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RESUMO

O pescado é um alimento de extrema importancia na dieta dos seres
humanos, pois possui um alto valor nutricional, contribuindo na
preservacdo da salde humana. Porém, esses alimentos, principalmente
0s produtos a base de pescados prontos ou pré-prontos para 0 consumo,
guando indevidamente preparados, podem se tornar veiculo de
transmissdo de perigosos agentes infecciosos, como Listeria
monocytogenes. Esse micro-organismo, que € natural do ambiente
marinho, é considerado como agente etiolégico de enfermidades
alimentares representa um risco potencial para a salde dos
consumidores, principalmente mulheres gestantes, pessoas idosas e
imunodeprimidos. As analises convencionais para deteccdo de L.
monocytogenes nestes produtos, como a ISO 11290-1, apesar de ainda
muito utilizadas no Brasil, sdo técnicas laboriosas, demoradas e de
sensibilidade reduzida. Os métodos moleculares atuais, como o0 PCR em
tempo real, por exemplo, sdo extremamente sensiveis, rapidos e
eficientes para a deteccdo de patdgenos alimentares. Com base nisso,
esse estudo teve como objetivo detectar a presenca de L. monocytogenes
em amostras de produto a base de pescado através de dois protocolos
distintos (utilizando um kit comercial e um protocolo in house) de uma
técnica molecular: o PCR em tempo real. Os resultados foram
comparados aos obtidos com a técnica convencional ISO 11290-1.
Foram analisadas, ao todo, noventa amostras de produtos a base de
pescados vendidos nos supermercados do litoral de Santa Catarina. As
amostras incluiram nove tipos de produtos de pescado, sendo eles: 10
amostras de pizza de atum, 10 amostras de kani, 10 amostras de bolinho
de bacalhau, 10 amostras de bolinho de peixe, 10 amostras de
hambudrguer de peixe, 10 amostras de filé de peixe, 10 amostras de
marisco cozido, 10 amostras de nuggets de merluza e 10 amostras de
nuggets kids. Foi detectada a presenca de L. monocytogenes em oito
amostras (8,88%) pelo protocolo PCR em tempo real in house, sete
amostras (7,77%) pelo protocolo PCR em tempo real com kit comercial
e seis amostras (6,66%) pela técnica 1ISO 11290-1. Os produtos que
tiveram amostras positivas foram: pizza de atum, bolinho de bacalhau,
bolinho de peixe e filé de peixe. Os resultados demonstraram uma
elevada incidéncia de L. monocytogenes nos produtos a base de
pescados pesquisados, além de indicar uma maior sensibilidade da
metodologia molecular comparada & metodologia convencional, sendo
gue o protocolo in house da técnica de PCR em tempo real foi 0 mais



sensivel, mesmo ndo apresentando  diferenca  significativa
estatisticamente.

Palavras-chave: L. monocytogenes, PCR em tempo real, produtos a
base de pescado, produtos prontos para 0 consumo.



ABSTRACT

Seafood are an extremely important food in the human diet, due to its
high nutritional value, contributing to the preservation of human health.
However, these foods, especially ready to eat (RTE) fish-based products
or pre- prepared could become dangerous vehicle for infectious agents
such as Listeria monocytogenes (L. monocytogenes), when incorrectly
prepared. This micro-organism is considered as the etiological agent of
food illnesses with hight potential risk to the consumers health,
especially pregnant women, elderly and immunocompromised.
Conventional methods for L. monocytogenes in these products, such as
ISO 11290-1, still widely used in Brazil, has laborious, hight time
consuming and reduced sensitivity. Current molecular techniques, such
as real-time PCR, for example, are extremely sensitive, fast and
effective for the detection of foodborne pathogens. On that basis, this
study aimed to detect the presence of L. monocytogenes in fish-based
product sample using two different protocols (application of commercial
kit and protocol in house) of a molecular technique: the real-time PCR.
The results were compared to those obtained with the conventional
technique acoording to ISO 11290-1. There were analyzed ninety
samples of the fish-based products sold in supermarkets from the coast
of Santa Catarina. The samples included nine types of fish products,
which were: ten samples of tuna pizza, ten samples of kani, ten samples
of codfish balls, ten samples of fish dumpling, ten samples of fish
burger, ten samples of fish fillet, ten samples of baked seafood, ten
samples of hake nuggets and ten samples of nuggets kids. L.
monocytogenes was detected in eight samples (8.88%) by real-time
PCR protocol in house, in seven samples (7.77 %) by real time PCR
protocol with a commercial kit and in six samples (6.66 %) by ISO
11290-1 technique. The products which had positive samples were tuna
pizza, codfish balls, fish fillet and fish balls. The results showed a high
incidence of L. monocytogenes in fish-based products, and indicate an
increased sensitivity of PCR analysis compared to conventional
methodology, and the protocol in house of the real-time PCR assay
technique was the most sensitive, despite not having statistically
significant difference.

Keywords: L. monocytogenes, Real-time PCR, Seafood products; Read
to eat products;
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INTRODUCAO

O consumo de peixes e frutos do mar vem aumentando nas
Gltimas quatro décadas no mundo, tanto pela maior demanda quanto
pelas mudangas no habito alimentar da populacdo, que vem, cada vez
mais, buscando produtos com perfil nutricional adequado. Estima-se
gue o atual consumo de peixe per capita seja de mais de 19 kg por ano
(FAO, 2013).

A producdo e comércio mundial de frutos do mar também tém
apresentado um crescimento continuo ao longo dos ultimos 60 anos. As
importacdes mundiais de produtos marinhos comestiveis, por exemplo,
aumentaram de 1,0 milhdo de toneladas em 1979 para 2,3 milhdes de
toneladas em 2009. Ha também uma grande variedade de espécies de
frutos do mar disponiveis no mercado global, com 25 grandes grupos de
espécies contabilizadas em todo o mundo e cerca 1.700 espécies de
peixes comerciais nomeado pelo FDA (Food and Drug Administration)
(HELLBERG; MORRISSEY, 2011).

Frutos do mar sdo uma excelente fonte de proteina de alta
qualidade e contém lipidios com altos niveis de &cidos graxos
insaturados, que sdo requeridas para reduzir o risco de doenca
cardiovascular. Além disso, esses produtos sdo de facil digestdo, além
de uma boa fonte de muitas vitaminas e minerais (GAMBARIN et al.,
2012).

O acesso a alimentos seguros e de boa qualidade é uma das
condicdes essenciais para a promoc¢do e manutencdo da salde humana,
além de contribuir para 0 aumento da produtividade e o bem estar das
pessoas (MINISTERIO DA SAUDE, 2005). As doencas de origem
alimentar influenciam a vida de milhGes de pessoas e causam prejuizos
econdmicos significativos, envolvendo custos com tratamentos médicos,
salarios, negdcios desfeitos, alimentos descartados e despesas associadas
com a limpeza das instalagfes das industrias alimenticias (NEAL,
2013).

No entanto, a producdo e a industrializacdo de alimentos
isentos de bactérias patogénicas se tornam dificeis na pratica, mesmo
com a aplicacdo das Boas Praticas de Fabricacdo e dos Procedimentos
Padrdo de Higiene Operacional nas inddstrias de alimentos, que séo as
bases essenciais da seguranca da qualidade para programas como
APPCC (Analise dos Perigos e Pontos Criticos de Controle) (SALLES
et al., 2002).
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Produtos de pescado desencadeiam frequentemente alertas de
regulacdo nos paises importadores. O Sistema de Alerta Rapido para
Alimentos e RagGes (RASFF) da Unido Européia (EU) indica que, em
comparagdo com outras categorias de produtos alimenticios, esta
categoria é a segunda mais frequente no nimero de alertas ativados
entre 2009 e 2012. RejeicBes de produtos de pesca respondem por
aproximadamente 15% do total de rejeicdes de produtos em 2012 pelo
RASFF. A bactéria Listeria monocytogenes (L. monocytogenes)
provocou a retencdo do produto em 4% dos casos registrados em todo o
mundo (ANONYMOUS 2013; NORHANA et al., 2010).

L. monocytogenes é um agente patogénico de origem
alimentar que estd amplamente distribuido no ambiente e ocorre
naturalmente em muitos alimentos crus. Esta é considerada uma bactéria
importante dentro do grupo de micro-organismos capazes de causar
doencas veiculadas por alimentos, através do consumo de pescados
(GONCALVES, 2011).

Ao longo das Ultimas trés décadas, a crescente preocupacdo
com L. monocytogenes e seu papel na seguranca alimentar foi
estabelecida em todo o mundo. Surtos causados por este agente séo
relatados em paises em desenvolvimento, bem como em paises
desenvolvidos (DE CASTRO et al., 2012). A listeriose é descrita como
a responsavel por cerca de 1.600 casos doencas transmitidas por
alimentos , 1.500 hospitalizacdes e 260 mortes anualmente nos EUA
(SCALLAN etal., 2011).

O consumo de produtos alimentares contaminados com L.
monocytogenes provoca uma gama de manifestacdes clinicas incluindo
septicemia, meningite, gastroenterite e aborto, com um valor
aproximado de 20% de taxa de letalidade, sendo que, em grupos de alto
risco, como mulheres gravidas, idosos e adultos imunocomprometidos a
taxa de letalidade aumenta para até 75% (FRETZ et al., 2009).

A ampla distribuicdo desse micro-organismo no ambiente,
combinado com as diversas condicbes de crescimento do patdgeno
parecem ser as principais causas de sua forte capacidade de proliferagédo
em diferentes tipos de produtos alimentares, incluindo queijo, leite cru,
sorvete, carne, peixe e alimentos prontos para 0 consumo
(PESAVENTO et al., 2010). A contaminacdo de produtos por L.
monocytogenes, portanto, tem um impacto significativo sobre o
comércio internacional de frutos do mar, causando perdas financeiras
diretas e indiretas, podendo reduzir a vida de prateleira do produto e
apresentar altos custos associados a recalls de produtos (NORHANA et
al., 2010).
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No Brasil, 0 Ministério da Agricultura (MAPA), em 2009, por
meio da Instru¢do Normativa n°9, instituiu procedimentos de controle
de L. monocytogenes em produtos de origem animal prontos para o
consumo (BRASIL, 2009). Coletas oficiais de produtos prontos e pré-
prontos para 0 consumo nas industrias de pescado do pais vem sendo
realizadas desde agosto de dois mil e treze pelo MAPA, a fim de obter
um panorama da situacdo atual e prevenir possiveis problemas de salde
publica associados ao consumo de produtos de pescado contaminados
com L. monocytogenes.

