al., 1995). No periodo de 4
meses, em 1997, 14 casos de listeriose foram diretamente associados ao consumo de
queijo “Pont-L’évéque” produzido na Normandia. O queijo implicado foi produzido com
leite cru, e continha L. monocytogenes sorotipo 4b com populagao superior a 1.000 UFC
por grama (apud RYSER, 1999; apud De BYSER et al., 2001).

Na Finlandia, entre janeiro de 1998 a abril de 1999, ocorreu um surto por L.
monocytogenes sorotipo 3a. Neste surto, o veiculo foi a manteiga pasteurizada. Os
isolados de amostras de manteiga, dos pacientes, dos equipamentos e ambiente (dreno)
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da industria apresentaram o mesmo perfil eletroforético, sugerindo contaminacado de
origem ambiental durante o processamento, apds a etapa de pasteurizacao
(LYYTIKAINEN et al., 2000).

No periodo entre outubro de 2000 a janeiro de 2001, na Carolina do Norte, 12
pessoas apresentaram infecgc&o por L. monocytogenes. As investigagdes revelaram que
queijo fresco macio tipo Mexicano, de fabricagdo artesanal, produzido com leite cru
contaminado, foi o causador do surto (BOGGS et al., 2001).

Na Suécia, entre 15 de junho a 09 de julho de 2001, houve um surto no qual, 48
pessoas sofreram de gastrenterite apds consumir produtos lacteos manufaturados na
fazenda. Apesar de estafilococos coagulase positivo e Escherichia coli enteropatogénica
também terem sido encontrados nos alimentos analisados, as investigagdes
epidemiologicas revelaram que queijo fresco, processado a partir de leite cru,
contaminado com L. monocytogenes foi o agente causador do surto (CARRIQUE-MAS
et al., 2003).

Em Quebec, Canada, no periodo de abril a dezembro de 2002, ocorreu um surto
de listeriose acometendo 17 pessoas. As investigagbes conduzidas pelas autoridades
de Saude Publica local concluiram que o alimento responsavel havia sido um queijo
produzido com leite tratado termicamente (temperatura abaixo da pasteurizagédo) e
maturado por 60 dias (GAULIN et al., 2003).

Em 2003, nos Estados Unidos, lotes de queijo tipo mineiro foram recolhidos,
apos um teste de rotina revelar a presenca de Listeria monocytogenes no alimento. Nao
foi relatada a ocorréncia de doentes (FDA, 2003).

Em 1989, um caso foi descrito por Azadian et al.(1989), onde L.
monocytogenes sorotipo 4b foi isolada do doente e do alimento, queijo contendo 10’
UFC/g de L. monocytogenes. Mc Lauchlin et al.(1990) descreveram um caso associado
ao consumo de queijo de leite de cabra. Em 1997, Gilot et al. (1997) relataram um caso
associado ao consumo de queijo Camembert.

No ano de 2007, Mello confirmou 26 cepas de L. monocytogenes, previamente
isoladas de produtos lacteos e identificadas por método classico usando a técnica de
PCR para o gene hly e analise de variagao nucleotidica do dominio central do gene iap.

Os resultados mostraram variagdes na sequéncia nucleotidica contendo substitui¢oes,
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inser¢des e delegbes e um numero de sequéncias similares entre as cepas isoladas e a
cepa controle EGD-e. De acordo com os resultados obtidos, a maioria das cepas
apresentou uma caracteristica molecular comum diferentes das cepas padrédo. E, este
perfil predominante pode ser considerado como a caracteristica da L. monocytogenes
isolados de produtos lacteos do sul do Brasil (MELLO,2007).

3.6.4 Listeriose transmitida por produtos carneos

Ocorreram dois surtos de listeriose envolvendo produtos carneos na década de
90. O primeiro teve registro em 22 estados dos EUA, no periodo compreendido entre 2
de agosto de 1998 e 8 de fevereiro de 1999, atingindo 100 pessoas, com 21 mortes (15
adultos e 6 neonatos). Os alimentos envolvidos foram salsichas e "deli meats". A
industria localizada em Michigan, "Sil Mar Foods", iniciou o recolhimento dos lotes
sabidamente contaminados evitando que a disseminagao fosse ainda mais ampla (CDC,
1999). O segundo surto noticiado, ocorreu na Franga a partir de meados de novembro
de 1999. Foram notificadas a principio 7 mortes e 26 doentes. Evidéncias
epidemiologicas indicaram que o provavel alimento responsavel foi a galantine de lingua
de porco (PROMEDMAIL, 2000).

De maneira geral a contaminagdo dos produtos carneos se da pelo meio
ambiente, pelos ingredientes e pela propria contaminagao primaria da carne (KORSAK
et al., 1998).

Segundo o “Food Safety and Inspection Service” (FSIS) do Ministério da
Agricultura americano, os produtos carneos sdo responsaveis, todos os anos, por 5
milhdes de casos de doengas de origem alimentar com 4000 mortes, sendo L.
monocytogenes, um dos patogenos mais frequentes (FSIS, 1998).

3.6.5 Listeriose transmitida por aves e ovos

Na Inglaterra o primeiro caso de listeriose humana tendo como fonte a carne,
ocorreu em 1988, pelo consumo de frango cozido. Porém nos EUA, o primeiro caso
ocorreu em 1989, tendo como fonte, salsicha de peru (KERR et. al., 1988a,b).

34



3.6.6 Listerioses transmitidas por pescados

O primeiro caso de listeriose ligado ao consumo de peixe ou pescado, foi
registrado em 1989, quando uma italiana de 54 anos contraiu meningite listérica, quatro
dias apos o consumo de peixe defumado, do qual L. monocytogenes foi isolada
(FACINELLI et al., 1989).

3.6.7 Listeriose transmitida por vegetais

Um surto de listeriose humana, no Canada, em 1981, foi associado. ao
consumo de salada de repolho e foi constatado que o adubo utilizado na plantacdo do
repolho era proveniente de fezes de ovelhas contaminadas por L. monocytogenes
(PETRAN et al., 1988). Este surto foi considerado o primeiro surto documentado com 41
pessoas doentes e taxa de mortalidade superior a 28% (SCHLECH et al, 1983).

Um paciente de 74 anos, pos-operado num hospital de Londres, apresentou
septicemia e meningite listérica apdés o consumo de alface contaminada. Diferentes
sorovares de L. monocytogenes (1/2a e 1/2c) foram isolados do paciente e em 1 das 11
(9,1%) amostras de alface preparadas na cozinha do hospital, porém n&o foram isoladas
em outras 44 amostras de alimentos examinados. O consumo de vegetais crus pode
representar uma ameaca potencial a saude dos pacientes hospitalares, muitos dos
quais debilitados e ou imunodeprimidos (BENDIG; STRANGEWAYS, 1989).

Durante o periodo de 1980 a 1990, ocorreram 12 surtos de listeriose em
diferentes paises, sendo que o maior deles envolveu 1566 pessoas e ocorreu na ltalia
em 1997. Este surto foi provocado pela ingestdo de sacada de milho (SCHLECH, 2000;
AURELI et al., 2000).

3.6.8. Outros alimentos associados a listeriose

Foram também associados a surtos de listeriose saladas, camardo, paté,
marisco, frango cozido, nuggets de frango, salsicha de peru, cogumelos salgados,
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sorvete, linguiga, vegetais em conserva, tabletes de alfafa (apud FARBER; PETERKIN,
1991), alimento a base de lingua de porco cozido (JACQUET et al., 1995). Mais
recentemente, salsicha tipo “hot dog” (CENTER FOR DISEASE CONTROL AND
PREVENTION - CDC, 1998), peixe defumado (MIETTINEN et al, 1999), salada de
milho e atum (AURELI et al., 2000), imitacdo de carne de caranguejo (FARBER et al.,
2000) e carne de peru cozido (HURD et al., 2000; FRYE et al., 2002) foram incriminados

em surtos de listeriose.

3.7 OCORRENCIA DE L. monocytogenes EM LEITE E DERIVADOS

Os alimentos, especialmente os de origem animal, exercem um importante
papel na transmissdo da listeriose humana, entre eles, o leite e seus derivados
representam um grande perigo (GORET; OUDAR, 1965).

Além de suas importantes caracteristicas nutricionais, a coleta e o
beneficiamento do leite (ordenha, transporte, resfriamento, pasteurizagao, distribui¢cao),
bem como a producdo de seus derivados, envolvem diversas etapas que se nao forem
bem controladas, poderdo favorecer a contaminagdo e/ou multiplicagdo de L.
monocytogenes. Alguns autores consideram a silagem, muitas vezes usada para
alimentar o gado no inverno, uma importante fonte de Listeria spp., a qual pode
contaminar os animais, a carne e o leite consumidos pelo homem, sendo que com base
nestas consideragbes e alguns estudos realizados, foi sugerida a ocorréncia de
sazonalidade no isolamento da bactéria (COLEMAN,1986; WEHR, 1987; LOVETT,1987,
LIEWEN; PLAUTZ, 1988; BAHK; MARTH, 1990). Por outro lado, outros estudos
realizados consideraram nao haver relacdo entre a incidéncia de L. monocytogenes no
leite e a alimentagcdo do gado com a silagem (FARBER et al.,1988, FENLON; WILSON,
1989, LUND et al., 1991, MOURA,1992).

Avaliou-se a qualidade microbiologica da silagem produzida em Portugal e
otimizaram-se alguns aspectos relacionados com a eficacia de deteccdo de L.
monocytogenes mediante protocolo baseado na técnica de hibridacdo in situ
fluorescente (FISH) para deteccdo direta desse microrganismo em amostras de
silagens. O protocolo foi aplicado a 74 amostras, em simultdneo com o método
bacteriologico convencional. Este ultimo permitiu a detecgdo de L. monocytogenes em
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11 silos (15%). Por meio do protocolo FISH, observou-se que 22 silos (29,7%) se
encontravam contaminados. O método FISH apresentou precisdao (77,0%),
especificidade (92,5%) e sensibilidade (72,7%) elevadas, sendo adequado para a
analise microbiolégica presuntiva de silagens, uma vez que é um método rapido, facil de
realizar, sensivel, reprodutivel e pouco dispendioso (OLIVEIRA; GUERRA; BERNARDO,
2008).

A infeccdo do ubere da vaca é de preocupacdo especial, ja que o patdégeno
pode ser liberado no leite de animais mastiticos. Segundo a literatura, quando L.
monocytogenes esta presente nos alimentos, sua populagédo € geralmente baixa, cerca
de menos de 10? células/ml ou grama de alimento, sendo que seu crescimento pode ser
sobrepujado pela microflora acompanhante (LOVETT, 1988a; GOLDEN et al.,1988a;
DONNELLY, 1988; FERNANDEZ-GARAYZABAL e GENIGEORGES, 1990; BAILEY et
al., 1990a).

Uma vez contaminada uma planta de processamento de alimentos por L.
monocytogenes, a mesma pode sobreviver por longos periodos, se a temperatura for
baixa e o organismo estiver protegido pelos componentes do alimento (PALUMBO;
WILLIAMS, 1990).

Um aspecto muito importante consiste em evitar que os produtos lacteos
pasteurizados sofram contaminagcdo pds-processamento devido a sua natureza
psicrotrofica e a auséncia de microrganismos competidores. L. monocytogenes podera
sobreviver e proliferar durante o armazenamento refrigerado. Como consequéncia,
podera atingir niveis elevados de populagdo, tornando-se, portanto, um problema de
saude publica (VAN DENVER, 1988).

Em diversos trabalhos de ocorréncia de L. monocytogenes nos produtos lacteos,
percebe-se uma variacdo importante nos resultados obtidos pelos autores. Neste
sentido, cabe ressaltar que foram adotadas metodologias diferentes para a obtencao
desses resultados.

Um total de 95 amostras refrigeradas de leite cru, provenientes da regido central
e oeste da Espanha apresentaram L. grayi em 89,5% das amostras, L. monocytogenes
em 45, 3%, L. innocua em 15,8%, L. welshimeriem 3,1% e L. seeligeriem 1,05%. Esses
resultados sdo considerados elevados em relagcdo a outros estudos (DOMINGUEZ
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RODRIGUEZ et al., 1985).

Também na Espanha, foi isolada L..monocytogenes de 21% das amostras de
leite pasteurizado com 3,2% de gordura (FERNANDEZ-GARAYZABAL et al., 1986).

Nos EUA, foi recuperada L. monocytogenes de 15 das 121 amostras de leite
analisadas (12%) e de 2 das 14 amostras de filtros de leite (14%) (HAYES et al 1986).

Foi constatada a ocorréncia de Listeria sp em 706 amostras de diferentes tipos
de queijos, procedentes de diversos paises e foram encontrados 8,2% de amostras
positivas para L. monocytogenes. Destas amostras, 11 eram de queijos macios, 06
(seis) de queijos semi-duros e uma de queijo massa filada. Os queijos maturados por
crescimento superficial de bolores apresentaram maior contaminacdo por L.
monocytogenes do que aqueles que continham bolores em toda a massa. Os autores
nao encontraram diferenga significativa, quanto a presengca do microrganismo, entre
queijos elaborados com leite pasteurizado e aqueles fabricados com leite cru (TERPLAN
et al., 1986).

Em um total de 28 amostras de leite pasteurizado, tratado a 78°C por 15
segundos, comercializado na cidade de Madrid, Espanha, foi encontrada uma cepa
hemolitica de L. monocytogenes patogénica para camundongo. A L.grayi foi isolada de
89,2% e a L. innocua de 1,07% das amostras (GARAYZABAL et al., 1987).

Outras 140 amostras de queijos de diversos tipos foram analisadas para
detectar a presencga de L. monocytogenes. Foi isolado o microrganismo a partir de uma
unica amostra, a qual havia sido produzida artesanalmente com leite de cabra cru
(COMI et al., 1987).

Foi investigada a presenga de Listeria spp. em 374 amostras de queijos macios
e semi duros, foi encontrada somente duas amostras positivas para L. monocytogenes e
uma para L. innocua (FARBER et al., 1987).

L. monocytogenes foi encontrada em 10% de um total de 69 amostras de
queijos macios examinados (BECKERS et al,1987). A bactéria p6de também ser isolada
de outras 3 amostras. As amostras de queijo positivas para o patdégeno foram
elaboradas com leite cru. Os mesmos pesquisadores encontraram também L.
monocytogenes em 4,3% de 137 amostras de leite cru oriundas da Holanda.

Durante o periodo referente a outubro de 1984 e agosto de 1985, foi confirmada
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a ocorréncia de Listeria spp. em 650 amostras de leite cru provenientes de 3 estados
dos EUA. A incidéncia de L. innocua foi de 7,7%, de L. monocytogenes de 4,2%, e a de
L. ivanovii, L. welshimeri e L. seeligeri menor do que 1% (LOVETT et al,1987),

O Florida Departament of Agriculture and Consumer Services, FLORIDA (1987)
examinou 36 amostras de sorvetes, e encontrou 41% delas contaminados por Listeria
sp. Paralelamente, o Departamento examinou também 17 amostras de queijos,
encontrando 64% de positividade, para esse género bacteriano.

Utilizou-se 3 procedimentos diferentes para a detec¢cao de L. monocytogenes
em 90 amostras de queijo macio maturado superficialmente, sendo que o microrganismo
foi isolado de 41 das amostras (DOYLE; SCHOENI, 1987).

Na Suicga, foi investigada a presenca de L. monocytogenes em leite cru e
encontraram apenas 1% as amostras positivas para o microrganismo. A investigagao
também se estendeu a 1004 amostras de queijo e a 343 amostras de queijos maturados
superficialmente por bolores, sendo que a positividade para L. monocytogenes foi de 5%
e 9,6%, respectivamente (BREER; SCHOPFER, 1988).

Um total de 71 amostras de leite cru provenientes de um laticinio da Nova
Zelandia, foram analisadas objetivando o isolamento de Listeria sp, encontrou a L.
innocua em 14%, e a L. welshimeri em 1,4% delas. A L. monocytogenes nao foi
encontrada em nenhuma das amostras (STONE, 1987).

Pesquisa realizada na regido metropolitana de Curitiba, incluindo 60 amostras
de sorvete ndo constatou a presenca de Listeria monocytogenes. Entretanto, em uma
amostra foi constada Salmonella spp (ABRAHAQO, 2005).

Foram também analisadas 445 amostras de leite cru oriundas de tanques de
armazenamento em Ontario, Canad4, visando isolar Listeria sp. A ocorréncia foi de
12,4%, assim distribuida: L. innocua foi a espécie mais freqlente, estando presente em
9,7% das amostras. L. monocytogenes, 2,0%. L. welshimeri, 1,3 FARBER et al., (1988).

Duas metodologias diferentes foram utilizadas para a deteccdo de L.
monocytogenes em 939 amostras de leite cru, sendo que somente 15 amostras (1,6%)
foram positivas para o microrganismo (DONNELLY et al.,1988).

Queijos macios provenientes de diversos paises, adquiridos no varejo, no Reino

Unido, foram pesquisados quanto a presencga de L. monocytogenes por GILBERT e PINI
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(1988). A ocorréncia de L. monocytogenes foi maior em queijos oriundos da Franga,
num percentual de 14%; seguiram-se o0s queijos procedentes da Inglaterra e Pais de
Gales com 4% de positividade. As amostras do Chipre, Dinamarca e Republica Federal
da Alemanha nao apresentaram a bactéria.

Um total de 222 amostras de queijos macios fabricados no Reino Unido e em
outros paises foi analisado com o objetivo de isolar Listeria, encontraram 10% das
amostras contaminadas com L. monocytogenes, distribuidas da seguinte forma
conforme a procedéncia: queijos italianos (16%); franceses (14%); cipriota (10%); e
Reino Unido (4%). Algumas cepas de L. innocua também foram isoladas (PINI; GILBER,
1988).

Na ltalia, foi pesquisada a presenca de L. monocytogenes em 777 amostras de
queijos e encontraram a bactéria em apenas 2,3% das amostras. O mesmo trabalho foi
realizado em queijos importados e observou-se uma frequéncia de 4.5% de amostras
positivas no total das amostras examinadas (CANTONI et al., 1988a).

Investigou-se durante um ano, a presenca de Listeria sp em varios tipos de
queijos consumidos na ltalia. L. monocytogenes foi encontrada em 3,7% de amostras
positivas no queijo tipo "Gorgonzola"; 6,4% de amostras positivas no queijo tipo
"Taleggio" e 5,6% de amostras positivas no queijo tipo “ltalicas”. A bactéria estava
também presente em 12,5% dos “swabs” de superficies dos equipamentos empregados
na elaboragéo dos queijos CANTONI et al., (1988b). A L. monocytogenes foi isolada em
2% das amostras de queijos macios com pH maior que 5,6 COMI e CANTONI (1988).

Durante um ano, em Ontario, Canada foi analisado 315 amostras com um total
de 11,4% positivas. Em se tratando de espécies, a mais frequente foi a L. innocua,
5,7%, seguida pela L. monocytogenes, 5,4%, e pela L. welshimeri, 0,3%. Constatou-se
que a diferenca de estacbes do ano sobre a presenca das diferentes espécies de
Listeria no leite cru ndo apresentava valores significativos (SLADE et al. 1988).

Na Escécia foi investigada a ocorréncia de L. monocytogenes em 180 amostras
de leite cru de latbes. A presenca da bactéria oscilou de 3,8% no verao para 1,0% no
outono. Nao foi observada a correlagdo entre a presengca do microrganismo e as
condi¢gdes higiénicas de obtengdo da matéria prima ou a silagem empregada na
alimentagao dos animais (FENLON; WILSON, 1989).
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Na lItalia, utilizando-se de ensaio imunoenzimatico, obteve-se resultado positivo
para L. monocytogenes em 14 das 375 amostras de queijo Gorgonzola, em 14 das 216
amostras de queijo Taleggio e em 5 das 95 amostras de queijo Italico. Nao foi obtido
resultado positivo para o microrganismo a partir da analise de 1150 amostras de outros
tipos de queijos. Houve positividade em 9 dos 72 "swabs" de superficies e
equipamentos de manufatura de queijos (CANTONI et al., 1989).

No Canada, 14 amostras de leite pasteurizado apresentaram-se negativas para
a presenca de L. monocytogenes. Somente 2 amostras foram positivas entre as 530
amostras analisadas de produtos para sorvete (FARBER et al,1989).

Na Irlanda foram testadas 589 amostras de leite cru de 70 fazendas durante 13
meses, entre 1989 e 1990. Os resultados mostram que Listeria spp. foi isolada de (49)
8,3% das amostras; L. monocytogenes de (29) 4,9% e L. innocua de (20) 3,4% (REA et
al., 1992).

Na provincia de Bologna, Italia foi analisada durante um periodo de 21 meses,
20 amostras de manteiga, 40 amostras de leite cru e 121 amostras de queijos macios
produzidos tanto por pequenos como por grandes produtores, divididos em 2 categorias,
queijos com curto periodo de maturagdo e queijos com periodo de maturagdo de
algumas semanas. L. monocytogenes nao foi isolada a partir das 40 amostras de leite
cru, das 20 amostras de manteiga, tdo pouco das amostras de queijos de pouca
maturagdo, porém destes ultimos, isolou-se L. innocua de 1 amostra do produto de
pequenos produtores e também a partir de 1 amostra de grandes produtores. Quanto
aos queijos de longa maturagéo, Listeria monocytogenes foi isolada de 2 amostras do
produto de pequenos produtores, sendo que o isolamento s6 foi possivel a partir da
casca, mas ndo do nucleo do queijo. Nenhuma amostra foi positiva para L. innocua
(MASSA et al.,1990).

De um total de 252 amostras de leite cru provenientes de tanques de
armazenamento das fazendas, foi verificado que apenas 10 amostras (4%) estavam
contaminadas com Listeria spp., sendo que 4 amostras (1,6%) abrigavam L.
monocytogenes e 6 amostras (2,0%) abrigavam L. innocua. Por outro lado, a partir de
15 amostras de leite provenientes de tanques de plantas processadoras, obtiveram 4
amostras (26,6%) contaminadas com L. monocytogenes e 1 amostra contaminada com
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L. innocua. Das 8 amostras de creme cru analisadas, 2 estavam contaminadas com L.
innocua e nenhuma delas abrigava L. monocytogenes (TIWARI; ALDENRATH,1990b).

Por outro lado, leites e queijos comercializados no varejo em Campinas, S&o
Paulo, obtiveram um percentual de positividade de 12,5% para Listeria. As amostras de
leite pasteurizado tipo "B" e "C" foram negativas para o microrganismo. Entretanto, as
de leite cru tipo "B" e queijo Minas Frescal foram, no conjunto, 5,0% positivas para L.
monocytogenes, 20% para L. innocua, 2,5% para L. seeligeri e 2,5 % para L.welshimeri
(DESTRO, 1990).

Durante um periodo de 6 meses, foram analisadas 100 amostras de queijos tipo
hispanico, produzidos e comercializados ilegalmente na Califérnia. Foram encontradas 2
amostras positivas (2,0%) para L. monocytogenes e 2 positivas para L. innocua
(GENIGEORGES et al., 1991).

Foi realizado um estudo comparativo de métodos para o isolamento de Listeria
do leite cru, o qual envolveu diferentes combinacdes de meios de enriquecimento e
plagueamento. Foram analisadas 300 amostras do produto, sendo que L. innocua foi
isolada de 77 amostras (26%), L. monocytogenes de 9 amostras (3,0%) e L. welshimeri
de 5 amostras (1,7%) (LUND et al., 1991),

No Brasil, ndo foi isolada Listeria spp. a partir da analise de 20 amostras de
leite pasteurizado. Foram também analisadas 20 amostras de leite cru, os autores
obtiveram isolamento somente de L. innocua em 2,0% das amostras, e da analise de 20
amostras de queijo Minas Frescal, obtiveram 40,0% de positividade para Listeria. spp.,
sendo L. innocua. 30,0%, L. monocytogenes 10,0%, L. seeligeri 5,0% e L. welshimeri
5,0% (DESTRO et al., 1991),

Na Noruega foram analisadas 90 amostras de queijo macio importado,
encontrando 10 amostras (11,0%) positivas para L. monocytogenes. A contaminagao
pode ter ocorrido principalmente durante o manuseio do produto nos estabelecimentos
de venda, ja que 7 das 10 amostras positivas foram adquiridas num mesmo
estabelecimento (RORVICK; YNDESTAD, 1991).

Amostras ambientais de usinas de leite de Vermont - EUA foram analisadas.
Isolou-se L. innocua em 16,1% das amostras e L. monocytogenes em 1,4%
(KLAUSNER; DONNELLY, 1991).

42



Um estudo foi desenvolvido para verificar a ocorréncia das espécies de Listeria
em varios produtos lacteos produzidos na Irlanda do Norte, através de 3 diferentes
procedimentos de deteccdo. Durante um periodo de 1 ano foram analisadas 176
amostras de leite cru, 95 amostras de leite pasteurizado e 33 amostras de queijo macio,
adquiridas em centros de processamento e em fazendas. Das amostras de leite cru, 27
(15,3%) continham L. monocytogenes, 18 (10,2%) continham L. innocua e 5 (2,8%) L.
seeligeri. Das 95 amostras de leite pasteurizado examinadas, somente 1 (1,05%) foi
positiva para L. monocytogenes; e das 33 amostras de queijo macio, 1 (0,3%) foi
positiva para L. seeligeri (HARVEY; GILMOUR, 1992),

No Brasil, realizou-se um levantamento da incidéncia de Listeria spp. em 440
amostras de leite cru e pasteurizado, sendo 110 amostras de leite cru tipo C, 110
amostras de leite cru tipo B, 110 amostras de leite pasteurizado tipo C e 110 amostras
de leite pasteurizado tipo B, todas provenientes de uma usina de beneficiamento da
cidade de S&o Paulo. Do leite cru tipo C, isolou-se L. monocytogenes de 12,7% das
amostras, L. innocua de 13,6% e L. welshimeri de 1,8%. Do leite cru tipo B, isolou-se L.
monocytogenes de 6,4% das amostras, L. innocua de 5,4% e L. grayi de 0,9%. Com
relacdo a analise das amostras do leite pasteurizado tipo C, ndo foi obtido positividade
para Listeria spp.. Por outro lado, L. innocua foi isolada a partir de 1,8% das amostras
de leite pasteurizado tipo B (MOURA, 1992).

No Marrocos foram examinadas 227 amostras de leite e derivados, produzidos
no pais e importados, para a presengca de L. monocytogenes. Obteve-se 10% de
positividade para as amostras de leite cru, 10 e 6% para as amostras dos leites
fermentados Raib e Iben, e 18% para as amostras de queijo tradicional sendo que uma
destas amostras de queijo tradicional continha também L. innocua (EL MARRAKCHI et
al., 1993).

Em Piracicaba - S&o Paulo, ndo se detectou pela metodologia desenvolvida
basicamente para produtos lacteos por Lovett e revisada por Lovett e Hitchins a
presencga de Listeria monocytogenes ou outra espécie do género em nenhuma das 20
amostras de queijo Minas Frescal comercializadas nessa cidade (CASAROTTI; GALLO;
CAMARGO, 1994).

Na Suécia, foram examinadas 333 amostras de retalhos de queijo macios e
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semi-macios produzidos no pais e importados, para a presenga de L. monocytogenes.
Obteve-se a positividade de 6% para as amostras de queijo. Esse microrganismo foi
somente encontrado nos queijos importados (18 da Franga, e um da Alemanha e Italia).
O numero de L. monocytogenes variou de < 1 x 10? para 1 x10° UFC/g. As cepas
isoladas pertenciam ao sorogrupo 2 com exce¢ao das isoladas de duas amostras que
pertenciam ao sorogrupo 4 (LONCAREVIC et al., 1995).

Foram analisadas 18 amostras do queijo tipo “Cameros”, um queijo Espanhol
Frescal produzido a partir de leite de cabra, provenientes de quatro produtores
diferentes e obtiveram a incidéncia de 5,6% de L. monocytogenes. Foi associada a
presenga deste microrganismo, com contaminagdo pos-pasteurizagdo ou pos-
processamento, haja vista que foi utilizado leite pasteurizado no preparo destes queijos
(OLARTE et al., 1999).

Na Argentina foram analisadas 35 amostras de queijo provenientes de géndolas
de supermercados de venda direta ao publico e constatou-se o isolamento de quatro
cepas de Listeria monocytogenes correspondendo ao sorotipo 4 (11,4%) (COPES et
al.,2000)

Foi investigada a qualidade microbiolégica do leite in natura e na linha de
producéo (leite recém-pasteurizado e leite ensacado), de uma usina de beneficiamento
em Campina Grande - PB, Brasil. Observou-se que 33 (73,3%) das amostras de leite cru
e 9 (30%) das de leite pasteurizado estavam contaminadas com Listeria spp.,
identificadas L. monocytogenes em 17 ( 51,5%) amostras de leite cru e em 9 (100%)
de leite beneficiado (4 recém-pasteurizadas e 5 ensacadas) (CATAO; CEBALLOS,
2001). Por outro lado, pesquisando Listeria spp em leite pasteurizado tipo C
comercializado na cidade do Recife, Pernambuco, Brasil ndo se detectou a ocorréncia
dessa bactéria em 250 amostras (PADILHAT et al., 2001).

Foi desenvolvido um estudo para verificar a ocorréncia das espécies de Listeria
em varios tipos de queijos europeus com manchas vermelhas e obtiveram 15,8% das
amostras contaminadas com o género Listeria sendo 6,4% Listeria monocytogenes,
10,6%, Listeria innocua, 1,2% Listeria seeligeri. Seis amostras de queijo continham duas
ou mais espécies de Listeria, incluindo pelo menos um isolado de Listeria
monocytogenes (RUDOLF; SCHERER, 2001).
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Em vinte e quatro amostras com 2 a 3 semanas de produgdo do queijo tipo
“Tetilla” produzido com leite bovino cru foi detectado Listeria monocytogenes em duas
amostras (MENENDEZ et al., 2001).

Trinta e quatro amostras de queijos vendidos em Portugal, 24% estavam
contaminadas com Listeria monocytogenes e 44% com outras espécies de Listeria
(GUERRA; MCLAUCHIN; BERNARDO, 2001).

Também em 2001, foi detectada a ocorréncia de 0,8% de Listeria
monocytogenes em 256 amostras de queijo macio no Chile (CORDANO; ROCOURT
2001).

Foi constatada a presenca de Listeria spp em cinco amostras analisadas
provenientes de pequenas usinas de fabricagcdo de queijo tipo colonial produzido no
sudoeste do estado do Parana e coletadas em balcdes frigorificos de supermercados da
mesma cidade (LUBECK et al., 2002).

Duzentas e vinte e duas amostras de queijos macios procedentes do Reino
Unido e de outros paises foram analisadas. Em 10% das amostras foram detectadas L.
monocytogenes em niveis de < 10> UFC/g a 10° UFC/g. A incidéncia dos queijos de
varios paises foi a seguinte: Italia (16%), Franca (14%), Chipre (10%) e Reino Unido
(4%). Somente 2 sorotipos (1/2 e 4 b) foram isolados. Algumas amostras continham
também L. innocua que foi a unica outra espécie encontrada (PINI; GILBERT, 2002).

Em 2003 realizou-se um trabalho sobre a ocorréncia de Listeria spp em pontos
criticos de controle e no ambiente de processamento de queijo Minas Frescal. Foram
identificados como pontos criticos para a produgéo deste queijo a recepgao do leite cru,
pasteurizagdo, coagulagdo e armazenamento, foram detectadas na fabrica B a presenca
de L. monocytogenes a partir do leite cru (16,7%) e do chdo da sala do refrigerador de
queijos (14,3%) (SILVA et al., 2003).

Em 24 amostras de queijo produzidos no Estado do Rio Grande do Norte
(Brasil) foi detectada Listeria spp em 9% e 15% das amostras de queijos de coalho e
manteiga respectivamente, pelo teste de ELISA, mas a presenca de L. monocytogenes
nao foi confirmada pelo método convencional (FEITOSA; BORGES; NASSU, 2003)

Também em 58 amostras de queijo artesanal tipo coalho comercializado na
cidade de Manaus foi detectada Listeria spp em duas amostras (3,4%), L.
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monocytogenes (soro variedade 1/ 2 b) foi identificada em uma amostra coletada na
zona centro-sul de Manaus (RAMOS; COSTA, 2003).

Foi verificada a qualidade higiénico-sanitaria de amostras de queijo de coalho
(11 amostras) e de queijo de manteiga (13 amostras) oriundos de seis microrregides do
Rio Grande do Norte e constatou-se que 9% e 15% destas, respectivamente, continham
Listeria spp (FEITOSA et al., 2003).

Um estudo sobre a ocorréncia de Listeria monocytogenes em alimentos frescos
e processados em Navarra (Espanha) obteve de 99 amostras analisadas de queijo
macio, o percentual positivo de 1% para Listeria monocytogenes, 6,1% para Listeria
innocua e 1,0 % para Listeria grayi (VITAS; AGUADO; GARCIA-JALON, 2004).

Em 2005, foi relatado um estudo realizado em 1995-1996 com 63 amostras de
queijo macio produzido em Portugal na Provincia de Beira Baixa utilizando método
tradicional de preparo do queijo e com leite de ovelha cru. Os autores obtiveram o
isolamento de Listeria sp em 47 amostras (75%) tendo sido isolado L. monocytogenes
em 29 (46%) e L. innocua em 18 (29%). Dos 24 isolados de L. monocytogenes 20
pertenciam a sorotipo 4b, trés ao sorotipo 1/2b e um ao sorotipo 1/2a (PINTADO et al.,
2005).

Um estudo realizado durante o periodo de margo de 2004 a margco de 2005
obteve 6 amostras positivas para L. monocytogenes em um universo de 250 amostras
de queijo Tulum que é produzido a partir de leite cru e é considerado um dos mais
populares queijos semiduros na Turquia (COLAK et al., 2007).