A legislacdo brasileira, no entanto, ainda ndo define
pardmetros microbioldgicos para L. monocytogenes em produtos de
pescado. A maioria dos paises possui tolerncia zero para a presenca
de L. monocytogenes em certos alimentos para consumo humano,
assim se torna ainda mais importante possuir testes rapidos com alta
sensibilidade a disposi¢éo.

Os paises europeus, por exemplo, possuem regulamentacéo
para L. monocytogenes em produtos prontos para 0 CONSUMO
estabelecendo o valor maximo de 100 UFC/grama por amostra, durante
a vida de prateleira (EC 1441/2007). O Canada também determina esse
mesmo valor como maximo em produtos enquadrados como de baixo
risco (HEALTH CANADA, 2011). Ja a legislacdo americana define
como ilegal a venda de produtos prontos para o consumo contaminados
com qualquer quantidade de L. monocytogenes (FDA, 2011).

Além disso, os métodos analiticos utilizados atualmente para
a detecgdo de patdgenos bacterianos em alimentos no Brasil ainda é o
cultivo convencional seguindo protocolos padronizados (como a
metodologia 1ISO 11290-1). Estes métodos, no entanto, sdo demorados
e ndo fornecem informacdes rapidas e precisas sobre contaminagGes de
alimentos e, portanto, sdo limitados em sua capacidade de proteger 0s
consumidores de potenciais riscos microbianos (ROHDE et al., 2015).
O extenso tempo necessario para emissdo de um resultado definitivo
traz prejuizos também a indlstria, em funcdo da necessidade de
liberacdo dos produtos pereciveis no mercado antes da sua data de
validade.

Segundo Gasanov et al. (2005), a identificacdo de L.
monocytogenes através de métodos moleculares estd se tornando cada
vez mais popular em todo mundo, pois estas técnicas sdo extremamente
rapidas, precisas, sensiveis e especificas. Umas das técnicas moleculares
utilizada para a deteccdo de L. monocytogenes em alimentos é o PCR
em tempo real, sendo que as principais vantagens dessa técnica séo:
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elevada sensibilidade e especificidade e excelente eficiéncia (CHUANG
etal.,, 2012).

A utilizacdo de métodos rapidos e mais confiaveis traz
beneficios a toda cadeia produtiva de pescado, principalmente ao
consumidor final. Dessa forma, pesquisas sobre a ocorréncia de L.
monocytogenes em alimentos prontos para 0 consumo tornou-se cada
vez mais importante, sobretudo tendo em conta que o0s produtos
envolvidos nos surtos e casos esporadicos de listeriose sdo
predominantemente alimentos processados refrigerados e com longa
vida de prateleira (BENETTI et al., 2012).

Além disso, embora L. monocytogenes seja amplamente
estudada, os dados da literatura sdo bastante escassos quanto a sua
ocorréncia em produtos de pescado, 0 que também motivou a
realizacdo deste trabalho.



CAPITULO | - REVISAO BIBLIOGRAFICA






31
1 Produgéo e consumo de pescado no mundo

O consumo de pescados aumentou recentemente devido ao
aumento da conscientizagdo dos consumidores sobre nutrigdo e
alimentacdo de qualidade (GHANBARI et al., 2013). Pescados
representam importantes fontes de proteinas na alimentacdo do ser
humano, apresentam alta qualidade nutricional e alta digestibilidade,
com quantidade de proteina semelhante as encontradas nas carnes
bovina e de frango. Além disso, os valores encontrados para vitamina A,
calcio e fosforo sdo superiores na carne de peixe, quando comparados
com a carne bovina e de frango (OSTRENSKY et al., 2008).

A FAO (Food and Agriculture Organization of the United
Nations) estima que a pesca e a aquicultura sdo o sustento de 10 a 12%
da populagdo mundial. Nos paises insulares e costeiros, esse nimero
aumenta bastante e, no quesito consumo, nesses paises cerca de 70% da
proteina consumida é proveniente de pescados (FAO, 2013).

A producdo pesqueira e de aquicultura no mundo foi de 158
milhGes de toneladas em 2012, cerca de 10 milhdes de toneladas a mais
do que em 2010. O peixe continua a ser um dos alimentos mais
comercializados no mundo, tendo atingido o valor de cerca de 13
bilhdes de dolares em 2012, com tendéncia ao crescimento (FAO,
2013).

A porcentagem da producdo pesqueira utilizada para consumo
humano aumentou de cerca de 70 por cento nos anos 80 para um nivel
recorde de mais de 85 por cento (136 milhdes de toneladas) em 2012.
A0 mesmo tempo, 0 consumo de peixe per capita aumentou de 10 kg na
década de 60 para mais de 19 kg em 2012 (FAO, 2013).

2 Producéo e consumo de pescado no Brasil

No ano de 2013, o Brasil quase dobrou a producédo de pescado
- foram 2,5 milhdes de toneladas, contra 1,5 milhdo de toneladas de
2012, no entanto, a producdo estd muito abaixo da capacidade do pais
(BRASIL, 2013). Segundo dados estimados pelo Ministério da Pesca e
Aquicultura (MPA), em 2011, a importacdo de pescado e subprodutos
atingiu US$ 1.2 bilhdes, enquanto a exportacdo do produto nacional
atingiu US$ 271.193.147 (42.263.415 kg) (BRASIL, 2011).
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No Brasil, o consumo de pescado ainda é baixo, mesmo tendo
aumentado nos ultimos anos para 11,17 kg por habitante por ano
(BRASIL, 2013), valor ainda abaixo do minimo recomendado pela
Organizacdo Mundial de Salde, que é de 12 kg por habitante por ano
(FAO, 2012), no entanto, 14,5% a mais do que em relacdo ao ano
anterior (BRASIL, 2010).

3 Doengas veiculadas por alimentos (DVAS)

A Organizagdo Mundial da Saude estima que anualmente
ocorrem 1,2 bilhdes de episodios de diarreia e cerca de 2,2 milhdes de
oObitos atribuidos ao consumo de alimentos contaminados (OPAS, 2008).
Sabe-se que aproximadamente 43% das zoonoses descritas como de
interesse em Salde Publica, sdo de origem alimentar o que define a
importancia do estudo destas enfermidades (OMS, 2009).

No Brasil, conforme dados apresentados pelo Ministério da
Saude, no ano de 2013, ocorreram 800 surtos de DVAs no pais, com
2.950 doentes e 6.286 pessoas expostas ao risco. De todos os surtos
relatados até hoje, por patégenos de origem alimentar, em 51,34% dos
casos, ndo houve elucidacdo do agente causador. No entanto, pouco se
sabe sobre a magnitude real deste problema no Brasil devido a falta de
notificacdo de muitos casos e surtos de DVAs (SVS, 2014).

Apesar da comprovada relagdo de varias doengas com a
ingestdo de alimentos contaminados, do elevado nimero de internagdes
hospitalares e da persisténcia de altos indices de mortalidade infantil por
diarreia, em alguns estados e municipios do Brasil, pouco se conhece da
real magnitude do problema, pois os casos e surtos de DVA ndo sdo
notificados (MINISTERIO DA SAUDE, 2014).

Em geral, os veiculos para a maioria das doencas transmitidas
por alimentos sdo: a carne bovina (8,53%), as aves (4,14%), 0s ovos €
produtos lacteos (14,62%) e os frutos do mar (6,63%) (RANTSIOU,
2008). Este valor é bastante preocupante se for levado em consideracéo
que os frutos do mar sdo consumidos em menor quantidade e frequéncia
em relacdo aos outros alimentos.

4 Doencas Veiculadas por Alimentos (DVAs) através de pescado

Entre os produtos de origem animal, o pescado é um alimento
de extrema importancia na dieta dos seres humanos, possui um alto
valor nutricional, rico em proteinas, vitaminas e sais minerais
contribuindo na preservacdo e manutencdo da salde humana. Porém em
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algumas situagdes podem servir como importante via de transmissdo de
agentes infecciosos (GAMBARIN et al., 2012).

Em virtude das caracteristicas de composicdo, atividade de
agua, potencial eletrolitico e condicbes de higiene, transporte e
armazenamento, os pescados frescos sdo vulneraveis a acdo de
microrganismos deterioradores e patogénicos ao homem. Estes fatores
favorecem a colocacdo dos pescados no topo da lista de alimentos
associados com doengas veiculadas por alimentos (ABABOUCH et al.,
2005).

Alguns frutos do mar sdo inerentemente mais potencialmente
perigosos do que outros, devido a muitos fatores, incluindo a natureza
do ambiente de onde eles vém, seu modo de alimentacdo, a época em
que eles sdo pescados e como eles sdo preparados e servidos (BASTI et
al., 2006).

Todos os frutos do mar podem ser suscetiveis a superficie ou
contaminacdo de tecidos de origem a partir do meio marinho. Moluscos
bivalves alimentam por filtragem de grandes volumes de 4gua do mar.
Durante este processo, em que podem acumular-se e concentrar-se
micro-organismos patogénicos que estdo naturalmente presentes em
aguas de colheita, tais como Vibrio spp. Surto de doencas associadas ao
marisco, ligadas as aguas poluidas tem sido causado por calicivirus,
virus da hepatite A, e Salmonella typhi entérica (BASTI et al., 2006).

As bactérias patogénicas relacionadas a alimentos marinhos
podem ser divididas em trés grupos, aquelas que sdo componentes
naturais de ambientes marinho ou estuario (Vibrio spp., L.
monocytogenes, Clostridium botulinum e Aeromonas hydrophila);
bactérias entéricas que estdo presentes neste ambiente devido a
contaminacédo fecal; e aquelas que contaminam os alimentos durante o
processamento (NORHANA et al., 2010).

Embora a cadeia de producdo de frutos do mar enfrente varias
ameagas, apenas algumas espécies microbianas, incluindo Listeria spp.
Salmonella spp., e Vibrio spp. tém sido exaustivamente estudados no
que diz respeito a sua prevaléncia e impacto sobre os regulamentos € a
salde publica (GHANBARI et al., 2013).

5 Listeria

Listeria é uma bactéria conhecida dos cientistas ja hd muitos
anos. Suas caracteristicas de patégeno intracelular vém atraindo estudos
desde que Murray, Webb e Swann relataram, em 1924, o primeiro
isolamento de um microrganismo que foi responsavel por uma
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leucocitose mononuclear tipica em coelhos denominando-o de
Bacterium monocytogenes. Pirie, em 1930, isolou um microrganismo
semelhante em roedores e o nomeou de Listerella hepatolytica em
homenagem ao cirurgido britanico, Sir Joseph Lister. A denominagéo
Listeria monocytogenes s6 foi definida em 1940 e, em 1948, foi incluida
no Manual Bacteriolégico Determinativo de Bergey (CRUZ et al.,
2008).

Os membros do género Listeria sdo bastonetes gram-positivos
gue sdo encontrados como unidades individuais ou em cadeias curtas e
ndo sdo produtoras de esporos. Sdo moveis a 28°C, por meio de um a
cinco flagelos peritriquios, mas sdo menos moveis a 37°C. A
temperatura 6tima de crescimento é entre 30°C a 37°C, mas o0 patdgeno
é capaz de se multiplicar em temperaturas de refrigeracdo (4° C)
(GARRIDO et al., 2010).

O género Listeria é composto por 10 espécies: a mais
frequentemente encontrada Listeria monocytogenes, Listeria ivanovii,
Listeria grayi, Listeria innocua, Listeria welshimeri, Listeria seeligeri, e
as mais recentemente reconhecidas: Listeria marthii , Listeria
rocourtiae , Listeria weihenstephanensis e Listeria fleischmannii
(BERTSCH et al., 2013; LANG et al., 2013). No entanto, somente sdo
consideradas patogénicas para humanos as espécies Listeria
monocytogenes e Listeria ivanovii (PAGADALA et al., 2012).

Conforme descrito na Tabela 01, a qual compara a viruléncia
de cada espécie de Listeria em humanos e animais, foram reportados
somente onze casos de infeccdo por Listeria ivanovii em humanos (OIE,
2014).
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Tabela 01: Espécies de Listeria e capacidade de viruléncia em humanos e
animais.

[Espécies de Listeria Viruléncia em humanos  |Viruléncia em animal |
L. monocytogenes + +

L.ivanovii subsp. Ivanovii -

L.innocua - +
L.welshimeri - -
L. seeligeri - -
L.grayi subsp. Grayi L.

ivanovii subsp. murrayi - +
L. marthi - -
L. rocourtiae - -
L. Weihenstephanensis - -

Fonte: (OIE, 2014).

Casos de listeriose geralmente resultam do consumo de
alimentos contaminado, sendo que as espécies de Listeria tém sido
isoladas a partir de uma variedade de produtos, incluindo alimentos
prontos para 0 consumo e alimentos contaminados no ambiente de
processamento (HAGE et al., 2014).

A presenca de Listeria spp em alimentos pode ser utilizada
como um micro-organismo indicador, pois sua presenca demonstra que
existiram condicfes para o crescimento de cepas patogénicas (HAGE et
al., 2014).

6 Listeria monocytogenes

L. monocytogenes representa uma preocupagdo constante para
as industrias de alimentos e 6rgdos oficiais de regulamentacdo, pois
além de sua caracteristica ubiquitaria, esta espécie possui habilidade de
sobreviver em condi¢des adversas e tem capacidade para crescer em
temperaturas de refrigeracdo, resistir ao congelamento e aos diversos
antimicrobianos, tornando um dos microrganismos de grande
importancia entre os patdgenos de veiculagdo alimentar (GANDHI &
CHIKINDAS, 2007).

Apesar de ndo ser uma lider como causa de DVAs, a L.
monocytogenes estd entre as principais causas de morte por doencgas
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transmitidas por alimentos. Um relatério recente dos Centros de
Controle e Prevencdo de Doencas (CDC) estima que a L.
monocytogenes provoca 255 mortes nos EUA anualmente (FDA, 2012).

No Canada, a taxa nacional relatada de listeriose tem
aumentado ao longo dos ultimos anos. De 2,3 casos por milhdo de
habitantes em 2000, para 4,2 casos por milhdo de habitantes em 2007
(PHAC, 2007; CLARK et al.,, 2009). Um aumento acentuado na
incidéncia foi notado em 2008, com 7,2 casos por milhdo de habitantes
(PHAC , 2009a).

Isso ocorreu, em grande parte atribuivel a dois grandes surtos
envolvendo 57 e 40 casos confirmados, respectivamente (PHAC, 2009b;
PHAC, 2010, GAULIN E RAMSAY, 2010). Franca, Reino Unido e
varios outros paises europeus também relataram aumento da incidéncia
de listeriose ao longo dos Gltimos anos. Nesses paises, 0 aumento tem
sido predominantemente impulsionado por um aumento da incidéncia
em pacientes > 60 anos de idade (GOULET et al, 2008; ACMSF ,
2009).

6.1 Caracteristicas do agente

L. monocytogenes € uma bactéria gram positiva, resistente;
tolerante ao sal e ndo s6 pode sobreviver em temperaturas abaixo de 1°
C, mas também crescer nestas condicGes, ao contrario muitos outros
agentes patogénicos. Também é notavel por sua persisténcia em
ambientes de fabricagdo de alimentos. A bactéria é onipresente no
ambiente e pode ser encontrada em ambientes Umidos, solo e vegetacdo
em decomposicdo (JEYALETCHUMI et al., 2010a).

L. monocytogenes multiplica-se em pH entre 5,0 e 9,0 com
6timo em pH 7,0 e 7,5. E termolabil, podendo ser destruida durante o
cozimento. Temperaturas como as utilizadas para pasteurizacdo de leite
a 71,7°C por 15 segundos podem inativar este microrganismo (CRUZ et
al., 2008).

A atividade de agua oOtima para seu desenvolvimento é
préxima a 0,97. Contudo, essa bactéria tem a capacidade de multiplicar-
se em atividade de agua considerada baixa para a multiplicacdo de
patégenos — 0,92. Ja foi relatada a sobrevivéncia de L. monocytogenes a
4°C por, pelo menos, 132 dias em caldo triptona de soja contendo NaCl
na concentracdo de 25,5%, com Aw de aproximadamente 0,83
(FRANCO; LANDGRAF, 2003).

L. monocytogenes esta distribuida amplamente no ambiente; é
encontra em solos, &gua, aguas residuais e vegetagcdo em decomposicao.
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E comum no intestino de humanos e animais domésticos, produtos
agricolas frescos e meio ambiente da area de processamento na industria
(MCLAUCHLIN et al., 2004; OIE, 2014).

6.2 Listeriose

A listeriose pode se manifestar de duas diferente formas, ou
seja, uma forma invasiva e outra ndo invasiva. Listeriose invasiva
geralmente se desenvolve em pessoas com o sistema imunoldgico
comprometido enquanto a listeriose ndo-invasiva pode se desenvolver
em qualquer pessoa, quando um grande numero de bactérias (por
exemplo , >103 UFC / g) sdo consumidos (EC 2073/2005; FDA, 2012).

Segundo Silva et al. (2007) e Cruz et al. (2008), as
manifestacfes associadas com L. monocytogenes incluem desde
sintomas semelhantes a um simples resfriado com febre baixa e mal
estar, que pode passar despercebido, ou evoluir para meningite,
meningoencefalite, septicemia, aborto ou parto prematuro.

Varios modos de transmissdo foram identificados: mée—feto
através de infeccdo no Utero ou infeccdo durante o parto, animal para
humano e, o mais importante, a transmissdo para 0s seres humanos
através do consumo de alimentos contaminados (MCLAUCHLIN et al ,
2004) .

A infeccdo de adultos saudaveis é relativamente raro. A maior
incidéncia de listeriose é entre as mulheres gravidas, os idosos (> 60
anos de idade) e individuos imunocomprometidos. Entre os idosos, o
risco aumenta com a idade, ou seja, em comparacdo com individuos
saudaveis de 40 a 59 anos de idade, os dados canadenses mostram que
as pessoas de 65 a 69 anos de idade tém o risco 4 vezes aumentado,
enquanto aqueles com idade entre 75 a 79 anos de idade tém quase a 9
vezes mais risco de contrair a doenca (PHAC , 2009).

Mclauchlin et al (2004) também descreve que a maioria dos
casos sdo encontrados em pacientes imunodeprimidos (por exemplo,
pessoas com cancer, infeccdo pelo HIV, diabetes mellitus, problemas
cardiacos, individuos com cirrose alcodlica e/ou insuficiéncia renal),
em idosos e mulheres gravidas, bem como recém-nascidos. Ainda
segundo os autores ha casos subclinicos, descritos nos EUA, Italia e na
Escandinava.

Os sintomas séo geralmente amenos em mulheres gravidas, no
entanto, a passagem do micro-organismo através da placenta podera
causar aborto, natimorto, ou septicemia perinatal ou meningite no
recém-nascido (HEALTH CANADA, 2010). Mclauchlin et al (2004)
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cita, ainda, a ocorréncia de trabalho de parto prematuro, infeccdo
precoce do recém-nascido. Resultados demonstram que quando a
infeccdo ocorre no inicio da gestacdo, ocorre septicemia e angustia
respiratoria. Quando a infecgdo é tardia, 7 a 20 dias apds o parto ocorre
sinais de meningite neonatal resultando em aproximadamente 10% da
mortalidade (ROBERT et al., 2009).