Listeria spp foi detectada em 11,8 % de em 93 amostras de queijo minas Frescal
que foram processadas por 3 processos industriais (adicdo de cultura lactea,
acidificagao direta com acido latico e ultra-filtragdo). Essas amostras foram coletadas em
supermercados de Campinas (Sdo Paulo). L. monocytogenes foi encontrada em 42,9 %
de 7 amostras de queijo obtidas pelo processo de acidificagao direta. L. innocua foi
isolada em 57,1% das amostras restantes. Nas amostras processadas com a adi¢céo de
cultura latica, foram isoladas somente L. innocua (12,9%). E, nas obtidas pelo processo
de ultra filtragdo n&o foi detectada Listeria spp (CARVALHO et al., 2007).

Recentemente, dez casos de listeriose foram detectados numa regido do
nordeste da Suica durante um periodo de oito semanas. Eram oito pacientes
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imunodeprimidos com bacteremia (trés 6bitos) e duas mulheres gravidas que tiveram
um aborto séptico. Todos os casos eram devidos ao sorotipo 1/2a. Entrevistas com os
pacientes revelaram que um queijo tenro chamado “tomme”, fabricado e distribuido
localmente, foi a fonte alimentar implicada no surto. Listeria monocytogenes 1/2a do
mesmo tipo foi identificado nas amostras do queijo, como também na manteiga
fabricada na mesma leiteria, em quantidades de 10%-10* e 10-10°
UFC/g,respectivamente (BILLE et al., 2006).

3.8 OCORRENCIA DE L. monocytogenes EM OUTROS PRODUTOS
3.8.1 Produtos carneos

Em amostras de retalhos de carne crua de gado em maio de 1987, no Canada,
foi evidenciado que em 50 amostras, 45 (90%) continham Listeria spp. e 29 (58%) L.
monocytogenes. Da mesma forma na Dinamarca, detectou-se a incidéncia de Listeria
em 67 amostras, coletadas em agougues e supermercados. Listeria spp foi encontrada
em 45 (67%) amostras e L. monocytogenes em 19 (28%) amostras (TRUSCOTT,;
MCNAB, 1988, SKOVGAARD; MORGEN, 1988)

Num estudo similar, determinou-se a incidéncia de Listeria em 51 amostras de
carne crua de porco, obtidas em matadouros e agougues. Os resultados mostraram que
Listeria spp foi encontrada em 32 (64,7%) amostras, com 11,8% das amostras positivas
para L. monocytogenes e 51 % para L. innocua (SKOVGAARD; NORRUNG, 1989).

Assim como no leite cru, a L. innocua foi isolada de carne de bovino e suino
com igual ou maior frequéncia do que L. monocytogenes, sugerindo que ambos 0s
organismos podem ocupar nichos similares em abatedouros e no meio ambiente das
industrias de processamento da carne. Portanto, a presenca de L. innocua em carne
crua pode ser indicativa de possivel contaminagdo com L. monocytogenes (RYSER,;
MARTH, 1991).

Os niveis de L. monocytogenes em carnes geralmente sdo inferiores a 10°
UFC/g. Isso demonstra que a maioria dos alimentos esta contaminada, mas sempre em
niveis baixos (FARBER; PETERKIN,1991).
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3.8.2 OQutros produtos de origem animal

Verificou-se que o processo normal utilizado para fabricar "pepperoni” (tipo de
salame apimentado), ndo foi eficiente para eliminar a L. monocytogenes quando o
organismo estava inicialmente presente apresentando a contagem de 7 Xx 10*
UFC/grama de massa de "pepperoni". O aquecimento do "pepperoni" a temperatura de
51,7°C por 4 horas, imediatamente apos a fermentacdo, reduziu a populacdo da
bactéria, mas ndo a eliminou completamente (GLASS; DOYLE,1989).

Em uma pesquisa realizada na Australia, a Listeria spp. estava presente em 33
das 205 amostras de varios produtos de origem animal e superficies de contato com
alimentos nas industrias. L. monocytogenes estava presente em 10 (4,9%), L. innocua
em 22 (10,7%) e L. welshimeri em 1 amostra (SENEVIRATNA et al.,1990).

Em Queensland, Australia, 342 amostras de produtos prontos para o consumo,
como presunto, salame, bacon, rissole de carne, nos quais se isolou L. monocytogenes
em 45 amostras (13,2%), L. innocua em 82 amostras (24,0%), L. welshimeri em 4
amostras (1,2%) e L. seeligeri em trés amostras (0,9%) (VARABIOFF, 1992).

Em Bologna, na Itélia, inocularam L. monocytogenes e Yersinia enterocolitica
em manteiga magra e observou-se que houve crescimento dos patégenos em taxas
mais elevadas do que a microflora natural do produto e que L. monocytogenes mostrou
uma melhor aptiddo para proliferar na manteiga do que Yersinia enterocolitica
(LANCIOTTI et al., 1992).

L. monocytogenes foi detectada acima de 10° UFC/g em 5,8% das amostras de
embutidos tipo "frankfurter” fatiados e embalados a vacuo, e entre 102-10* UFC/g, em
70% (SCHIMIDT; KAYA, 1990, apud SCHMIDT, 1995).

Em 175 amostras de 8 tipos diferentes de produtos carneos comercializados
em nove provincias da comunidade autbnoma de Castilha e Ledn (Espanha) foi isolada
Listeria monocytogenes em 11,4% das amostras (GOMEZ; CAMPILLO; DOMINGUEZ-
FERNANDEZ; SUMALACARREGUI; RODRIGUEZ;1999).

Foi pesquisada a presenga de L. monocytogenes em 30 amostras de mortadela
comercializadas na cidade de Sao Paulo, observando-se uma incidéncia de 36,7% para
Listeria spp. e de 26,7% para L. monocytogenes (BERSOT et al., 2001).
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Listeria spp foi pesquisada no processamento de linglica Frescal em trés
frigorificos com inspegao sanitaria estadual, em Pelotas, RS, Brasil. Foram analisadas
matéria-prima utilizada no preparo da linguiga, os equipamentos da linha de produgao e
o produto final. Listeria spp. foi isolada em 100% das 41 amostras analisadas, nos 3
estabelecimentos estudados. Dentre as diferentes espécies, L. innocua foi aquela
isolada com maior frequéncia, em 97,6% das amostras, seguida por L. monocytogenes
em 29,3% e L. welshimeri em 24,4%. A presencga destes microrganismos nas amostras
analisadas, em especial no produto final, demonstra a necessidade de readequacao nas
praticas de limpeza e sanificacdo das plantas de processamento, bem como representa
risco potencial de listeriose ao consumidor (SILVA et al., 2004).

Foi verificada a ocorréncia de L. monocytogenes em produtos carneos pela
analise de 106 amostras de cinco tipos diferentes de linguigas (de carne suina, de carne
de frango, tipo calabresa, mista e tipo toscana). A presenca de Listeria spp. foi
evidenciada em 62 amostras (58,5%) e L. monocytogenes em 11 amostras (10,4%). A
maior ocorréncia de L. monocytogenes foi na linguica de carne de frango (18,2%) (LIMA,;
ROSSINI; POPERMAYER, (2003).

Avaliou-se a multiplicagdo de L. monocytogenes naturalmente presente em
mortadelas fatiadas, embaladas a vacuo e estocadas a 5°C durante sua vida de
prateleira. O teste Tukey indicou que as populagdes de L. monocytogenes nos tempos
10, 20, 30 e 40 dias diferiram significativamente (p<0,05) indicando multiplicagéo
durante o armazenamento. Em trés repeticées, o aumento médio foi de 1,80 ciclos log.
A embalagem a vacuo e estocagem sob refrigeracdo ndo foram suficientes para o
controle da multiplicagdo de L. monocytogenes em mortadelas fatiadas, indicando que
as boas praticas de fabricacdo e um sistema HACCP implantado s&o fundamentais para
assegurar a seguranga desse produto (BERSOT, 2008).
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3.8.3 Aves e ovos

Em Ottawa, Canada, L. monocytogenes foi isolada em 9 de 16 (56,3%) pernas
de galinha, 38 de 44 (86,4%) amostras de carnes e 6 de 30 (20%) salames fermentados
(FARBER et al., 1989b).

Entre junho de 1988 e maio de 1989, foram conduzidas duas grandes pesquisas
para verificar a incidéncia de Listeria spp. em galinhas e em cortes frescos e
semicongelados de perus obtidos em abatedouros. De acordo com os resultados
obtidos nos produtos frescos, 12,5% de asas, 16% de pernas e 15% de figados,
adquiridos em trés supermercados no norte da Califérnia, continham niveis detectaveis
de L. monocytogenes. A L. innocua foi, duas ou mais vezes, prevalente do que L.
monocytogenes nos tecidos, com excecéo de figado de galinha. No total, a incidéncia
mais alta de Listeria spp. foi observada em pernas (54%), seguida por asas (42,5%) e
figados frescos de aves (32,5%). Em contraste, somente 10% dos produtos semi-conge-
lados continham Listeria spp (GENIGEORGIS et al., 1989 e 1990).

Em um estudo realizado em 1989, no sudeste dos Estados Unidos, Listeria spp
foi isolada em 34 das 90 (38%) carcagcas de galinhas amostradas, sendo que L.
monocytogenes foi isolada em 21 das 90 (23%) carcagas (BAILEY et al., 1989).

O isolamento de L. monocytogenes de ovos intactos ainda nao foi
documentado, porém isolou-se o patégeno nos EUA em 15 das 42 (36%) amostras
congeladas de ovo cru(LEASOR; FOEGEDING, 1989).

Foram analisadas 40 amostras de carne de peru, divididas em 4 grupos de 10:
blanquet inteiro, blanquet fatiado, presunto inteiro e presunto fatiado, todas produzidas
sob Inspecédo Federal e comercializadas em estabelecimentos varejistas da cidade de
Niter6i-RJ e observaram nos produtos fatiados, uma alta incidéncia de bactérias do
género Listeria, da ordem de 80% em blanquet e de 90% em presunto, contrastando
com a auséncia nos inteiros. Os isolados de L. monocytogenes pertenciam aos
sorotipos 4b, 1/2¢c, 1/2 b e 1/2a (ARAUJO et al., 2002).
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3.8.4 Pescados

Muitas espécies aquaticas, incluindo peixe, ostra, camaréo, siri e lagosta séo
fontes potenciais de L. monocytogenes na dieta humana. Em 1987, nos Estados Unidos,
a L. monocytogenes foi registrada em 5-6% da carne de siri cozida importada e
comercializada (RYSER; MARTH, 1991).

Comprovou-se que a L. monocytogenes, inoculada em salmdo defumado,
refrigerado e embalado a vacuo, cresceu dentro do prazo de vida util do produto nas
condi¢cdes normais de armazenamento (HUDSONI-MOTT, 1993).

Foi realizada uma avaliagcdo quantitativa de L. monocytogenes em surubim
(Pseudoplatystoma sp) fresco e processado utilizando-se a técnica do NMP. A
populacdo de L. monocytogenes foi estimada como < 0.012 NMP/cm2 do peixe fresco e
< 0.03 NMP/g do peixe minimamente processado (SOUZA et al., 2008).

Avaliou-se a incidéncia e disseminacéo de L. monocytogenes em 415 amostras
de salmdo gravlax obtidas de diferentes etapas de processamento de uma industria
localizada no Estado de Sdo Paulo. A presenca de L. monocytogenes foi confirmada em
amostras de salméo (41%), superficies de contato (32%) e nao contato (43%) e
manipuladores (34%), porém nao se isolou o microrganismo em nenhum ingrediente. Do
total de cepas isoladas, 179 destas foram escolhidas aleatoriamente e submetidas a
sorologia e tipagem por PFGE. A maioria dos isolados pertenceu ao sorogrupo 1 (73%),
sendo identificados 61 pulsotipos quando se combinou os resultados de sorologia e
PFGE e 6 clusters foram distribuidos em um dendrograma. O cluster A agrupou a
maioria das cepas (120). Pode-se sugerir que as cepas foram introduzidas na linha de
processamento por meio da matéria prima e contaminando o produto final. Estes
resultados indicam que a eliminagcdo de L. monocytogenes deste estabelecimento
requer um grande esforgo, ainda que o microrganismo n&o se multiplicou no produto
final estocado a 4°C por 90 dias (CRUZ et al, 2008).
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3.8.5 Vegetais

No Reino Unido foi detectada L. monocytogenes em 4 de 60 saladas pré-
embaladas prontas para o consumo (incluindo brotos de feijao, saladas de hortalicas
mistas e saladas contendo nozes e frutas). Foi verificado também o aumento das
populagdes de L. monocytogenes, naturalmente presentes em alguns tipos de salada,
apos 4 dias de armazenamento sob refrigeragéo (SIZMUR; WALKER, 1988).

A incidéncia de Listeria spp., incluindo a de L. monocytogenes em 10 diferentes
variedades de vegetais crus nao lavados (HEISICK et al., 1989a) em um total de 1000
amostras obtidas em 2 supermercados da area de Mineapolis, entre outubro de 1987 e
agosto de 1988, Listeria spp. foram detectadas em uma ou mais amostras de alface,
repolho, pepino, cogumelo, batata, radite, mas ndo em brocolis, cenoura, couve-flor e
tomate. A incidéncia foi: L. monocytogenes (5%), L. innocua (2,6%), L. welshimeri
(0,8%) e L. seeligeri (1,3%). Os vegetais que apresentaram maior incidéncia de Listeria
spp e L. monocytogenes foram a batata e o radite. HEISICK et al., (1989b), usaram
quatro procedimentos diferentes e identificaram Listeria spp Em 19 das 70 (27,1%)
amostras de batata e em 25 das 68 (36,8%) amostras de radite, porém nao detectaram
em cogumelos, repolho, brocolis, couve-flor, alface, tomate e pepino obtidos nos dois
supermercados de Mineapolis. Cenoura crua mostrou algum tipo de atividade antilisterial
inerente, que foi eliminada com o cozimento (BEUCHAT; BRACKETT, 1990, NGUYEN-
THE; LUND, 1992).

Na Irlanda do Norte, foi relatado que de 85 amostras de saladas de vegetais e
saladas preparadas analisadas, 7 continham L monocytogenes. Os autores sugerem
que a contaminacgao foi devido a manipulagdo imprépria e ndo oriunda do produto “in
natura” (HARVEY; GILMOUR, 1993).

Saladas de hortalica foram examinadas nos Estados Unidos. Das 63 amostras
analisadas, L. monocytogenes foi encontrada em 1 (1,6%) amostra de salada contendo
alface americana, repolho roxo, cenouras, pepinos e tomates (LIN et al., 1996).

Um estudo para avaliar a qualidade de salada de repolho foi realizado na Costa
Rica. Os autores verificaram que, das 50 amostras avaliadas, L. monocytogenes estava
presente em 10 (20%) (MONGE; ARIAS, 1996).
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No Canada, foram analisadas tanto amostras de vegetais nao-processsados
quanto prontos para o consumo e constou uma frequéncia de 6,1% de L.
monocytogenes nos produtos minimamente processados (ODUMERU et al., 1997).

Um trabalho de investigagdo da ocorréncia de Listeria spp. em 2 tipos
(americano e europeu) de saladas de vegetais minimamente processados, embalados
em polipropileno, foi realizado na Venezuela. Os resultados revelaram que Listeria sp.
estava presente em 37,5% nas saladas do tipo europeu e em 25%, nas do tipo
americano (DIAZ et al.,1998).

Na Dinamarca foram examinadas 350 amostras de brotos de vegetais cortados
e constaram uma alta ocorréncia de L. monocytogenes. Segundo os limites
estabelecidos naquele pais, populagées de L. monocytogenes entre 10 e 100 UFC/g
sdo consideradas insatisfatérias e > 100 UFC/g ndo sao aceitaveis. Dentre as amostras
examinadas, 23% estavam em condigdes insatisfatorias (NEORUNG et al.,1999).

No Brasil, foram analisadas 101 amostras de alface e 149 amostras de outros
vegetais, coletadas em diferentes épocas do ano. Os resultados revelaram baixa
contaminagao (3,2%) por L. monocytogenes, detectando-se o microrganismo em
amostras de alface, salsa e agrido (PORTO; EIROA, 2001).

Em Portugal, analisaram 37 amostras de frutas e hortaligas prontas para o
consumo e de hortalicas “in natura”, e ndo encontraram L. monocytogenes nas
amostras (GUERRA et al., (2001). Da mesma forma, nos Estados Unidos, também n&o
foi detectada L. monocytogenes em amostras de vegetais comercializados frescos ou
congelados (PETRAN et al., 1988).

Outro estudo com resultados semelhantes foi realizado no Canada. Listeria spp.
nao foi encontrada nas 110 amostras de vegetais “in natura”, incluindo alface, aipo,
tomate e rabanete (FARBER et al., 1989).

Na india, foram examinadas 116 amostras de vegetais diversos, ndo isolaram L.
monocytogenes nas saladas analisadas prontas para o consumo (PINGULKAR et al.,
2001).

Na Espanha, foi pesquisada a presenca de espécies de Listeria em 40 amostras
de alface e espinafre, 20 “in natura” e 20 prontas para o consumo. Os resultados
revelaram uma frequéncia de 30% de L. grayi e ivanovii, 20% de L. seeligerie 10% de L.
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monocytogenes nas amostras de alface “in natura”. Nas amostras de alface pronta para
0 consumo, verificou-se a presenga de L. grayi em 30%; L. ivanovii e L. monocytogenes
em 10%. No espinafre “in natura”, L. grayi foi detectada em 10% das amostras e o
género Listeria n&o foi encontrado no produto pronto para o consumo (SORIANO et al.,
2001).

Na Noruega, foram avaliadas 200 amostras de diferentes tipos de alface e 100
amostras de saladas pré-cortadas. L. monocytogenes estava presente em 1 (0,5%)
amostra de alface e, nas saladas, o microrganismo n&o foi encontrado. Os
pesquisadores sugerem que a auséncia de L.monocytogenes em certos produtos pode
ser atribuida ao pouco contato da planta com o solo (JOHANNESSEN, et al., 2002).

Amostras prontas para o consumo também foram analisadas por Sagoo et al
(2003a,b) no Reino Unido. Os resultados nos dois estudos revelaram uma baixa
ocorréncia de L. monocytogenes, que variou entre 2,3 e 3% do total de amostras (2950
e 3852, respectivamente).

No Brasil, L. monocytogenes foi avaliada pelo sistema automatizado BAX
System e, paralelamente, a semeadura do caldo de enriquecimento foi realizada em
placas contendo agar Palcam e Oxford, com a identificagdo das colénias suspeitas pelos
testes bioquimicos convencionais em 181 amostras de saladas minimamente
processadas, coletadas em diferentes estabelecimentos comerciais, no municipio de
Sé&o Paulo, SP. L. monocytogenes estava presente em 1 (0,6%) amostra de espinafre
das 181 amostras examinadas, tendo sido detectada, simultaneamente, por ambos os
métodos empregados. As outras espécies de Listeria encontradas empregando-se a
semeadura em placa foram: L. welshimeri (1 amostra de alface mimosa) e L. innocua (2
amostras de agrido) (FRODER, 2005).

3.9 METODOLOGIAS UTILIZADAS PARA O ISOLAMENTO DE Listeria spp.
Os resultados dos estudos criticos de comparagao auxiliaram a escolha de um

método adequado para detectar Listeria spp. em varios alimentos (FARBER;
PETERKIN, 1991).
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As metodologias para o isolamento de L. monocytogenes ainda estdo em fase
de aperfeicoamento. Estas metodologias utilizadas observam que a populagdo do
patdgeno esta geralmente em baixos niveis quando comparada ao da microbiota natural
(HITCHINS; TRAN, 1990). Assim, a metodologia aplicada deve possibilitar a detecgéo
de pelo menos uma célula viavel de L. monocytogenes em produtos prontos para
consumo ante o potencial de multiplicagdo do patégeno durante longos periodos de
estocagem em temperatura de refrigeracédo (KNABEL, 2002).

Os métodos laboratoriais atualmente empregados para a analise microbiologica
de alimentos e produtos relacionados podem ser classificados em “convencionais® e
‘rapidos”. Embora apresentem diferengas marcantes em varios aspectos, ambos tem as
mesmas finalidades, ou seja, investigar presenga ou auséncia de determinados grupos
de microrganismos ou de seus metabdlitos de interesse ou identificar as diferentes
espécies microbianas presentes. Os métodos chamados “convencionais” recebem essa
denominagéo porque foram desenvolvidos ha muitos anos, alguns ha quase 100 anos, e
durante muito tempo foram empregados como métodos oficiais nos laboratérios de
microbiologia de alimentos. Grande parte desses métodos continua a ser empregados
até hoje. Esses métodos estdo descritos em publicagdes consideradas de referéncia,
internacionalmente aceitas. Para a contagem de microrganismos s&o de dois tipos: o de
semeadura em placas para contagem de colénias e o método do Numero Mais
Provavel. Para a deteccdo de microrganismos patogénicos pelos métodos
convencionais normalmente é empregada uma ou mais etapas de pré-enriquecimento
em meio liquido n&o seletivo ou pouco seletivo, uma etapa de enriquecimento seletivo
em meios contendo inibidores da microbiota acompanhante, semeadura em meios
sdlidos seletivos e diferenciais e identificacdo bioquimica e sorolégica das colGnias
suspeitas. Em alguns casos, € ainda necessario a pesquisa de fatores de viruléncia,
como por exemplo, capacidade de produzir toxinas, de invadir células,etc. Do ponto de
vista laboratorial, as principais caracteristicas dos métodos convencionais sado a
necessidade de muito material (vidraria, meios de cultura, reagentes, incubadoras,
banhos, etc), muito trabalho, longo tempo para a obtencdo de resultados e a grande
possibilidade de erro, tanto durante a execugao da analise quanto durante a leitura e
interpretacédo dos resultados. Esses métodos requerem mao de obra especializada, com
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vivéncia e experiéncia microbiologica (FRANCO; 2006). Exemplos deste procedimento
sdo 0s métodos preconizados ou validados pelo “United States Department of
Agriculture” (USDA), “Food and Drug Administration” (FDA), AOAC, ou “American Public
Health Association” - APHA (HARMON,2002; ARAGON-ALEGRO, 2004). Assim, a
pesquisa de Listeria monocytogenes em alimentos pode levar de cinco a dez dias, o que
€ muito importante particularmente para alimentos com vida pequena de prateleira, pois
pode retardar a liberagdo dos lotes produzidos (VAZ-VELHO et al., 2000) ou sao
frequentemente comercializados antes que os resultados dos testes sejam obtidos
(CANDRIAN; 1995). Algumas vezes, os resultados negativos n&o refletem a realidade,
pois as células de Listeria presentes no alimento podem apresentar injuria subletal ou
estar em numeros inferiores a microbiota acompanhante. Sabe-se também que o
isolamento de espécies nao patogénicas de Listeria em alimentos, ndo exclui a
possibilidade de Listeria monocytogenes estar presente (CURIALE; LEWUS,1994).
Listeria innocua multiplica-se mais rapidamente que Listeria monocytogenes, tanto em
meio ndo seletivo (DUH; SCHAFFNER, 1993) como em meio de enriquecimento seletivo
(PETRAN; SWANSON, 1993).

Os métodos “rapidos” surgiram a partir da década de 70, como consequéncia da
necessidade de se abreviar o tempo para a obtencado de resultados analiticos e de se
melhorar a produtividade laboratorial. Os métodos rapidos visam também a
simplificagdo do trabalho, a redugdo de custos e o aumento da sensibilidade e
especificidade em relagcdo aos métodos convencionais (FRANCO; LANDGRAF, 2005).

A obtengdo de resultados em um curto periodo de tempo possibilita
intervencdes mais rapidas, como eventuais corre¢gdes no processamento do alimento, a
retirada de um lote do comércio e, para produtos frescos, uma comercializagdo mais
rapida (BARBUTI et al., 2000). Dessa forma, ha a necessidade de métodos mais rapidos
que fornegam informacgdes sobre a provavel presenga do patdégeno na matéria-prima
inicial e nos produtos ja prontos, tanto para o controle do processo de fabricagdo como
para o monitoramento da limpeza e das praticas higiénicas (INGIANNI et al., 2001). A
area de métodos rapidos desenvolve-se rapidamente, com o surgimento constante de
novos sistemas e instrumentos, com diversos graus de automacéo, destinados aos mais

variados tipos de analise. Avaliagbes realizadas no Laboratério de Microbiologia de

56



Alimentos da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de S&o Paulo tém
demonstrado que varios testes ndo convencionais existentes no mercado, muitas vezes,
nao sao adequados aos produtos alimenticios brasileiros, principalmente devido a
interferéncia da microbiota acompanhante. Dessa forma, a validagcdo desses métodos
com produtos alimenticios do pais faz-se necessaria, antes da sua adogdo (ARAGON-
ALEGRO,2004). Por razdes didaticas os métodos rapidos s&o subdivididos em dois
grandes grupos: métodos rapidos para a contagem de microrganismos e métodos
rapidos para a detec¢ao de microrganismos patogénicos e /ou metabdlitos.

3.9.1 Metodologias convencionais para o isolamento e identificacdo de Listeria
monocytogenes

3.9.1.1 Plagueamento direto

As primeiras tentativas para isolar Listeria monocytogenes de alimentos
apresentaram relativo insucesso, uma vez que utilizavam o método de plagueamento
direto em meio agar convencional (agar sangue) e foram utilizados alimentos com
grandes populagdes de microflora competidora (BAYLEY et al, 1990). Porém,
considerou-se que o plaqueamento direto pode ser utilizado para recuperar células
injuriadas ou n&o de Listeria monocytogenes, a partir de alimentos que contenham
baixas popula¢des da microflora do alimento. De qualquer forma, a maioria dos meios
de isolamento que tém sido desenvolvidos para a recuperagao do patdogeno, envolve a
combinagdo com um preévio procedimento de enriquecimento (GOLDEN et al., 1988).

O plaqueamento direto permite quantificar L. monocytogenes presente no
alimento. Nao pode ser utilizada na detecgédo de baixas quantidades de microrganismos
(100 UFC/g de alimento). O alimento a ser testado € homogeneizado com solugéo
tampéo, e diluicdes desta mistura sdo plaqueadas em meios seletivos. Na analise de
alimentos como produtos lacteos, carnes e outros alimentos que tenham 100 UFC/g,
pode-se realizar contagem de L. monocytogenes em Agar Oxford Modificado. As placas
sdo incubadas por 24-48 horas a 30°C. As colbnias isoladas neste meio séao
confirmadas utilizando uma bateria pré-estabelecida de testes (coloracdo de Gram,
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motilidade, CAMP modificado, fermentagcdo do manitol, ramnose e xilose) ou com provas
rapidas aprovadas pelas respectivas instituicbes e organizagoes.

Varios estudos tém sido realizados com o intuito de avaliar os meios solidos,
quanto a recuperagédo e contagem de L. monocytogenes em alimentos, utilizando-se o
método de plagueamento direto. Foi observado que a eficiéncia dos meios de cultura
depende do tipo de alimento analisado, da populacdo de L. monocytogenes e da
microbiota acompanhante (LOESSNER et al., 1988; GOLDEN et al., 1988b,c;
BUCHANAN et al.,1988; CASSIDAY et al., 1989).

Muitos meios usados no plagueamento direto ndo s&o satisfatorios para
recuperar células de L. monocytogenes que sofreram danos pelo aquecimento, devido a
presencga de agentes seletivos (SMITH; ARCHER,1988).

3.9.1.2 Métodos com meios de enriquecimento

Estes métodos utilizam um ou mais passos de enriquecimento e plaqueamento
em um meio seletivo. Em geral, € utilizado um caldo de enriquecimento que é incubado
por 24 a 48 horas ao qual segue outro passo de incubagdo em um caldo de
enriquecimento diferente ou em um agar seletivo. A utilizagdo da etapa de
enriquecimento da amostra tem por objetivo aumentar a populagdo-alvo do
microrganismo, que pode estar em baixos niveis, injuriada ou sub-letalmente danificada
(DONNELLY, 2002; SILK et al., 2002). Logo, a detecgdo do patdogeno em produtos
alimentares pode ser limitada pela performance do meio de enriquecimento utilizado
para a recuperagédo do microrganismo (SILK et al., 2002).

Entre os primeiros métodos utilizados para a recuperagao de L. monocytogenes
de amostras ambientais e de alimentos esta o chamado "enriquecimento a temperatura
baixa (4°C)". Este método foi descrito em 1948 por Gray et al. (CASSIDAY; BRACKETT,
1989). Estes ultimos descreveram uma técnica de enriquecimento a baixas
temperaturas (4°C) que melhorou, em muito, o indice de isolamento da bactéria. Esta
técnica tem comprovado sucesso na recuperagao de L. monocytogenes em amostras
com elevada carga de microrganismos nativos, tais como, espécimes biologicos e
alimentos (DOYLE; SCHOENI, 1986; DOMINGUEZ et al., 1984; HAYES et al., 1986;
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FARBER et al., 1987). O método consiste na inoculagdo das amostras, suspeitas de
contaminagao, em caldo nutriente e armazenamento a 4°C. Uma porgcdo da amostra é
plaqueada em meio agar seletivo, incubada por 24 horas. Se coldnias de Listeria n&o
forem isoladas, novas porgdes da amostra mantida em refrigeracdo s&o plaqueadas
semanalmente (GRAY; KILLINGER, 1966). O método tem como fundamento a natureza
psicrotréfica da bactéria e inoculagcdo desta em caldo nutriente. Apesar de eficiente, este
procedimento tem a desvantagem de requerer um periodo de incubagédo prolongado
(podendo chegar a 3 meses, nado sendo adequado para situagdes onde se necessita de
resultados rapidos, como investigagdes epidemioldgicas de surtos, analise de alimentos
suspeitos, e monitoramento de rotina de alimentos pereciveis e n&o-pereciveis
(SWAMINATHAN et al., 1988).

Mais recentemente, a incorporagdo de agentes seletivos e diferenciais aos
meios de enriquecimento, os quais devem inibir o crescimento de outros microrganismos
que n&o a Listeria spp. mostrou-se vantajosa em relagdo ao enriquecimento a
temperaturas baixas, ja que o periodo de enriquecimento pode ser reduzido ha poucos
dias e a temperatura de incubac¢do pode ser a 6tima de crescimento do microrganismo.
Durante as diversas etapas no processamento de alimentos, visando a eliminagao de
Listeria monocytogenes, como tratamento térmico, congelamento, descongelamento,
desidratacdo, irradiacdo, sanitizagdo ou uso de aditivos alimentares como acidos
organicos ou seus sais, pode n&o haver a eliminagdo total do patdgeno, resultando em
células injuriadas (WARBURTON et al., 1992; SMITH; ARCHER, 1988; KNABEL, 2002;
DONNELL Y, 2002; SILK et al., 2002). Entretanto, microrganismos sub-letalmente
danificados ou injuriados, incluindo L. monocytogenes, s&o sensiveis a agentes
seletivos, podendo n&o ser detectados em metodologias que utilizem etapa de
enriquecimento seletivo que possuam esses compostos em suas formulagdes (SILK et
al. 2002),. Experimentos demonstram que uma significante fracdo de células
sobreviventes sao danificadas apds aquecimento inferior a 54°C, acidificacao,
congelamento e secagem (BUCHANAN et al., 1988; BAYLEY et al., 1990b) Desta
forma, o “enriquecimento seletivo” ndo esta livre de limitagdes, ja que € possivel que os

agentes seletivos presentes nos meios de enriquecimento venham a promover alguma
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atividade inibitoria contra L. monocytogenes, caso 0 microrganismo esteja estressado
(LOVETT, 1988a; GOLDEN et al.; 1988b; CASSIDAY; BRACKETT, 1989).

Nesses métodos, sdo utilizados caldos de enriquecimento formulados com
agentes seletivos que inibem a multiplicagdo da microbiota contaminante e,
simultaneamente, permitem a proliferagdo de Listeria spp. (LOVETT, 1988a;
DONNELLY, 2002; SILK et al., 2002). Entre os agentes seletivos comumente usados
estdo acriflavina, acido nalidixico, cloreto de litio, moxalactam, cicloheximida,
nitrofurazona, tiocianato de potassio e feniletanol (BUCHANAN, 1990; BEUMER et al.,
1996; DONNELLY, 2002; FLANDER DONNELLY, 1994; SCHUCHAT et al., 1991). Entre
os agentes diferenciais, estdo a esculina e o telurito de potassio.

Em 1987, Lovett desenvolveu o procedimento conhecido como “método do FDA”
U. S. (Food and Drug Administration), o qual foi posteriormente revisado em 1988 por
Lovett e Hitchins. O método € indicado para o isolamento de L. monocytogenes a partir
de leite e derivados, utilizando-se de um caldo de enriquecimento (EB) que contém
acido nalidixico, acriflavina e cicloheximida como agentes seletivos. O plaqueamento é
feito em agar McBride modificado (MMA) que contém os agentes seletivos feniletanol,
anidrido glicinico, cloreto de litio e cicloheximida; e em agar cloreto de litio feniletanol
moxalactam (LPM), o qual se diferencia do MMA n&o s6 pela quantidade maior de
cloreto de litio e auséncia de cicloheximida, mas pela presenca do moxalactam, que
apresenta um amplo espectro de atividade (LEE; MCCLAIN, 1986).

Um método foi indicado para o isolamento de L. monocytogenes a partir de
produtos carneos, o qual ficou conhecido como método do USDA - FSIS (United States
Department of Agriculture - Food Safety and Inspection Service) (MCCLAIN; LEE, 1988).
Sao utilizados dois caldos de enriquecimento, primario (LEB 1) e secundario (LEB 2)
contendo acido nalidixico e acriflavina, e plagueamento em LPM. Em 1989, McClian e
Lee revisaram o método, sendo que o caldo de enriquecimento secundario passou a ser
o caldo Fraser (FRASER; SPERBER, 1988). Este ultimo € uma modificagdo do caldo
original do USDA pela adi¢cao de citrato férrico e cloreto de litio; e o plaqueamento feito
em meio OXFORD modificado, originalmente descrito por CURTIS et al. (1989), que

contém como agentes seletivos cloreto de litio, colistina e moxalactam.
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A Tabela 01 demonstra a relagdo entre as etapas de subcultura, condi¢des de
incubacdo e meios de cultura utilizados na analise de Listeria spp. em alimentos pelos

métodos recomendados por diferentes 6rgéos reguladores.