Em comparacdo a outras bactérias que causam doencas
transmitidas por alimentos, a L. monocytogenes é uma das mais
frequentes causas de morte, ou seja, 20-30 % das infeccOes de listeriose
de origem alimentar em individuos de alto risco séo fatais (HEALTH
CANADA, 2010). Um dos motivos relatados é a capacidade do micro-
organismo de infectar drgaos tais como o cérebro, figado, placenta, além
da corrente sanguinea (ROBERT et al., 2009).

Segundo o FDA (2012) a forma grave da infeccdo por L.
monocytogenes tem uma letalidade taxa de 15% a 30%, em geral.
Quando ocorrem complicacles, a taxa de letalidade pode ser muito
elevada, como no caso de meningite, chegando até em torno de 70%,
50% no caso de ocorrer septicemia e, em infec¢Bes perinatais / neonatais
, mais do que 80%.

A gastrenterite causada por L. monocytogenes tem um periodo
de incubacdo relativamente curto, de algumas horas a dois ou trés dias.
Ja a forma grave e invasiva da doenga pode ter um periodo de incubacéo
muito longo, estima-se que pode variar de 3 dias a 3 meses (FDA,
2012).

6.3 Mecanismos de patogenicidade

A L. monocytogenes possui 13 sorotipos que podem causar
doenca, porém mais que 90% dos isolados humanos pertencem aos 3
sorotipos: 1/2a, 1/2b, e 4b (SWAMINATHAN et al., 2007). Cepas
pertencentes ao sorotipo 4b sdo altamente virulentas, podendo ser fatal
mesmo em individuos saudaveis. A natureza invasiva de L.
monocytogenes leva a condicGes fatais, tais como septicemia, meningite
e encefalite, entre outras condi¢des (CHIARINI et al., 2009; JADHAV
et al., 2012; RODRIGUEZ et al, 2004a; WARRINER; NAMVAR,
2009).

L. monocytogenes € patogeno intracelular facultativo,
sobrevivendo e proliferando em macréfagos, enterécitos e outras
células. Penetra no organismo do homem por ingestdo e necessita aderir
a mucosa intestinal. A bactéria possui motilidade por flagelos, mas s6 é
movel a temperaturas entre 20°C a 25°C. O microrganismo desenvolveu
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estratégia para movimentar-se de outra maneira no corpo humano, sendo
este um ponto importante para a sua viruléncia. Listeria monocytogenes
requisita actina da célula hospedeira para se mover através e entre as
células do hospedeiro, similarmente a Shigella spp. (AL-ZEYARA et
al., 2011).

A fim de colonizar o trato gastro intestinal, 0 microrganismo
deve sobreviver as condi¢des adversas, como a acidez estomacal, a alta
osmolaridade e a presenca de sais biliares no intestino delgado
(RODRIGUEZ et al, 2004a). O intestino delgado é o primeiro local
onde ocorre a invasdo, a partir dai L. monocytogenes pode espalhar-se
de uma célula para outra sem sair para o ambiente extracelular,
escapando assim a partir do sistema imunitario para células T humanas,
e invadir outros tecidos e 6rgaos (WARRINER; NAMVAR, 2009).

E muito importante para este agente patogénico conseguir
entrar numa célula a fim de replicar e, assim, provocar a listeriose
(MEEKS et al, 2009). Assim, o ciclo de infeccdo por L. monocytogenes
inicia-se com a adesdo da bactéria a superficie da célula eucaridtica e
posterior entrada na mesma através de fagocitose ou, no caso de células
ndo-fagociticas, pela interacdo entre moléculas ligante presentes na
superficie da bactéria e receptores da superficie da célula eucaridtica. A
invasdo ocorre por um mecanismo conhecido como “ziper” no qual a
bactéria progressivamente vai penetrando na célula até que seja
totalmente internalizada (JADHAYV et al., 2012).

Os ligantes de L. monocytogenes sdo principalmente as
internalinas A e B (InlA e InIB), que sdo proteinas de superficie
caracterizadas por possuir repeticbes ricas em leucina (LRR),
responsaveis por intermediar a ligacdo com a célula do hospedeiro.
Estas proteinas sdo codificadas pelos genes inlA e inIB. (CABANES,
2004).

Em pouco tempo apds fazer contato com as células dos
tecidos, a bactéria Listeria é fagocitada. Uma vez no interior do
fagossomo, o microrganismo secreta hemolisinas (sendo a listeriolisina
O, seu maior fator de viruléncia) e fosfolipases. A Listeriolisina O
(LLO) e uma proteina téxica codificada pelo gene hly (JACQUET,
2002).

Durante a infeccdo, a LLO provoca rompimento das
membranas, especialmente aquelas formadas entre os vaclolos
fagocitéarios e os lisossomas, além da formacdo de poros ou lesbes na
mesma. Esses poros possivelmente facilitam o acesso das fosfolipases e
de seus substratos ao interior celular. As fosfolipases irdo auxiliar na
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degradacdo final da membrana da prdpria célula invadida
(CHURCHILL et al., 2006; LE MONNIER, 2011).

Isso evita, portanto, a formagdo dos fagolisossomas, que
poderiam destruir a bactéria por meio das hidrolases acidas ai existentes.
Listeria, assim, sobrevive e se multiplica dentro das células fagocitarias.
As enzimas hidroliticas, apds a ruptura das membranas dos lisossomas,
sdo liberadas e provocam a destruicdo dos macréfagos e mondcitos
(CABANES, 2004).

A figura 01 demonstra o ciclo de vida intracelular da bactéria,
incluindo os genes de viruléncia envolvidos em cada etapa.

Figura 01: Ciclo de vida intracelular da L. monocytogenes.
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Fonte: TILNEY; PORTNOY, 19809.

A temperatura & muitas vezes utilizada como um sinal para
controlar a transcricdo de genes de viruléncia necessarios para a
infeccdo ou genes necessarios para a persisténcia no meio ambiente. No
entanto, muito pouco se sabe sobre os mecanismos moleculares que
permitem as bactérias se adaptarem e responderem a flutuacBes de
temperatura (KAMP; HIGGINS, 2011).
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6.3.1 Gene de viruléncia hly

Diversos estudos vém sendo realizados com 0s genes
envolvidos na viruléncia de L. monocytogenes, e novas descobertas
sobre suas fungBes e mecanismos de acdo comecam a surgir (LE
MONNIER, 2011).

O gene da hemolisina, hly, foi o primeiro fator de viruléncia
identificado e sequenciado em Listeria sp. A Listeriolisina O (LLO)
produzida por ele tem uma acdo importante no ciclo de vida intracelular
de L. monocytogenes. Ela permite que a bactéria escape dos vacuolos,
primério e secundario, de defesa da célula invadida e, entdo, permaneca
livre no citosol para sua multiplicacdo e disseminagdo. Tambeém possui
acdo citotdxica em células fagociticas (JACQUET, 2002; LE
MONNIER, 2011).

A acdo da toxina LLO, produzida pelo gene hly, é considerada
a mais importante entre os fatores de viruléncia em L. monocytogenes.
Em funcdo disso, este gene vem sendo amplamente estudado e ja tem
sido utilizado inclusive para a detec¢do especifica de L. monocytogenes
em produtos alimenticios (LE MONNIER, 2011).

6.4 Dose infectante

A dose infectante de L. monocytogenes é indeterminada, mas
acredita-se variar de acordo com a cepa, a susceptibilidade do
hospedeiro, além de se acreditar que a matriz alimentar envolvida
também possa afetar a relacdo dose —resposta (FDA, 2012).

No entanto, Bortolussi (2008) define que a dose infectante
desse patdgeno alimentar é estimada entre 10-100 milhdes de unidades
formadoras de coldnias (UFC) em hospedeiros saudaveis, e somente
0,1-10 milhdes de UFC em pessoas com condicBes predisponentes. Ja
Warriner e Namvar, (2009) definem que, embora ndo totalmente
esclarecida, a dose necessaria para causar doenca em individuos
susceptiveis podem ser na ordem de 100 a 1000 células do patogeno.

Um modelo de dose- resposta definitiva para L.
monocytogenes em seres humanos ainda ndo foi estabelecido. No
entanto, com base em dados de casos atuais de todo o mundo, a
probabilidade de qualquer um alimento contaminado com baixo nimero
de L. monocytogenes, resultando em doenca é considerada como sendo
remoto (FAO/WHO, 2004a).
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6.5 Alimentos envolvidos

A ocorréncia ubiqua e 0 aumento da capacidade de crescer ou
sobreviver em um ambiente refrigerado faz da L. monocytogenes um
desafio significativo na producdo de alimentos em comparacdo com a
maioria dos outros micro-organismos (RANTSIOU, 2008).

L. monocytogenes tem sido isolada de diferentes alimentos,
tais como leite cru e pasteurizado, queijo, carne bovina, suina, de aves,
peixes, embutidos, carne moida de diferentes animais, produtos carneos
crus e termoprocessados, além de produtos de origem vegetal, de origem
marinha, e refei¢des preparadas. Estes isolamentos tém sido realizados
em varios paises, incluindo o Brasil (FRANCO; LANDGRAF, 2003).

Este é especialmente o caso de alimentos prontos para o
consumo, pois estes produtos ndo recebem nenhum tratamento térmico
gue possa eliminar uma possivel contaminacdo pela bactéria. Além
disso, a L. monocytogenes é muito importante nos alimentos ja
processados termicamente, 0s quais podem ser contaminados no
ambiente de producdo, durante a sua fabricagdo (FDA, 2012, EC
2073/2005, RANTSIOU, 2008).

Clark et al., (2010) descreve que surtos de listeriose tém sido
atribuidos a produtos alimentares RTE (READY TO EAT- pronto para o
consumo), como patés, salsichas, certos tipos de charcutaria, wraps de
frango, queijo feito de leite cru ou leite pasteurizado, leite pasteurizado
(incluindo leite com chocolate), manteiga, bolos congelados, sorvetes,
creme de leite, salada de repolho, salada de frutas, pescados, mexilhdes
fumados, truta defumada, carne de caranguejo, camarao, sanduiches preé-
embalados , assim como arroz e salada de milho.

No entanto, os alimentos implicados em grandes surtos de
listeriose em todo 0 mundo sdo normalmente aqueles em que a bactéria
esta presente ou pode crescer a niveis que podem apresentar um risco
para os consumidores. Em geral, o risco de contrair listeriose de origem
alimentar depende de fatores como a susceptibilidade do hospedeiro, a
quantidade e frequéncia de consumo do alimento contaminado, a
frequéncia, distribui¢do e nivel de L. monocytogenes no alimento (FAO
/ WHO, 2004b).

Os alimentos que contém baixos niveis de L. monocytogenes
(por exemplo, <100UFC/g) representam baixo risco (CHEN et al , 2003;
FAO/WHO, 2004b). De fato, em casos onde alimentos ligados a surtos
de listeriose ainda estavam disponiveis para testes, os niveis de L.
monocytogenes detectado tém sido geralmente elevados (ou seja, > 103
UFC / @), o que sdo consideradas amostras ndo conformes (EC
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1441/2007). Consequentemente, sdo considerados de risco baixo os
alimentos em que o0 organismo nao pode crescer ou possui um potencial
limitado para o crescimento em que os niveis ndo excedam 100 UFC / g
até o prazo de validade indicado (EC 1441/2007).

A contaminac¢do de produtos prontos para o consumo com L.
monocytogenes pode ocorrer em varios estagios, por meio de
manipuladores de alimentos, no local de processamento, durante a
adicdo de ingredientes crus, ou apos tratamento de letalidade na area de
embalagem de alimentos (LIANOU; SOFOS, 2007).

A manutencdo da cadeia de frio € um meio efetivo para
prevenir a multiplicacdo de microrganismos em produtos alimenticios.
Porém a habilidade de alguns psicotrépicos como a L. monocytogenes
em multiplicar-se a temperaturas de refrigeracdo € um motivo de
preocupacdo. A temperatura de estocagem a 2°C e a reducdo de
oxigénio em embalagens a vacuo permite a multiplicacdo de L.
monocytogenes em niveis detectaveis, por sua caracteristica de
anaerobiose facultativa. L. monocytogenes também sobrevive a
mudangas drasticas como as que ocorrem no abate e nas operagOes de
refrigeracdo (CATTANI, 2011).

A presenca de L. monocytogenes em produtos cozidos indica
em sua maioria, contaminagdo pos-processamento térmico (ICMSF,
2005). A contaminagdo por L. monocytogenes em produtos processados
também pode ser decorrente de contaminacgdes cruzadas de médos e luvas
de manipuladores (BARBALHO et al.,2005), e do ambiente mal
higienizado. As falhas na higienizacdo (limpeza e sanitizagdo) de
equipamentos e utensilios, associados a contaminacdo ambiental no
interior das instalagdes frigorificas é fator de contaminacdo de cepas
persistentes (GIBBONS et.al., 2006; KARAKOLEV, 2009).

6.6 Legislacao e Pardmetros para Listeria monocytogenes no mundo

Nédo ha consenso sobre os “niveis aceitaveis" de L.
monocytogenes nos alimentos no mundo. Como mostrado na Tabela 02,
os critérios diferem significativamente entre as regides e as autoridades
alimentares (GHANBARI et al., 2013).
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O Regulamento Técnico sobre Padrdes Microbioldgicos para
Alimentos (RDC N° 12, Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria) no
Brasil ndo define o limite de tolerancia para L. monocytogenes em
produtos de pescado. No entanto, entende-se, pela importéncia do
patégeno para a sadude publica, que a tolerancia para a presencga desse
micro-organismo seja zero. O Ministério da Agricultura utiliza como
parametro para as analises oficiais, auséncia de L. monocytogenes em 25
g ou ml de produto

6.7 Incidéncia de Listeria monocytogenes no Brasil e no mundo

Os esforcos excessivos para controlar L. monocytogenes
podem reduzir o nivel de contaminagdo, mas ndo se pode, com as
tecnologias atuais, erradicar L. monocytogenes da éarea de
processamento na industria e nem eliminar completamente o potencial
de contaminag&o dos produtos prontos (BENETTI et al., 2012).

Surtos de L. monocytogenes em produtos prontos para o
consumo, tém sido relatados no mundo todo, devido a sua habilidade de
sobreviver e multiplicar no vdcuo e em produtos embalados em
atmosfera modificada e temperatura de refrigeracdo (MIYASAKI et al.,
2009).

A incidéncia de L. monocytogenes em alimentos RTE varia
de 0 a 10% (LITTLE et al., 2009). Um grande estudo nos EUA
descobriu que a prevaléncia de L. monocytogenes em produtos RTE,
como frutos do mar, carnes defumadas, saladas e queijos variou 0,17-4,7
% (GOMBAS et al., 2003).

Além disso, um estudo recente na Europa constatou que a
prevaléncia de L. monocytogenes em produtos da RTE, como carnes em
fatias, queijos, sanduiches, manteiga, produtos de confeitaria contendo
sorvete e bebidas probi6ticas variou de 0 a 7,0 % (LITTLE et al., 2009).

Cattani (2011) analisou 649 produtos carneos de suinos para
L. monocytogenes, encontrando o patdgeno em 9,40% das amostras,
sendo que as amostras positivas incluiam carne suina in natura,
ingredientes para feijoada e churrasco, linguica frescal, carne suina
temperada, coracdo recheado, sobrepaleta recheada,  espetinho,
salsichas, linguicas cozidas e defumadas, mortadela, pratos prontos para
0 consumo, presunto fatiado, apresuntado e lanche.

Em agosto de 2008 foram colhidas 27 amostras de carne
moida crua em agougues de Araguaina do estado de Tocantins, das
quais 5 (18,5%) foram positivas (MONTEIRO, 2009). Ja em Niteroi
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(RJ), foi encontrado Listeria spp. em 80% das amostras de blanquet de
peru fatiado e em 90% das amostras de presunto de peru fatiado. Destas,
52 cepas eram L. monocytogenes, sendo 51,9%, 34,6%, 7,7%, 5,8%,
pertencentes as sorotipos 4b, 1/2c, 1/2b e 1/2a, respectivamente
(ARAUJO, 1998).

Numa pesquisa realizada em Niteroi (RJ) das 40 amostras de
carne de frango congeladas, isoloram-se 246 cepas de Listeria spp.,
sendo 52 cepas de L. monocytogenes, trés de L. ivanovii, 24 de L.
seeligeri, 35 de L. innocua e 132 de L. welshimeri. Das cepas de L.
monocytogenes, 51,9% pertenciam ao sorotipo % b, 30,8% ao 4 b e
17,3% ao ¥2 ¢ (GONGALVES, 1998).

6.8 Incidéncia de Listeria monocytogenes em produtos de pescado

Listeria spp. é componente da microflora nativa da agua,
portanto, estes micro-organismoss estdo provavelmente presentes na
superficie externa de peixes que nadam nessas aguas. L. monocytogenes
foi detectada na superficie de peixes e no revestimento do estbmago,
branquias, e intestinos destes, mas a carne é geralmente livre do micro-
organismo, a menos que tenha sido contaminado a partir de diferentes
fontes (GUDMUNDSDOTTIR et al., 2006; SOUZA et al., 2008).

Em geral, sdo possiveis duas vias para a contaminacdo dos
peixes por Listeria: (1) a propagacdo de Listeria a partir do contetdo
intestinal para outros tecidos dos peixes (incluindo musculos),
especialmente se o periodo entre a morte e a remocdo das visceras é
superior a algumas horas; (2) a contaminacdo cruzada (devido a
manipulacdo de peixes utilizando equipamentos contaminados e ao
transporte inadequado (GUDMUNDSDOTTIR et al., 2006; SOUZA et
al., 2008).

Vérios surtos de listeriose tém ocorrido ao longo da ultima
duas décadas, e apesar da L. monocytogenes ter sido observada numa
grande variedade de alimentos, a maior ameaca deste patégeno &
associado com produtos refrigerados que tém uma vida util longa e
produtos que sdo geralmente consumidos com pouco ou nenhum
aquecimento anterior (BREMER et al., 2003).

Considerando a significativa implicacdo da listeriose para a
salde publica e da importancia dos produtos do mar como um veiculo
para transmissdo de L. monocytogenes, é importante conhecer a
incidéncia deste patdgeno, conforme descrito na Tabela 03, que
apresenta alguns importantes surtos de listeriose relacionados ao
consumo de produtos marinhos (JAMI et al., 2014).
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L. monocytogenes foi isolada a partir de 3,3% de amostras de
frutos do mar prontos para 0 consumo no Japao e 54% de pescados
frescos comprados nos mercados de varejo nos EUA (DRAUGHON et
al., 1999; INOUE et al., 2000; NEETTO et al., 2008).

Destro et al. (1994) relatou a ocorréncia de L. monocytogenes
em camardes processados em industrias brasileiras. De 178 amostras
analisadas, 89 (50,0%) foram positivas para Listeria sp., sendo que, L.
monocytogenes foi detectada em 32 amostras (18,0%); L. innocua em
30 amostras (16,9%); L. seeligeri em 40 (22,4%); L. ivanovii em
11(6,2%); e L. welshimeri em 3% das amostras (1,7%).

Gonzales et al. (2013) relatou que foram analisadas 250
amostras de produtos de pescado, durante um ano, utilizando as
metodologias padrdo - ISO 11290-1/ Al e ISO 11290-2. Uma baixa
prevaléncia de L. monocytogenes foi observada nos produtos de surimi,
enquanto que 4,8% das amostras de salmdo defumado foram positivas
para Listeria com niveis baixos (< 10 UFC/g) e distribuicao desigual do
patégeno. Uma Unica empresa foi responsavel por 80% dos lotes
positivos.