TABELA 01- ETAPAS DE SUBCULTURA, (;ONDI(;OES DE INCUBAGAO E MEIOS DE
CULTURA UTILIZADOS NA ANALISE DE Listeria spp. EM ALIMENTOS PELOS
METODOS RECOMENDADOS POR DIFERENTES ORGAOS REGULADORES

ORGAO PRIMEIRO SEGUNDO PLAQUEAMENTO

REGULADOR ENRIQUECIMENTO ENRIQUECIMENTO DIFERENCIAL

FDA LEB —30°C/ 24 e 48 h - OXA —35°C/24 e 48 h
LPM —30°C/24 € 48 h

USDA UVM -30°C /24 h Fraser — 35°C/ 24 e 48 h MOX —35°C/ 24 e 48 h

FONTE: SILVA, JUNQUEIRA, 1995

LEB = Caldo de Enriquecimento de Listeria

UVM = Caldo Universidade de Vermont

OXA = Placas de Agar Oxford

LPM = Placas de Agar Cloreto de Litio Feniletanol Moxalactam
MOX = Placas de Agar Oxford Modificado

Outros procedimentos de enriquecimento tém sido usados como, o caldo de
enriquecimento para Listeria da Merck (MERCK, 1982), o caldo de enriquecimento para
Listeria (LEB) de Donnely e Baigent (1986), contendo acido nalidixico e acriflavina como
agentes seletivos, o caldo triptose adicionado de 2% de citrato de sédio, utilizado por
YOUSEF et al., (1988) para a analise de amostras de queijo; o caldo de enriquecimento
L-PALCAMY contendo os agentes seletivos polimixina B, cloreto de litio, acriflavina e
moxalactam (ou ceftazidima ou latamoxef) (LUND et al., 1991).

A literatura ainda relata o desenvolvimento de varios outros meios sélidos para a
recuperagédo de L. monocytogenes dos alimentos, além dos ja citados nas metodologias
da FDA e USDA-FSIS. Tais formulagbdes incluem o agar Vogel Johnson modificado
(MVJ), contendo como agentes seletivos acido nalidixico, bacitracina, moxalactam e
telurito de potassio, e o agar McBride modificado ARS (ARS-MMA), contendo
feniletanol, cloreto de litio, anidrido glicinico, cicloheximida, acido nalidixico, moxalactam
e bacitracina, ambos os meios desenvolvidos por BUCHANAN et al., (1987 ); o agar
RAPAMY , contendo &acido nalidixico e acriflavina como agentes seletivos, e o agar
PALCAM, contendo polimixina B, acriflavina, cloreto de litio e moxalactam (ou
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cefazidima ou latamoxef), desenvolvidos por Netten et al. (1988b); o agar ALPAMY, o
qual é uma modificacdo do agar RAPAMY pela retirada do acido nalidixico e adi¢cao de
cloreto de litio (VAN NETTEN et al., 1988a).

O método de numero mais provavel (MNP) para enumerar L. monocytogenes
envolve diluicbes das amostras em uma série de tubos contendo um meio de
enriquecimento. Apds incubacido, os caldos sdo plaqueados em um meio seletivo
apropriado, incubados e observados para a presenga de L. monocytogenes. Para
calcular o numero de Listeria por g ou ml de amostra utiliza-se a tabela de Numero Mais
Provavel (NMP) (WATKINS; SLEATH, 1981)

As metodologias mais adequadas para detectar Listeria monocytogenes,
dependendo do grau de contaminagao do alimento, sdo aquelas que empregam um ou
dois estagios de enriquecimento anterior ao plaqueamento BAILEY et al., (1990),

3.9.2 Métodos rapidos utilizados para detecgéo de Listeria monocytogenes

A grande maioria dos metodos, atualmente em uso, detecta todas as espécies
de Listeria. Entretanto, Listeria monocytogenes é considerada um patodgeno classico e
sob muitas circunstancias a capacidade de detectar somente esta espécie poderia ser
atil (VARNAM; EVANS, 1991).

Sistemas elétricos tém sido desenvolvidos, tais como o Bactometer© e
Malthus©, que avaliam o crescimento microbiano de espécies de Listeria pela variagao
da transmissdo da corrente elétrica no meio (alteracdo das impedancias ou
condutancia). Os métodos que se baseiam em impedancia—condutancia partem do
principio que os microrganismos s&o capazes de alterar a transmissdo da corrente
elétrica através de um meio de cultura. Essas alteragdes ocorrem como consequéncia
da mudanca da composigdo quimica desse meio devido a atividade metabdlica dos
microrganismos presentes. Durante a multiplicagdo microbiana, moléculas grandes
(proteinas, lipideos, carboidratos) sao transformados em moléculas menores
(aminoacidos, acidos graxos, acidos orgéanicos), quimicamente mais ativas. As
formagdes de acumulo desses metabdlitos finais resultam em alteragbes mensuraveis

na conduténcia e na impedéancia elétrica dos meios. A quantidade de microrganismos
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presentes é definida pela determinacdo do “tempo de deteccdo”, ou seja, o tempo
necessario para que o aparelho detecte o inicio das alteragdes na impedancia ou na
condutancia. A detecgdo ocorre quando a concentragdo microbiana atinge 10° a 10’
microrganismos por mL. O tempo de deteccdo € inversamente proporcional a
quantidade de microrganismos presentes. Através de curva-padrao €, portanto, possivel
determinar o numero de microrganismos presentes em determinado produto (FRANCO,
2006).

As membranas filtrantes ISO-GRID s&o também uma alternativa interessante
como método rapido de contagem de varios grupos de microrganismos incluindo Listeria
sp. e Listeria monocytogenes. As amostras de alimentos (liquidos ou entdo fluidificados
pelo tratamento enzimatico apropriado) sao filtradas através dessas membranas, que
sdo transferidas para a superficie de meio de cultura formulado especialmente para
essa finalidade. Essas membranas s&o quadradas e contém impressa em sua superficie
uma grade hidrofébica, com 1600 quadradinhos. Cada colénia que vier a se formar
durante a incubacdo fica retida dentro de um quadrado da grade. Os quadrados
preenchidos com colénias sao enumerados, manual ou automaticamente,
determinando-se pela tabela fornecida pelo fabricante, o UFC/g de produto.

A metodologia da imuno-separagdo magnética foi incorporada no
desenvolvimento de dois sistema para detecgdo rapida de Listeria em alimentos,
denominados “Verify” e “Listertest”, ambos da Vicam. Nesses sistemas, os patogenos
sdo removidos do produto por “Immunobeads” recobertos de anticorpos especificos, e
apos uma etapa de incubag&o para multiplicagdo dos microrganismos capturados, a
mistura € semeada em meios de cultura solidos apropriados. Reac¢des de aglutinagcéo
em lamina, efetuados com as colbnias suspeitas, dao resultados imediatos, com
redugdo substancial no tempo total de analise (FRANCO, 2006).

Recentes avangos no campo da imunologia e da genética microbiana tém
levado ao desenvolvimento de novas metodologias para detectar Listeria spp (Tabela
02) (FRANCO; LANDGRAF, 2005; Potencial Food Safety Hazard, 1997).

Existem também provas imunoldgicas e de detecgdo de DNA que pode realizar-
se diretamente dos caldos de enriquecimento, o qual tem acelerado a identificacao de
amostras positivas para Listeria. Entre os métodos de ELISA aprovados pela AOAC se
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encontram, por exemplo, Listeria-Tek (Organon Teknika), Assurance Listeria (BioControl
Systems, Inc., Bothell, WA) e o VIDAS Listeria ensaio (Biomerieux Vitek). Entre os
métodos de deteccdo de DNA que utilizam sondas nao radioativas se encontra o Gene-
Trak Colorimetric Listeria Assay (Gene-Trak Systems, Framingham, MA). Qualicon
(Wilmington, DE) tem desenvolvido dois sistemas de identificagdo do DNA: o riboprinter
Microbisal Characterization System, que utiliza analise de ribotipos para identificar L.
monocytogenes e o meétodo de identificagcdo baseado na reagdo de cadeia da
polimerase (PCR).

TABELA 02 - TECNICAS IMUNOLOGICAS E GENETICAS UTILIZADAS NA DETECGAOQ DE Listeria spp.

TECNICAS PRINCIPIOS TESTES
Técnicas A reacado é baseada na ligagdo do antigeno com o Assurance Listeria
Imunoenzimaticas anticorpo especifico, preso a uma a matriz fixa. E ao Listeria — TeK

antigeno fixo se liga outro anticorpo especifico Listeria Visual
marcado por uma enzima Immunoasssay
Listeria Rapid Test
(Clearview)
Listeria VIA
VIDAS LIS
VIDAS LMO
Técnica Baseada na capacidade dos microrganismos
de Imunocaptura aderirem as superficies de particulas metalicas Lister Test
(isolamento) superparamagnéticas revestidas de anticorpos ListerScren
especificos
Testes Baseada na capacidade do microrganismo aderir as Listeria VIP
de superficies revestidas de anticorpos especificos que

Imunoprecipitacao posteriormente precipitam
(isolamento)

Testes Sao realizados com sondas genéticas especificas, Genetrak
de Hibridizacao que sédo segmentos de DNA de fita simples, capazes Accuprobe L.
(detecgéo) de reconhecer e formar hibridos com fitas monocytogenes

complementares de DNA ou RNA. Os sistemas
comerciais trabalham com sondas de DNA
sintéticas,  oligonucleotidicas, marcadas com
enzimas, e baseiam-se em reacgdes de hibridizagao
em base liquida.

Técnica Baseada na multiplicacdo exponencial de DNA,
PCR Reagdo de através da acdo de uma enzima (DNA polimerase)
Polimerase em que, tendo um segmento de DNA de fita simples
Cadeia como molde, é capaz de construir a fita

complementar a esse segmento, através da
polimerizacdo de nucleotidios adicionados ao
sistema.

FONTE: FRANCO; LANDGRAF, 2005; Potential Food Safety Hazard, 1997
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O método imunolégico é a base da maioria dos sistemas de triagem para
microrganismos patogénicos em alimentos e as técnicas mais utilizadas séo
imunoenzimatica, imunocaptura, imunoimobilizagdo, imunoprecipitagdo, co-aglutinagao
e de imunofluorescéncia. E importante ressaltar que todos eles sdo destinados & triagem
apenas. Todo resultado positivo, ou suspeito de positividade, deve ser confirmado por
métodos de cultivo convencionais. Destas técnicas a imunoenzimatica, imunocaptura e
de imunoprecipitacdo apresentam testes de deteccdo para Listeria (FRANCO;
LANDGRAF, 2005).

Uma variedade de testes n&o convencionais que utilizam técnicas
imunoenzimaticas (ELISA) tem sido desenvolvida para a identificagao rapida de Listeria,
tanto em niveis de género como de espécie. Esses testes tém acelerado
significativamente a identificagdo de amostras positivas para Listeria (RYSER,;
DONNELLY, 2001).

Entre os varios tipos de testes imunoenzimaticos (ELISA) existentes, o tipo ndo
competitivo (tipo sanduiche) é o mais empregado nos sistemas de triagem de
microrganismos patogénicos em alimentos. Neste tipo de método, os patdégenos
investigados, se presentes no produto em teste, sdo capturados por anticorpos
especificos adsorvidos a superficie de uma matriz sdlida, que, dependendo do sistema,
podem ser esferas de poliestireno, placas de microtitulacido, particulas metalicas, papel
e outras. Na etapa seguinte, o complexo antigeno-anticorpo assim formado reage com o
chamado conjugado correspondente a um novo anticorpo especifico para o
microrganismo em teste, porém ligado a uma enzima cromogénica ou fluorogénica. As
enzimas mais utilizadas nesses testes sdo a fosfatase alcalina e a peroxidase. Em
seguida, o sanduiche formado reage com o substrato da enzima, resultando em
desenvolvimento de cor ou de fluorescéncia cuja intensidade pode ser verificada a olho
nu ou medida por espectrofotdmetro (ROBISON, 1997).

Testes imunoenzimaticos sdao amplamente utilizados e apresentam diversas
vantagens: simplicidade, sensibilidade, especificidade e conveniéncia como método de
triagem. Em principio, todo microrganismo pode ser utilizado para producédo de
anticorpos especificos, assim como qualquer metabdlito, desde que imunogénico

(natural ou artificialmente). Antes de utilizar qualquer desses sistemas disponiveis no
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mercado brasileiro € sempre necessario fazer pelo menos uma etapa de enriquecimento
da amostra a ser analisada. Entre os sistemas imunoenzimaticos disponiveis para
Listeria spp destaca-se o Listeria Visual Immunoassay (LisVIA), produzido pela Tecra®
Diagnostics (Australia); o Tecra Unique Listeria, da Tecra; o EIA para Listeria; o Visual
Immunoprecipitate Assay (VIP®), da BioControl Systems (EUA).

No sistema Lis VIA, a fase sdlida é composta por pequenos recipientes
plasticos. O fundo é revestido por anticorpos policlonais especificos para Listeria. E
composto por uma placa com 96 cavidades que contém os anticorpos policlonais
adsorvidos em suas paredes. Esses recipientes encaixam-se em carreiras em um
suporte plastico, que lembra uma placa de microtitulagdo. A amostra enriquecida é
adicionada na cavidade, e o antigeno, se estiver presente, liga-se aos anticorpos. Apés
incubacéo, as cavidades sao lavadas, para eliminar os antigenos que nao se ligaram. O
conjugado (anticorpo especifico para Listeria ligado a enzima cromogénica) é
adicionado e liga-se ao antigeno presente. Por ultimo, adiciona-se o substrato, que é
convertido pela enzima cromogénica em um produto de coloragdo esverdeada, quando
ocorrer a ligagdo do antigeno com o conjugado. A cor gerada € comparada com um
cartdo de cor que acompanha o sistema reagente ou pode ser lida em um leitor de
microplacas. Todos os reagentes do teste imunoenzimatico vém prontos. Os tempos
totais de detecgdo, incluindo a etapa de pré-enriquecimento,é de 48 a 50 horas para
Listeria. O teste é considerado positivo se a coloragdo observada for verde ou verde-
escura; se for verde muito claro ou transparente, o teste é negativo (ARAGON-
ALEGRO, 2004).

O sistema UNIQUE Listeria, de Tecra utiliza-se a imunocaptura, baseada na
utilizacdo de anticorpos para “separar” o antigeno de interesse da amostra. Esses
anticorpos especificos recobrem a superficie de bastdes de plastico (“dipsticks”) e,
quando colocados em contato com uma mistura de antigenos, o antigeno alvo ligar-se-a
ao anticorpo imobilizado e podera ser isolado pela remogcdo do bastdo. Uma vez
separado fisicamente da microbiota competidora, o organismo é submetido a um
enriquecimento seletivo. Isso ocorre em um maodulo individual, onde todos os reagentes
necessarios ja estao pre-distribuidos. O sistema reagente € constituido por médulos
plasticos formados por tubos contendo os reagentes do teste imunoenzimatico
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previamente distribuido. A fase sdlida € um bastao de plastico que deve ser inserido nos
tubos, em sequéncia. A leitura é feita visualmente pela formacdo de uma banda colorida
no bastdo. O tempo total requerido para esse sistema é de 32 horas (FRANCO;
LANDGRAF, 2005; ARAGON-ALEGRO,2004).

O Visual Immunoprecipitate Assay (VIP®), da BioControl Systems, € um teste
que utiliza anticorpos altamente especificos para Listeria, estando parte deles ligada a
superficie de pequenas particulas moéveis de latex, coradas de azul, e outra parte
imobilizada. Apresenta-se como um aparato de uso unico com 3 janelas: uma , onde se
coloca a amostra enriquecida; outra, onde aparece o resultado do teste; a ultima é do
controle. A amostra enriquecida é adicionada na janela da amostra e, por capilaridade,
migra até as janelas de resultado e de controle. Na primeira, se Listeria estiver presente,
o complexo antigeno-anticorpo-particulas de latex formado liga-se a anticorpos
imobilizados na membrana. O excesso de latex carregando ou n&o o antigeno
continuara a migrar até encontrar uma linha de anticorpos policlonais, formando uma
linha azul controle. A BioControl ndo informa que anticorpos estdo imobilizados nas
janelas de resultado e de controle. Num teste com formato semelhante (Clearview,
Oxoid), o anticorpo ligado ao latex e o imobilizado é a antiflagelina Ab, e na janela de
controle é anti-lgG de camundongo. Se a linha na janela de resultados nao aparecer, a
amostra é considerada negativa. O tempo total para obtengdo de resultado € de 52
horas (ARAGON-ALEGRO, 2004).

Segundo Oxoid, o método rapido Clearview Tm €& um kit idealizado para
deteccao de Listeria spp, em alimentos e em amostras ambientais em 43 horas. O teste
envolve dois passos de enriquecimento seletivo. Seguido por um imunoensaio de fase
sélida, denominada de Clearview TM. Esta fase sdélida € composta por uma fita de papel
de filtro, colocada no interior de um dispositivo plastico com trés orificios. O papel filtro
contém anticorpos policlonais anti-anticorpo flagelar imobilizados na cavidade controle.
Na presenca de antigeno flagelar B, este ira se fixar aos anticorpos especificos,
movendo-se para a cavidade resultado, formando o classico sanduiche (anticorpo +
antigeno + anticorpo), onde se visualiza uma linha azul. Os anticorpos restantes
continuam migrando para a cavidade controle, fixando-se aos anticorpos policlonais anti-

anticorpo flagelar B, formando outra linha azul que é o controle da prova. Este método
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apresenta o resultado de presenga ou auséncia do género Listeria, pela presenca de

uma linha azul, na cavidade designada para tal, em vinte minutos apds adi¢gdo da

amostra devidamente preparada, conforme descricédo realizada. Os anticorpos utilizados

no dispositivo Clearview Tm foram testados quanto a reatividade cruzada contra um

painel de vinte dois microrganismos listados abaixo. A concentragdo minima utilizada foi

de 1 x 10 & por mililitro e n&o foi constatado reatividade cruzada com nenhum deles:
Microrganismos:

. Acinetobacter anitratus
. Aerococcuus viridans

« Arizona sp.

. Bacillus cereus

. Bacillus circulans

. Bacillus licheniformis

. Bacillus macerans

. Bacillus subtilis

. Citrobacter diversus

. Citrobacter koseri

. Edwardsiella tarda

. Enterobacter aerogenes
. Enterobacter cloacae

. Enterococcus faecalis

. Escherichia coli

. Hafnia alvei

« Klebsiella penumoniae
« Proteus stuartii

« Pseudomonas aeruginosa
« Salmonella sp.

. Staphylococcus aureus
. Streptococcus faecalis

O método rapido Clearview TM detecta todas as espécies de Listeria, 0 que
nao pode ser considerado uma desvantagem, pois se alguma espécie de Listeria estiver
presente no alimento existe o risco de Listeria monocytogenes também estar presente
(ROGBERTS, 1994). O mesmo tem sido amplamente avaliado em uma grande
variedade de alimentos incluindo carnes, vegetais e queijos, comparando o resultado do
dispositivo Clearview TM com o plagueamento em agar Oxford a partir do caldo de

enriquecimento secundario, onde se obteve em mais de 1000 testes uma correlagao
superior a 99% (HOLBROOK, et al., 1994).
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Segundo o manual do fabricante, o método rapido Clearview TM possui
algumas limitacdes, sendo recomendado somente a utilizagdo de caldos de
enriquecimento e suplementos da empresa Oxoid. Dispositivos umidos ou que tenham
sido removidos da embalagem dias antes da analise ndo devem ser utilizados. Podem
ocorrer resultados falso-negativos nas seguintes situagdes:

1. se o antigeno extraido estiver abaixo da sensibilidade minima do teste,
2. se aincubacao ocorrer em temperaturas acima de 30°C;
3. se 0 material testado estiver contaminado com leveduras, o que pode ser
amenizado com o aumento do tempo de incubagao para 24 — 26 horas nos dois caldos
de enriquecimento.
Caracteristicas do método rapido Clearview TM segundo Oxoid, 1998

e Sensibilidade: superior a 99%

e Especificidade: 100%

e Apresentacgdo: kit para 50 testes, contendo ampolas do suplemento do caldo

Fraser

e Armazenamento : 2 a 8°C

e Validade: 18 meses a partir da data de fabricacao

e Area de atuagdo: Industria Alimenticia (frigorificos, laticinios), Universidades,

Institutos de Pesquisa, onde se tenha interesse pela pesquisa de Listeria spp.

No sistema Assurance EIA para Listeria da BioControl a fase solida € composta
por placas de microtitulacdo, com os anticorpos aderidos ao fundo dos recipientes.
Todos os reagentes séo liofilizados. A leitura pode ser feita visualmente ou com o auxilio
de um espectrofotémetro leitor de microplacas.

Atualmente, esses métodos enzimaticos sdo passiveis de automacido. O
sistema mais conhecido é o VIDAS, da bioMérieux que pode ser utilizado para pesquisa
de Listeria. Trata-se de um aparelho totalmente automatizado, que desenvolve o teste
imunoenzimatico em galerias plasticas descartaveis, que contém camaras com o0s
reagentes necessarios para o teste. A fase sdlida & constituida por uma ponteira
plastica, que entra e sai sequencialmente de cada uma dessas camaras. Apos a adigao

da cultura enriquecida a primeira camara e introdugédo da galeria no aparelho, todas as
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etapas do teste sdo executadas automaticamente, inclusive a leitura dos resultados. O
tempo total de teste € de 60 minutos, apds o enriquecimento.

3.9.3 Sistemas para identificagdo de coldnias isoladas

3.9.3.1 Método convencional para identificagdo das coldnias isoladas e diferenciacao de
especies de Listeria

Os métodos convencionais para identificacdo das colénias isoladas e a
diferenciagao das espécies de Listeria sdo realizados pelo exame de morfologia colonial
e celular, coloracdo de Gram, provas bioquimicas, produgdo de hemolisina em agar
sangue e teste CAMP (LOVETT, 1987).

A atividade hemolitica € um carater distintivo importante, estritamente associado
com a patogenicidade em L. monocytogenes, e essencial para a sua diferenciagcédo de L.
innocua, ndo patogénica, comumente presente em alimentos e com perfil bioquimico
semelhante a L. monocytogenes (FUJISAWA; MORI, 1994; RALOVICH, 1993;
HITCHINS, 1995). No entanto, muitos problemas foram descritos na interpretagdo das
reagcdes hemoliticas produzidas por L. monocytogenes em meios de cultura (SKALKA et
al., 1982; VAZQUEZ-BOLAND et al., 1990; McKELLAR, 1994; McLAUCHLIN, 1997,
DOYLE, 2001), pois estas reagdes tém intensidade variavel, e algumas amostras
produzem tdo pouca hemolise que esta habilidade pode passar sem ser notada. Além
disso, ha ainda amostras que podem n&o exibir atividade hemolitica (FARBER;
PETERKIN, 1991; FUJISAWA e MORI, 1994). Por outro lado, L. innocua pode induzir
reacoes falso-positivas de hemdlise quando se desenvolve em meio com glicose (COX
et al., 1991; SKALKA et al., 1983).

A importancia da identificacdo correta de todas as amostras de L.
monocytogenes, mesmo as pouco hemoliticas, estda no fato de estas amostras nao
serem necessariamente menos virulentas que aquelas com hemodlise francamente
visivel. Este fato vem de encontro ao que se pensava até ha pouco tempo atras quando
amostras isoladas de meio ambiente ou de alimentos, ndo positivas nas técnicas
rotineiras para caracterizagdo das atividades hemoliticas e de lecitinase, eram

simplesmente caracterizadas como L. innocua ou L. monocytogenes nao virulentas e
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desconsideradas quanto a sua periculosidade (KATHARIOUS et al.,1988; ROCOURT,
1996).

As reagbes de CAMP com Staphylococcus aureus e com Rhodococcus equi
foram propostas como método para distinguir amostras de Listeria spp. com hemdlise
questionavel em agar sangue (SKALKA et al., 1982 a e b ; ROCOURT et al., 1983; MAC
FADDIN, 2000) . Embora a principio estas duas reag¢des tenham sido aceitas como
critério fundamental de identificacdo (SEELIGER; JONES, 1994), informacdes
posteriores sugerindo a possibilidade de resultados falso-negativos, ou dificuldades na
interpretacdo do teste de CAMP com S.aureus, que poderiam ser subjetivos ou
inconclusivos (VAZQUEZ-BOLAND et al.,1990), assim como relatos mostrando
discrepancias nos resultados padronizados do teste com R. equi (FERNANDEZ-
GARAYZABAL et al., 1996) levaram alguns autores a procurarem outras formas de
evidenciar as caracteristicas hemoliticas de L. monocytogenes , e/ou outras maneiras de
diferenciar as espécies (COX et al., 1991; FERNANDEZ-GARAYZABAL et al.,1992;
FUJISAWA; MORI, 1994; BEUMER et al., 1997). Foram também sugeridos testes
enzimaticos para substituir o teste de CAMP, como a reacdo de alanil peptidase
(CLARK; MCLAUCHLIN, 1970) e sistemas de identificacdo utilizando critérios
quimiotaxondmicos, que funcionam bem, mas produzem ocasionalmente resultados
discrepantes (McLAUCHLIN, 1997); além do que testes baseados em enzimas sem
correlacdo com viruléncia podem nao ser aceitaveis (McKELLAR, 1994).

Testes utilizando outros fatores de viruléncia conhecidos foram propostos como
alternativos as provas de hemdlise. Em 1991, NOTERMANS et al., sugeriram que a
atividade de uma fosfolipase C fosfatidilinositol-especifica (PI-PLC) produzida por L.
monocytogenes poderia ser usada como um marcador para distinguir entre espécies
patogénicas e ndo patogénicas de Listeria (além de L. monocytogenes, somente L.
ivanovii seria positiva para PI-PLC). Uma degradagao distinta da lecitina do ovo s6 é
evidente em L. monocytogenes, e n&o nas outras espécies de Listeria. Esta degradagao
seria devida a atividade de uma fosfolipase C de amplo espectro, uma leticinase. Desta
forma, o teste de atividade da lecitinase poderia funcionar como um marcador diferencial
nao so entre L. monocytogenes e L. innocua, como também entre L. monocytogenes e

as outras espécies do género. No entanto, tanto os testes baseados na producao de PI-
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PLC como na de lecitinase mostraram muita variagao nos resultados entre as diferentes
amostras (KARPISKOVA et al., 2000; NOTERMANS et al., 1991; PAZIAK-DOMANSKA
et al.,1999; NUNES; HOFER, 1994; RIPIO et al., 1996).

3.9.3.2 Sistemas alternativos para a identificagao das colbnias isoladas e diferenciacéo
de espécies de Listeria

Durante décadas, os métodos utilizados para identificagcdo de microrganismos
isolados em meios de cultura solidos foram baseados no comportamento bioquimico
frente aos mais variados substratos. Os testes chamados “convencionais” para
caracterizagdo de um determinado microrganismo sao baseados na observacao da
capacidade desse microrganismo realizar determinadas reacgdes bioquimicas. Estes
testes sdo trabalhosos, de custo bastante elevado e sujeito a diversas variaveis que
podem interferir nos resultados.

Hoje o microbiologista tem a sua disposigéo diversos sistemas alternativos para
identificagdo de microrganismos. Os primeiros sistemas foram idealizados para
identificagcdo de enterobactérias, mas atualmente ja sdo comercializados para
identificacdo de varios outros grupos de microrganismos. Os sistemas comerciais s&o,
na maioria miniaturizados, isto €, os testes sdo executados em recipientes pequenos,
contendo pequenos volumes de meios de cultura (FRANCO, 2006). O uso de técnicas
miniaturizadas para identificacdo rapida de microrganismos teve inicio em 1940,
(RYSER ; MARTH, 1991)

Entre as provas listadas pelo FDA que n&o necessitam de outra prova pode-se
citar: 20S (Analytical Products, Planiview, NY), APl SYM (Analytical Products), Cartdes
de ldentificagdo para Gram Positivos tipo Vitek (Biomerieux Vitek, Hazelwood, MO) e
Listeria APl (Biomerieux Vitek). Também se pode utilizar o Micri-ID (Organon teknika
Corp., Durham, NC) mas somente depois de conhecer o resultado do teste CAMP. A
AOAC tem adotado como métodos de confirmacédo a Vitek Autmicrobic System e a
Micro-ID. Dependendo do que se necessite, pode-se também utilizar métodos
alternativos como as placas de microScan para Gram positivo (Dade-MicroScan,
Sacramento, CA). Recentes avangos no campo da imunologia e da genética microbiana
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tém levado ao desenvolvimento de novas metodologias para detectar Listeria spp
(Tabela 02) (FRANCO; LANDGRAF, 2005).

Um dos sistemas amplamente utilizado para identificar L. monocytogenes & o
API Listeria (Analytab Products INC.) da bioMérieux, que consiste de dez microtubos
contendo substratos desidratados, os quais permitem realizar testes enzimaticos e de
fermentagcdo de acgucares. A diferenciacdo entre L. monocytogenes e L. innocua é
baseada na presenga ou auséncia de arylamidase (teste DIM), hidrolise da esculina,
presenca de a-manosidase, e fermentacado de D-arabitol, D-xilose, L-ramnose, o- metil-
D-glicose, D-ribose, glicose-1- fosfato e D- tagatose. Através deste kit os testes de
testes de atividade hemolitica e ou reacdo de CAMP podem ser omitidos, reduzindo-se
assim, consideravelmente, o tempo necessario para a identificagdo, uma vez que os
resultados estdo disponiveis com 18 a 24 horas (BILLE et al. 1992; BEUMER, et al.,
1996).

3.9.4 Métodos moleculares utilizados para a detecgao de Listeria monocytogenes

Produtos alimenticios associados a listerioses epidémicas demonstram a
necessidade de metodologias rapidas e sensiveis para monitorar a incidéncia de L.
monocytogenes. Nas Uultimas décadas, varios trabalhos descrevem a aplicagdo de
métodos de amplificacdo de DNA baseados na reagdo em cadeia da ligase (LCR,
‘Ligase Chain Reaction”) e mostram o sucesso da reagdo em cadeia da polimerase
(PCR, “Polymerase Chain Reaction”) na deteccédo e identificagdo de L. monocytogenes
em amostras clinicas, ambientais e de alimentos (BESSENEN et al., 1990; WERNARS
et al., 1991, JATON et al.; 1992; WIEDMANN et al.; 1993).

Salienta-se que para a utilizacdo de muitas das técnicas moleculares é
necessaria informagao dos genes alvo caracteristicos de cada espécie, assim como, da
sua frequéncia na populagado. Para tal € essencial um conhecimento um tanto exaustivo
dos microrganismos patogénicos mais preocupantes para a saude publica e uma base
de dados, tipo GenBank, que contenha essa informacdo e possua dados sobre a
variagdo genética existente entre a populagdo de interesse. As técnicas moleculares
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tém, portanto, vindo a adquirir cada vez mais interesse na medida em que facilitou a
deteccéo precisa e rapida de microrganismos indesejaveis em alimentos.

A PCR é um método de amplificacdo de DNA, aumentando o numero de cépias
do segmento alvo. Este procedimento conceitualmente simples foi descrito por Kary
Mullis no inicio da década de 80, e em 1993 recebeu o Prémio Nobel de Quimica por
este trabalho. A PCR baseia-se na amplificagdo de um segmento de DNA flanqueado
por dois primers, oligonucleotideos iniciadores com a extremidade 3'OH livre, que
hibridizam com as regides flanqueadoras da sequéncia alvo permitindo o inicio da
amplificagdo pela enzima DNA polimerase. Atualmente, s&o utilizadas DNA polimerases
termoestaveis, que resistem a alta temperatura necessaria para desnaturacdo da dupla-
fita do DNA. Ciclos repetidos de desnaturagao do DNA, hibridizacdo dos primers e
sintese enzimatica resultam numa amplificacdo exponencial da sequéncia alvo.

A PCR é um procedimento rapido, eficaz e sensivel para a deteccéo e
identificagdo de microrganismos. Diversos autores relatam a utilizagdo o sucesso da
PCR na analise microbiolégica, mesmo quando o microrganismo pesquisado encontra-
se sob estresse ou em quantidades minimas, tornando dificil ou impossivel o isolamento
em meio de cultura (FUNGARO, 1998).

Tipicamente amplifica fragmentos de DNA superiores a 10 kilopares de base
(kb), no entanto, algumas técnicas permitem a amplificacdo de fragmentos acima dos 40
kb. Salienta-se que, quanto maior o fragmento maior € a probabilidade de ocorréncia de
erros.

A maioria dos ensaios de amplificacdo da literatura envolve a identificagcao de
genes alvos associados ao processo de patogénese de Listeria e, mais
especificamente, L. monocytogenes. Exemplo tipico é o gene iap, que tem sido utilizado
como alvo para desenvolvimento de ensaios para detecgdo genérica de Listeria e
especifica de L. monocytogenes (FURRER et al.; 1991; JATON et al.; 1992; BUBERT et
al.,1999). Entretanto, o gene alvo mais reportado para diagnostico especifico de L.
monocytogenes é o hlyA (THOMAS et al., 1991; BSAT e BATT, 1993; WIEDMANN et
al., 1993; COORAY et al., 1994).

O gene iap codifica a proteina p60, encontrada em todas as espécies de
Listeria. Analises da sequéncia de DNA demonstram que este gene apresenta regides
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conservadas entre as espécies, e regides espécie-especificas. Em L. monocytogenes, o
gene iap codifica o dominio extracelular da proteina p60, que atua como uma murein-
hidrolase necessaria para a separagéo do septo ao final da divisdo celular (MANZANO
et al, 1997a); (MANZANO et al, 1997b); (MANZANO et al, 1998). Estudos demonstram
que a proteina p60 de L. monocytogenes esta associada com o processo invasivo do
patogeno, consistindo num fator de viruléncia (MANZANO et al, 1997a); (BUBERT et al,
1999).

A sequéncia da regido polimorfica do gene iap foi analisada em 25 cepas de
Listeria monocytogenes isoladas de queijo no Estado do Rio Grande do Sul e
comparadas com cepas referéncias. Esta investigagao distinguiu L. monocytogenes em
dois grupos: | (20 cepas) e Il (5 cepas) (MELLO, 2008).