Kovacevi¢ et al, em 2012, utilizou métodos convencionais
para recuperar Listeria spp. a partir de carne (n=40) e peixe (n=40) de
amostras coletadas de 17 lojas. Listeria spp. foi detectada apenas a partir
das amostras de peixes (20%), sendo 5% de Listeria innocua, 5% de L.
monocytogenes e 10% Listeria welshimeri. Os isolados de L.
monocytogenes foram sorotipificados como 1/2-A e 1/2b.

Em um trabalho publicado recentemente por Uyttendaele
(2009), foi demonstrado que peixe defumado pode ser considerado um
produto de alto risco de contaminagdo por L. monocytogenes, com
ocorréncia deste patégeno em 28,8% das amostras analisadas e com
populacdes acima de 100 UFC/ml. Também um estudo realizado na
cidade de Ribeirdo Preto demonstrou a presenca de Listeria spp. e de L.
monocytogenes em surubim defumado a frio e embalado a vacuo
(ALVES, 2005).

7 Métodos de deteccao de Listeria monocytogenes em alimentos

Atualmente, os métodos analiticos para analise de L.
monocytogenes em alimentos, demandam tempo e trabalho para chegar
ao diagnostico final da anélise, devido aos varios passos de transferéncia
de indculos e incubagdo, necessarios para a execucdo dos métodos.
Segundo Gasanov et al. (2005), a identificacdo de Listeria spp. e L.
monocytogenes usando métodos moleculares esta se tornando cada vez
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mais popular porque estas técnicas sdo extremamente precisas, sensiveis
e especificas.

Gasanov et al. (2005) afirmam que ha uma pressdo continua
para o desenvolvimento de analises mais rapidas e métodos sensiveis, 0
gue resulta da exigéncia das autoridades, as quais buscam proteger o
consumidor , ao passo que a indudstria alimentar estad sob pressdo para
liberar os alimentos para o mercado antes do prazo de validade.

7.1 Métodos convencionais para deteccao Listeria monocytogenes

Existe uma variedade de métodos convencionais atualmente
disponiveis para a deteccdo e identificagdo de L. monocytogenes em
amostras de alimentos. Os métodos bacteriol6gicos convencionais sdo
importantes por varias razfes: seu uso resulta em uma cultura pura do
organismo, o que € util para fins de fiscalizacdo e gestdo de surtos
epidemiolégicos (ANDREWS, 2002).

Tais métodos continuam a ser os “padroes de ouro” contra os
guais outros métodos sdo comparados e validados. Estes métodos sdo
geralmente sensiveis e ndo requerem equipamentos sofisticados e
dispendiosos, facilitando o seu uso (ANDREWS, 2002).

Algumas das desvantagens desse grupo de métodos incluem o
longo periodo de tempo que requerem os protocolos para uma conclusao
definitiva, as varias manipulacdes, a exigéncia de uso de muitos
produtos quimicos, reagentes e meios diferentes, a possibilidade de
contaminagdo de micro-organismoss que mascaram a presenca dos
patégenos alvos, incluindo crescimento excessivo, variantes atipicas do
organismo alvo e relativa subjetividade envolvida ao interpretar o
crescimento bacteriano em placas de agar seletivos e diferenciais
(ANDREWS, 2002).

7.1.11S0 11290-1

A metodologia 1SO11290-1 é o método padrdo europeu para a
deteccdo de L. monocytogenes em amostras de alimentos e meio
ambiente. O método baseia-se um enriquecimento de dois passos. No
primeiro passo, que dura vinte e quatro horas, ¢ utilizado o Caldo Half-
Frasier para recuperacdo das células injuriadas. J& a segunda etapa, de
guarenta e oito horas, é realizada utilizando o Caldo Frasier para
multiplicagdo seletiva de L. monocytogenes (DALMASSO et al., 2014).

Listeria spp pode estar presente em pequeno nimero e
acompanhada por consideravel nimero de micro-organismos de outros
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géneros. Em funcao disso, as duas primeiras etapas sao realizadas afim
de selecionar o género Listeria em detrimento da microbiota
acompanhante bem como promover a recuperacao de células injuriadas
de Listeria spp (1SO11290-1, 1996).

Ambas as culturas em Caldo Frasier e Caldo Half-Frasier séo
plaqueadas em agar, a fim de detectar coldnias suspeitas L.
monocytogenes, as quais necessitam ser posteriormente confirmadas
(DALMASSO et al., 2014). O isolamento em meios sélidos seletivos
diferenciais, em especial o Agar ALOA (Agar Listeria Ottaviani e
Agosti) permite a diferenciacdo de Listeria monocytogenes e Listeria
ivanovii das demais espécies de Listeria (1ISO011290-1, 1996) conforme
demostra a Figura 02.

Figura 02: Diferengas morfoldgicas das coldnias de Listeria monocytogenes e
Listeria innocua no Agar ALOA.

Fonte: Biolife (2005).

Ja no agar LSA (Agar Oxford ou Agar base seletivo Listeria)
as colbnias de L. monocytogenes apresentam-se inicialmente pequenas,
acinzentadas e com halos enegrecidos. Ap6s 48h a coldnia torna-se mais
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escura podendo apresentar um brilho esverdeado, possuindo cerca de
2mm de didametro e halos enegrecidos, com centro céncavo (1SO11290-
1, 1996).

A confirmacéo final das col6nias tipicas é realizado por testes
bioguimicos, que podem levar alguns dias. A L. monocytogenes
caracteriza-se por produzir compostos &cidos a partir de Ramnose,
possuir atividade g-hemolitica em agar sangue e motilidade guarda-
chuva. Ja no teste CAMP (demonstrado na Figura 03), as cepas de L.
monocytogenes produzem uma reacdo hemolitica discreta, apresentando
um halo de hemdlise mais nitido nas proximidades das estrias de S.
aureus. Estas caracteristicas bioguimicas sdo importantes para a
diferenciacdo entre a L. monocytogenes e as demais espécies
(1SO11290-1, 1996).

Figura 03: Inoculacao e interpretagédo de placas de CAMP teste

L. monocytogenes

Area estreita de

hemdlise .
L. innocua
Auséncia de
hemdlise . .
L, ivanovii

Grande drea de
hemdlise

Legenda: As linhas verticais representam culturas de S. aureus (S) e R. equi (R)
semeadas. As linhas horizontais representam a semeadura das culturas teste.
Fonte: 1SO 11290-1 (1996).

Assim, este método € demorado e os resultados ndo podem ser
obtidos em menos de sete dias. No caso de um surto de L.
monocytogenes, 0 atraso na obtencdo dos resultados retarda o processo
de deteccdo da presenca de L. monocytogenes e a implementacdo de
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acOes corretivas para manter a seguranca dos produtos alimentares e
para proteger a satde do consumidor (DALMASSO et al., 2014).

7.2 Métodos moleculares para deteccdo de Listeria monocytogenes
em produtos de pescado

Os métodos convencionais para a recuperagdo de L.
monocytogenes costumam levar de cinco a sete dias para obter um
resultado positivo definitivo. A morosidade destes processos levou ao
desenvolvimento de varios métodos mais rapidos para deteccdo de L.
monocytogenes em produtos alimentares (PAGADALA et al., 2011).

O desenvolvimento de métodos de deteccdo rapidos, sensiveis
e confiaveis para deteccdo e quantificacdo de L. monocytogenes é muito
importante para a industria de alimentos, principalmente para produtos
com vida atil limitada (PAGADALA et al., 2011). A aplicacdo de
métodos moleculares para a deteccdo de patégenos na area de alimentos
da suporte aos resultados obtidos pelos métodos microbioldgicos
tradicionais, aumentando a  consisténcia  dos  resultados
(ROSSMANITH; WAGNER, 2011).

7.2.1PCR

A Reagdo em Cadeia de Polimerase (PCR, do inglés
Polymerase Chain Reaction), é uma metodologia que pode ser
executada inteiramente in vitro sem o uso de células. A técnica da PCR
foi desenvolvida nos anos 80 por Kary Mullis, que recebeu, em 1994, o
prémio Nobel (LOEFFELHOLZ; DENG, 2006).

A PCR possibilita a sintese de fragmentos de DNA usando a
enzima DNA-polimerase, a mesma que participa da replicacdo do
material genético nas células. Esta enzima sintetiza uma sequéncia
complementar de DNA, desde que um pequeno fragmento (o iniciador,
ou primer, em inglés) ja esteja ligado a uma das cadeias do DNA no
ponto escolhido para o inicio da sintese. Os iniciadores definem a
sequéncia a ser replicada e o resultado obtido é a amplificacdo de uma
determinada sequéncia DNA com bilhdes de copias (CHURCHILL et
al., 2006).

Em contraste com outros métodos moleculares, em que
relativamente grandes quantidades de alvo DNA ou RNA séo
necessarias para realizar o teste, 0 PCR amplifica grandes quantidades
de DNA a partir de quantidades diminutas do DNA alvo (GASANOV et
al., 2005; BOTTERO; DALMASSO, 2011). O método de reacdo em
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cadeia da polimerase é capaz de fornecer resultados rapidos e sensiveis
para a deteccdo de patdgenos em alimentos (PAGADALA et al., 2011).

Assim, o PCR j& estd estabelecido como uma técnica
confiavel e reprodutivel para a identificacdo de Listeria spp. e, mais
importante, para a diferenciacdo de L. monocytogenes (GASANOQV et
al., 2005; BOTTERO; DALMASSO, 2011).

7.2.1.1 Extracdo de DNA

A primeira etapa na identificagdo de micro-organismos
baseado em DNA é o isolamento de seu DNA gendmico. O isolamento
de DNA a partir de matrizes alimentares para utilizacdo em PCR ¢
dificultada pelo fato de muitos ingredientes em alimentos poderem atuar
como inibidores de PCR. A qualidade do DNA também pode ser
reduzida por muitas das condigBes comuns a processamentos de
alimentos, tais como o baixo pH, altas temperaturas, alta pressao, e
hidrélise (CHAPELA et al., 2007; KESMEN et al., 2009; BOTTERO;
DALMASSO, 2011).

Existem indmeros métodos de extracdo de DNA, manuais e
automatizados, com uso de kits comerciais. Independente do método
utilizado, os passos basicos para extracdo do DNA uma amostra consiste
em lise celular, ligagdo, lavagem e eluicdo final (CHAPELA et al.,
2007).