Foram desenvolvidos primers a partir de sequéncias conservadas do gene iap
em L. monocytogenes. Estes primers, Mar1 e Mar2, estdo localizados nas posigdes 635
até 653pb e 1069 até 1085pb respectivamente, que permitem a amplificacdo de um
fragmento com 453pb exclusivo de L. monocytogenes (MANZANO et al., 1997a).

As cepas patogénicas de L. monocytogenes sao reconhecidamente hemoliticas.
A listeriolisina O, uma hemolisina sulphydryl-activated, ¢ um importante fator de
viruléncia do patégeno. O gene hlyA, que codifica esta proteina, foi identificado e
sequenciado permitindo o desenvolvimento de primers para a deteccdo de L.
monocytogenes por PCR (BESSESEN et al, 1990).

Também foram desenvolvidos primers a partir do gene hlyA que permitem a
amplificagdo de um fragmento de 417pb, exclusivo de L. monocytogenes (FITTER et al.,
1992). Diversos trabalhos relatam a detecgdo molecular de L. monocytogenes a partir da
sequéncia do gene hlyA (NIEDERHAUSER et al., 1992; BANSAL, 1996; SOOD; KAUR,
1996). Utilizou-se também uma sequéncia conservada a jusante do gene hlyA para o
desenvolvimento de primers. A amplificacdo desta regido demonstrou ser especifica
para L. monocytogenes (ROSSEN et al., 1991)

Outros genes também tém sido empregados na obtencdo de marcadores
moleculares para a detec¢cdo de L. monocytogenes. Segmentos do gene inlA sao
especificos de L. monocytogenes, nao sendo amplificados em outras espécies de listeria
(ALMEIDA; ALMEIDA, 2000). O gene in/IB foi utilizado para a deteccdo de L.
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monocytogenes em diferentes amostras alimentares (KACLIKOVA et al., 2002). Cepas
de L. monocytogenes foram isoladas de pacientes originarios de diferentes localidades
no periodo de 1983 a 1998. Foi identificada a presenga dos genes inlA, inlB, hlyA, plIcA
e plcB, que estdo associados com a viruléncia do microrganismo, em todas as cepas
patogénicas investigadas (JARADAT; SCHUTZE; BHUNIA, 2002). Utilizou-se com
sucesso primers para amplificar um segmento do gene Dth18 para a detecgdo de L.
monocytogenes isoladas em amostras de queijo (WERNARS et al., 1991). Empregou-se
primers para amplificar segmentos dos genes hlyA, Dth18 e iap, detectando com
sucesso L. monocytogenes em diferentes amostras alimentares (SOOD; KAUR, 1996).

A PCR é uma técnica altamente sensivel que permite a detec¢do de células nao
cultivaveis ou estressadas. Contudo, a presenga de células mortas do patégeno pode
levar a um resultado falso positivo de contaminagao da amostra investigada. A RT-PCR
(transcri¢ao reversa por PCR) é utilizada para amplificar o RNAm dos genes hlyA, prfA e
iap, permitindo a detec¢cdo apenas de células viaveis de L. monocytogenes (KLEIN;
JUNEJA, 1997). RT-PCR foi utilizada para amplificar o RNAmM do gene hlyA,
possibilitando a determinagdo das células viaveis mas nao cultivaveis de L.
monocytogenes, apos a pasteurizagao de amostras de queijo. (HERMAM, 1997).

Em analise de alimentos por PCR, a fim de evitar falsos resultados positivos,
diversos autores sugerem uma etapa de enriquecimento da amostra para recuperagao
apenas das células viaveis (MAKINO; OKADA; MARUYAMA, 1995; MANZANO et al.,
1997a). Foram comparados dois procedimentos (A e B) de enriquecimento para a
analise por PCR de amostras alimentares. O procedimento A detectou a presenca de L.
monocytogenes em 13 das 330 amostras analisadas, confirmando os resultados obtidos
com as técnicas classicas de cultivo. Porém, com o procedimento B foram detectadas
14 amostras contaminadas, demonstrando um aumento da sensibilidade na analise por
PCR (NIEDERHAUSER et al., 1992). Foi utilizado o caldo de enriquecimento (LEB) para
L. monocytogenes antes da analise por PCR de amostras alimentares, aumentando a
sensibilidade da analise (ROSSEN et al.,, 1991). Foi demonstrado que uma etapa de
enriquecimento em caldo LB (Luria Broth) das amostras contaminadas aumentou a
sensibilidade da analise por PCR (INGIANNI et al., 2001). Utilizou-se uma etapa de pré-

enriquecimento universal, resultando em um aumento na eficiéncia da PCR para
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deteccdo dos patdogenos Escherichia coli, Salmonella Thyphimurium e L.
monocytogenes presentes em amostras de carne (BHADURI; COTTRELL, 2001).
Demonstrou-se ainda que amostras analisadas por PCR submetidas previamente a um
enriquecimento seletivo e um curto pds-enriquecimento apresentaram o0s mesmos
resultados quando analisadas pelos métodos convencionais EN ISO 11290-1 e ISO
10560 na detecgdo L. monocytogenes (KACLIKOVA et al., 2002).

As técnicas moleculares tém sido aplicadas com sucesso na deteccédo de L.
monocytogenes em diferentes tipos de alimentos, como carnes, lacticinios, vegetais,
entre outros (MANZANO et al., 1997b; STWART; GENDEL, 1998; WANG; HONG, 1999;
DUFFY et al., 1999; AL-SOUD; RADSTROM, 2000; KACLIKOVA et al., 2000; LAMPEL;
ORLANDI; KORNEGAY, 2000).

Contudo, diversos autores relatam a dificuldade na utilizagdo da PCR para a
deteccdo de microrganismos em amostras de queijo, especialmente em amostras
contaminadas naturalmente, devido a composicdo complexa de inibidores da PCR
presentes neste tipo de alimento como Calcio, gorduras, proteinas, compostos
organicos e fendlicos (WERNARS et al., 1991 ; MANZANO et al, 1997a ; MANZANO et
al., 1998 ; WANG et al, 1997). Foram testados trés procedimentos para a extragdo de
DNA de amostras de queijo. O procedimento utilizando iodeto de sodio e precipitagéo
com etanol absoluto eliminou os inibidores da PCR, permitindo a analise das amostras
de queijo por esta técnica (MAKINO; OKADA; MARUYAMA, 1995). Foi realizada uma
diluigho de (1:99) do caldo de enriquecimento das amostras de queijo
cabpratproag,emte contaminadas, eliminando a interferéncia dos inibidores da PCR.
Foram investigados componentes presentes em amostras de queijo, na flora microbiana
e nos caldos de enriquecimento. Neste trabalho foi demonstrado que componentes
presentes no queijo, foram os responsaveis pela inibicdo da PCR (WAGNER et al,,
1999; MANZANO et. al., 1998).

Outro fator importante nas técnicas de biologia molecular para identificagcdo de
L. monocytogenes € o procedimento de analise dos produtos amplificados. As duas
alternativas mais relatadas em trabalhos envolvendo esta bactéria sado eletroforese em
gel de agarose e hibridizagdo em fase sdélida (BSAT e BATT, 1993; COORAY et al.,
1994). Mais recentemente, foi desenvolvida a técnica de TagMan™ PCR (Applied
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Biosystems Inc., Foster City, CA, EUA) tornando desnecessaria a realizagdo destas
etapas. Esta técnica baseia-se no principio da atividade exonucleasica 5 — 3’ da Taq
DNA polimerase para a digestdo de uma sonda marcada com dois corantes
fluorescentes. A fluorescéncia emitida pode ser lida em espectrofotometro apdés a
amplificagdo. Equipamentos mais modernos, que apresentam na mesma unidade um
termociclador a um espectrofébmetro, permitem a analise da fluorescéncia emitida
durante a amplificagdo, ou em tempo real (“real time”) (BASSLER et al., 1995).

Estudos recentes tdm demonstrado outras vantagens do uso de TagMan™
PCR, tais como a quantificacdo de DNA de L. monocytogenes, podendo inferir o numero
de bactérias, e a detecgao apenas das células viaveis, pelo procedimento de analise de
mRNA (BASSLER et al., 1995, NORTON; BATT, 1999).

No ano de 2000 foi otimizado o procedimento de analise para uso em rotina da
técnica de TagMAN™ PCR para deteccéo de Listeria monocytogenes, permitindo a sua
deteccdo com alta sensibilidade e especificidade, além de possibilitar a obtengao
automatica dos resultados apos a amplificagdo. Os experimentos objetivando otimizar a
técnica mostraram que, entre os varios fatores moleculares envolvidos, uma menor
distédncia entre o iniciador (primer forward) e a sonda apresentou o efeito mais
significativo no aumento do indice de hidrolise desta. Outras informagdes obtidas foram
a menor efetividade de ensaios que utilizam sondas com “G” no final 5’ e / ou amplificam
fragmentos grandes (maiores de 500 pares de bases). Os parametros estabelecidos
permitiram o desenvolvimento de técnica com alta reprodutibilidade para detecgao e
quantificacédo de Listeria monocytogenes (LUNGE, 2000).

Técnicas mais sofisticadas tais como “multilocus enzyme electrophoresis”,
“ribotyping”, RFLP - “restriction fragment length polymorphism analysis”, pulsed-field gel
electrophoresis” e RAPD - “randomly amplified polymorphic DNA analysis® podem
distinguir L. monocytogenes de L. innocua a nivel molecular, mas estes métodos
também sdo complexos para a rotina de laboratorio (JOHNSON; LATTUADA, 1993).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1. MATERIAL

4.1.1. Area de abrangéncia do estudo

A area de estudo considerou a divisdo administrativa intermediaria constituida
pelas Regionais de Saude da Secretaria de Estado da Saude do Parana/ Instituto de
Saude do Parana (Figura 3) As Regionais de Saude, em numero de 22, englobam os
399 municipios do Estado do Parana e apresentam como municipio sede as seguintes
cidades: Paranagua (12 RS), Curitiba (Metropolitana - 22 RS), Ponta Grossa (3% RS), Irati
(4% RS), Guarapuava (5% RS), Unido da Vitdria (6% RS), Pato Branco (72 RS), Francisco
Beltrédo (8% RS), Foz do Iguagu (92 RS), Cascavel (102 RS), Campo Mourao (112 RS),
Umuarama (122 RS), Cianorte (132 RS), Paranavai (14® RS), Maringa (15% RS),
Apucarana (16% RS), Londrina (172 RS), Cornélio Procépio (18% RS), Jacarezinho (192
RS), Toledo (20% RS), Telémaco Borba (212 RS) e lvaipora (222 RS).

FIGURA 3-  DIVISAO ADMINISTRATIVA DA SECRETARIA DE ESTADO DA SAUDE DO PARANA
SEGUNDO AS REGIONAIS DE SAUDE - 2008
FONTE: PARANA, 2004
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Pelas 22s Regionais de Saude, o Estado exerce o papel de apoio, cooperagao
técnica e investimentos nos municipios e nos consorcios municipais. Secundariamente,
exerce agdes e servicos de saude. Os municipios, isoladamente ou aglutinados em
modulos intermunicipais, devem assumir todas as agdes e servicos que possam por eles
ser absorvido. A Regional de Saude cabe desenvolver a inteligéncia necessaria para
apoiar o municipio em todas as areas e para influenciar na gestdo das questdes
regionais, promovendo a busca continua e crescente da eficiéncia com qualidade.

Esse trabalho teve como base territorial 16 Regionais de Saude que abrangem
283 municipios. Sendo 72,72% das RS do Estado do Parana envolvidas, as quais

foram selecionadas pela busca randémica no www.randomizer.org. As coletas foram

realizadas em 29 pontos diferentes, conforme Tabela 3, a seguir.

TABELA 3 - REGIONAIS DE SAUDE - COLETAS

Regional de Saude Municipio Sede

28 Curitiba

4° Irati

52 Guarapuava

78 Pato Branco

8? Francisco Beltrdo
9° Foz do Iguagu
10° Cascavel

12° Umuarama

132 Cianorte

142 Paranavai

15° Maringa

162 Apucarana

172 Londrina

18°2 Cornélio Procopio
20° Toledo

22° Ivaipora

Fonte: VISA/SESA.2002.

4.1.2. Produtos lacteos (queijos)

Foram coletadas pela Vigilancia Sanitaria do Estado do Parana 90 amostras de
diferentes tipos de queijos, nos estabelecimentos que comercializam alimentos em
diferentes regides do Estado do Parana, no periodo de janeiro de 2001 a dezembro de
2002. Foram também coletadas, no mesmo periodo, 10 amostras de queijos envolvidos

em surtos de Doenga Transmitida por Alimentos (DTA) a partir do local de investigacao
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do surto. As amostras foram embaladas em sacos plasticos de primeiro uso,
identificadas e mantidas sob refrigeracdo durante o transporte para o laboratério e
analisadas imediatamente e estdo descritas na Tabela 4.

TABELA 4 DESCRICAO DAS AMOSTRAS ANALISADAS

Amostra Produto Tino de redistro RS | ocal de coleta

1. Queiio Montanhés (fatiado pela empresa) SIF 15 Marinaa -Supermercado

2. Queijo Minas Frescal Light SIF 4 Irati - Supermercado

3. Queijo Colonial SIM 8 Francisco Beltrdo - Produtor
4. Queijo Mussarela Fatiado SIF PMC Cascavel - Supermercado

5. Queijo Colonial SIM 8 Francisco Beltrao - Produtor
6. Queijo Tipo Mussarela SIP 8 Francisco Beltrao- Produtor
7. Queijo tipo Gouda SESA 8 Bom Jesus do Sul - Produtor
8. Queijo tipo Mussarela SESA 8 Dois Vizinhos - Produtor

9. Queijo Minas Frescal Light SIF 4 Mallet - Supermercado

10. Queijo Minas Magro SESA 4 Santa Maria do Oeste - Produtor
11. Queijo Minas Frescal Light SIF 4 Irati - Supermercado

12. Queijo Tipo Minas Magro SIP 12 Pérola - Laticinios

13. Queijo Tipo Colonial SIP 7 Mariépolis Laticinio

14. Queijo Minas frescal Light SIF 15 Supermercado

15. Queijo Tipo Colonial SIM 8 Francisco Beltrao -Produto
16. Queijo Colonial SIM 8 Francisco Beltrao - Produtor
17. Queijo Colonial Condimentado SIP 8 Bom Jesus do Sul - Produtor
18. Queijo Colonial NC (DTA) 17 Consumidor

19. Queijo Minas Frescal SIP 15 Dr. Camargo -Comércio

20. Queijo Colonial NC (DTA) 8 Francisco Beltrao -consumidor
21. Queijo Colonial SIP 7 Mariépolis -Supermercado
22. Queijo Colonial SESA 8 Bom Jesus do Sul - Laticinio
23. Queijo Colonial SESA 9 Matelandia -Supermercado
24. Queijo Colonial SIM 8 Francisco Beltrao - Produtor
25. Queijo Prato fatiado NC PMC Curitiba- Supermercado

26. Queijo Colonial NC (DTA) 5 Lanchonete

27. Queijo Prato SIF PMC Curitiba - Supermercado

28. Queijo Mussarela SIF PMC Curitiba — Distribuidor de Alimentos
29. Queijo Colonial NC (DTA) 22 Ivaipora - Consumidor

30. Queijo Mussarela SIF 5 Guarapuava

31. Queijo Lanche fatiado SIP PMC Curitiba

32. Queijo Mussarela (Holandés) SIP 16 Apucarana

33. Queijo Mussarela Fatiado NC PMC Curitiba — Distribuidor de Alimentos
34. Queijo Minas Padrao SIF 18 Cornélio Procopio

35. Queijo Minas Frescal Light SIF 17 Cambe

36. Queijo Minas Frescal SIP 14 Paranavai

37. Queijo Colonial SIM 8 Francisco Beltrao

38. Queijo Mussarela SIP PMC Curitiba

39. Queijo Colonial SIM (DTA) 8 Francisco Beltrao

40. Queijo Minas Frescal SIP 10 Cascavel

41. Queijo Colonial NC (DTA) 9 Salto da Lontra

42. Queijo Provolone SIF PMC Curitiba

43. Queijo Prato SIF PMC Curitiba

44, Queijo Prato Light SIF PMC Curitiba

45, Queijo Mussarela Holandés SIP 16 Apucarana

46. Queijo Mussarela SIP 16 Apucarana

47. Queijo Mussarela SIP 18 Cornélio Procopio

48. Queijo Minas Frescal Magro SIP PMC Curitiba

49. Queijo Mussarela SIF 10 Cascavel

50. Queijo Colonial NC (DTA) 10 Cascavel

51. Queijo Caseiro NC (DTA) 20 Toledo

52. Queijo Minas Magro SIF 10 Cascavel

53. Queijo Tipo Colonial SIF 10 Cascavel

54. Queijo Mussarela NC PMC Curitiba

55. Queijo Mussarela SIF 4 Imbituva

56. Queijo Mussarela 5 Palmital

57. Queijo Mussarela SIF 4 Imbituva

58. Ricota Fresca SIF PMC Curitiba

59. Queijo Tipo Mussarela SIM 5 Laranjeiras do Sul

60. Queijo SR (DTA) 17 Londrina

61. Queijo SR (DTA) 13 Cianorte

62. Queijo Montanhés (fatiado) SIF 14 Paraiso do Norte

63. Queijo Tipo Mussarela SIP 16 Apucarana

64. Queijo Prato Lanche SIF PMC Curitiba
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65. Queijo Colonial (com casca) SR PMC Curitiba — Mercado Municipal

66. Queijo tipo Colonial SR PMC Curitiba- Mercado Municipal
67. Queijo Tipo Minas Frescal SIF PMC Curitiba — Mercado Municipal
68. Queijo Colonial SR PMC Curitiba — Mercado Municipal
69. Queijo Colonial SR PMC Curitiba — Ambulante

70. Queijo tipo Minas Frescal SIF PMC Curitiba — Mercado Municipal
71. Queijo tipo Minas Frescal SIF PMC Curitiba — Mercado Municipal
72. Ricota SIF PMC Curitiba- Supermercado

73. Ricota Fresca SIF PMC Curitiba- Supermercado

74. Ricota Fresca SIF PMC Curitiba- Supermercado

75. Queijo Fatiado Mussarela SR PMC Curitiba — Supermercado

76. Ricota Fresca SIP PMC Curitiba — Feira Livre

77. Ricota Fresca SIF PMC Curitiba — Feira Livre

78. Queijo Minas Frescal Light SIF PMC Curitiba- Feira Livre

79. Ricota Fresca Prensada SIP PMC Curitiba — Feira Livre

80. Queijo Minas Light SIF PMC Curitiba — Feira Livre

81. Queijo Colonial SR PMC Curitiba — Feira Livre

82. Queijo Minas Frescal SIF PMC Curitiba — Produtor

83. Queijo Minas Light SIF PMC Curitiba — Produtor

84. Queijo Minas Frescal Magro SIP PMC Curitiba- Produtor

85. Queijo Minas Frescal SIF PMC Curitiba- Produtor

86. Requeijao SR PMC Curitiba — Feira de Produtores
87. Queijo Minas Frescal SR PMC Curitiba — Feira de Produtores
88. Queijo Colonial SR PMC Curitiba - Feira Livre

89. Queijo Colonial SR PMC Curitiba — Feira Livre

90. Queijo Colonial SR PMC Curitiba — Feira Livre

91. Queijo Colonial SR PMC Curitiba — Feira Livre

92. Ricota Prensada SIP PMC Curitiba — Feira Livre

93. Queijo Colonial SESA 8 Francisco Beltrao

94. Queijo Minas Magro SIF PMC Curitiba

95. Ricota Fresca Prensada SIP PMC Curitiba

96. Ricota Fresca SIP PMC Curitiba

97. Ricota Fresca SIP PMC Curitiba

98. Queijo Colonial SIF 7 Mariépolis

99. Queijo Minas SIF PMC Curitiba — Feira Livre

100. Queijo Branco SIP PMC Curitiba — Feira Livre

Nota:

SIF - Servigo de Inspegéo Federal (Ministério da Agricultura)

SIP - Servigo de Inspecao do Parana (Secretaria de Estado da Agricultura)

SIM - Servigo de Inspegédo Municipal (Secretaria de Estado da Saude - Vigilancia Sanitaria)
SESA - Secretaria Estadual de Saude do Estado do Parana - Vigilancia Sanitaria

PMC - Prefeitura Municipal de Curitiba

SR - Sem registro

NC - Nao Consta

4.1.3.Cepas padrdes de referéncia

Os microrganismos, cepas padrbes de referéncia, utilizados, nos testes do
presente trabalho, foram fornecidas pelo Dr. Ernesto Hofer, do Departamento de
Bacteriologia do Instituto Oswaldo Cruz (Fiocruz), Estado do Rio de Janeiro, pela Dra.
Dilma Scala Gelli, do Instituto Adolfo Lutz (lAL), Estado de Sao Paulo, em agar
conservacgao e pelo Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude (INCQS) em
ampola liofilizada. As cepas disponibilizadas foram as seguintes:

Listeria inocua CIP 12612

Listeria monocytogenes L 46 - F 4555 CDC
Listeria ivanovii ATCC 19199

Listeria seeligheri CIP 9529

Listeria welshimeri CIP 11633
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Listeria monocytogenes L 1/2a ATCC 19111-1
Listeria monocytogenes cepa padrao O7F7G
Staphylococcus aureus CIP 5710

Escherichia coli ATCC 12229

Enterobacter aerogenes ATCC 13048
Bacillus cereus ATCC 45.798

S. aureus ATCC 12.600

S. epidermidis ATCC 14.990

4.1.4.Meios de cultura, solugdes, reagentes, insumos e diversos

4.1.4.1.Meios de cultura

Utilizaram-se meios de cultura formulados conforme Food and Drug

Administratios (FDA), 1995 e disponiveis comercialmente dos Laboratérios Difco Ltda,

Oxoid e Merck na forma desidratada.

a) Pesquisa de Listeria monocytogenes

Agar tripticase soja sangue de carneiro (TSA)

Caldo de enriquecimento para Listeria de acérdo com o FDA (LEB)

Caldo Fraser base

Caldo Fraser base modificado

Caldo de enriquecimento de listeria tamponado (BLED)

Agar cloreto de litio feniletanol moxalactam seletivo para Listéria, formulado
segundo LOVETT & HITCHINS (1988) e suplementado com esculina 1 g/l, citrato
férrico amoniacal 0,5 g/l (LPM modificado)

Agar Oxford seletivo para Listéria (OXA)

Agar Palcam (PAL)

Agar tripticase de soja suplementado com 0,6 % de extrato de levedura
(TSA-YE)

Caldo tripticase de soja suplementado com 0,6 % de extrato de levedura (TSB -
YE)

Agar infusdo cérebro coracéo (BHI agar)

Agar sulfito indol motilidade com adigdo de 0,05% de cloreto de trifeniltetrazolium
(SIM modificado)
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Caldo vermelho de metila/ Voges-Proskauer (Caldo VM / VP )

Agar triplice agucar ferro (TSI)

Agar sangue n° 2 suplementado com sangue desfibrinado de carneiro / cavalo
Caldo nitrato

Caldo purpura de bromocresol para carboidratos

Caldo purpura de bromocresol com 0,5 % de rhamnose

Caldo purpura de bromocresol com 0,5 % de manitol

Caldo purpura de bromocresol com 0,5 % de xilose

Agar bile esculina inclinado

VIP para Listéria (Biocontrol 600120)

b) Pesquisa de Salmonella spp.

Agua peptonada tamponada - APT (frasco de boca larga com 225 mL);

Caldo Selenito-Cistina — SC (10 mL em tubos 16x160 com tampa de ago-inox);
Caldo Rappaport-Vassiliadis Modificado - RV (10 mL em tubos 16x160 com
tampa de ago-inox);

Placas com agar Salmonella -Shiguella (SS);

Placas com Agar entérico de Hektoen (He);

Agar Triplice Agtcar Ferro (TSI) (tubos 15 x 150 com tampa de baquelite)

Agar lisina ferro (LIA) (tubos 15 x 150 com tampa de baquelite)

c) Numero Mais Provavel (NMP) de coliformes a 45°C e E. coli

Caldo Lauril Sulfato Triptose (LST),

Caldo Lactosado Verde Brilhante Bile 2% (VB)

Caldo Escherichia coli (EC),

Agar Eosina Azul de Metileno (EAM)

Kit para identificacdo de entereobactérias (Newprov, 2002), contendo cinco tubos
com os seguintes meios de cultura: Escola Paulista de Medicina Agar (EPM),
Meio de Motilidade Indol Lisina (MILI), Meio de Motilidade, Indol e Ornitina (MIO),

meio de citrato de Simmons, caldo Rhamnose.
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d) Contagem de estafilococos coagulase positiva e S. aureus

Frascos com 225 mL de agua Peptonada 0,1% (diluente);
Tubos com 9 mL de agua Peptonada 0,1% (diluente)
Placas com Agar Baird-Parker (BP);

Tubos de Caldo Infusdo Cérebro Coracédo (BHI);

Tubos com agar tripticase de Soja (TSA) inclinados

Placas com agar Azul de Toluidina DNA

e) Contagem de Bacillus cereus

Frascos com 225 mL de agua Peptonada 0,1% (diluente) ;

Tubos com 9 mL de agua Peptonada 0,1% (diluente)

Placas de Agar manitol gema de Ovo Polimixina (MYP) ou placas de Agar Base
Seletivo para Bacillus cereus (ABC)

Tubos de Agar Nutriente (NA) inclinado

Tubos de Caldo Vermelho de Fenol com 1% de glicose

Tubos de Caldo VP modificado

Tubos de Caldo Nitrato

Tubos de Agar Motilidade para Bacillus cereus

Placas de Agar Nutriente (NA)

Agar tripticase de Soja (TSA) suplemento com Sangue de Carneiro

Tubos de Agar Tirosina.

f) Contagem de Clostridios sulfito redutores a 46° C e de Clostridium perfringens

Frascos com 225 mL de agua Peptonada 0,1% (diluente) ;
Tubos com 9 mL de agua Peptonada 0,1% (diluente)
Agar triptose Sulfato Cicloserina (TSC);

Tubos de Caldo Infusdo Cérebro Coragao (BHI);

Tubos com meio de Tioglicolato;

Tubos com meio de Lactose Gelatina;

Tubos de Agar Nitrato Motilidade;

85



4.1.4.2 Solugdes, reagentes, insumos e diversos

a)

Pesquisa de Listeria monocytogenes

Reagentes para redugao de nitrato

(Sol. A): acido sulfanilico 0,8 % em acido acético 5 N.

(Sol. B): alfa naftol 0,5 % em acido acético 5 N

Zinco em po livre de nitrato ou nitrito

Reagente de Barrit para prova de Voges-Proskauer: sol. alcodlica a 5 % de alfa
naftol

Solucao de KOH a 40 %

Creatina em cristais

Solugéo desinfetante de alcool iodado

Peréxido de hidrogénio a 3 %

Etanola 70 %

Agua destilada estéril.

Solugao salina tamponadaap H 7,2

Cloreto de Litio solugdo 8 M

MOPS Acido Livre Sigma M —1254 (3 — [N-Morpholino] propanesulfonic acid]

MOPS sal sodico Sigma M — 9381 (3 —[N-Morpholino] propanesulfonic acid
sodium salt]

Tampéo TBE 10 x : Tris 54,0 g; Acido bérico (H3BOs) 27,5 g; EDTA 4,65 g; H.0
deionizada q.s.p. 500 mL . O pH final foi ajustado para 8,0. Diluir 10 vezes no
momento do uso.

Gel de Agarose 1,5% com Brometo de Etideo : Agarose 0,75g; Tampao TBE 1x
g.s.p. 50mL ; Brometo de Etideo 5uL.

Agua ultrapura

Proteinase K (500 pg/uL)

Etanol absoluto

Tampéao PCR 1x,

Tag DNA polimerase 2,5 Unidades,
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« primer,
. dNTP,
« Cloreto de magnésio (MgCl,) PA
b) Pesquisa de Salmonella spp.
e Soro polivalente somatico;
e Soro fisiolégico 0,85%
c) Numero Mais Provavel (NMP) de coliformes a 45°C e E. coli
e Reativo de Kovacs
d) Numero Mais Provavel (NMP) de estafilococos coagulase positiva e S. aureus
e coagulase plasma-EDTA
e Peroxido de hidrogénio 3%
e) Contagem de Bacillus cereus
e Vaselina liquida ou 6leo mineral estéril
e Metanol p.a.
e Reagente de Barrit para teste de VP
e Reagentes para Teste de Nitrato
e P06 de zinco livres de nitritro e nitrato

e Solucdo aquosa 0,5% de fucsina basica

f) Contagem de Clostridium sulfito redutor a 45° C
e Sistema gerador de anaerobiose
e Solucdo 4% de D-cicloserina

e Reagentes para Teste de Nitrato (Solugcdo 0,8% de acido sulfanilico, solu¢ao
0,5% de alfa- naftol);

e Po6 de zinco livre de nitrato e nitrito;

e Peroxido de Hidrogénio 3%;

4.2. METODO

As amostras coletadas nos pontos de comercializacdo foram avaliadas

conforme os parémetros preconizados na RDC n° 12, de 02 de janeiro de 2001
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(contagem de estafilococos coagulase positiva, NMP de coliformes a 45°C e Pesquisa
de Salmonella spp em 25 g), a Pesquisa de Listeria spp. e a determinagao de umidade
em estufa a vacuo até peso constante com o objetivo de enquadrar a amostra de queijo
na classificagdo quanto a umidade segundo RDC n°® 12 de 02 de janeiro de 2001. De
acordo com esta Resolugao da Agencia de Vigilancia Sanitaria / Ministério da Saude, os
queijos sao classificados com baixo, médio, alto e muito alto teor de umidade o que faz
variar o padrao microbiolégico e consequentemente a sua avaliagdo. Esta resolugao
determina os padrdes microbioldgicos para os produtos expostos a venda no comércio
ou, de alguma forma, destinados ao consumo e estabelece zero tolerancia para Listeria
monocytogenes apenas para queijos de média umidade (Danbo, pategras, sandwich,
prato, tandil, tilsit, tybo, mussarela curado e similares e de queijo ralado e em po,
quartirolo, cremoso, crioll, mussarela e similares; de alta e muita alta umidade, com
bactérias lacticas abundantes e viaveis, incluindo o Minas frescal correspondente; de
muita alta umidade incluindo os queijos de coalho com umidade correspondente, Minas
frescal, mussarela e outros, elaborados por coagulagdo enzimatica, sem a acéo de
bactérias lacticas.

Para as amostras relacionadas a evento de DTA n&o foi realizada a avaliacao
da umidade e as mesmas foram submetidas a analise microbiologica objetivando a
pesquisa do possivel agente causador do surto de DTA procedendo-se as metodologias
de contagem de Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Clostridios sulfito redutores a
46°C, NMP de Escherichia coli e pesquisa de Salmonella spp.

Para a detecgao, isolamento e identificagdo de contaminantes microbianos
utilizou-se metodologia basica descrita no Bacteriological Analytical Manual (BAM),
elaborado pelo Food and Drug Administratios (FDA), 1995; Compendium of Methods for
the Microbiological Examination of Foods, (1992) utilizando critério de contagens por
grama e pesquisa em 25 gramas da amostra.

A pesquisa de Listeria monocytogenes foi realizada pelo método convencional
com modificagdes, descrita no Bacteriological Analytical Manual (BAM) elaborado pelo
Food and Drug Administration (FDA), 1995 e pelo rapido ensaio visual de
imunoprecipitacdo (VIP) método AOAC 997.03 utilizando critério de presencga e

auséncia em 25 gramas da amostra.
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4.2.1 Recepgao e preparacao das amostras para analise

Na recepcdo das amostras coletadas nos pontos de comercializacdo foram

observadas as condi¢gbes de integridade das embalagens e as condi¢des em que foi
feito o transporte da amostra (se as amostras se mantinham sob refrigeracao), antes de
ser aceita para analise. A preparacdo das amostras para analise envolveu duas etapas:
(a) a retirada da fragdo para analise que foi feita de forma a garantir que a porgéo
removida representasse o conteudo da unidade de amostra. As fragdes para analise,
porcdes de 25 g das amostras, foram retiradas assepticamente em cabine de seguranga
bioldgica, e colocadas em sacos plasticos estéreis, proprios para o Stomacher.
(b) a preparacédo do homogeneizado e das correspondentes diluicdes decimais seriadas
da unidade analitica, para inoculagéo nos meios de cultura. A primeira diluigao (10™") foi
obtida pela homogeneizagédo da unidade analitica (25 g), por dispersao em “Stomacher”
durante 30 segundos com 225 mL de agua peptonada 1,0%. Para a preparagdo da
segunda diluigao (10'2), transferiu-se assepticamente 1,0 mL da diluicdo 10 para 9,0
mL de diluente. As diluicbes subsequentes foram obtidas de maneira similar,
transferindo-se 1,0 mL da diluicdo anterior para 9,0 mL de diluente. O numero de
diluicbes realizadas foi em fungdo do limite microbiologico estabelecido na RDC 12 de
02/01/2001 para os parametros NMP de coliformes a 45°C e contagem de estafilococos
coagulase positiva. Para os queijos envolvidos em DTA procedeu-se aos ensaios de
contagem de S. aureus, B. cereus, Clostridios sulfito redutores a 46°C, NMP de
Escherichia coli realizou-se diluicdo de até 10™. Para a pesquisa de Salmonella spp. e
Listeria spp foram retiradas novas aliquotas de 25 g para cada método e adicionados
os diluentes especificos conforme metodologia seguida.

4.2.2 Método convencional para pesquisa de Listeria monocytogenes
A pesquisa de Listeria monocytogenes pelo método convencional (Figura 4) constituiu-
se de enriquecimento em caldo de enriquecimento para Listeria (LEB) por 24 e 48 horas

a 30°C e estriamento na superficie dos meios seletivos Agar cloreto de litio feniletano
moxalactam modificado (LPM), Agar Oxford seletivo para Listéria (OXA) e Agar Palcam
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(PAL). Foram selecionadas 5 col6nias suspeitas e isoladas para os testes de
identificagcdo em nivel de género: crescimento em forma de “guarda-chuva” em meio
semi-solido sulfito-indol motilidade com adigdo de 0,05% de TTC (cloreto de
trifeniltetrazolium); produgéo de catalase; producdo de acido a partir de glicose, lactose
e sacarose em agar triptice agucar ferro (TSl); reacao ao teste de vermelho de metila e
Voges-Proskauer e a prova de bile-esculina. Os testes bioquimicos em nivel de espécie
envolveram: redugao de nitrato; produgdo de hemolisina em agar sangue com base de
Columbia suplementado com sangue de carneiro; fermentacdo de xilose, ramnose e
manitol em meio basico de purpura de bromocresol e teste da hemdlise sinergistica do
fator CAMP (Christie—Atkins—Munch-Peterson teste) em agar sangue de carneiro. A
partir do cultivo do microrganismo a 30°C por 18-24 horas em agar nutriente realizou-se
soroaglutinagao rapida com anti-soro homdélogo somatico. Os isolados obtidos a partir
dos testes de identificacdo foram enviados ao Instituto Adolfo Lutz para confirmacgao e

caracterizagao bioquimica e sorolégica complementar.
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25 g amostra + 225 ml de LEB (dil.1:10)

!

Incubagao 30 °C / 24 (enriquecimento I) e 48 h(enriquecimentoll)

|

Plagueamento seletivo diferencial

/\

OXA e PAL LPM
35°C/24-48 h 30°C /24 - 48h

S

Selecao 5 colonias tipicas

A\ 4
Confirmagao Bioquimica e
Soroldgica

FIGURA 4 - FLUXOGRAMA DE ETAPAS PARA A DETECGAO DE Listeria spp PELO METODO
CONVENCIONAL
FONTE: FDA, 1995.

4.2.2.1 Enriquecimento seletivo

Vinte e cinco gramas de cada amostra de queijo (aliquota da superficie) foram
pesadas assepticamente em sacos plasticos estéreis para "Stomacher” e acrescidos de
225 mL do caldo de enriquecimento para Listeria (LEB), homogeneizados a seguir por 2
minutos em “Stomacher” por 30 segundos e incubados a 30°C por 24 horas
(enriquecimento I).

A partir do LEB, submeteu-se ao plagueamento em meios seletivos e re-
incubagdo do LEB a 30 ° C por mais 24 horas (enriquecimento |lI) para posterior

plagueamento nos meios seletivos.
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4.2.2.2 Plaqueamento seletivo diferencial

Os frascos de enriquecimento seletivo (I e Il enriquecimentos) foram agitados
cuidadosamente e estriados utilizando uma alga de niquel—-cromo por esgotamento na
superficie das placas de Petri contendo Agar Oxa, Agar LPM modificado. As placas de
Agar OXA e PAL foram incubadas a 35°C por 24 - 48 horas e de Agar LPM modificado
a 30°C por 24- 48 horas.

Ap6s a incubacdo das placas de Agar OXA, Agar PAL e Agar LPM modificado
por 24 horas foram observadas a presenga de coldnias tipicas e, em caso negativo re-
incubadas as placas nas respectivas temperaturas e as placas foram observadas
novamente apos 48 horas de incubacgao.

As coldnias tipicas de Listeria spp em Agar OXA, Agar PAL e Agar LPM
modificado apresentaram-se como esféricas, pretas, rodeadas por um halo preto de
hidrélise da esculina. Foram selecionadas 5 col6nias de cada placa contendo coldnias
tipicas para posterior confirmacao.

4.2.2.3 Confirmagéao das colOnias tipicas

A confirmagao das colbnias tipicas seguiu o esquema da Figura 5. Sendo que
cada colbnia selecionada foi estriada por esgotamento em placas de agar Tripticase de
Soja suplementado com 0,6% de extrato de levedura (TSA- YE), e incubada a 30°C/24-
48 horas, tendo como objetivo sua purificagdo. Observou-se sob luz obliqua e foram
selecionadas colbnias azuladas tipicas.

Com o auxilio de uma alca de inoculacdo, foram transferidas as colbnias
selecionadas para um tubo de TSA-YE inclinado e um tubo de TSB-YE. A incubagao
dos tubos foi realizada a 30" C por 24 horas. Foi usado a cultura em agar ou caldo para
a realizagdo das provas bioquimicas. Os tubos de TSB-YE a 4'C foram mantidos por

varios dias e utilizados repetidamente como in6culo quando fossem necessarios.
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Coldnia Tipica
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FIGURA5 - DIAGRAMA DAS ETAPAS PARA A CONFIRMAGAO DAS COLONIAS TiPICAS

DE Listeria spp
FONTE: FDA, 1995.

A - Reacao de catalase (MAC FADDIN, 1976; LOVETT, 1987)

A partir do tubo de TSA-YE, foi transferida uma algcada da cultura para uma

lamina de microscopia, e esta foi coberta com uma gota de peroxido de hidrogénio 3%
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sendo observado a ocorréncia de borbulhamento imediato (teste positivo) ou n&o
borbulhamento (teste negativo). As cepas de Listeria sédo catalase positivas.

B - Propriedades morfologicas e tinturiais

A partir do tubo de TSA-YE, transferiu-se uma algada da cultura para uma
lamina de microscopia contendo uma gota de agua estéril e procedeu-se a coloragéo de
Gram. Listeria spp apresentam-se como bastonetes curtos ou em forma cocdide Gram

positivos.
C - Beta-Hemolise

Foi realizada em placa de agar sangue com base de Columbia suplementado
com sangue de carneiro e previamente seca e demarcada com uma caneta de
retroprojetor de 4 a 25 setores no fundo. A partir dos tubos de TSA-YE, cada um das
culturas suspeitas foi inoculado por picada, em um dos setores demarcados bem como
controles positivo e negativo (L. monocytogens, L. ivanovii e L. innocua). As placas
foram incubadas a 37 + 1°C por 48 horas + 2 horas e observadas a formagdo de um
halo transparente de hemdlise ao redor das coldnias.

As cepas de Listeria monocytogenes formam halos discretos que néo se
estendem muito para fora da regido da colbnia, enquanto a Listeria ivanovii forma halos

grandes e bem definidos e a Listeria innocua n&o apresenta hemolise.

D - Prova do comportamento em triplice agucar ferro (MAC FADDIN, 1976; LOVETT,
1987)

A partir dos tubos de TSB-YE cada cultura foi inoculada em um tubo de TSI por
picada em profundidade e estrias na rampa. A incubag&o dos tubos foi realizada a 35°C /
24 horas com a tampa ligeiramente afrouxada objetivando a manutengao de condigbes
aerobias e prevenindo reacdes acidas errbneas na rampa. Apos periodo de incubagao,
foi efetuada a leitura dos resultados e observada a ocorréncia de reacdo tipica de
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Listeria. Os tubos foram re-incubados por mais 24 horas quando ndo eram observadas
reagdes tipicas nas primeiras 24 horas. Listeria monocytogenes apresenta rampa e
fundos acidos (amarelos) sem produg¢ao de H2S (ndo escurecimento do agar).

E - Prova da motilidade (MAC FADDIN, 1976; LOVETT, 1987)

A partir dos tubos de TSB-YE foram inoculados cada cultura suspeita em um
tubo de agar SIM, por picada no centro do meio de cultura até uma distancia de 1 cm do
fundo. Os tubos foram incubados a 25°C/7 dias, e observando diariamente.

As cepas de Listerias sdo moveis e desenvolvem uma zona de migracgao tipica,
espalhando-se na parte superior do meio e mantendo-se restritas a picada no fundo do
tubo. Esse tipo de migracdo produz uma massa de crescimento caracteristico

lembrando um guarda-chuva.
F - Prova do Camp-test: Christie-Atkins-Munch-Peterson teste (McCLAIN; LEE, 1988)

De forma paralela e ao longo da linha média de uma placa de agar sangue de
carneiro, foram inoculadas com al¢a de niquel-cromo, uma cultura de 18 —24 horas de
Staphylococcus aureus hemoliticos, cultivado em caldo infuso de cérebro coragao, e
uma cultura de Rodococcus equi. Em seguida, as cepas de identificagcdo foram
semeadas perpendicularmente aos inoculos de S. aureus e R. equi, porém, sem toca-
los formando angulos reto. Apds a inoculagdo, as placas foram colocadas em jarra
“‘GasPak” em ambiente de microaerofilia e mantidas em incubadora tipo B.O.D a 30°C
48 a 72 horas. O teste foi considerado positivo para Listeria monocytogenes quando a
cultura produziu zonas de hemdlise proximo ao crescimento de Staphylococcus aureus,

mas n&o R. equi.
G - Teste de Voges-Proskauer - “VP” (MAC FADDIN, 1976; LOVETT, 1987)

A partir da cultura pura em TSB-YE foi transferida uma algada para tubo
contendo caldo VM-VP, e incubado a 35°C/48 horas. Apos periodo de incubagdo foi
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adicionado 3,0 mL de solugao alcodlica de alfa-naftol a 5% e 1,0 mL de solugdo aquosa
de hidroxido de potassio a 40% e procedeu-se a agitagdo. Os tubos foram deixados em
repouso por 1 a 2 horas. O aparecimento da cor vermelha escura indica reacdo VP
positiva. Listeria monocytogenes apresenta reagao VP positiva.

H - Teste de vermelho de metila - “VM” (MAC FADDIN, 1976; LOVETT, 1987)

A partir da cultura pura em TSB-YE foi transferida uma algada para outro tubo
contendo caldo VM-VP, e incubado a 35°C por 4 dias. Apds incubagao foi adicionado 2 a
3 gotas de solugao alcodlica de vermelho de metila. O aparecimento da cor vermelha
indica reagao VM positiva. Listeria monocytogenes apresenta reagdo VM positiva.
| - Redugéo do nitrato a nitrito (MAC FADDIN, 1976; LOVETT, 1987)

A partir da cultura pura em TSB-YE foi transferida uma algada para tubo
contendo 5 mL de caldo nitrato e incubado a 35°C por 5 dias. Apds incubagdo foi
adicionado 0,2 mL do reagente A (acido sulfanilico 0,8% em acido acético 5N) e a seguir
0,2 mL do reagente B (alfa-naftol 0,5 em acido acético 5N) .

O aparecimento de cor vermelha indica reagao positiva pela reducao de nitrato a
nitrito. Quando n&o ocorreu desenvolvimento de cor vermelha foi adicionado ao meio p6
de zinco. O aparecimento de coloracdo vermelha indica reagdo negativa. Listeria

monocytogenes nao reduz nitrato a nitrato.

J - Prova de fermentacdo da rhamnose, manitol e xilose (COSTA; HOFER, 1976;
MACFADDIN, 1976)

A partir da cultura em caldo TSB-YE foram semeados tubos de caldo purpura de
bromocresol contendo 0,5% de rhamnose, 0,5% de manitol e 0,5% de xilose e
incubados a 35°C por sete dias. A fermentacdo do carboidrato é constatada pela
mudanc¢a de coloragao do indicador purpura de bromocresol para amarelo e a produgao
de gas é observada no tubo de Durhan. Quando as espécies de Listeria fermentam o
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carboidrato, produzem acido sem formagao de gas. Listeria monocytogenes fermenta a

rhamnose e a xilose e ndo fermenta o manitol
K - Bile esculina (COSTA; HOFER, 1976; MACFADDIN, 1976)

A partir da cultura pura em TSB-YE foi repicado com agulha em tubos contendo
agar bile esculina e incubados a 35°C por 24-48 horas. O aparecimento de coloragao
negra em todo o tubo, indica bile esculina positiva. Listeria monocytogenes € bile-

esculina positiva.
4.2.2.4 Teste soroldgico — soroaglutinagao rapida

A partir do cultivo de 18-24 horas do microrganismo a 30°C em Agar TSA-YE,
em tubo inclinado procedeu-se a lavagem da cultura com 1 mL de solugédo salina
tamponada a pH 7,2. Em [amina de vidro misturou-se uma gota da suspensdo com uma
gota de anti-soro. Aguardou-se de 1 a 2 minutos. Simultaneamente foi misturada uma
gota da suspensdo com salina tamponada para controle.

A ocorréncia de reagao antigeno-anticorpo, foi visualizada pela ocorréncia de
aglutinagdo na lamina com o antisoro homoélogo e auséncia de aglutinagdo na lamina

com salina tamponada.
4.2.3 Metodologia VIP para pesquisa de Listeria spp.
4.2.3.1 Enriquecimento seletivo primario

Vinte e cinco gramas de cada amostra de queijo (aliquotas da superficie) foram
pesadas assepticamente em sacos plasticos estéreis para “Stomacher” e acrescidos de
225 mL do caldo Fraser Modificado com Cloreto de Litio 8 M, homogeneizado a seguir

em “Stomacher “ por 30 segundos e incubados a 30°C por 28 horas (enriquecimento

primario)
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4.2.3.2 Enriquecimento seletivo secundario

Agitou-se delicadamente o frasco contendo o enriquecimento seletivo primario e
transferiu-se 1 mL deste homogeneizado para um tubo de ensaio com 9 mL de Caldo
de enriquecimento de listeria tamponado (BLED) , incubando-se a 30°C por 24 horas.

4.2.3.3 Inoculagéo do sistema reagente

Conforme recomendacdo do manual do fabricante, foram transferido 1 mL do
caldo BLED para tubo de ensaio e colocou-se em aquecimento em banho-maria a
100°C por 5 minutos com a finalidade de liberar o antigeno somatico. Apos resfriamento
em temperatura ambiente, foi transferida uma aliquota de 0,2 mL para a area com

formato circular onde se adiciona a amostra.

4.2.3.4 Leitura do sistema reagente

Apos 10 minutos, foi observada a presenga de uma linha cinza na cavidade de
resultado (B) do kit, a qual indica a presenca de antigenos flagelares de Listeria spp., e
portanto, considerado como resultado positivo. A auséncia da linha cinza indica
resultado negativo.

O aparecimento de uma linha cinza em vinte minutos na cavidade controle (C),
indica o correto funcionamento do dispositivo, caso contrario, deve-se repetir o teste
com outro dispositivo. A diferenca de intensidade da coloracédo azul, tanto na cavidade
de resultado como de controle, ndo afeta a interpretacdo dos resultados, a ndo ser que
ocorra uma linha muito forte na cavidade de resultado, e auséncia da linha na cavidade
controle. Neste caso, ocorre um excesso de antigenos flagelares havendo necessidade
de diluir a amostra. As possiveis leituras do sistema reagente VIP estdo apresentadas
na figura 6.
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0,1 mL amostra em eluig&o O eluato reage com a zona de interface de
reagentes. Se estiverem presentes 0s antigenos,
estes formam um complexo antigeno/anticorpo

a

A eluigao continua pela zona de detecgéo. Apds A eluicdo continua pela zona de verificagdo. Outra
alguns minutos a temperatura ambiente, uma linha linha ira se formar indicando a finalizagao do teste.
se forma na janela teste (positivo)

FIGURA 6 - LEITURA DO SISTEMA VIP

FONTE: Biossystem, 2008.

4.2.3.5 Plaqueamento seletivo diferencial e identificagdo bioquimica e soroldgica
preliminar

As amostras positivas foram submetidas a partir do BLED ao plaqueamento
seletivo diferencial em Agar PAL, Agar LPM e Agar OXA e posterior purificagdo e
identificacdo pela selecdo de cinco colbnias suspeitas por placa, a testes de
identificagdo a nivel de género, espécie e sorologia conforme descrigao realizada no

método anterior. O procedimento para a detecgao de Listeria spp pelo método VIP esta
apresentada na figura 7.
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ENRIQUECIMENTO / PRIMARIO 25 g amostra +225 mL I

!

L ENRIQUECIMENTO SECUNDARIO /1 mL do MFB + LiCl em 9ml de BLEB I

i

1 ml amostra BLEB / inativar 100° C / 5 min
|

_

L Teste VIP Listeria ou armazenar 4 diasa8°C

Leitura positiva do
sistema reagente

Semear em agar Palcam LPM modificado e OXA a partir do BLED

L Purificagao em agar TSA — YE e realizagao de
provas bioquimicas e sorolégicas

FIGURA 7 - PROCEDIMENTO DE DETECGAO DE Listeria spp. PELO VIP

FONTE: Biossystem, 2008.

4.2.4 Caracterizagdo bioquimica, sorolégica complementar e genotipagem dos isolados

de Listeria spp.

A caracterizagdo das cepas de Listeria foi realizada na Segé&o de Bacteriologia
do Instituto Adolfo Lutz, na cidade de Sao Paulo, na qual foi utilizado uma bateria de
testes para verificar o perfil bioquimico conforme LOVETT(1988) e a técnica de soro-
aglutinagdo em lamina, utilizando-se antissoros policlonais absorvidos (antissoros de
fatores somaticos “O” e flagelares “H”).

Para enfatizar a importancia do ponto de vista de saude publica foi realizado em

2005 ensaios complementares soroldgicos e genotipagem.

100



A sorotipagem foi realizada com apoio do laboratério de Zoonoses do Instituto
Oswaldo Cruz (FIOCRUZ - RJ).

A genotipagem dos isolados de Listeria monocytogenes foi realizada pela
técnica de RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) no Servico de Ciéncias
Bioquimicas / Laboratério de Biologia Molecular da Fundacado Ezequiel Dias - FUNED.
Foram utilizados quatro diferentes iniciadores aleatorios (OPA 1 GTT GGT GGC T;
OPA 4 GGG AAC GTG T; OPA6 GGT GGT CAA G e OPA7 AGG GTC GTT C)como
seguinte programa de PCR :

1. 95°C 5 minutos;
30°C 2 minutos
72°C 1 minuto
95°C 30 segundos
repetir 1x a partir do passo 2
37°C 2 minutos
72°C 1 minuto
95°C 30 segundos
9. repetir 32x a partir do passo 6
10. 37°C 1 minuto
11. 72°C 5 minutos

© N o g &~ b

12. 4°C por tempo indeterminado
13. FIM
A arvore filogenética foi constituida a partir do método UPGMA / programa

Treeconw.

4.2.5 Indicadores usados para avaliagcdo das metodologias utilizadas na pesquisa de
Listeria spp. (método convencional e VIP)

A sensibilidade (S) de um método esta relacionada com a sua capacidade de
nao apresentar resultados falso-negativos (FN) e, a especificidade (E), com sua
capacidade de ndo apresentar resultados falso-positivos (FP).
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Neste experimento foram considerados verdadeiros positivos, os resultados
identificados como Listeria, em nivel de espécie, pelos testes bioquimicos convencionais
e o resultado obtido pelo Instituto Adolfo Lutz. Foram considerados falso-negativos
quando uma mesma amostra apresentou resultado positivo para Listeria spp. em uma
metodologia e negativo em outra metodologia. Sensibilidade e especificidade dos
metodos foram avaliadas pelas seguintes equacdes (Figura 8) (BEUMER et al., 1991):

VP x 100 VN x 100

Sensibilidade= ~ yp +FN Especificidade = —VNFEP

Onde:

VP = verdadeiramente positivo
VN = verdadeiramente negativo
FP = falso-positivo

FN = falso-negativo

FIGURA 8 - FQRMULA PARA AVAN\LIAQAO DE SENSIBILIDADE E ESPECIFICIDADE DE
METODOS DE DETECCAO

4.2.6 Analise Estatistica dos Dados

Foram aplicados testes estatisticos ndo-paramétricos para analise dos dados
pelo coeficiente de concordancia de Kappa utilizando o programa Epitable do Epi Info
versao 6.04d.
4.2.7 Pesquisa de Salmonella spp.
A - Pré-enriquecimento em caldo nao seletivo

O esquema de analise para detecgdo da Salmonella spp. em alimentos esta
apresentado na figura 9. Vinte e cinco gramas da amostra foram pesadas
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assepticamente e adicionadas de 225 mL de caldo de pré-enriquecimento (APT) com
homogeneizagdo em “Stomacher”. Os frascos foram incubados a 35 + 0,2°C em estufa

bacteriolégica por 24 horas, com as tampas ligeiramente afrouxadas.

B-Enriquecimento em caldo seletivo

Apoés incubacgdo, o frasco com o caldo de pré-enriquecimento foi agitado
delicadamente e foi transferido deste 1,0 mL para 10,0 mL de Caldo Selenito Cistina
(SC) e 0,1 mL para 10,0 mL de Caldo Rappaport -Vassiliadis Soja Peptona (RVS) os

quais foram incubados em estufa bacteriologica a 42+ 0,2°C por 24 horas.

C - Plagueamento seletivo diferencial

Os enriquecimentos em caldo seletivo foram estriados na superficie de placas
de Agar Salmonella - Shiguella (SS) e Agar Hectoen (HE) que foram posteriormente
incubadas de forma invertidas a 35+ 0,2°C por 24 horas. Apds periodo de incubacao foi
verificado o desenvolvimento de coldnias tipicas de Salmonella.

Em HE as colbnias tipicas apresentam-se transparentes, verde-azuladas, com
ou sem centro preto. As cepas fortemente produtoras de H,S podem produzir colénias
inteiramente pretas. Em SS as colbnias tipicas apresentam-se transparentes geralmente

com centro negro.

D - Confirmagao bioquimica e soroldgica

Quando da ocorréncia de colbnias tipicas foram selecionadas duas coldnias
tipicas de cada placa para confirmac&o preliminar nos tubos de Agar Lisina Ferro (LIA) e
Agar Triplice Agucar Ferro (TSI). Com o auxilio de uma agulha de inoculaggo, foi
removida uma porgdo da massa de células, do centro da coldnia tipica e inoculada em
tubos inclinados de Agar LIA e Agar TSI. A inoculacg&o foi feita por picada e estrias na
rampa, foi utilizada a mesma algada para inocular ambos os tubos. Nao € necessario

nem recomendado flambar a agulha e retirar outra porgdo da colbénia, entre um tubo e
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outro. Os tubos foram incubados a 35+ 0,2°C por 24 horas e foi observada a
ocorréncia de reacao tipica de Salmonella:

Reacao tipica de Salmonella spp. em TSI: rampa alcalina (vermelha) e fundo
acido (amarelo), com ou sem produgao de H,S (escurecimento do agar). Reagéo atipica
e, TSI, que ndo deve ser descartada se as demais reacdes em LIA se apresentarem
tipicas: rampa e fundo acidos (amarelos), com ou sem produgéo de HS.

Reacao tipica de Salmonella spp. em LIA: fundo e rampa alcalinos (purpura,
sem alteragao da cor do meio), com ou sem produgéo de H,S (escurecimento do meio).
Reacao atipica em LIA, que ndo deve ser descartada se as demais reagées em TSI se
apresentarem tipicas: fundo amarelado com rampa alcalina, com ou sem produgao de
H,S. Quando as placas de HE ou SS apresentaram coldnias tipicas, porém nao
isoladas de Salmonella, foi estriada uma alcada da coldnia, tomada no centro e sem
tocar nas col6nias adjacentes, em placas de HE e SS, para purificagdo da cultura.
Somente entdo, a partir da cultura pura, foi inoculado os tubos de LIA e TSI.

Os tubos de TSI utilizados foram inclinados com fundo de no minimo 2,5 cm e
incubados com a tampa ligeiramente afrouxada, para manter condi¢ées aerobicas. Este
cuidado objetivou prevenir a excessiva produgao de H,S e reagdes acidas errbneas na
rampa. Se ainda assim, ocorrendo excessiva produc¢ado de H,S, mascarando a reagcao
acida do fundo, assumiu-se a reagao como tipica. Os tubos de LIA utilizados foram
inclinados com fundo de no minimo 2,5 cm e incubados com a tampa bem fechada,
porque a reagao de descarboxilagdo da lisina ocorre em anaerobiose. A exclusdo do ar
previne falsos resultados positivos resultantes da desaminac¢ao oxidativa das peptonas
do meio de cultura. A partir da cultura de 24 horas em TSI com reagao suspeita de
Salmonella foi realizado o teste sorolégico somatico polivalente em |amina de vidro ou
placa de Kline. Em dois quadrados foram colocadas duas gotas de soro fisiologico e
uma algada do microrganismo a partir o Agar TSI. A cultura foi bem emulsionada. Sobre
um dos quadrados foi adicionada uma gota de anti-soro polivante anti-Salmonella e foi
bem emulsionado. Segurando a ladmina contra um fundo preto bem iluminado, foram
feitos delicados movimentos de inclinagcdo e rotagao da lamina, para movimentar a
emulsado, por um minuto, foi entdo observado a ocorréncia de aglutinagdo no quadrado

com o anti-soro (prova positiva). Foi comparado com a aparéncia da emulsdo no
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quadrado com salina (controle negativo), para n&o confundir a aparéncia turva da
emulsdo com a reagdo de aglutinagdo. Eventualmente pode ocorrer aglutinagdo em
ambos os quadrados (reagao inespecifica), provavelmente causada por cepas rugosas e

auto-aglutinaveis.

Homogeneizagao 25 g em 225 mL de agua peptonada tamponada 1%

v

Incubagéo a 35 ° C/24 horas)

!

1 mL transferido em 10 mL de Caldo Selenito-Cistina e 0,1 mL para caldo Rapapport

v

Incubagéo a 42°C /24 horas
v

Semeaduras placas de agar SS (Salmonella - Shiguella), agar Hectoen (HE)

-
Incubagéo a.35°C/ 24 horas.

v

Verificagdo desenvolvimento coldnias tipicas suspeitas de Salmonella

v

Triagem em &gar ferro triplice agtcar (TSl) e agar lisina ferro (LIA)

v

Teste soroldgico/ somatico polivalente em lamina de vidro

FIGURA9 - ESQUEMA DE ANALISE PARA DETECGAO DE Salmonella spp. EM ALIMENTOS
FONTE: FDA, 1995.

4.2.8 Numero mais provavel de coliformes a 45°C

Foi usada a técnica dos tubos multiplos, com trés séries de trés tubos em cada
diluigdo (10™, 102 e 10®) Foi utilizado como meio presuntivo o Caldo Lauril Sulfato
Triptose (LST), com incubagdo a 35 °C (24 - 48 horas). Apos, leitura, os tubos positivos,
que apresentaram gas foram repicados para Caldo Escherichia coli (EC), os quais foram
incubados a 35° C (24 - 48 horas) e a 45,0° C (24-48 horas) em Banho—Maria rotativo

marca Marconi conforme Figura 10. A determinagdo do numero mais provavel de
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coliformes a 45°C por grama da amostra (NMP/g) foi feita pela Tabela de Hoskins
(VANDERZANT; SPLITTSTOESSER, 1992).

Diluigoes 1:100 e 1:1000 em agua peptonada a 0,1%

v

Semeadura em 3 séries de 3 tubos de Caldo Lauril Sulfato Triptose (LST)

v
Incubagéo a 35°C /24 - 48 horas
v

Leitura dos tubos com producao de gas (tubos)

Repique - tubos positivos (Caldo Lactosado Verde Brilhante Bile 2% (VB) e Caldo EC

Incubagédo do VB a 35°C (24 — 48 horas) e caldo EC em 45°C em Banho-Maria (24— 48 h)

l

A determinagao do numero mais provavel (NMP/g) de coliformes totais e a 45°C foi
feita pela Tabela de Hoskins (Speck, 1984)

FIGURA 10- ESQUEMA DEMONSTRADO A TECNICA DE NMP DE COLIFORMES A 45° C e E.coli

FONTE: FDA, 1995.

4.2.9 Numero mais provavel de Escherichia coli

Uma aliquota dos tubos contendo caldo EC, que apresentavam turbidez com
gas no interior do tubo de Durhan, foi semeada em placas de petri contendo Agar
Eosina Azul de Metileno (EAM) e incubada a 35° C por 24 horas. As colbnias suspeitas
de Escherichia coli foram repicadas em Agar padréo (PCA) inclinado e incubado a 35°C
por 24 horas. A partir das culturas puras em PCA foram inoculadas em sistema de
identificacdo de entereobactérias contendo cinco tubos com os seguintes meios de
cultura: EPM (Meios da Escola Paulista de Medicina para determinagdo da urease,
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producéo de H»S, gas, desaminagao do triptofano), MILI (Meio de motilidade, produgéo
de indol e descarboxilacdo da lisina), MIO (Meio de motilidade, descarboxilagdo da
ornitina e indol), citrato de Simmons (meio para prova de utilizagdo do substrato) e
Rhamnose (Meio com rhamnose para verificar se o Bacilo Gram Negativo fermenta ou

nao este agucar).

4.2.10 Contagem de estafilococos coagulase positiva e S. aureus

Foram inoculadas em placas previamente preparadas e secas, 0,1 mL das
diluicbes selecionadas de amostra em agar Baird-Parker suplementadas com emulsao
de gema de ovo a 20% em solugéo fisiologica e solugao de telurito de potassio a 1%
em agua, conforme recomendacéo do fabricante. As placas foram espalhadas com alga
de Drigalski até completa absor¢do da maior para as de menor diluicdo. Estas foram
incubadas a 35 +1°C por 24 a 48 horas. Apos incubacgao foram selecionadas as placas
que continham entre 20 e 200 coldnias, com as seguintes caracteristicas: pretas,
brilhantes, convexas e com uma borda branca (1 a 1,5 mm de diametro apds 24 horas e
1,5 a 2,0 mm apos 48 horas) apresentando ao seu redor uma zona clara ou
parcialmente opaca. Eventualmente foram observadas a presenca de placas com
colbnias atipicas que sao cinzentas, sem um ou ambos os halos tipicos.

Foram selecionadas cinco colénias tipicas, para teste de coagulase, e quando
ocorreu a presenca de menos de cinco, foram selecionas todas. Nos casos em que a
placa apresentou colénias suspeitas de mais de um tipo, tipicas e atipicas, selecionou-
se cinco de cada tipo, ou um numero proporcional a distribuicdo dos diferentes tipos na
placas. Cada colbnia foi transferida para um tubo de Caldo Infusdo Cérebro-Coracao
(BHI), a massa de células com o caldo foi bem emulsionada e transferido uma al¢ada
para um tubo com Agar Tripticase de Soja (TSA) inclinado. Ambos os tubos foram
incubados a 35°C/24 horas para realizar provas de identificagdo e observar as
caracteristicas tipicas de S. aureus conforme tabela 05. O esquema demonstrando a
técnica de contagem de estafilococos coagulase positiva e Staphylococcus aureus pelo
método de plagueamento direto em superficie esta apresentado na Figura 12.
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TABELA 05 - CARACTERISTICAS TIPICAS DE S. aureus, S. epidermidis e Micrococci ®

Caracteristicas S. aureus S. epidermidis Micrococci
Atividade da catalase + + +
Producgédo de coagulase + - -
Producéo de termonuclease + - -
Sensibilidade a lysostatina + + -
Utilizag&o anaerdbica da glucose + + -

+
L}
L}

Utilizagdo anaerébica do manitol

.a + A maioria das cepas sao positiva (90% ou mais)

.a - A maioria das cepas séo negativas (90% ou mais)

A - Teste de coagulase:

Foram transferidos 0,2 mL de cada cultura obtida em BHI, para um tubo de
10x100mm. Foi adicionado aos 0,2 mL de cultura 0,5 mL de Coagulase Plasma- EDTA
(plasma de coelho com EDTA) misturando com movimentos de rotacdo, sem agitar os
tubos para ndo interferir na coagulagdo. Os tubos foram incubados a 35° C e foram
observados a formagao de coagulo a cada hora pelo periodo de 6 horas. O esquema
da formacédo do coagulo na reagdo de coagulase de S. aureus esta apresentado na
Figura 10. Reagbes positivas de nivel 3 ou 4 sdo consideradas confirmativas da
presenca de S. aureus. Culturas com reacdes positivas de nivel 1 ou 2 foram
submetidas a testes adicionais (termonuclease, catalase, coloracdo de Gram) para
poderem ser caracterizadas como S. aureus (Figura 11).
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FIGURA 11- ESQUEMA DA FORMAGAO DO COAGULO NA REAGAO DE COAGULASE DE S. aureus
FONTE: MANUAL DE METODOS DE ANALISE MICROBILOGICA DE ALIMENTOS

B - Teste de termonuclease:

A partir do caldo BHI, foi transferido uma porcéo da cultura para um tubo de 10 x
100 mm que foi fervido em banho - Maria por 15 minutos. Com pipeta de Pasteur o u
alca de platina foram feitos seis orificios equidistantes, com £ 2 mm de diametros, no
agar azul de toluidina DNA, em placas previamente preparadas. Foi semeada nos
orificios uma gota (0,03 mL) do cultivo de BHI previamente fervido. A placa foi incubada
a 37°C por 4 horas, em camara umida. Utilizou-se S. aureus ATCC 12.600 como cepa
padrdo termonuclease positiva e S. epidermidis ATCC 14.990 como cepa-padrao
negativa. Apos incubacédo foi observado a formagdo de um halo réseo, estendendo-se
por cerca de 1 mm em redor das perfuragdes inoculadas (teste positivo), ou a auséncia

desse halo, indicando teste negativo.

C - Teste de catalase:

Foram adicionados 1,0 mL de agua oxigenada (peroxido de hidrogénio 3%) a

cultura na rampa dos tubos de TSA. Observou-se se ocorreu borbulhamento imediato
(teste positivo) ou ndo (teste negativo). Antes de utilizar a cultura em TSA para o teste
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de catalase, foi preparado um esfregago para coloragdo de Gram e foi repicado uma

alcada em caldo BHI , para repeti¢des, se necessarias.
D- Calculo de Resultados:

O calculo do numero de UFC/g de Estafilococos coagulase positiva foi
determinado em fungdo do numero de coldnias tipicas contadas, diluicdo inoculada e
percentagem de colbnias confirmadas na prova de plasmo coagulase. O calculo do
numero de UFC/g de Staphylococcus aureus foi determinado em fungdo do numero de
colénias tipicas contadas, dilui¢do inoculada e percentagem de colénias confirmadas na
prova de plasmocoagulase reacao nivel 3 e 4 ou plasmoacoagulase 1 e 2
complementadas com o perfil de S. aureus nas provas adicionais (reagbes de
termonuclease e catalase positivas, coloragdo de Gram positiva e forma de cocos em
cachos). Exemplo: diluicdo 1:100, 30 colbnias tipicas, 5 foram submetidas a
confirmacdo, sendo 3 confirmadas (60%). UFC/g de S. aureus = 30 x 10? x10 x 0,6 =1,8
x 10* UFC/g ou mL.
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Inoculagao na superficie de agar Baird-Parker de 0,1 mL das
diluicoes 1:10 da amostra em agua peptonada 0,1%.

v

Espalhamento da placa com alga de Drigalski até completa absorgao

|

Incubagao a 35 +1°C por 24 a 48 horas

!