Alguns equipamentos, como o QIAcube® (Qiagem) foram
desenvolvidos para realizar a extracdo automatizada de DNA, sendo que
a maior parte dos Kkits comerciais sdo desenvolvidos para serem
utilizados nesses equipamentos. Cada equipamento possui uma
metodologia especifica de extragdo (BOTTERO; DALMASSO, 2011).

O equipamento QIAcube®, por exemplo, utiliza 0 método de
colunas de silica e segue 0s mesmos passos da extracdo manual de DNA
(ou seja, lise, ligacdo, lavagem e elui¢do). As amostras sdo lisadas num
agitador orbital. Cada amostra lisada é transferida para uma coluna de
centrifugacdo num rotor adaptador. Se precisar ser homogeneizado, o
conteudo lisado é primeiro transferido para a posicdo central do
adaptador de rotor. Os &cidos nucléicos ou proteinas ligam-se a
membrana de silica de purificacdo da coluna de spin e sdo lavadas para
remover contaminantes. A coluna de centrifugagdo é transferida para um
tubo de microcentrifuga para a elui¢do dos &cidos nucleicos purificados
ou proteinas (Manual do Usuario QlAcube®, 2008).

Atualmente, existem Kits comerciais de extracdo de DNA de
amostras de alimentos, com passos que garantem a eliminagdo dos
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agentes inibidores presentes na matriz alimentar, possibilitando a
extracdo de um DNA puro e em quantidade suficiente para realiza¢do da
analise posterior, através do PCR (KESMEN et al., 2009).

Esses kits comerciais de extracdo de DNA aumentam a
sensibilidade dos testes moleculares, por possibilitarem a extracdo de
DNA do micro-organismo, mesmo quando este estd presente em
pequena quantidade na amostra. A utilizacdo da etapa de pré-
enriquecimento, recomendada nos protocolos destes Kits possibilita o
aumento da sensibilidade do teste (BOTTERO; DALMASSO, 2011).

Os produtos processados tém sido especialmente desafiadores
na identificacdo de patégenos, j& que o comprimento maximo de
fragmentos de DNA recuperavel de cerca é de 250 e 350 pares de bases.
Assim, os métodos de isolamento com altos niveis de recuperacdo de
DNA e pureza sdo essenciais para o sucesso da amplificacdo de PCR e
identificag8o das espécies de pescado (CHAPELA et al., 2007).

7.2.1.2 PCR em tempo real

A possibilidade de monitorar a PCR em tempo real
revolucionou o processo de quantificagdo de fragmentos de DNA e
RNA. A PCR em tempo real realiza a detecgdo e quantificacdo destes
acidos nucléicos de maneira precisa e com maior reprodutibilidade,
porque determina valores durante a fase exponencial da rea¢do. O ponto
gue detecta o ciclo na qual a reacdo atinge o limiar da fase exponencial é
denominado de Cycle Threshold (Ct) (LOEFFELHOLZ; DENG, 2006).

O PCR em tempo real geralmente é mais sensivel e especifico
do que as técnicas de PCR convencionais e pode ser facilmente aplicado
na rotina com varias analises por possuir requisitos minimos de
preparacdo laboratorial, por dispensar etapas de processamento pos-
PCR, pela reduzida possibilidade de contaminacdo cruzada e pela
geracdo de resultados por computador. Além disso, a rapida tecnologia
PCR ¢ agora comercialmente disponivel para ensaios em tempo real e
tem sido utilizado na identificacdo de agentes patogénicos (LIN et al.,
2005; HELLBERG; MORRISSEY, 2011).

O PCR em tempo real, usando sondas fluorescentes
especificas de sequéncia (como a sonda TagMan®) ou corantes
fluorescentes néo especificos (como o SYBR® Green) permitem a
deteccdo e quantificacdo de fragmentos de DNA alvo, eliminando a
necessidade de eletroforese p6s-PCR, reduzindo assim o tempo
necessario para obter o resultado (KESMEN et al., 2009; CHUANG et
al., 2012).
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A deteccdo de patdgenos utilizando PCR em tempo real
baseia-se na amplificacdo de uma regido especifica do genoma. Apos 0
produto amplificado, o DNA ¢é detectado utilizando sondas
fluorescentes, e a medida que o produto de PCR acumula hd um sinal de
aumento na fluorescéncia das sondas ligadas, detectando o produto em
tempo real. Os resultados sdo apresentados através de curvas facilmente
interpretaveis (Manual do Usuario Rotor-Gene Q®, 2009).

A emissdo desses compostos fluorescentes gera um sinal que
aumenta na proporcao direta da quantidade de produto da PCR. Sendo
assim, os valores da fluorescéncia sdo gravados durante cada ciclo e
representam a quantidade de produto amplificado (KESMEN et al.,
2009; CHUANG et al., 2012).

O SYBR® Green se liga entre a fita dupla de DNA e com a
excitacdo da luz emitida pelo sistema Gtico do termociclador, emite uma
fluorescéncia verde. As vantagens da utilizacdo do SYBR® Green sdo:
baixo custo, facilidade no uso e sensibilidade. A desvantagem é a
ligacdo em todo DNA fita dupla que surge durante a reacdo, incluindo
os dimeros dos iniciadores e outros produtos inespecificos, podendo
superestimar a concentracdo do fragmento alvo. O SYBR® Green nédo
ligado ao DNA exibe uma fluorescéncia muito pequena. Entretanto, a
fluorescéncia é realcada quando ligado na fita dupla do DNA
(BOTTERO; DALMASSO, 2011; CHUANG et al., 2012).

No comec¢o da amplificacdo, a mistura da reacdo contém o
DNA desnaturado, os iniciadores e 0 SYBR® Green. As moléculas ndo
ligadas do SYBR® Green apresentam fluorescéncia fraca produzindo
um sinal minimo sendo este subtraido durante a analise de computador.
Apos o reconhecimento dos iniciadores, algumas moléculas do SYBR®
Green podem ligar-se na fita dupla previamente formada. Durante a
polimerizacdo catalisada pela enzima Tag DNA polimerase, as
moléculas do SYBR® Green véao se ligando ao DNA recentemente
sintetizado (CHUANG et al., 2012; LOPEZ-ANDREO et al., 2012).

Ja a TagMan® é uma sonda (fragmento de DNA marcado
usado para hibridizar outra molécula de DNA) utilizada para detectar
seqliéncias especificas nos fragmentos de DNA amplificados na PCR.
Esta sonda apresenta em uma extremidade um fluor6foro, e na outra
extremidade um quencher (molécula que aceita energia do fluoréforo na
forma de luz e a dissipa na forma de luz ou calor). Os produtos da
reacdo sdo detectados pela fluorescéncia gerada ap6s a atividade
exonuclease 5—>3' da Taq DNA polimerase (HOLLAND et al., 1991;
KESMEN et al., 2009).
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Durante a PCR em tempo real a sonda TagMan® hibridiza
com a sequéncia da fita simples de DNA complementar alvo para a
amplificacdo. No processo da amplificacdo a sonda TagMan® €
degradada devido a atividade exonuclease 5—>3' da Taq DNA
polimerase, separando o quencher da molécula fluorescente durante a
extensdo (GALIMBERTI et al., 2013).

A separacdo do fluordforo do quencher resulta em um
aumento da intensidade da fluorescéncia. Assim, durante o processo de
amplificacdo a emisséo de luz é aumentada de forma exponencial. Esse
aumento da fluorescéncia ocorre apenas quando a sonda hibridiza e
guando a amplificacdo da seqiiéncia alvo é estabelecida (GALIMBERTI
et al., 2013). A reacdo com a TagMan® é considerada um método
sensivel para determinar a presenca ou auséncia de sequéncias
especificas (HOLLAND et al., 1991; KESMEN et al., 2009).

Assim, o0 PCR em tempo real (QPCR), tem sido introduzido
como uma técnica de alto rendimento na analise de alimentos,
apresentando resultados em até um dia. Além disso, permite a
quantificacdo e ndo requer manipulacdo pés-PCR, reduzindo assim o
risco de contaminacdo cruzada (RUSSO et al.,2014; USHA et al.,
2010).

Diversos autores tem utilizado o gPCR para detecgdo e
quantificacdo de DNA de L. monocytogenes em diversas matrizes
alimentares, como Rantsiou et al (2008), que desenvolveu uma técnica
de gPCR para L. monocytogenes utilizando curvas de calibragdo,
através de diluicdo seriada em amostras para diferentes matrizes
alimentares pré enriquecidas.

Russo et al (2014) realizou uma comparacdo entre a
metodologia de NMP (NUmero mais Provavel) com gPCR em vegetais
frescos, demonstrando que o qPCR foi capaz de detectar um limite de
10" UFC/g de L. monocytogenes nas amostras de vegetais testados
apos 2 horas de pré-enriquecimento. Pagadala et al. (2012) realizou um
estudo de prevaléncia e caracterizacdo de L. monocytogenes em
caranguejos, através do uso de um protocolo de g PCR.

Jeyaletchumi et al. (2010b) desenvolveu uma pesquisa
utilizando o método combinado de PCR-NMP com o objetivo de
realizar a enumera¢do de L. monocytogenes em vegetais e comparar 0s
resultados com outros métodos de enumeracdo de patdgenos, obtendo
resultados satisfatdrios.