Observacao da presenga e contagem de colonias tipicas (pretas,
brilhantes, convexas e com uma borda branca apresentando ao
seu redor uma zona clara ou parcialmente opaca)

!

Selegéo de cinco coldnias tipicas, para teste de coagulase

FIGURA 12 - ESQUEMA DEMONSTRANDO A TECNICA DE CONTAGEM DE
ESTAFILOCOCOS COAGULASE POSITIVA E Staphylococcus aureus POR
PLAQUEAMENTO EM SUPERFICIE

FONTE: FDA, 1995.

4.2.11 Contagem de Bacillus cereus
A - Preparo das dilui¢des seriadas e semeadura

A partir da diluicdo inicial (1:10) foram preparadas 4 dilui¢des decimais usando o
mesmo diluente seguido da inoculagdo de 0,1 mL de cada uma delas na superficie de
placas de Agar Manitol Gema de Ovo Polimixina (MYP), previamente preparadas e
secas. Foi realizado o espalhamento do in6culo com bastdo de vidro em L estéril ou
alca de Drigalski, até que toda a aliquota fosse absorvida pelo meio de cultura. Foi
aguardada a secagem completa das placas e estas foram incubadas na posigao

invertida a 30°C por 24 horas.
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B - Contagem das coldnias presuntivas:

Foram selecionadas para a contagem placas com 10 a 100 colbénias, contendo
nao mais do que 30 colbdnias tipicas de B. cereus, pois estas colénias sdo grandes e o0s
halos caracteristicos podem confundir-se em placas muito cheias. As colonias tipicas de
B. cereus no Agar MYP sao esféricas, com bordas perfeitas, planas, secas e serosas,
rodeadas por um grande halo de precipitacdo, devido a reagdo com a gema de ovo.
Toda a regido do meio ao redor das coldnias apresenta uma coloragao résea (tipica da
nao fermentagdo do manitol) que, combinada com o material precipitado da reagdo com
a gema de ovo, adquire uma aparéncia rosea leitosa. Caso a coloragéao rosea em MYP
e / ou o halo de precipitacao nao foram evidentes com 24 horas de incubacéao, as placas
foram re-incubadas por 24 horas adicionais.

C-Confirmacéao das colbnias

Foram selecionadas pelo menos 5 colbnias tipicas bem isoladas, que foram
inoculadas em tubos de Agar Nutriente inclinado e incubadas a 30°C por 24 horas, para
obtencao do indculo a ser utilizado nos testes de confirmag&o. Quando n&o ocorreu o
desenvolvimento de colbnias isoladas, foi realizada a purificacdo das colonias suspeitas
antes da realizagdo dos testes bioquimicos. Para a purificacdo, foi inoculado uma
alcada da cultura, tomada bem no centro da colénia, em placas de MYP, sem estriar.
Este indculo foi simplesmente depositado em um ponto da superficie do meio. As placas
foram incubadas a 30°C por 24 a 48 horas.

O Agar MYP pode permitir o crescimento de B. anthracis, patogénico, com
colbnias indistinguiveis das colonias de B. cereus. Por esse motivo, 0 manuseio dessas
culturas foi feito com extremo cuidado, para prevenir riscos de contaminacédo do analista
e do laboratdrio.

As culturas obtidas em NA ou purificadas em MYP foram utilizadas para inocular

0s meios para o teste de confirmagao.
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D - Testes de confirmacéao

a) Teste de utilizacdo anaerdbia da glicose (Caldo Vermelho de Fenol 1% Glicose)

Foi inoculada uma algada da cultura em NA ou purificada em MYP no meio
previamente desaerado (fervura por 15 minutos em banho-maria, com as tampas
afrouxadas, seguida do imediato resfriamento em banho de gelo). A superficie do meio
foi coberta com 6leo mineral estéril e incubado a 35°C por 24 horas. Foi observada a
ocorréncia de viragem acida do indicador, alterando a cor do meio de vermelho para
amarelo (teste positivo) ou se o meio permaneceu com a cor inalterada (teste negativo).

As cepas de B. cereus utilizam a glicose em anaerobiose.
b) Teste de Voges-Proskauer (Caldo VP Modificado)

Foi inoculado uma algada da cultura em NA ou purificada em MYP nos tubos de
Caldo VP Modificado e incubado a 35°C por 48 horas. Para cada 1,0 mL de cultura foi
adicionado 0,6 mL de solucao de alfa naflol 5% e 0,2 mL de solugdo de KOH a 40%. O
tubo foi agitado vigorosamente e depois foi deixado descansar e observado
periodicamente por até 1 hora. O desenvolvimento de uma cor roseo-violeta ou
vermelha no meio de cultura indicou teste positivo. A permanéncia do meio na cor
amarelada dos reagentes indicou teste negativo. As cepas de B. cereus sao VP

positivas.

c) Teste de redugao do nitrato (Caldo Nitrato)

Foi inoculada uma algada da cultura em NA ou purificada em MYP em tubos de
Caldo Nitrato os quais foram incubados a 35°C por 24 horas. Apds a incubac&o, foi
adicionado aos tubos de cultura 0,25 mL de cada um dos reagentes para teste de nitrato
(Reagente A: Solucao de acido sulfanilico a 0,8%; Reagente B: Solucao de alfa-naftol a
0,5%). Foi observado o desenvolvimento de uma cor vermelha no meio de cultura que
indica teste positivo para reducao do nitrato.

Em caso negativo, foi adicionada uma aliquota de p6 de zinco e observado se o
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meio permaneceu com a cor inalterada, indicando teste positivo pois o nitrato foi
decomposto em outros produtos que nao o nitrito.

Se o meio ficou vermelho o teste é considerado negativo, indicando que o
nitrato n&o foi reduzido.

A maioria das cepas de B. cereus reduz o nitrato, sendo poucas as cepas
negativas para essa caracteristica.

d) Teste de decomposic&o da tirosina (agar tirosina)

Foi estriada uma algcada da cultura em NA ou purificada em MYP na rampa dos
tubos de Agar Tirosina inclinado que foi incubado a 35° C por até 10 dias. Foi
observado periodicamente se ha desenvolvimento de uma zona clara e transparente de
decomposicéo e dissolugdo dos cristais de tirosina, na regido abaixo da rampa (teste
positivo), ou a ndo formagdo dessa zona, mantendo o meio opaco inalterado (teste
negativo). As cepas de B. cereus decompdem a tirosina rapidamente, formando uma
zona de 3 a 4 mm de profundidade em 48-72 h. Observacdo: E comum o escurecimento
do meio ao longo da regido de crescimento, com desenvolvimento de uma coloragao

castanha.

e) Motilidade

A partir da cultura em NA ou purificadas em MYP foi inoculado tubos de Agar
Motilidade por picada, no centro do meio de cultura até a profundidade de 1 cm do fundo
do tubo. Foi incubado a 30°C por 24 horas e observado a ocorréncia de migragdo das
células para as regides fora da linha de inoculagdo indicando prova de motilidade
positiva. Quando o crescimento restringiu-se a linha da picada indicou motilidade
negativa. As cepas de B. cereus e B. thuringjensis geralmente sdo moveis, enquanto as
cepas de B. anthracis e B. cereus var. mycoides s&o imoveis. Algumas poucas cepas de
B. cereus var. mycoides sao moéveis (FDA, 1995). O esquema demonstrando a técnica
de contagem de B. cereus pelo método de plagueamento direto em superficie esta
apresentado na Figura 13.
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25g da amostra + 225 mL de agua peptonada

|

Homogeneizar no STOMACHER/30 segundos

A/

| 1:10

N

1:100

N

1:1000

N

Semearem MYP -30°C /24 h

Selecionar 5 colonias tipicas
Semear em agar nutriente
30°C/24h

—

!

\\

Glicose

Nitrato

VP

Motilidade

Tirosina

FIGURA 13- ESQUEMA DEMONSTRANDO A TECNICA DE CONTAGEM DE B. cereus PELO
METODO DE PLAQUEAMENTO DIRETO

FONTE: FDA, 1995.

Provas diferenciais complementares -

a) Verificagdo de crescimento rizoide em placas de Agar Nutriente

identificacdo de Bacillus cereus (Figura 14):

Foi depositada uma alcada da cultura no centro da superficie do meio de

cultura, sem espalhar, e foi incubado a 30°C por 24 a 48 horas.

Foi observado na

colénia o desenvolvimento de crescimento rizéide, que é caracteristico das cepas da

variedade mycoides. O crescimento rizoide é caracterizado pela produg¢ao de coldnias

com estruturas parecidas com raizes, que podem se estender por varios centimetros a

partir do sitio de inoculagéo (FDA, 1995).
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b) Verificagdo de atividade hemolitica em agar tripticase de soja suplementado com
sangue de carneiro

Foi inoculado até seis culturas em uma mesma placa de TSA-Sangue. O inoculo
foi transferido para um unico ponto do meio de cultura, por simples contato. Foi
incubado a 35°C por 24 horas e observado a formacéo de um halo claro de hemdlise
ao redor das col6nias indicando teste positivo. As cepas de B. cereus costumam ser
fortemente hemoliticas, produzindo halos grandes e bem nitidos, com uma area de 2 a 4
mm de completa beta hemolise ao redor do crescimento (FDA, 1995).

B. cereus var. mycoides e B. thuringiensis s&o fracamente hemoliticos,
produzindo halos menores ou, eventualmente, zona de hemdlise restrita a regido sob a

colénia. As cepas de B. anthracis geralmente ndo sao hemoliticas.

c) Teste da Motilidade

Foi utilizado o resultado obtido quando do teste de motilidade realizado nas

provas de confirmagao.

d) Teste da presenca de cristais de toxina intracelulares

Foi inoculada uma algada da cultura na rampa de um tubo de NA inclinado e
incubado a 30°C por 24 horas. O tubo foi mantido a temperatura ambiente, por trés dias
para envelhecer a cultura e permitir a formagao de esporos e a lise dos esporéangios. Foi
preparado um esfregaco da cultura fixado levemente pelo calor. O esfregago foi coberto
com metanol por 30 segundos e descartado o excesso de alcool. A [amina foi deixada
secar ao ar. Em seguida o esfregago foi coberto com uma solugdo aquosa 0,5% de
fucsina basica, foi em seguida aquecida delicadamente a chama até a emisséo de
vapores, foram aguardados dois minutos e foi aquecido novamente até nova emisséo de
vapores. Foi aguardado 30 segundos, e depois a |lamina foi lavada em agua corrente,
seca sendo depois observada ao microscopio sob imersdo. As cepas de B.
thuringiensis apresentam esporos livres e uma grande quantidade de cristais tetragonais
corados de vermelho. As cepas de B. cereus n&o produzem cristais.
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Calculo dos resultados

O numero de UFC/g de alimento foi calculado em fungdo do numero de
colénias tipicas contadas e percentagem de colénias confirmadas, multiplicando por dez
(para levar em conta o volume dez vezes menor inoculado no plagueamento em
superficie) e pelo inverso da diluigdo inoculada. Exemplo: Diluicdo 1:10, foram
observadas 6 colbnias tipicas, todas (6) submetidas a confirmagdo, sendo 3
confirmadas (50%). UFC/goumL =6 x10 x 10 x 0,5 = 300 UFC/g ou mL.

Agar Nutriente
Agar Nutriente TSA- sangue Teste de AN inclinado 30°C/ 24 h
30°C/ 24-48h 35°C [/ 24h motilidade 35°C/ cristais de toxina
crescimento hemodlise forte 24 h intracelulares

FIGURA 14  ESQUEMA DEMONSTRANDO AS PROVAS DIFERENCIAIS
COMPLEMENTARES PARA B. cereus

FONTE: FDA, 1995.

4.2.12 Contagem de Clostridium perfringens

Foram inoculadas placas de Petri com 1 mL das diluigbes decimais da
amostra. Foi vertido aproximadamente 15 mL de Agar Triptose Sulfito Cicloserina (TSC)
previamente fundido e resfriado a 45° C e suplementado com solugdo a 4% de D-
Cicloserina. A amostra foi homogeneizada em movimentos em oito com o meio de
cultura. Foi aguardado que as placas secassem e a superficie destas foram cobertas
com uma sobre-camada de TSC.
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Aguardou-se a completa solidificacdo da sobre-camada e as placas foram
incubadas invertidas a 46° C por 18 a 24 horas, em atmosfera anaerdbica. Para a
obtencao da condi¢cdo de anaerobiose atmosférica, as placas foram incubadas em jarras
de anaerobiose com sistemas geradores de anaerobiose disponiveis comercialmente.

Foram selecionadas placas com 20 a 200 colbnias e foi realizada a contagem
das colénias pretas, tipicas de clostridios sulfito redutores e de C. perfringens em Agar
TSC.

A- Confirmacéo das colbnias tipicas de C. perfringens

Selecionou-se 5 colbnias tipicas e foram transferidas para o meio de Tioglicolato
previamente desaerado. O meio de Tioglicolato foi incubado a 35°C/24 horas. A cultura
obtida foi inoculada nos meios de Lactose Gelatina e Nitrato Motilidade, para realizagao
das provas bioquimicas de confirmacao.

No caso da presenca de colonias ndo isoladas estas foram previamente
purificadas por estrias em agar TSC, antes da transferéncia para o meio de Tioglicolato

e realizagao das provas bioquimicas.

Teste de fermentacéo da lactose e hidrélise da gelatina (Meio de Lactose Gelatina)

Foi inoculada uma al¢ada da cultura em tubos de meios de lactose gelatina
previamente desaerados e posteriormente foram incubados a 35° C/24 a 48 horas. Foi
observada a formac&do de bolhas e a viragem acida do indicador vermelho de fenol,
alterando a cor do meio de vermelho para amarelo (fermentacdo da lactose positiva), ou
se 0 meio permaneceu com a cor inalterada (fermentacdo da lactose negativa). Os
tubos foram transferidos para uma geladeira e mantidos sob refrigeragao por 2 horas.
Foi observado em seguida se o meio permaneceu liquido, (hidrdlise da gelatina
positiva), ou se adquiriu uma resisténcia firme (hidrélise da gelatina negativa). As cepas
de C. perfringens hidrolisam a gelatina e fermentam a lactose (Figura 15).
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Teste de redugéo do nitrato e teste de motilidade (Agar Nitrato Motilidade)

Com o auxilio de uma agulha de inoculagéo, foi inoculado a cultura por picada,
no centro do Agar Nitrato Motilidade previamente desaerado, até uma profundidade
distante de 1 cm do fundo do tubo. Foi incubado a 35° C / 24horas e foi realizado a
leitura do teste de motilidade, observando se houve migragdo de células para regides
fora da linha de inoculagdo (motilidade positiva), ou se o crescimento restringiu- se a
regido da picada (motilidade negativa). As cepas de C perfringens sao imoveis.

Para a realizagdao do teste de reducado de nitrato, foi adicionado aos tubos de
cultura 0,1 mL de cada um dos reagentes para o teste de nitrato (Reagente A= 0,8% de
acido sulfanilico; Reagente B = solugdo 0,5% alfa-naftol). Foi observado se ha o
desenvolvimento de uma cor vermelha no meio de cultura (teste positivo para a redugao
do nitrato) e em caso negativo, foi adicionado uma pitada de p6 de zinco e foi observado
se 0 meio permanece com a cor inalterada, indicando teste positivo (pois o nitrato foi
decomposto em outros produtos que ndo o nitrito) e se 0 meio tornou-se vermelho o
teste é considerado negativo, indicando que o nitrato ndo foi reduzido. As cepas de C.
perfringens reduzem o nitrato.

Foram considerados como C. perfringens todas as culturas com as seguintes
caracteristicas: fermentac&o da lactose (+), hidrolise da gelatina (+), reducdo do nitrato
(+), motilidade (-).

Calculo da contagem de Clostridium perfringens

Calculou-se o numero de unidades formadoras de colénias por grama ou mililitro
(UFC/g ou mL) em fungdo do numero de colbnias tipicas, diluicdo inoculada e
percentagem de coldnias confirmadas. Exemplo: Plaqueamento em profundidade,
diluicdo 1:100, observagdo de 25 colbnias tipicas, 10 colénias foram submetidas a
confirmacdo, sendo 8 coldnias confirmadas (80%). UFC/g =25 x 10?x 0,8 = 10° = 1000
UFC/g ou mL.
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25g da amostra + 225 mL de agua peptonada

'

| Homogeneizar no STOMACHER/30”

A/

1:10 1:100 ) 1:1000 > 1:10000

\*‘\ _

| Semear em TSC - 461 C / 24 h Anaerobiose |

Selecionar de 3 a 5 colonias tipicas
Semear em Tioglicolato

/\

Meio de Lactose (+) Agar Nitrato (+) Motilidade
Gelatina (hidrdlise +) 37°C/24h (-)37°C/24h

FIGURA 15- ESQUEMA DEMONSTRANDO A TECNICA DE CONTAGEM DE Clostridium
perfringens PELO METODO DE SEMEADUADURA EM PROFUNDIDADE
FONTE: FDA, 1995.

4.2.13 Determinacdo da umidade

A determinagdo da umidade foi realizada em estufa de presséo reduzida (100
mm de mercurio) a 85°C, marca Fabbe-Primar Industrial Ltda. No preparo da amostra foi
removida a crosta ou casca do queijo e foram tomadas diferentes porgdes do queijo em
diferentes pontos da amostra. Os queijos moles foram homogeneizados em gral. A
determinagcdo da umidade foi realizada imediatamente com a utilizagdo de 5,0 g da
amostra que foi levada a estufa a vacuo a 85°C em capsula de inox de fundo chato até
peso constante em balanga analitica de precisdo marca Ohaus. Os queijos foram
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classificados da seguinte forma: queijo de baixa umidade quando o teor de umidade
determinado estava abaixo de 36%, média umidade quando o teor estava entre 36 e
46%, alta umidade quando o teor estava entre 46 e 55%, e muito alta umidade quando o

teor estava acima de 55%.

4.2.14 Método de biologia molecular para pesquisa de Listeria monocytogenes

A detecgcdo de L. monocytogenes por biologia molecular foi realizada pela
técnica da PCR e foi desenvolvida em algumas etapas:

e Realizacdo da Caracterizacdo molecular de cepa padrao 07F7G de L.
monocytogenes;

e Testes de comparacdo do crescimento da cepa padrdao O07F7G de L.
monocytogenes cultivada em diferentes caldos de enriquecimento e dois
periodos de incubacao;

e Realizacdo de Testes com o DNA extraido do caldo de enriquecimento de
amostras de queijo contaminadas naturalmente obtidas durante a fase de
avaliacado da qualidade microbiolégica dos queijos comercializados no Parana.

Para evitar contaminagdo nos procedimentos da PCR (preparagcdo do master
mix, extracdo do DNA, amplificacdo e detecgdo) estes foram realizados em salas
separadas. Os procedimentos referentes ao preparo do master mix e extragao do DNA
foram realizados em Cabines de Segurancga Bioldgica tipo Il, em suas respectivas salas.
Para validar os resultados da PCR, todas as analises foram realizadas com controles
negativos e positivos. Como controles negativos foram utilizados caldos de
enriquecimento de amostras de queijos ndo contaminadas com Listeria e agua
destilada. Como controle positivo da reacao foi utilizado o DNA extraido da cepa padrao
07F7G de L. monocytogenes.

Para a deteccdo do patdgeno empregando a PCR, foram utilizados marcadores
moleculares obtidos a partir da amplificagdo de segmentos dos genes Dth18, hlyA e iap.
Todos os primers, assim como os demais componentes do Master Mix foram

sintetizados pela Gibco-BRL Life Technologies, S&o Paulo, Brasil. As amplificagbes
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foram realizadas no termociclador Perkin-Elmer 9600° (Perkin Elmer, Cetus, Norwalk,
EUA)

4.2.14.1. Realizacdo da caracterizagdo molecular de cepa padrdo 07F7G de L.
monocytogenes
A cepa padrdo O7F7G foi cultivada em agar nutriente e teve seu DNA extraido
pelo método convencional da Proteinase K e posterior amplificagdo dos genes Dth18,
hlyA e iap. O esquema da Técnica Convencional de Extracdo do DNA pela proteinase K,
esta apresentado na figura 16.

200 pL
caldo de enriquecimento ou suspensao da
colénia em agua destilada estéril

I_I

[ Centrifugagdo 13000 g /5min ]
]

1
[ Ressuspender precipitado ]

PELLET com 100 yL de proteinase K e tamp&o

E Incubagéo 45min a 56 ° C ]

_[ Incubacéo 10 mina 94 ° C ]

[ Armazenamentoa —20 ° C ]—

Aplicacdo de 10 pL
no mastermix da PCR

FIGURA 16 - ESQUEMA DA TECNICA CONVENCIONAL DE EXTRAGCAO DO DNA PELA PROTEINASE K
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4.2.14.2 Testes de comparagdo do crescimento de L. monocytogenes em diferentes
caldos de enriquecimento e periodos de incubacgéo.

A cepa 07F7G de L. monocytogenes foi inoculada em diferentes caldos de
enriquecimento: LEB, TSB-Y, Fraiser e Fraiser Modificado, e amostras destes cultivos
foram coletadas apds 24 e 48 horas de incubagdo. O DNA das amostras coletadas foi
extraido pela técnica de proteinase K e foi submetido a analise por PCR para
amplificagdo dos genes Dth18, hlyA e iap.

4.2.14.3. Modificagdes da técnica de extragao de DNA utilizando proteinase K

Foi necessario também desenvolver um método de extracdo de DNA a partir de
meios de enriquecimento. Modificacbes da técnica de extracdo de DNA utilizando
Proteinase K. Foi adicionada 225 mL de Caldo Fraiser Modificado em 25 g de amostra
de queijo, de acordo com as recomendag¢des da Health Protection Branch of Canada,
1991. Este caldo de cultivo foi incubado por 48h a 30°C. ApOs esta etapa de
enriquecimento, 1500uL do caldo de cultivo foram centrifugados a 13.000 g por 10
minutos. O sobrenadante foi descartado. O precipitado foi ressuspenso em 1500 (L de
agua ultrapura e centrifugado a 13000 g por 10 minutos, descartando o sobrenadante.
Este procedimento foi repetido duas vezes. Apds a ultima centrifugacéo, o precipitado foi
ressuspenso em 300(L de Proteinase K (500 (g/(L) e incubado a 56°C por 45 minutos, e
a seguir a 94°C por 10 minutos. Apds as incubagdes, a mistura foi centrifugada a 8.000
g por 5 minutos. O sobrenadante foi separado, adicionado 2 volumes de etanol absoluto,
e incubado a -20°C overnight. Apds este periodo, a solugao foi centrifugada a 16.000g
por 25 minutos. O sobrenadante, com auxilio de uma micropipeta, foi cuidadosamente
separado e descartado. O precipitado foi lavado com 200 (L de etanol 70% gelado. O
sobrenadante foi cuidadosamente separado e descartado. O precipitado foi secado por
evaporagao e ressuspenso em agua ultra pura (Figura 17). O DNA extraido foi
quantificado e sua pureza verificada por leitura em biofotémetro Ultra Violeta (UV) 1101
WPA (Linton Cambridge, UK) com leituras realizadas em 260 nm, utilizando-se cubetas

de quartzo e o branco com agua ultrapura.
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25 g amostra +
225ml de Caldo Fraiser Modificado / Homogeneizado em Stomacher

}

[ Incubago (48h a 30°C) ]
|
|
1500uL do caldo de cultivo
centrifugagdo 13000 g/ 10 min Sobrenadante Descartado ]

I_[ precipitado ressuspenso (1500uL de agua ultrapura) ]
\

centrifugacédo (13000 g/ 10 min) / Repetido 3x

( Sobrenadante descartado Precipitado ressuspenso em 300pL Proteinase K (500 pg/pL) ]

[ Incubagao 56°C por 45min; 94°C por 10min }

[ Centrifugagéo ( 8000 g / 5 min) }
l

|
Sobrenadante + 2 vol. de etanol]

[ incubago - 20°C overnight

|
] |
[ Sobrenadante descartado = (Centrifugagéo (16000 g/ 25 min)>
|

Precipitado lavado
com 200uL de
etanol 70% gelado

[ Sobrenadante ]7
cuidadosamente descartado

Precipitado secado por evaporagdo e
ressuspenso em agua ultra pura

FIGURA 17 - ESQUEMA DE ETAPAS PARA A EXTRAGCAO DE DNA PELA TECNICA
DE PROTEINASE K MODIFICADA

124



4.2.14.4 Realizagdo de testes com o DNA extraido do caldo de enriquecimento de

amostras de queijo contaminadas naturalmente.

Foram utilizadas amostras F1 e F6 (queijo Minas frescal), obtidas durante a fase
de avaliacdo da qualidade microbiologica dos queijos comercializados no Parana.
Nestas amostras foi detectado previamente Listeria monocytogenes pela metodologia
convencional e/ ou pelo método VIP. Vinte e cinco gramas de cada amostra de queijo
(aliquotas da superficie) foram pesadas assepticamente em sacos plasticos estéreis
para “Stomacher” e acrescidos de 225 mL do caldo Fraser Modificado com Cloreto de
Litio 8 M, homogeneizado a seguir em “Stomacher” por 30 segundos e incubados a
30°C por 48 horas. Apos etapa de enriquecimento foi realizada a extracao de DNA pelo
método de Proteinase K modificado e foi submetido a analise por PCR para
Amplificacdo dos genes Dth18, hlyA e iap.

4.2.14.5 Amplificagdo do Gene Dth18

A amplificagdo foi realizada utilizando tamp&do PCR 1x, 1U de Taq polimerase,
0,5uM de cada primer, 0,2 mM de cada dNTP, 3,0 mM MgClz, 5 uL da amostra, e
volume final de 50uL .A sequéncia dos primers A1 e A2 esta na Tabela 06.

A amplificagéo foi realizada de acordo com as seguintes etapas: desnaturagéo
inicial a 92°C por 1 minuto; 35 ciclos de 1 minuto a 92°C/2 minutos a 54°C/2 minutos a

72°C; extensao final de 3 minutos a 72°C.

4.2.14.6 Amplificagcdo do gene hlyA

A amplificagéo foi realizada utilizando tampao PCR 1x, 1U de Taq polimerase,
0,5uM de cada primer, 0,2mM de cada dNTP, 2,5mM MgCl,, 5uL da amostra, e volume
final de 50uL. A sequéncia dos primers 234 e 319 esta na Tabela 06.

A amplificagéo foi realizada de acordo com as seguintes etapas: desnaturagao
inicial a 92°C por 1 minuto; 35 ciclos de 1 minuto a 92°C/45 segundos a 62°C / 2
minutos a 72°C; extensao final de 3 minutos a 72°C.
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4.2.14.7 Amplificagdo do gene iap

A amplificagao foi realizada utilizando tamp&o PCR 1x, 1U de Taq polimerase,
0,5uM de cada primer, 0,2 mM de cada dNTP, 1,5mM MgCl,, 5uL da amostra, e volume
final de 50uL. A sequéncia dos primers Mar1 e Mar2 esta na Tabela 06.

A amplificagéo foi realizada de acordo com as seguintes etapas: desnaturagéo
inicial a 92°C por 1 minuto; 35 ciclos de 1 minuto a 92°C/1 minuto a 46°C/2 minutos a
72°C; extenséo final de 3 minutos a 72C.

TABELA 06 — SEQUENCIA DOS PRIMERS UTILIZADOS NA DETECGAO DE L. monocytogenes

Gene Primer Seqliéncia
Dth18 A1’ 5 CCGGGAGCTGCTAAAGCGGT 3
Dth18 A2’ 5 GCCAAACCACCGAAAAGACC 3’
hlyA 2342 5 CATCGACGGCAACCTCGGAGA ¥
hlyA 319° 5 ATCAATTACCGTTCTCCACCATTC 3’
iap Mar1® 5 GGGCTTTATCCATAAAATA 3
iap Mar2® 5 TTGGAAGAACCTTGATTA &

1 Wernars et al., 1991 2 Fitter et al., 1992 3 Manzano et al ., 1997

4.2.14.8 Visualizagdo dos marcadores moleculares

Os produtos amplificados por PCR foram separados por eletroforese em gel de
agarose com brometo de etideo numa concentragdo final de 0,5 ug/ mL em tampao TBE
(tris-borato EDTA). Para cada pog¢o do gel de agarose foram colocadas as respectivas
amostras com 10 uL do DNA amplificado com 2 uL de corante azul de bromofenol 0,2%
e o marcado de peso molecular foi preparado da seguinte forma: 4 uL do marcador de
peso molecular, 6 uL de agua milli-Q e 2 mL do corante azul de bromofenol. A
eletroforese foi corrida a 170 volts, por 30 minutos. A visualizagdo das bandas foi
realizada em um transiluminador ultravioleta (Uniscience, Brasil). Foi utilizado como

marcador de peso molecular o DNA /adder 100 pb (gibco-BRL®, Life Technologies). A
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visualizagdo de bandas correspondentes aos respectivos fragmentos amplificados que
possuiam o tamanho esperado e igual ao controle positivo foi critério para diagnosticar
os resultados da PCR das amostras. A fotodocumentacédo foi realizada por camara
digital (Kodak Digital Science-Eletrophoresis Documentation anda Analysis System 120
Rochester, NY USA).

O experimento foi realizado nas Secg¢des de Microbiologia de Alimentos e
Biologia Molecular do Laboratério Central do Estado e no Laboratorio de Controle de
Qualidade Il do Departamento de Farmacia da Universidade Federal do Parana.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os queijos analisados foram produzidos no Estado do Parana e coletados em
estabelecimentos que comercializam alimentos em diferentes regides (90 amostras).
Segundo critérios da Associagéo Brasileira da Industria de Queijos essas 90 amostras
foram classificadas em: mussarela (19); prato (6); requeijao (1); frescos de massa crua
subdivididos em: Minas frescal (25) e ricotas (11); queijos artesanais subdivididos em
colonial (23), montanhés (2), Minas padrao (1), gouda (1) e provolone (1) e estavam
dentro do prazo de validade. As regides onde foram coletadas as amostras
correspondem as regides produtoras de leite do Estado. Os queijos envolvidos em surto
de DTA (10 amostras) apresentaram caracteristicas de queijo colonial. A distribuigdo
das amostras segundo regional de saude e local de coleta esta apresentada na Tabela
07.

51 AVALIACOES DA QUALIDADE HIGIENICQ-SANITARIA DOS QUEIJOS
COMERCIALIZADOS NO ESTADO DO PARANA

5.1.1 Classificagdo dos queijos de acordo com o teor de umidade
Os queijos foram analisados quanto ao teor de umidade com o objetivo de
enquadrar a amostra na classificagdo quanto a umidade segundo RDC n° 12 de 02 de

janeiro de 2001 (Brasil, 2001). Os resultados dessa analise encontram-se na Figura 18.

TABELA 07- DISTRIBUICA’O DAS AMOSTRAS SEGUNDO REGIONAL DE SAUDE, LOCAL DE
COLETA E NUMERO DE AMOSTRAS

Numero de
amostras
RS Municipio Sede Comérci Local de surto de
omércio
DTA
2° Curitiba 48 0
43 Irati 6 0
5@ Guarapuava 3 1
78 Pato Branco 3 0
8? Francisco Beltrao 12 2
ke Foz do Iguagu 1 1
10° Cascavel 4 1
12° Umuarama 1 0
13° Cianorte 0 1
142 Paranavai 2 0
15° Maringa 3 0
16° Apucarana 4 0
172 Londrina 1 2
18° Cornélio Procopio 2 0
202 Toledo 0 1
22° Ivaipora 0 1
Total Parcial 90 10
Total de mostras 100
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FIGURA 18- CLASSIFICAGAO DOS QUEIJOS QUANTO AO TEOR DE UMIDADE

Na figura 18, observa-se que o maior numero de amostras (33) foram
classificadas como sendo de média umidade (36,7%), seguidas pelas amostras de muito
alto teor de umidade (24), alto teor (20) e baixo teor de umidade (13), correspondendo a
26,7% 22,2% e 14,4%, respectivamente.

5.1.2 Ocorréncia de Listeria spp. nos queijos

A pesquisa de Listeria spp. foi feita pelo método convencional e rapido VIP. Os

resultados obtidos pelas diferentes metodologias foram apresentados e discutidos
separadamente.
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5.1.2.1 Pesquisa de Listeria spp. pelo método convencional

Com a utilizagdo do método convencional 5 (5,5%) do total de amostras de
queijo (90) coletadas nos diferentes pontos de comercializagdo foram positivas para
Listeria spp., sendo que 3 amostras (3,3%) foram identificadas como L. monocytogenes
e 2 amostras (2,2%) como L. innocua. Das 10 amostras de queijo envolvidas em surtos
de DTA em nenhuma delas foi isolada Listeria spp.

Nas provas de identificacdo todas as cepas isoladas apresentaram resultado
positivo nas caracteristicas do género Listeria (catalase, motilidade em forma de guarda-
chuva, prova de bile-esculina, produc¢ao de acido a partir de glicose, lactose e sacarose
em agar TSI diferindo quanto as provas de fermentagdo de agucares, p-hemolise e
testes de CAMP frente a S. aureus, conforme Tabela 8. Todas as cepas isoladas e
identificadas como L. monocytogenes foram produtoras de B-hemolisina e positivas para
os testes de CAMP frente a S. aureus, fermentadoras da rhamnose, e apresentaram-se
negativas para os testes de redugédo de nitrato a nitrito e fermentagcdo da xilose e
manitol. A presenca de Listeria monocytogenes em 25 g da amostra classifica estes
produtos como improprios para o consumo, conforme legislagao brasileira (Brasil, 2001).

5.1.2.2 Pesquisa de Listeria spp. pelo Método VIP

Quando se utilizou o método VIP constatou-se um percentual maior de amostras
contaminadas. Das 90 amostras dos diferentes pontos de comercializagéo 13,33% (12
amostras) foram positivas para Listeria spp., caracterizadas como L. monocytogenes
em 6 amostras (6,7%) e L. innocua em 6 amostras (6,6%). Das amostras de queijos
analisadas proveniente de surto de DTA (10 amostras) nenhuma foi positiva para a
pesquisa de Listeria spp.

As amostras de queijo que apresentaram VIPR Biocontrol positiva para Listeria
spp. foram submetidas a isolamento em meios seletivos diferenciais (LPM modificado,
agar Oxford e Agar Palcam) a partir do caldo de enriquecimento BLED (12). As provas
bioquimicas em nivel de género e espécie foram feitas apds selecdo de 5 colbnias
suspeitas presentes nos meios seletivos para Listeria spp. Todos os isolados
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apresentaram resultado positivo nas caracteristicas do género Listeria (catalase,
motilidade em forma de guarda-chuva, prova de bile-esculina, produgéo de acido a partir
glicose, lactose e sacarose em agar TSl), diferindo quanto as provas de fermentacéo de
acgucares, B-hemolise e testes de CAMP frente a S. aureus, conforme tabela 08. Todas
as cepas identificadas como L. monocytogenes foram produtoras de p-hemolisina e
positivas para os testes de CAMP frente a S. aureus, fermentacdo da ramnose, e
apresentaram-se negativas para os testes de redugéo de nitrato a nitrito e fermentacéo

da xilose e manitol.

TABELA 08 - RESULTADOS DAS PROVAS BIOQUIMICAS UTILIZADAS NA IDENTIFICAGCAO
DOS ISOLADOS DO GENERO Listeria OBTIDOS A PARTIR DE AMOSTRAS
POSITIVAS PELO METODO CONVENCIONAL E VIP

L. monocytogenes L. innocua

Motilidade guarda-chuva + +
Catalase + +
Produgcdo de acido a partir de glicose, lactose e A/A* A/A*
sacarose em agar triptice agucar ferro (TSI)

VM/VP +/+ ++
Prova de bile-esculina + +
NO3/NO2 - -
B-hemolise + -

Fermentagado Manitol

Fermentagdo Rhamnose
Fermentagao Xilose - -
Camp Teste (S.aureus)

+
1

+
1

* Fermentag&o com produgéo de acido

5.1.3 Comparacéao do resultado obtido pelo método convencional e VIP na pesquisa de
Listeria spp.

Considerando os resultados obtidos pelas duas metodologias de analise
(metodologia convencional e método rapido VIP), o numero de amostras contaminadas
por Listeria spp foi de 12% de um total de 100 amostras (90 de ponto de
comercializag&o e 10 de evento de surto de DTA). Foram considerados como resultados
positivos, quando o microrganismo foi detectado na amostra em apenas um dos

métodos de analise utilizados, ou pelos dois métodos simultaneamente.
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Do total das 12 amostras positivas para Listeria spp. apenas 5 foram positivas
por ambos os métodos enquanto 7 foram exclusivamente positivas no método VIP. Os
isolados de ambos os métodos foram caracterizados por provas bioquimicas e
sorologicas. Os resultados da ocorréncia de Listeria spp., considerando os diferentes
tipos de queijo, teores de umidade, métodos utilizados e caracterizagdo sorolégica estao
representados na Tabela 9. Do total de amostras (12) que apresentaram Listeria spp.
50% foram identificadas como L. monocytogenes e 50% como L. innocua (Figura 19 .
As caracteristicas diferenciais das espécies aceitas como pertencentes ao género
Listeria estdo apresentadas na Tabela 10, as quais foram utilizadas na interpretagao das

provas bioquimicas das coldnias suspeitas.

TABELA 09 - OCORRENCIA DE Listeria spp. E SOROVARIEDADES, APOS CARACTERIZAGAO

BIOQUIMICA E SOROLOGICA EM DIFENTES TIPOS DE QUEIOS
COMERCIALIZADOS NO ESTADO DO PARANA UTILIZANDO DIFERENTES
METODOS DE PESQUISA

Queijo Classificagdo Método Método VIP Sorovariedade
® pelo Teorde Convencional
[ Umidade
g
<
1. Prato (fatiado) Média L. monocytogenes L. monocytogenes 1/2 a
2. Colonial Média Auséncia L. monocytogenes 1/2 a
3. Colonial Média Auséncia L. monocytogenes 1/2 a
4. Minas magro Alta Auséncia L. innocua 6a
5. Minas frescal Muito alta Auséncia L. innocua 6a
6. Colonial Muito alta L. monocytogenes L. monocytogenes 1/2 a
7. Minas frescal magro  Muito alta L. monocytogenes L. monocytogenes 1/2 a
8. Minas magro Muito alta Auséncia L. innocua 6a
9. Minas frescal Média Auséncia L. innocua 6a
10. Ricota fresca Muito alta Auséncia L. monocytogenes 1/2 a
11.  Minas magro Muito alta L. innocua L. innocua 6a
12.  Minas magro Muito alta L. innocua L. innocua 6a
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FIGURA 19 - OCORRENCIA DE Listeria spp. EM AMOSTRAS DE QUEIJOS ANALISADAS NO
ESTADO DO PARANA

TABELA 10 - CARAQTERiSTICAS DIFERENCIAIS DAS ESPECIES ACEITAS COMO SENDO
DO GENERGO Listeria

Espécie Beta NO3/ Ferm. Ferm. Ferm.XIL VM/VP Camp.S. TesteR.

hemdlise NO2 MAN RAM aureus equi

L. monocytogenes + - - + - =/+ + -

L. innocua - - - V] - +/+ - -

L. ivanovii + - - - + +/+ - +

L. welshimeri - - - v + +/+ - -

L. seeligeri + - - - + +/+ + _

L. grayi - - + - - +/+ - -

L. murrayi - + + v - +/+ - -

FONTE: adaptado de SEELIGER e JONES (35). CASSAROTTI, VANIA et al., 1994.

A andlise da distribuicdo de sorotipos mostrou que 100% dos isolados de L.
innocua pertencem ao sorotipo 6a e para os isolados de Listeria monocytogenes
testados o sorotipo prevalente foi 1/2 a.

Estes resultados de sorotipagem dos isolados estdo de acordo com os
encontrados nos isolados de produtos lacteos (HOFER et al., 2000).

Quando se correlaciona o numero de amostras contaminadas com Listeria spp.
e o teor de umidade verifica-se que as amostras classificadas com muito alta umidade
foram as que apresentaram o maior percentual de contaminagao (29,2% de um total de

24 amostras). Nos queijos com baixa umidade n&o se detectou amostras contaminadas.
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Nos queijos de média e alta umidade a ocorréncia de Listeria spp. foi de 12,12% e 5%
respectivamente (Figura 20).

2 O i O queijos analisados

1 5 _ B contaminagdo com L. monocytogenes

N° DE AMOSTRAS

1 O b O contaminagd&o com L. innocua

baixa media alta muito alta

umidade
UMIDADE

FIGURA 20 - CONTEUDO DE UMIDADE DOS QUEIJOS E NiVEL DE CONTAMINACAO COM L.
monocytogenes e L. innocua

O meétodo convencional forneceu resultado falso negativo em 7 amostras,
quando comparado com o meétodo VIP utilizado como triagem, quer seja quando se
considera a espécie detectada ou o grau de umidade do queijo. O maior numero de
amostras falso-negativas correspondem a amostras contaminadas com Listeria
monocytogenes, embora seja esta a espécie detectada predominantemente por ambos
os métodos de analise.

As espécies ndo patogénicas de Listeria sdo comumente encontradas em
produtos lacteos, principalmente L. innocua. Quando sio isoladas apenas espécies nao
patogénicas em alimentos, n&o exclui a possibilidade de L. monocytogenes estar
presente na amostra, porém nao ser detectada (PETRAN e SWANSON 1993), o que
pode ser constatado pelo estudo realizado por CASOLARI et al., (1994), o qual detectou

dentre as espécies encontradas, 47% de L. innocua e 16% de L. monocytogenes. As
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fontes de contaminac&o de queijos podem ser o leite ou o ambiente de processamento.
Atualmente, sabe-se que as vias de contaminagao do leite cru sdo a mastite bovina e o
ambiente, e que o processo de pasteurizagdo adequado garante a destruicdo de L.
monocytogenes no leite. Esta bactéria € encontrada em queijos, principalmente nos
elaborados com leite sem pasteurizagdo, embora esse agente ja tenha sido isolado de
queijos elaborados com leite. Os trabalhos realizados nas industrias revelam que a
contaminacgao cruzada apos a pasteurizacao do leite seria a fonte de contaminagao dos
queijos. Especificamente em industrias processadoras de queijo tipo frescal, as
pesquisas ainda s&o escassas (JOHNSON; LATTUADA, 1993).

5.1.3.1. Comparagédo da sensibilidade e especificidade dos métodos convencional e VIP
na deteccéo de Listeria spp.

A comparacao da sensibilidade e especificidade dos métodos de deteccdo de
Listeria spp utilizados (convencional e VIP) foi feita aplicando-se as equacgbes de
BEUMER et al., 1991 cujos valores utilizados estdo apresentados na Tabela 11.

TABELA 11 -  VALORES FALSO-POSITIVOS E FALSO-NEGATIVOS CONSIDERANDO OS
RESULTADOS OBTIDOS PELOS DIFERENTES METODOS

Método Amostras Amostras Amostras falso- Amostras falso- Total
positivas negativas negativas® positivas

Método rapido

VIP 12 88 0 0 100

Método

Convencional 5 95 7 0 100

.a = Quando uma mesma amostra apresentou resultado positivo para Listeria spp. em uma e negativo em outra
metodologia

Pelo método rapido VIP encontrou-se 12 amostras positivas e 88 amostras
negativas para o género Listeria enquanto que com o método convencional, detectou-se
apenas 5 amostras positivas sendo portanto 95 amostras negativas. O método
convencional apresentou 7 resultados falso-negativos quando comparado com o0s
resultados positivos obtidos pelo método VIP. Aplicando-se as equagdes de BEUMER et
al., 1991, para esses resultados constata-se 100% de especificidade para os dois

métodos. Considerando que no universo de 100 amostras apenas 12 eram positivas, a
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sensibilidade foi de 100% e 63,16% respectivamente para o método rapido VIP e
convencional. Pela analise estatistica dos resultados obtidos com aplicagao de testes
estatisticos ndo-paramétricos para analise dos dados pelo coeficiente de concordancia
de Kappa utilizando o programa Epitable do Epi Info versdo 6.04d observou-se que
nao se pode avaliar a sensibilidade e o valor preditivo dos testes, pois as amostras
foram poucas e a grande amplitude dos intervalos de confianga indicam falta de
precisdo para a estimativa estatistica dos resultados. O coeficientes kappa foi igual a
0,950884 para o método VIP e o 0,556962 para o meétodo convencional. Esse
coeficiente € um valor que varia de zero a um, quanto mais proximo de 1 (um), maior é
a concordancia e o valor zero indica a falta de concordancia.

Quando se compara os resultados obtidos nesse estudo quanto a ocorréncia
de L. monocytogenes (6,0%) com dados da literatura, encontramos tanto valores
superiores como inferiores quer seja em dados nacionais quanto internacionais.
Estudos sobre a incidéncia de Listeria spp. no Brasil reportam uma contaminagao de
1,4% a 41,17%. SOUZA, 2002 detectou 1,4% de L. monocytogenes em 70 amostras de
queijo de coalho artesanal comercializado em Fortaleza-CE, enquanto Ramos e Costa
em 1993 detectaram 1,7% em amostras do mesmo tipo de queijo comercializado na
cidade de Manaus-AM. Oliveira em 1993 detectou 2% de L. monocytogenes em queijo
Minas Frescal no comércio varejista de Goiania—GO, porcentagem esta também
encontrada por Schwab em 1994 em amostras de queijo colonial artesanal
comercializado em Porto Alegre-RS. Destro et al., em 1991, isolaram L. monocytogenes
em 10% de amostras de queijo Minas Frescal, enquanto Silva et al., em 1998
constataram alta incidéncia (41,17%) de L. monocytogenes em queijo Minas Frescal
artesanal. Ja outros autores como Casarotti et al., (1994) e Feitosa et al., (2003) nao
detectaram este microrganismo respectivamente em amostras analisadas de queijo
Minas Frescal comercializadas em Piracicaba-SP e de queijo de coalho e manteiga
produzidos no Estado do Rio Grande do Norte. Na literatura estrangeira observam-se
dados bastante variados em relagdo a taxa de incidéncia de 0,5 a 46% (TERPLAN et al.,
1986; BECKERS et al., 1987; FARBER et al., 1987; BREER; SCHOPFER, 1988;
GLEDEL, 1988; PINI; GILBERT, 1988; WEBER et al.,1988; RORVIK; YNDESTAD,
1991; CORDANO; ROCOURT, 2001; GUERRA et al., 2001; PINTADO et al., 2005).
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Ao se avaliar os diferentes trabalhos existentes em relagdo a ocorréncia de L.
monocytogenes, observa-se que o estabelecimento de uma relagdo comparativa entre
estes se torna dificil, devido a variedade de métodos analiticos utilizados bem como
diferentes meios de cultura, padrbes de amostragem adotados na obtencdo dos
resultados, o que pode resultar em niveis de detecgao diferentes. Além de que segundo
Wong et al., 1990, os diferentes resultados de ocorréncias pode também ser explicado
pela distribuicdo e especificidade geografica do género Listeria spp. Em relagdo aos
trabalhos brasileiros, tal dificuldade é agravada pelo fato de que existem produtos
tipicamente brasileiros, como o queijo Minas Frescal, queijo de coalho e manteiga entre
outros. Entretanto, o que se pode notar entre os varios resultados na literatura é a
predominéncia da baixa incidéncia deste microrganismo, com o que os dados ora
obtidos concordam.

A genotipagem de amostras de Listeria monocytogenes pela técnica de
RAPD, utilizando-se quatro diferentes iniciadores aleat6rios, resultou em dois grupos
com perfis genéticos distintos: A: amostras clonais A, F, G, J e W; B: amostra B (Figura
21). Pela arvore filogenética construida a partir do método UPGMA do programa
Treeconw evidenciou-se uma alta similaridade genética (99%) entre os dois grupos
formados por Listeria monocytogenes (Figura 22).
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FIGURA 21 - PERFIS GENETICOS DOS ISOLADOS DE Listeria monocytogenes A PARTIR DE
QUATRO DIFERENTES INICIADORES

Gel A: Canaletas 1- Padréo ¢ 174/Haelll; 2- amostra A; 3- amostra B; 4- amostra F;  5- amostra G; 6-
amostra J; 7- amostra W; 8- controle negativo (Staphylococcus aureus); 9- padrao ¢ x174 ; 10- amostra
A; 11- amostra B; 12- amostra F; 13- amostra G; 14- amostra J; 15- amostra W; 16- controle negativo
(Staphylococcus aureus). As amostras contidas nas canaletas 2 a 8 foram amplificadas com o primer OPA
1 e as amostras nas canaletas 10 a 16 foram amplificadas com o primer OPA 4.

Gel B: : Canaletas 1- Padrdo ¢ 174/Haelll; 2- amostra A; 3- amostra B; 4- amostra F;  5- amostra G; 6-
amostra J; 7- amostra W; 8- controle negativo (Staphylococcus aureus); 9- padrao ¢ x174 ; 10- amostra
A; 11- amostra B; 12- amostra F; 13- amostra G; 14- amostra J; 15- amostra W; 16- controle negativo
(Staphylococcus aureus). As amostras contidas nas canaletas 2 a 8 foram amplificadas com o primer OPA
6 e as amostras nas canaletas 10 a 16 foram amplificadas com o primer OPA 7.

A —isolado proveniente de amostra de queijo prato fatiado; B — isolado proveniente de queijo colonial; F-

isolado proveniente de queijo colonial; G — isolado proveniente de queijo Minas frescal magro; J — isolado
proveniente de ricota fresca; W — isolado proveniente de queijo colonial
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FIGURA 22 - ARVORE FILOGENETICA DE Listeria monocytogenes (A, F, W, G, J) E
Listeria monocytogenes (B),

A arvore filogenética de amostras de L. monocytogenes mostrando a similaridade genética entre cada amostra e
entre os dois grupos formados (A e B).

ST: Staphylococcus aureus - controle negativo

A - isolado proveniente de amostra de queijo prato fatiado; B — isolado proveniente de queijo colonial; F- isolado
proveniente de queijo colonial; G — isolado proveniente de queijo Minas frescal magro; J — isolado proveniente de
ricota fresca; W —isolado proveniente de queijo colonial

A presencga de L. monocytogenes em 25 g de amostra classifica estes produtos
como improprios para o consumo, conforme legislacao brasileira (BRASIL, 2001) a qual
preconiza auséncia de L. monocytogenes para queijos de média, alta e muito alta
umidade. Um total de 6,7% das amostras de queijos comercializados nas diferentes
regides do Estado do Parana mostrou-se impréprias para o consumo de acordo com o
padrao legal vigente, pois foi detectada a presenca da espécie mais patogénica, L.
monocytogenes. Em outras amostras de queijo se observou também o isolamento de
L.innocua (6,7%).

Apesar do carater ubiquitario do género Listeria, a constatagcado da presenga nos
queijos analisados de L. monocytogenes sorotipo 1/2a é uma preocupagédo de saude
publica evidenciando a existéncia de falhas no processo de fabricagdo dos queijos
produzidos no Estado do Parana.
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A presenca Listeria innocua € indicativa de que o processo de producédo poderia
também permitir a contaminagdo com L. monocytogenes servindo de alerta para que
seja desencadeada uma revisdo do processo de produgdo de forma a prevenir a
contaminagao nos pontos criticos do processo.

A importancia do trabalho sob o ponto de vista de saude publica € mostrar que
existe um risco potencial a saude da populacao tendo em vista o0 aumento do numero de
idosos e imunodeprimidos para os quais a Listeria monocytogenes é potencialmente
grave e também o fato de nos isolados se constatar L. monocytogenes pertencente ao
sorotipo 1/2 a, tanto em vista que este € um dos trés sorotipos mais comumente
responsaveis pelos surtos de listeriose (1/2a, 1/2b, sendo o mais frequentemente 4b)
(KEROUANTON et al., 1998; MARGOLLES et al., 1998; HOFER et al., 2000).

Os resultados obtidos indicam também que o método VIP é um método viavel
na triagem de amostras contaminadas para a liberagdo do produto para a
comercializacdo por ser rapido e confiavel, ndo requererendo equipamentos adicionais e
apresenta resultados confiaveis. Por outro lado o método convencional diferencia-se do
método VIP pela morosidade e demora inviabilizando assim a sua utilizacdo na

liberagao de lotes para comercializagdo além de ser mais caro.

5.1.4 Resultados da Avaliagdo da Qualidade dos Queijos Analisados em Relagdo a
Diferentes Microrganismos

5.1.4.1. Analise dos Resultados Microbiolégicos dos Tipos de Queijos Coletados nos
Pontos de Comercializagéo.

A analise dos resultados microbiologicos em fungao dos tipos de queijos foram
classificados conforme critérios da Associac&o Brasileira da Industria de Queijos (ABIQ)
que utiliza o critério de classificacdo dos queijos quanto aos processos de fabricagao
(Quadro 01).
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QUADRO 01 CLASSIFICAGAO DOS QUEIJOS EM

FABRICACAO

RELACAO AOS PROCESSOS DE

Tratamento da massa

Caracteristicas da cura

Exemplos

Massa nao cozida

sem cura
cura por Penicillium candidum

Minas frescal
camembert, brie

sem cura/cosnsistentes

cura por Penicillium roqueforti gorgonzola
Massa semi cozida cura rapida gouda
cura prolongada prato
Massa cozida cura prolongada parmeséo, reino, gruyére
Massa filada sem cura mussarela
com cura provolone
Fundidos sem cura /cremosos requeijao

cream cheese

Proteina de soro

sem cura/fresca

ricota fresca

FONTE: ABIQ, 2005.

Os queijos obtidos dos diferentes pontos de comercializacdo podem ser
classificados, considerando os critérios da Associagao Brasileira da Industria de Queijos
em:

(a) mussarela (19);
(b) prato (6);
(c) requeijao (1);
(d) frescos de massa crua subdivididos em: Minas frescal (25) e ricotas (11);
(e) queijos artesanais subdivididos em colonial (23), montanhés (2), Minas
padrao (1), gouda (1) e provolone (1).

Com o objetivo de verificar se existe uma correlacdo do grau e tipo de
contaminagdo com os diferentes tipos de queijos, os resultados das analises
microbiolégicas foram organizados em tabelas considerando cada tipo separadamente
(Tabelas 12,13,14, 15).

apresentaram baixa contaminagdo o que pode estar relacionado ao tipo de processo

Os queijos classificados como mussarela em geral

tecnolégico empregado na sua obtencdo. Neste tipo de queijo n&do foi detectado
Salmonella spp. e L. monocytogenes em nenhuma das 19 amostras analisadas. Trés
amostras apresentaram estafilococos coagulase positiva superior a 10° UFC/g e apenas
uma amostra apresentou NMP de coliformes a 45°C superior a 1100/g de amostra
(Tabela 12).
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TABELA 12 RESULTADO DAS ANALISES MICROBIOLOGICAS DE QUEIJOS MUSSARELA
PRODUZIDOS E OBTIDOS EM PONTOS DE COMERCIALIZACAO NO ESTADO DO
PARANA, NOS ANOS 2001 E 2002
Produto Estafilococos Coliforme a  Salmonella spp L. monocytogenes
Coagulase positiva 45°C (NMP/g) (25 g) (25 g)
(UFCl/qg)

Queijo Mussarela Fatiado <1,0x10° <3,0 Auséncia Auséncia
Queijo <1,0x10° <3,0 Auséncia Auséncia
Tipo Mussarela

Queijo tipo Mussarela 1,8 x 10° 4,0 Auséncia Auséncia
Queijo Mussarela <1,0x10° <3,0 Auséncia Auséncia
Queijo Mussarela <1,0x 10° <3,0 Auséncia Auséncia
Queijo Mussarela (Holandés) <1,0x 10° <30 Auséncia Auséncia
Queijo Mussarela Fatiado 2,0x 10° 4,6 x 10° Auséncia Auséncia
Queijo Mussarela <1,0x 10° <3,0 Auséncia Auséncia
Queijo Mussarela Holandés <1,0x 10° <3,0 Auséncia Auséncia
Queijo Mussarela <1,0x 10° 9,0 Auséncia Auséncia
Queijo Mussarela <1,0x 10° 4,0 Auséncia Auséncia
Queijo Mussarela <1,0x 10° <3,0 Auséncia Auséncia
Queijo Mussarela <1,0x 10° <3,0 Auséncia Auséncia
Queijo Mussarela <1,0x 10° <3,0 Auséncia Auséncia
Queijo Mussarela <1,0x 10° <3,0 Auséncia Auséncia
Queijo Mussarela <1,0x 10° <3,0 Auséncia Auséncia
Queijo Tipo Mussarela 2,6 x 10° <3,0 Auséncia Auséncia
Quesijo Tipo Mussarela <1,0x 10° >1,1x 10° Auséncia Auséncia
Queijo Fatiado Mussarela <1,0x 10° <3,0 Auséncia Auséncia

Para os queijos classificados como prato e requeijao (Tabela 13) apenas uma

amostra de queijo prato estava contaminada com L. monocytrogenes.
N&o foi detectada a presengca de Salmonella spp. nestes tipos de queijos. A
contagem de estafilocos coagulase positiva foi abaixo de 100 UFC/g do produto.

TABELA 13 - RESULTADO DAS ANALISES MICROBIOLOGICAS DE QUEIJOS PRATO E
REQUEIJAO PRODUZIDOS E OBTIDOS EM PONTOS DE COMERCIALIZACAO
NO ESTADO DO PARANA, ANOS 2001 E 2002
Produto Estafilo Coliforme a Salmonella s Listeria
coagulase 45°C (NMP/qg) PP monocytogenes
positiva (25 9) (25 9)
(UFCl/qg)
Queijo Prato fatiado <1,0x 10° >1,1x 10° Auséncia Presenca
Queijo Prato* <1,0x 10° <30 Auséncia Auséncia
Queijo Lanche fatiado <1,0x 10° 7,5x10 Auséncia Auséncia
Queijo Prato <1,0x 10° <3,0 Auséncia Auséncia
Queijo Prato Light <1,0x 10° <3,0 Auséncia Auséncia
Queijo Prato Lanche <1,0x 10° 9,3x 10 Auséncia Auséncia
Requeijao <1,0x 10° <3,0 Auséncia Auséncia

142



Nos queijos classificados como frescos de massa crua (Tabela 14) em duas
amostras detectou-se a presenga de L. monocytogenes (queijo Minas Frescal magro e
ricota fresca) e em nenhuma das 36 amostras foi isolada Salmonella spp. Quatro
amostras apresentaram contagens de estafilococos coagulase positiva superiores a 100
UFC/g do produto tendo sido observado nestas amostras valores que variaram de 200 a
maiores que 300.000 UFC/g de produto. Um total de 6 amostras apresentou um grau de
contaminagao de risco potencial de coliformes a 45°C, tendo variado de 1.100 a 11.000
NMP/g de produto, sendo 4 queijo Minas Frescal e 2 ricotas. Duas amostras de queijo
Minas Frescal apresentaram um elevado grau de contaminagao em relagéo a coliformes
a 45°C, superior a 11.000 NMP/g de amostra o que pode caracterizar risco eminente de
contaminagao por patogénicos o que os tornam improprios para o consumo. O elevado
grau de contaminagcdo destas amostras pode estar correlacionado ao processo de
obtencdo dos mesmos tendo em vista que estes produtos nido sofrem tratamento
térmico no seu processo de fabricagdo estando, portanto a qualidade microbioldgica

dependente da qualidade da matéria prima e dos controles de processo.
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TABELA 14 - RESULTADO DAS ANALISES MICROBIOLOGICAS DE QUEIJOS FRESCOS DE MASSA
CRUA (MINAS FRESCAL E RICOTAS) PRODUZIDOS E OBTIDOS EM PONTOS DE
COMERCIALIZAGAO NO ESTADO DO PARANA NOS ANOS 2001 E 2002

Estafilo coagulase Coliforme a 45°C Salmonella spp

Produto positiva (UFC/g) (NMP/g) (25 g) L. monocytogenes (25 g)
Queijo Minas Frescal Light <1,0x10° 1,1 x 10° Auséncia Auséncia
Queijo Minas Frescal Light <1,0x 102 1,1x 10° Auséncia Auséncia
Queijo Minas Magro <1,0x 102 >1,1x 10* Auséncia Auséncia
Queijo Minas Frescal Light <1,0x 102 2,4 x 102 Auséncia Auséncia
Queijo Tipo Minas Magro <1,0x10° >1,1x10* Auséncia Auséncia
Queijo Minas frescal Light <1,0x 102 4,0 Auséncia Auséncia
Queijo Minas Frescal <1,0x 102 2,1x 102 Auséncia Auséncia
Queijo Minas Frescal Light <1,0x 102 4,0 Auséncia Auséncia
Queijo Minas Frescal <1,0x 102 >11x 10° Auséncia Auséncia
Queijo Minas Frescal > 3,0 x 10° >11x 10° Auséncia Auséncia
Queijo Minas <1,0x 102 <3,0 Auséncia Auséncia
Queijo Minas Magro <1,0x 102 <3,0 Auséncia Auséncia
Queijo Minas Frescal <1,0x 102 1,5x10 Auséncia Auséncia
Queijo Minas Light <1,0x10° 1,5 x 10° Auséncia Auséncia
32328 Minas  Frescal 9,0 x 10° 46x10° Auséncia Presenca
Queijo Minas Frescal <1,0x 102 9,3x10 Auséncia Auséncia
Queijo Tipo Minas Frescal <1,0x 102 <3,0 Auséncia Auséncia
Queijo Minas Frescal 4,2 x 10° <3,0 Auséncia Auséncia
Queijo Minas Light <1,0x 102 <3,0 Auséncia Auséncia
Queijo Minas Frescal Light 2,0 x 102 <3,0 Auséncia Auséncia
32328 Minas  Frescal <1,0x10° <3,0 Auséncia Auséncia
Queijo Minas Magro <1,0x 102 1,1x 10° Auséncia Auséncia
Queijo tipo Minas Frescal <1,0x 102 <3,0 Auséncia Auséncia
Queijo tipo Minas Frescal <1,0x 102 4,0 Auséncia Auséncia
Queijo branco <1,0x 102 <3,0 Auséncia Auséncia
Ricota Fresca <1,0x 102 1,1x 10* Auséncia Auséncia
Ricota <1,0x 102 <3,0 Auséncia Auséncia
Ricota Fresca <1,0x 102 4,3x10 Auséncia Auséncia
Ricota Fresca <1,0x 102 <3,0 Auséncia Auséncia
Ricota Fresca Prensada <1,0x 102 1,5x 102 Auséncia Auséncia
Ricota Fresca <1,0x 102 4,3x10 Auséncia Auséncia
Ricota Fresca <1,0x 102 4,3x10 Auséncia Auséncia
Ricota Fresca <1,0x 102 <3,0 Auséncia Presenca
Ricota Fresca <1,0x 102 <3,0 Auséncia Auséncia
Ricota Fresca Prensada <1,0x 102 <3,0 Auséncia Auséncia
Ricota Prensada <1,0x 102 1,5x 10° Auséncia Auséncia

Nos queijos classificados como artesanal (Tabela 15) em trés amostras de
queijo colonial foi isolado Listeria monocytogenes. Um total de 11 amostras apresentou
NMP de coliformes a 45°C superiores a 1100/g de produto. Dez amostras apresentaram
NMP com niveis de contaminagé&o entre 1100 a 11.000/g e uma apresentou NMP de
coliformes a 45°C superior a 11.000/g. Nenhuma das 28 amostras de queijos artesanais
ocorreu o isolamento de Salmonella spp. Seis amostras apresentaram niveis de alerta
em relagdo a contagem de estafilococos coagulase positiva com grau de contaminagao

144



variando entre 10° e 10°UFC/g, duas amostras (queijo colonial) apresentaram niveis
superiores a 10° UFC/g apresentando risco de causar toxi-infeccdo alimentar.

TABELA 15 - RESULTADO DAS ANALISES MICROBIOLOGICAS DOS QUEIJOS
ARTESANAIS PRODUZIDOS E OBTIDOS EM PONTOS DE COMERCIALIZACAO
NO ESTADO DO PARANA NOS ANOS 2001 E 2002

Produto Estafilo Coliforme a 45°C Salmonella L. monocytogenes (25
coagulase (NMP/g) spp g)
positiva (UFC/g) (25 9)

Queijo Montanhés (fatiado pela <1,0x10° <3,0 Auséncia Auséncia
empresa)

Queijo Montanhés (fatiado) <1,0x10° <3,0 Auséncia Auséncia
Queijo tipo Gouda 2,0 x 102 >1,1x 10° Auséncia Auséncia
Queijo Minas Padrao <1,0x 102 <3,0 Auséncia Auséncia
Queijo Provolone <1,0x 102 4,0 Auséncia Auséncia
Queijo Colonial <1,0x10° >1,1x10° Auséncia Auséncia
Queijo Colonial <1,0x10° >1,1x 10° Auséncia Auséncia
Queijo Tipo Colonial <1,0x 102 <3,0 Auséncia Auséncia
Queijo Tipo Colonial <1,0x 102 1,2x 102 Auséncia Auséncia
Queijo Colonial 2,0x10° 1,1x 10° Auséncia Auséncia
Queijo Colonial Condimentado 8,0 x 10° >1,1x 10° Auséncia Auséncia
Queijo Colonial <1,0x 102 2,3 x10 Auséncia Auséncia
Queijo Colonial <1,0x 102 9,0 Auséncia Auséncia
Queijo Colonial <1,0x 10° >1,1x10° Auséncia Auséncia
Queijo Colonial <1,0x 10? >1,1x10° Auséncia Auséncia
Queijo Colonial >3,0x10° >1,1x10° Auséncia Auséncia
Queijo Colonial (com casca) >3,0x10° <3,0 Auséncia Auséncia
Queijo tipo Colonial <1,0x 102 <3,0 Auséncia Auséncia
Queijo Colonial <1,0x 102 2,3x10 Auséncia Auséncia
Queijo Colonial 5,0 x 10° 9,3x10 Auséncia Auséncia
Queijo Colonial 9,2 x 10* <3,0 Auséncia Presencga
Queijo Colonial <1,0x 10° >1,1x10* Auséncia Auséncia
Queijo Colonial <1,0x 102 4,0x10 Auséncia Auséncia
Queijo Colonial <1,0x 10° 2,1x10° Auséncia Auséncia
Queijo Colonial <1,0x 102 3,0x 10 Auséncia Auséncia
Queijo Colonial 7,3 x 10* 1,1x 10* Auséncia Presencga
Queijo Colonial 2,0x 10* 2,4 x10? Auséncia Auséncia
Queijo Tipo Colonial <1,0x 102 >11x 10° Auséncia Presenca

5.1.4.2. Avaliagdo dos queijos obtidos de pontos de comercializagcdo em relagdo aos
limites de tolerancia microbioldgica conforme legislagado vigente

Os resultados das analises microbiolégicas dos queijos foram também
analisados frente a legislagdo vigente do Ministério de Saude, Resolugdo RDC n°12 de
02/01/01, a qual estabelece os parametros microbiolégicos de adequagao do produto
para o consumo humano considerando os diferentes tipos de queijo e teores de
umidade (Quadro 02)
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QUADRO 02 - LIMITES MICROBIOLOGICOS DE ACORDO COM A RDC 12 DE 02/01/2001
PARA QUEIJOS CONFORME TEOR DE UMIDADE.

Tolerancia para amostra indicativa
Teor de
umidade
do queijo - - 5 - -
Estafilo coagulase Coliforme a 45°C Salmonella spp | Listeria monocytogenes
positiva (UFC/g) (NMP/qg) (25 g) (25 g)
Baixo Max. 10° /g Max. 5,0 x 10%/g Auséncia -
Médio Max. 10° /g Max. 10° /g Auséncia Auséncia
Alto Max. 10° /g Max.5,0 x 10° /g Auséncia Auséncia
Muita alto Max. 5 x10° /g Max.5,0 x 10%/g Auséncia Auséncia

FONTE: RDC 12 de 02/01/2001 da ANVISA/MS

Das 90 amostras analisadas provenientes dos pontos de comercializacdo em
média 33,33 % nao atendem ao padrdo microbiolégico estabelecido pela Resolugao
RDC n° 12 de 02/01/01. Os queijos classificados como muito alta umidade
apresentaram maior numero de amostras com grau de contaminagdo microbiolégica
acima dos limites tolerados (Tabela 16). Os queijos de alta umidade foram os que

apresentaram o menor numero de amostras fora da especificacdo microbiologica (30%).

TABELA 16 - NUMERO DE AMOSTRAS ANALISADAS QUE ATENDEM E NAO ATENDEM A
LEGISLACAO VIGENTE X TEOR DE UMIDADE

TEOR DE UMIDADE - QUEIJO NUMERO DE AMOSTRAS

Analisadas Atendem Nao atendem

legislagéo vigente legislacdo vigente

BAIXO 13 9 (69,23 %) 4 (30,77 %)
MEDIO UMIDADE 33 22 (66,67 %) 11 (33,33 %)
ALTO UMIDADE 20 14 (70 %) 6 (30 %)
MUITO ALTO 24 15 (62,50 %) 9 (37,50 %)
TOTAL/ % 90 60 (66,67 %) 30 (33,33 %)

Tendo em vista que a legislagédo considera principalmente o teor de umidade no
estabelecimento dos parametros para tolerancia microbiologica, € necessario que essa

analise frente a legislagédo seja feita considerando os diferentes teores de umidade. Os
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queijos classificados como de baixa umidade (13 amostras) (Tabela 17). Num total de
30,70% dessas nédo atenderam ao padrao microbiologico preconizado pela legislagao
vigente. Essas amostras foram reprovadas na contagem de estafilococos coagulase
positiva tendo ainda o agravante de que duas amostras estavam com seus limites acima
da dose infectante. Estes produtos sao passiveis de acarretar intoxicagéo alimentar. Foi
observado também que uma amostra de queijo colonial apresentou NMP de coliformes
a 45°C acima da tolerancia para amostra indicativa. Nas pesquisas realizadas foi
incluida a pesquisa de Listeria monocytogenes apesar de ndo ser um parametro exigido
pela legislagao vigente.

TABELA 17 - CARACTERISTICAS MICROBIOLOGICAS DE TIPOS DE QUEIJOS COM BAIXA
UMIDADE E QUE NAO ATENDEM A RDC - 12 DE 02 DE JANEIRO DE
2001
MICRORGANISMOS PESQUISADOS
Estafilo coagulase Coliforme a 45°C Salmonella Listeria
Ano de 2002 positiva (UFC/g) (NMP/q) spp monocytogenes
o : , 259) 259)
Queijo Colonial >3,0x10 >1,1x10 Auséncia Auséncia
Queijo tipo mussarela 2,6 x 10° <3,0 Auséncia Auséncia
Queijo Colonial >3,0x 10° <30 Auséncia Auséncia
Queijo Colonial 2,0x 10* 2,4 x 10 Auséncia Auséncia
Tolerancia para amostra  Max. 10° UFC/g Max. 5,0 x 10%/g Auséncia N&o preconizado

indicativa

Para os queijos classificados como de média umidade (33 amostras) (Tabela
18). Observa-se que o parédmetro de maior frequéncia de condenacado foi o NMP de
coliformes a 45°C/g de produto, em niveis superiores a 10°, seguido da contagem de
estafilococos coagulase positiva em niveis de 10° a 10* UFC/ge presencga de Listeria
monocytogenes em trés amostras. As 3 amostras de onde foram isolados Listeria
monocytogenes  consiste de queijo prato fatiado que estava disponivel para
comercializagdo em um grande supermercado de Curitiba. Uma amostra de queijo
colonial, oriunda de Francisco Beltrdo com registro estadual e, também uma amostra de
queijo colonial coletada em Cascavel tendo o estabelecimento produtor registro no
Servigo de Inspecdo Federal (SIF). Como se pode observar os queijos contaminados
por Listeria, sdo oriundos de diferentes regides do estado, e de unidades produtoras
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com diferentes graus de fiscalizagdo. Foi observado que em nenhuma das amostras
ocorreu o isolamento de Salmonella spp.

TABELA 18 - CARACTERISTICAS MICROBIOLOGICAS DE QUEIJOS COM MEDIA UMIDADE
E QUE NAO ATENDEM A RDC - 12 DE 02 DE JANEIRO DE 2001

MICRORGANISMOS PESQUISADOS

Estafilo Listeria
coagulase Coliforme a  Salmonella spp monocytoge

positiva (UFC/g) 45°C (NMP/g) (25 g) nes (25 g)
Ano de 2001
Queijo Colonial <100 >1,1x 10° Auséncia Auséncia
Queijo Colonial <100 >1,1x 10° Auséncia Auséncia
Queijo tipo Gouda 200 >1,1x 10° Auséncia Auséncia
Queijo tipo mussarela 1,8 x 10° 4 Auséncia Auséncia
Queijo colonial condimentado 8,0x 10° >1,1x 10° Auséncia Auséncia
Queijo tipo colonial <100 >1,1x 10° Auséncia Auséncia
Queijo prato fatiado <100 >1,1x 10° Auséncia Presencga
Ano de 2002
Queijo Colonial 7,3x 10 1,1x 10* Auséncia Presenca
Queijo tipo mussarela fatiado 2,0x 10° 4,6 x 10 Auséncia Auséncia
Queijo tipo colonial <100 >1,1x 103/g Auséncia Presenca
Queijo tipo Mussarela <100 >1,1x 10° Auséncia Auséncia
Tolerancia p/ amostra indicativa Max. 10° /g Max. 10° /g Auséncia Auséncia

Para os queijos classificados como de alta umidade (20 amostras) 30% das
amostras ndo atendem as exigéncias microbioldgicas segundo a RDC 12 de 02
/01/2001 da ANVISA/MS (Tabela 19). O principal motivo de condenagao das amostras
foi o NMP de coliformes a 45°C/ g do produto com niveis superiores a 10* seguido da
contagem de estafilococos coagulase positiva apresentando valores superiores de 2 a 5
vezes ao limite estabelecido. Ocorreu também o isolamento de Listeria innocua em uma
das amostras classificada como queijo Minas magro proveniente de estabelecimento
produtor de Umuarama - PR com Servico de Inspecdo Municipal. A legislagao
estabelece a condenacdo da amostra se ocorrer o isolamento de Listeria
monocytogenes, pois esta € a espécie comprovadamente patogénica ao homem. Em

nenhuma dessas amostras ocorreu o isolamento de Salmonella spp.
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TABELA 19 - CARACTERISTICAS MICROBIOLOGICAS DE QUEIJOS COM ALTA UMIDADE E
QUE NAO ATENDEM A RDC - 12 DE 02 DE JANEIRO DE 2001

MICRORGANISMOS PESQUISADOS

Estafilo coagulase Coliforme a 45°C  Salmonella spp  Listeria monocytogenes

positiva (UFC/g) (NMP/q) (25 g) (25 g)

Ano de 2001

Queijo Colonial 2,0x 10° 1,1x 10° Auséncia Auséncia
Queijo Minas magro <100 >1,1x 10* Auséncia Auséncia*
Queijo Minas magro <100 >1,1x 10* Auséncia Auséncia
Ano de 2002

Queijo Colonial 5,0 x 10° 9,3x10 Auséncia Auséncia
Queijo Minas frescal 4.2 x10° <30 Auséncia Auséncia
Queijo colonial <1,0 x 10° >1,1x 10* Auséncia Auséncia
Tolerancia p/ amostra Max. 10° /g Max.5,0 x 10°/g Auséncia Auséncia
indicativa

* |solado Listeria innocua

Para os queijos classificados como de muita alta umidade (24 amostras) (Tabela
20) se observa que o mais frequente motivo de condenag¢do dessas amostras € o NMP
de coliformes a 45°C/g de produto, com niveis de 10°® e superiores, seguido da
contagem de estafilococos coagulase positiva onde uma amostra apresentou 9 vezes
nivel de contaminagdo superior ao limite tolerado, outra niveis de 10* e uma terceira
amostra niveis acima da dose infectante de 10°. Em duas amostras foi isolado Listeria
monocytogenes sendo uma das amostras de queijo colonial produzido por pequenos
produtores de Guarapuava e comercializado em feira livre na cidade de Curitiba, e a
outra em queijo Minas Frescal magro produzido por estabelecimento sujeito ao Servigo
de Inspegao do Parana e estava sendo comercializada em Curitiba. Também foi isolado
Listeria innocua em duas outras amostras. A primeira de queijo Minas Frescal produzido
por estabelecimento com inspecdo estadual e comercializada em Paranavai e a
segunda também proveniente de estabelecimento com inspecdo estadual e
comercializado em feira livre de Curitiba. Em nenhuma das amostras de queijo com

muito alta umidade ocorreu o isolamento de Salmonella spp.
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TABELA 20 - CARACTERISTICAS MICROBIOLOGICAS DE QUEIJOS COM MUITO ALTA
UMIDADE E QUE NAO ATENDEM A RDC - 12 DE 02 DE JANEIRO DE 2001

MICRORGANISMOS PESQUISADOS

Estafilo Coliforme a Salmonella Listeria
coagulase 45°C (NMP/g) spp monocytogenes (25

positiva (25 g) 9)
Ano de 2002 (UFC/g)
Queijo Minas frescal > 3,0 x 10° >11x 10° Auséncia Auséncia
Queijo Minas frescal <1,0x 102 >11x 10° Auséncia Auséncia *
Queijo Minas magro <1,0 x 102 1,1X 10° Auséncia Auséncia
Ricota fresca <1,0x 102 1,1X 10* Auséncia Auséncia
Queijo colonial 9.2 x10* <3,0 Auséncia Presenca
Queijo Minas light <1,0x10° 1,5x10° Auséncia Auséncia
Queijo Minas frescal magro 9,0 x 102 4,6 x 10° Auséncia Presenca
Queijo Minas magro (ricota prensada) <1,0x10° 1,5x10° Auséncia Auséncia®
Ricota fresca <1,0x 102 <3,0 Auséncia Presencga
Tolerancia p/ amostra indicativa Max. 5x10° /g Max.5,0 x 10°/g Auséncia Auséncia

* |solado Listeria innocua

A contagem de microrganismos do grupo coliforme, sobretudo os de origem
fecal, indica as condigbes de higiene em que os queijos foram produzidos, uma vez que
tais microrganismos, comumente encontrados no leite cru, sdo geralmente destruidos
pela pasteurizagdo. Normalmente, a presenca de coliformes fecais em alimentos esta
relacionada com contaminacao fecal de animais e do homem, embora a ocorréncia de
Escherichia coli seja mais adequada para tais conclusdes. A presenca de indicadores de
contaminagao fecal provavelmente revela condigdes inadequadas de higiene durante a
fabricagdo dos queijos, ficando claro que os mesmos podem estar sendo expostos a
contaminagdo por microrganismos indesejaveis, inclusive patogénicos. Além disso,
deve-se ressaltar a importancia de algumas linhagens de E. coli como enteropatdégenos
potenciais. A presenga de coliformes a 45°C fora dos padrdes recomendados sugere a
utilizacdo de leite para fabrico dos queijos excessivamente contaminado devido a sub-
pasteurizagdo, contaminacdo pos-processamento, exposicao do produto beneficiado a
temperatura superior a 10°C ou ainda auséncia de pasteurizacdo. Medidas adequadas
de fiscalizacdo sanitaria devem ser adotadas, para adequar o produto as normas
vigentes estabelecidas pelo Ministério da Agricultura e Abastecimento, segundo a qual o
leite deve ser higienizado e submedito ao processo de pasteurizagdo. Margolles et al.,
(1996) encontraram uma associagao significativa entre altas contagens de coliformes e

a presenga de Listeria spp e Listeria monocytogenes em amostras de queijo. Esses
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resultados sugerem que condigdes precarias de manipulagcdo favorecem a
contaminacgao tanto de coliformes como de Listeria spp. Durante as analises observou-
se que quatro amostras atendiam aos limites preconizados pela RDC 12 de 02 de
janeiro de 2001 em relagdo aos parametros de estafilococos coagulase positiva,
coliformes a 45°C e Salmonella spp., entretanto nessas amostras constatou-se o
isolamento de Listeria spp., tendo numa das amostras o isolamento de Listeria

monocytogenes (tabela 21).

TABELA21-  AMOSTRAS ANALISADAS NAO CONDENADAS PELOS PARAMETROS
ESTAFILOCOCOS COAGULASE POSITIVA, COLIFORMES A 45°C E Salmonella
spp MAS QUE APRESENTAVAM A PRESENGCA DE Listeria spp.

Estafilo- NMP de Pesquisa Pesquisa de
€oCcos Coliformes de Listeria monocytogenes (25 g)
coagulase a45°C/g Salmonella
positiva spp (25 g)
(UFClg)
Queijo <100 4 Auséncia Cultura negativa VIP + (Cultura a partir do BLED
tipo Minas Frescal : Listeria innocua)
(média umidade)
Ricota fresca <100 <30 Auséncia Cultura negativa
(muito alta umidade) VIP + (Cultura do BLED - L. monocytogenes)
Queijo Minas Magro <100 <3,0/)g Auséncia Cultura positiva para Listeria innocua VIP +

(muito alta umidade)

Queijo Minas magro < 100 1,56x 10> Auséncia Cultura positiva para Listeria innocua VIP +

(muito alta umidade) (cultura a partir do BLED positivos para Listeria
innocua

A amostra na qual ocorreu o isolamento de Listeria monocytogenes, tratava-se
de uma amostra de ricota fresca que era comercializada em feira livre de Curitiba
proveniente de estabelecimento com Servico de Inspecdo Estadual. Nas outras trés
amostras foram isoladas Listeria innocua. Estes trés produtos provem de
estabelecimentos com inspecao federal e estadual e estavam sendo comercializados
em Curitiba. Estes resultados enfatizam a necessidade de que os laboratérios de
microbiologia de alimentos incluam em sua rotina a pesquisa de Listeria spp. pela
importancia sanitaria deste género.

Enfatiza-se, portanto, a importédncia do cumprimento das normas relativas as
Boas Praticas de Fabricacéo, a fim de se obter produtos lacteos de qualidade superior,

incluindo o controle sanitario do rebanho, a obtengéo higiénica do leite,a conservagéo
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adequada do leite ordenhado, o controle higiénico-sanitario dos operadores, a utilizagao
de leite pasteurizado e a limpeza e desinfeccdo adequada dos equipamentos e
utensilios utilizados no processamento.

Indica também a necessidade de se melhorar os cuidados na coleta,
transporte e processamento da matéria prima. Devem-se implementar normas de
qualidade (HACCP) no processo de producdo deste produto e a agado dos 6rgaos de
vigilancia sanitaria de forma a garantir que os produtos atendam os padrées de
qualidade microbiologica, visando proteger a saude do consumidor, tendo em vista a
severidade dos riscos resultantes da infecgdo que este microrganismo pode ocasionar

na populacao de risco.
5.1.4.3. Avaliagdo microbiolégica das amostras de queijo envolvidas em DTA

Na analise dos resultados das amostras envolvidas em DTA utilizou-se o critério
de dose infectante (10°) para S. aureus, B.cereus, Clostridios sulfito redutores a 45°C,
presenga de indicador de origem fecal (E. coli) e presenga de Salmonella spp. e
Listeria monocytogenes em 25 g.

Das amostras analisadas, envolvidas em DTA, nove delas (90%), apresentaram
contaminagdo por Staphylococcus aureus acima de sua dose infectante (10° UFCI/g).
Sendo que seis amostras apresentaram também a presenca de Escherichia coli,
considerado indicador de contaminacgé&o fecal, em niveis de Numero Mais Provavel igual
ou superior a 1,1 x 104/9. Trés amostras que apresentaram Staphylococcus aureus
acima de sua dose infectante tiveram contagens de E. coli mais baixas na ordem de 1,1
x 10%,4,6 x 102 e 1,1 x 10° respectivamente. Em nenhuma destas amostras foi isolado
Listeria monocytogenes como de Listeria spp., tanto pelo método convencional quanto
pelo VIP (triagem). As semeaduras realizadas também ndo revelaram o
desenvolvimento de Clostridio sulfito redutor a 46°C, Clostridium perfringens; Bacillus
cereus e Salmonella spp. .Em uma das amostras (111/2002) n&o ocorreu o isolamento de
Staphylococcus aureus, nem de outros possiveis agentes de DTA pesquisados. Nessa
amostra detectou-se a presencga de Escherichia coli em quantidade superior a 1,1 x
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104/9 0 que significa a presenca de indicadores de contaminagdo fecal e risco ao
consumo deste produto (Tabela 22).

TABELA 22 - CARACTERISTICAS MICROBIOLOGICAS DOS QUEIJOS ENVOLVIDOS EM EVENTOS
DE SURTO DE DTA NO ESTADO DO PARANA, NOS ANOS 2001 E 2002

MICRORGANISMOS PESQUISADOS

Clostridio S. aureus Bacillus Escherichia  Salmonella  Listeria monocytogenes

perfringens cereus coli spp (25g)

Queijos (UFC/g) (UFC/g) (UFC/g) (NMP/g)

Coloniais

Ano 2001 CONVENCIONAL VIP

, . (25 9)

| <10/ g >3,0 x 10 <100/g 1,1x 10 A A N
I <10/ g 1,0x10°  <100/g 1,1 x 10* A A N
1] <10/ g 1,0x10°  <100/g 1,1 x 10° A A N
\Y; <10/ g 20x10° <100/g >1,1x10° A A N

Ano 2002
| <10/ g >3,0x 10’ <100 >1,1x10° A A N
I <10/ g >3,0x 10’ <100 1,1 x 10° A A N
1] <10/ g <1,0x 10° <100 >1,1x10° A A N
\Y; <10/ g 4,1 x10° <100 4,6 x 10° A A N
Y, <10/g >3,0 x 10° <100 <30 A A N
VI <10/g >3,0 x 10° <100 1,1x 10° A A N
DI 10° 10° 10° ICF P P T

Nota: A - auséncia; N —negativo; IC F —indicador de contaminagéo fecal; DI — dose infectante;
P- presenca; T- triagem.

Na epidemiologia do S. aureus, o homem e outros animais representam seus
principais reservatorios, estando presente na mucosa nasal, garganta, cabelo e pele de
mais de 50% da populacdo humana. Ainda sao responsaveis por infec¢des. Desde
lesbes na pele até infecgbes generalizadas e sistémicas. Esse microrganismo quando
oriundo de animais esta vinculado principalmente ao leite de gado acometido de mastite.
O produto nessas condi¢des representa um risco potencial na veiculagado de S. aureus
produtor de enterotoxinas, contaminando alimentos derivados como o queijo. Embora, a
fonte de contaminacdo de S. aureus de origem animal em alimentos tenha um
significado epidemiologico importante, & considerada como fonte principal na ocorréncia
de surtos de DTA, a originaria de manipuladores de alimentos portadores de cepas

enterotoxigénicas, sendo as fossas nasais o principal reservatorio. A presenga nas maos
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e outras superficies, isentas de lesdes, resulta da disseminagdo por contato com areas
de habitat natural do microrganismo. Portanto, o manipulador de alimentos portador de
S. aureus enterotoxigénico representa um importante elo na cadeia epidemiologica dos
surtos de DTA. Logo, a ampla disseminagdo do S. aureus no ambiente justifica a
frequente presenga desse microrganismo nos alimentos, principalmente naqueles
submetidos a intensa manipulagdo sob condi¢cdes precarias de higiene. O queijo, por
ser um produto que exige muita manipulagdo na sua fabricagdo, € muito vulneravel a
contaminagao por esse microrganismo. Além de ser um alimento rico em proteina o que
serve como um excelente meio de cultura para o desenvolvimento desse
microrganismo. De acordo com McKane e Kandel (1996) a manutencédo de alimentos
contaminados em temperaturas entre 20 e 35°C por varias horas permite a multiplicagao
de Staphylococcus coagulase positiva e a liberagado de toxinas suficiente para gerar os
sintomas da intoxicagdo. Segundo ICMSF (1996), concentragdes de Staphylococcus
aureus acima de 10° UFC/g de produto s&o considerados suficientes para a producdo de
toxinas estafiloccicas em niveis propicios para a ocorréncia de enterotoxemia em
pessoas que venham a consumir o leite e seus derivados. Dessa forma, torna-se
fundamental o controle das condi¢gdes as quais o produto final é submetido apds a
fabricagdo, principalmente durante a sua distribuicdo e comercializagdo. O
armazenamento refrigerado, durante essas fases, apresenta-se como um forte aliado a
preservacao da qualidade dos alimentos pereciveis, entre os quais se destacam os
diferentes tipos de queijo. A refrigeragdo mostra-se importante ndo somente para o
controle do desenvolvimento de Staphylococcus coagulase positiva nos alimentos como
também de outros microrganismos patogénicos e deterioradores. A interrupcdo da
cadeia do frio deve ser evitada, durante a distribuicdo e comercializagao, eliminando-se
oscilagbes de temperatura nessas fases, visando garantir a manutencdo da qualidade

dos queijos.
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5.2. CARACTERIZAGCAO MOLECULAR DE L. monocytogenes

5.2.1 Caracterizagdo molecular da cepa padrao 07F7G de L. monocytogenes

Foi realizada a caracterizagdo molecular da cepa padrdo 07F7G de L.
monocytogenes apos cultivo deste microrganismo em agar nutriente a 35°C por 24
horas e extragdo do DNA pelo método convencional da Proteinase K. A utilizagao dos
primers 234 e 319 para o gene hlyA, e dos primers A1 e A2 para o gene Dth18, permitiu
a amplificagdo de fragmentos com 417pb e 326pb respectivamente. A utilizagdo dos
primers Mar1 e Mar2 permitiu a amplificagdo de uma regido altamente variavel do gene
iap, resultando num segmento de 453pb exclusivo de L. monocytogenes, conforme
mostrado na figura 23.

<
&
\@bb alReN *69"?

500 pb 453 pb
400 pb 417 pb
300 pb 326 pb

Amplificagdo do DNA extraido da cepa 07F7G de L. monocytogenes. Ladder: marcador de peso molecular
de 100pb; iap: amplificagao de um segmento de 453pb do gene iap; Dth: amplificagdo de um segmento de
326pb do gene Dth18; hlyA: amplificacdo de um segmento de 417pb do gene hlyA;

FIGURA 23 - AMPLIFICACAO DOS GENES hlyA, Dth18 E iap DE DNA EXTRAIDO DA CEPA PADRAO
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5.2.2 Caracterizagdo molecular da cepa padrao 07F7G de L. monocytogenes apés
enriquecimento em LEB, TSB-Y, Fraiser e Fraiser modificado

Na analise de alimentos por PCR a presenca de células mortas do patdégeno
pode dar um resultado falso positivo. Por outro lado, a presenga de certos constituintes
dos alimentos pode causar a inibicdo da PCR, levando a um resultado falso negativo.
Com o objetivo de superar estas limitagdes, diversos pesquisadores buscaram
alternativas técnicas.

Para evitar falso positivo, alguns trabalhos utilizam a RT-PCR (KLEIN; JUNEJA,
1997); (HERMAM, 1997). Esta variacdo da PCR amplifica apenas o RNAm utilizando a
enzima transcriptase reversa. O RNAm em células bacterianas é uma molécula pouco
estavel, sendo rapidamente degradada. A dificuldade na extragdo do RNAmM e o custo
elevado desta técnica dificultam a aplicacdo deste tipo de analise.

Outra estratégia utilizada para evitar falsos resultados positivos é a introdugao
de uma etapa de enriquecimento da amostra contaminada, recuperando assim apenas
as células viaveis do patdégeno. Além disso, esta etapa de enriquecimento parece
eliminar os inibidores da PCR. (MANZANO et al, 1997a); (NIEDERHAUSER et al, 1992);
(ROSSEN et al, 1991); (INGIANNI et al, 2001); (BHADURI; COTTRELL, 2001);
(KACLIKOVA et al, 2002).

Dos quatro caldos de enriquecimentos testados (LEB, TSB-Y, Fraiser e Fraiser
Modificado) e duas condigbes de incubacéo (24 e 48 horas) apos inoculagado da cepa
07F7G de L. monocytogenes, o meio Fraiser Modificado, com 48 horas de incubagé&o
demonstrou ser a melhor condigdo para cultivo da cepa padrédo de L. monocytogenes
para posterior realizacdo da PCR. A extragdo de DNA com proteinase K a partir dos
caldos de enriquecimento inoculados apresentaram rendimento satisfatorio. A utilizagao
dos primers 234 e 319 para o gene hlyA, e dos primers A1 e A2 para o gene Dth18,
permitiu a amplificagdo de fragmentos com 417pb e 326pb respectivamente, conforme
figuras 24 e 25.

156



300 pb

Amplificagdo do gene Dth18. Ladder: marcador de peso molecular de 100pb; TSB-Y: cepa 07F7G

cultivada no caldo TSB-Y; LEB: cepa 07F7G cultivada no caldo LEB; Fraiser: cepa 07F7G cultivada no
caldo Fraiser.

FIGURA 24- PCR APOS ETAPA DE ENRIQUECIMENTO COM AMPLIFICAGAO DO GENE Dth 18 DA
CEPAOT7F7G
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300 pb

Amplificagdo do gene Dth18. Ladder: marcador de peso molecular de 100pb; controle +: DNA da cepa
07F7G de L. .monocytogenes; 48h LEB: caldo LEB por 48 horas; 48h Fraiser M: caldo Fraiser Modificado
por 48 horas; 24h LEB: caldo LEB por 24 horas; 24h Fraiser M: caldo Fraiser modificado por 24 horas.

FIGURA 25 - PCR APOS ETAPA DE ENRIQUECIMENTO E DOIS PERIODOS DE INCUBAGAO DA
CEPA O7F7G

5.2.3 Caracterizagdo Molecular de L. monocytogenes nas Amostras Naturalmente
Contaminadas

Amostras de queijo contaminadas naturalmente, obtidas durante a etapa da
avaliacdo da qualidade higiénico-sanitaria dos queijos comercializados no Estado do
Parana, tiveram seu DNA extraido e analisado por PCR. Os testes realizados com o
DNA extraido de células de microrganismos direto do queijo demonstraram a presenga
de inibidores da PCR inviabilizando a aplicagdo da técnica a partir do queijo. Para
superar a interferéncia dos inibidores, alguns autores (MANZANO et al.,1997a) fazem
um cultivo em caldo de enriquecimento e posterior diluigdo. A simples diluicdo do caldo

de enriquecimento (Frasier Modificado, 48 horas) considerando as dilui¢des citadas na
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literatura ndo foi suficiente para eliminar os interferentes inviabilizando dessa forma a
analise por PCR.

Outros autores descrevem meétodos de extragdo de DNA com alta pureza,
utilizando tiocianato de guanidina (PITCHER; SAUNDERS; OWEN, 1989), iodeto de
sodio (MAKINO; OKADA; MARUYAMA, 1995), solventes orgénicos (HERMAN; De
BLOCK; MOERMANS, 1995), membranas de policarbonato (DUFFY et al, 1999), filtros
FTA (LAMPEL; ORLANDI; KORNEGAY, 2000), entre outros. Estas técnicas, apesar de
eficientes, sdo trabalhosas, de custo elevado e de dificil adaptacdo na rotina do
laboratério.

Um resultado satisfatério de superacao de interferentes foi conseguido atraves
de modificagbes introduzidas na técnica de extragdo de DNA pela Proteinase K,
envolvendo uma etapa de enriquecimento em caldo Fraiser modificado incubado a 30°C
por 48 horas. Apdés a etapa de enriquecimento, o caldo de cultivo foi centrifugado e
lavado com agua ultrapura, seguido da extracdo convencional com Proteinase K. Apos a
extracao, foi introduzida uma etapa de precipitagdo do DNA com etanol absoluto. O DNA
precipitado foi lavado com etanol 70%, seco, e ressuspenso em agua ultrapura o que
permitiu a realizagdo da PCR em amostras de queijo naturalmente contaminadas,
conforme resultados mostrados nas figuras 26, 27 e 28. A amplificagdo dos trés
segmentos génicos em estudo nas amostras analisadas sugere que a introdugéao das
etapas de lavagem e precipitagcdo do DNA eliminaram os inibidores da PCR presentes

nas amostras de queijo.
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300 pb (Dth 18 — 326 pb)

FIGURA 26 - AMPLIFICACAO DO GENE Dth18 DE AMOSTRAS NATURALMENTE CONTAMINADAS
Ladder: marcador de peso molecular de 100pb; Controle +: DNA da cepa 07F7G de L. monocytogenes;
Liquor: amostra de liquor de paciente com listeriose; F1 e F6: amostras de queijo contaminadas
naturalmente com L. monocytogenes; M: amostra de queijo sem contaminagdo — controle negativo.

gene Hf}' A

400 pb (hlyA -417 pb)

FIGURA 27 - AMPLIFICACAO DO GENE hlyA DE AMOSTRAS NATURALMENTE CONTAMINADAS
Ladder: marcador de peso molecular de 100pb; Controle +: DNA da cepa 07F7G de L. monocytogenes;

F1 e F6: amostras de queijo contaminadas naturalmente com L. monocytogenes; Liquor: amostra de
liquor de paciente com listeriose; M: amostra de queijo sem contaminag&o— controle negativo.
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gene ia;p

450 pb iap

FIGURA28-  AMPLIFICACAO DO GENE iap DE AMOSTRAS NATURALMENTE CONTAMINADAS
Ladder: marcador de peso molecular de 100pb; Controle +: DNA da cepa 07F7G de L. monocytogenes;

F1 e F6: amostras de queijo contaminadas naturalmente com L. monocytogenes; M: amostra de queijo
sem contaminag¢ao— controle negativo.
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6 CONCLUSOES

Um total de 12% das amostras de queijos estavam contaminadas com Listeria
spp, sendo 6% com Listeria monocytogenes e 6% com Listeria innocua.

A analise da distribuicdo de sorovar mostrou que 100% dos isolados de Listeria
innocua pertencem ao sorotipo 6a enquanto que, para Listeria monocytogenes, o
sorovar prevalente foi 1/2a.

Os queijos classificados como muito alta umidade foram os que apresentaram
maior contaminacdo com Listeria spp (29,2 %), seguido dos de média umidade (12,2
%), alta umidade (5 %) e baixa umidade (0 %).

A ocorréncia de 12% de Listeria spp. nos queijos comercializados no Parana
sugere falta de controle deste microrganismo em nivel de industrializagdo, bem como
falhas durante o processo de comercializacdo representando risco a saude do
consumidor.

O método VIP (Ensaio Visual de Imunoprecipitagédo) mostrou maior
sensibilidade e especificidade na deteccdo de Listeria spp, do que o método
convencional, sendo, portanto, o0 método mais viavel para a triagem de amostras
contaminadas na liberagcdo do produto para comercializacéo, tendo em vista a rapidez
do resultado.

Os queijos artesanais (coloniais) foram os que apresentaram o maior grau de
contaminagdo microbiana, e também os de maior risco para a populagdo por
apresentarem amostras contaminadas com Listeria monocytogenes, estafilococos
coagulase positiva (S. aureus) acima da dose produtora de toxinas e infectante bem
como a presencga de indicadores de contaminagao fecal.

Das amostras provenientes de pontos de comercializacdo em média 33,33%
ndo atendem ao padrdo microbioldgico estabelecido pela legislacdo vigente,
independente do teor de umidade ou do tipo de queijo.

Os queijos com muito alta umidade apresentaram maior numero de amostras

com grau de contaminagao microbiolégica acima dos limites tolerados.
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Nos queijos de baixa umidade o parédmetro de maior reprovagcdo das amostras
foi contagem de estafilococos coagulase positiva, enquanto que nos de média umidade,
alta umidade e muita alta umidade foi o numero mais provavel de coliformes a 45 °C.

Das amostras de queijos provenientes de surtos envolvidas em DTA 90 %
apresentaram contaminagao por Staphylococcus aureus acima da dose infectante,
sendo este o provavel agente etiologico causador do evento. Em nem uma destas
amostras foi detectada a presenca de Listeria spp.

A pesquisa de Listeria monocytogenes em queijos deve ser efetivada pelos
laboratorios de analise desses produtos, tendo em vista que encontrou-se amostras que
seriam aprovadas pelos outros parametros da legislagdo se a pesquisa de Listeria
monocytogenes nao fosse realizada.

Dos meios testados, o meio Fraiser modificado com 48h de incubacéo,
apresentou-se como a melhor condicao de cultivo para posterior realizacdo da PCR,
guando se utilizou cepa padréo.

A modificagdo do método de extragao com proteinase K, com introdugcdo de uma
etapa de precipitacdo do DNA com etanol absoluto e lavagem com etanol a 70 %,
secagem, e ressuspensao em agua ultrapura, mostrou-se eficiente na superagao dos
interferentes da reacédo da PCR, na etapa de enriquecimento na analise de amostras de
queijo naturalmente contaminadas.

A amplificacdo dos Genes Dth18, hlyA e iap, mostrou-se eficiente para a
caracterizagdo molecular de Listeria monocytogenes nas amostras naturalmente
contaminadas, sendo uma alternativa viavel de utilizacdo para a pesquisa deste
microorganismo pelos laboratorios de controle de qualidade, tendo em vista a rapidez na
obtencao do resultado com a identificacdo de espécie, sendo portanto um método mais
especifico.

Dos métodos utilizados conclui-se que na otimizac&o da rotina de um laboratério
de controle de qualidade cuja pesquisa de Listeria monocytogenes seja intensa, uma
triagem com o método VIP seguido de PCR (Reacdo da Polimerase em Cadeia) nas
amostras positivas para aquele microrganismo, € uma alternativa viavel quando se

deseja acelerar a obtengao de resultados.
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