Postollec et al. (2011) relatou diversos estudos de deteccéo de
L. monocytogenes com base em amostras enriquecidas de alimentos e
PCR quantitativo. Ainda outros estudos recentes foram realizados por
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Oliveira et al. (2010), Barbau-Piednoir et al. (2012), Dalmasso et al.
(2014) Delibato et al. (2014), O'grady et al. (2008), Oravcova et al.
(2007), Rodriguez- lazaro et al. (2004b), Rodriguez- L&zaro et al.
(2013), Schoder et al. (2012), Stevens e Jaykus (2004) para deteccdo de
L. monocytogenes por PCR em tempo real em amostras de alimentos.
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DETECCAO DE LISTERIA MONOCYTOGENES EM PRODUTOS
A BASE DE PESCADO E COMPARACAO DE METODOS DE
PCR EM TEMPO REAL E 1S0O11290-1

INTRODUCAO

O consumo de produtos do mar aumentou recentemente
devido ao aumento da conscientizagdo dos consumidores sobre nutrigdo
e alimentacdo de qualidade. Frutos do mar sdo excelentes fontes de
proteina de alta qualidade e contém lipidios com altos niveis de acidos
graxos insaturados, que sdo requeridas para reduzir o risco de doenga
cardiovascular. Além disso, os produtos de pescado tendem a ser de
facil digestdo, além de uma boa fonte de vitaminas e minerais
(GHANBARI et al., 2013).

Por ter grande parte dos produtos do mar originarios de paises
em desenvolvimento, ha uma significativa preocupag¢do quanto a
seguranca alimentar desses produtos. Isso levou a criagdo de normas
oficiais e a execucdo de procedimentos regulamentares para a producdo
de frutos do mar. A proliferacdo global de patdgenos através de
produtos de pescado € considerada uma preocupante ameaca
(NORHANA et al., 2010).

Até pouco tempo o conceito mundial de seguranga alimentar
era limitado ao abastecimento de alimentos na quantidade apropriada,
mas, de acordo com o Ministério da Salde, este conceito vem sendo
ampliado, incorporando além do acesso universal aos alimentos, o
aspecto nutricional e a sua qualidade (MINISTERIO DA SAUDE,
2005).

As infeccbes causadas pelo consumo de alimentos
contaminados sdo um grande desafio para a Saude Publica e para a
economia (SERGELIDIS; ABRAHIM, 2009). O nimero de casos e a
gravidade de doencas causadas por agentes transmitidos por alimentos
tém aumentado consideravelmente o interesse da populacdo em relacéo
a seguranca alimentar (BURLINGAME; PINEIRO, 2007; KLETER;
MARVIN, 2008; WHO, 2008).

Dentre os patogenos de origem alimentar destaca-se
atualmente a bactéria L. monocytogenes causadora da doenga
denominada listeriose, que apresenta alta letalidade (cerca de 25%),
principalmente para individuos imunocomprometidos, recém-nascidos,
mulheres gravidas e idosos (BARBALHO et al., 2005; DOGANAY,
2003). Além disso, L. monocytogenes também apresenta capacidade de
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formar biofilmes nas plantas de processamento de industrias de
alimentos, facilitando desta forma a contaminacdo das superficies de
contato e consequentemente, dos alimentos processados (TRACHOO,
2003).

Varios surtos de listeriose tém ocorrido ao longo das ultimas
duas décadas, e apesar da L. monocytogenes ter sido observada numa
grande variedade de alimentos, a maior ameaga deste patégeno €
associado com produtos refrigerados que tém uma vida util longa e
produtos que sdo geralmente consumidos com pouco ou nenhum
aquecimento anterior (BREMER et al., 2003).

Os frutos do mar sdo os primeiros entre este grupo de alto
risco dos alimentos prontos para o consumo (RTE) (ROCOURT et al.,
2003 ; REIJ et al., 2004). Considerando a significativa implicacdo da
listeriose para a salde publica e da importancia dos produtos do mar
como um veiculo para transmissdo de L. monocytogenes, é importante
conhecer a incidéncia deste patégeno nestes produtos.

Os métodos convencionais para a recuperagdo de L.
monocytogenes costumam levar de cinco a sete dias para obter um
resultado positivo definitivo. O desenvolvimento de métodos de
deteccdo rapidos, sensiveis e confiaveis para detec¢do e quantificacdo de
L. monocytogenes é muito importante para a inddstria de alimentos,
principalmente para produtos com vida util limitada (PAGADALA et
al., 2011).

A utilizacdo desses métodos rapidos e mais confiaveis traz
beneficios a toda cadeia produtiva de pescado, principalmente ao
consumidor final. Dessa forma, pesquisas sobre a ocorréncia de L.
monocytogenes em alimentos prontos para 0 consumo tornou-se cada
vez mais importante, sobretudo tendo em conta que os produtos
envolvidos nos surtos e casos esporddicos de listeriose sdo
predominantemente alimentos processados refrigerados e com longa
vida de prateleira (BENETTI et al., 2012).

Além disso, embora L. monocytogenes seja amplamente
estudada, os dados da literatura sdo bastante escassos quanto a sua
ocorréncia em produtos de pescado, o que também justifica a realizacdo
deste trabalho.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Deteccédo de L. monocytogenes em produtos a base de pescado
por PCR em tempo real e através do método 1ISO 11290-1.

2.2 Objetivos Especificos

- Avaliar a qualidade dos produtos a base de pescado.

- Detectar L. monocytogenes em produto a base de pescado
através do método 1SO 11290-1.

- Detectar L. monocytogenes em produto a base de pescado
através de PCR em tempo real utilizando um protocolo comercial.

- Detectar L. monocytogenes em produto a base de pescado
através de PCR em tempo real utilizando um protocolo in house.

- Testar a especificidade do protocolo in house do método de
PCR em tempo real.

- Comparar a eficiéncia dos métodos PCR em tempo real por
kit comercial e 1SO 11290-1.

- Comparar a eficiéncia dos métodos PCR em tempo real in
house e ISO 11290-1.

- Comparar a eficiéncia dos métodos PCR em tempo real in
house e PCR em tempo real por kit comercial.

3 MATERIAL E METODOS

3.1 Amostras

Todas as amostras foram coletadas no comércio da regido
litoranea do estado de Santa Catarina, durante 0 més de julho de dois
mil e quatorze. Ao todo foram coletadas noventa amostras de produtos
prontos ou pré-prontos para o consumo, a base de pescados. Entre as
noventa amostras, foram coletados nove diferentes tipos de produtos,
sendo dez amostras de cada um, com a maior variabilidade possivel
entre marcas e lotes, conforme demonstra a Tabela 04.
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Tabela 04: Descricdo do tipo de produtos e quantidade de amostras coletadas.

Tipo de Produto de

Pescado Categoria Quantidade
Pizza de Atum Pré-pronto para o consumo 10 amostras
Kani Pronto para o consumo 10 amostras
Bolinho de Bacalhau Pré-pronto para 0 consumo 10 amostras
Bolinho de Peixe Pré-pronto para o consumo 10 amostras
Hambdrguer de Peixe Pré-pronto para 0 consumo 10 amostras
Marisco cozido Pronto para o consumo 10 amostras
Filé de peixe empanado Pré-pronto para o consumo 10 amostras
Nuggets de merluza Pré-pronto para o consumo 10 amostras
Nuggets Kids Pré-pronto para 0 consumo 10 amostras
TOTAL 90 amostras

3.2 Deteccdo de Listeria monocytogenes através da metodologia 1SO
11290-1

3.2.1 Enriquecimento seletivo primério

Foram pesadas, assepticamente, vinte e cinco gramas de
amostra em um saco estéril, sendo posteriormente adicionado 225g de
meio HALF FRASER (suplementado conforme a Tabela 05) em
temperatura ambiente.

Tabela 05: Volume das soluc@es por litro de meio base para a suplementacdo
dos caldos de enriquecimento para Listeria.

Meio base HALF FRASER FRASER
Acido nalidixico 10g.L™ 1,0mL 2,0mL
Acriflavina 2,5 g.L™ 5,0mL 10mL
Citrrilto férrico amoniacal 50 10mL 10mL
g.L

FONTE: 1SO 11290-1 (1996)

As amostras apds colocadas em saco estéril foram
identificadas e homegenizadas no equipamento Bag Mixer® por
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noventa segundos. Apds, as mesmas foram incubadas a 30°C + 1°C
durante 24 horas.

3.2.2 Enriquecimento seletivo secundario

Apos a incubacdo, foi transferido 0,1mL da cultura obtida no
primeiro enriquecimento seletivo para um tubo contendo 10mL de
FRASER suplementado (Tabela 5). Foi incubado a 37°C £ 1°C por 48
horas.

3.2.3 Plaqueamento seletivo

Com o auxilio de uma alg¢a, foi transferido um indculo de
cada uma das 90 culturas obtida no Caldo FRASER para a superficie de
uma placa de ALOA e outra de LSA. Os meios foram incubados a 37°C
+ 1°C por 48 horas, sendo realizada uma leitura prévias apos 24 horas.

3.2.4 Leitura e triagem de coldnias tipicas

No agar ALOA, foi considerado como colénias tipicas de L.
monocytogenes as colbnias azul-esverdeadas rodeadas por um halo
opaco. As demais espécies de Listeria aparecem como coldnias azul-
esverdeadas sem halo opaco.

No agar LSA, foi considerado como tipicas de L.
monocytogenes as coldnias de cerca de 2mm de didmetro, escuras com
ou sem brilho esverdeado, com halos enegrecidos e centro concavo.

Foram selecionadas até 5 col6nias tipicas de cada placa e
estriadas na superficie de placas de TSA/YE (AGAR TRIPTICASE DE
SOJA COM EXTRATO DE LEVEDURA), previamente secas, de
forma a obter colbnias isoladas. As placas foram incubadas a 37°C por
24 horas. Quando ndo havia colbnias tipicas o teste foi considerado
negativo para L. monocytogenes.

No TSA/YE foram selecionadas as coldnias tipicas, ou seja, as
que possuem didmetro de 1mm a 2mm, convexas, incolores e opacas
com borda lisa.
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3.2.5 Confirmacao de Listeria spp.

3.2.5.1 Reagdo de catalase

Foi selecionada uma colonia obtida a partir do TSA/YE e
suspendida numa solucdo de perdxido de hidrogénio numa placa de
Petri. O imediato desprendimento de géas indica reacdo positiva.

3.2.5.2 Coloracgédo de gram

Foi realizada a coloragdo de Gram a partir de uma coldnia
obtida do TSA/YE para verificar as caracteristicas da Listeria: Gram-
positivas, bastonetes curtos e finos.

3.2.5.3Teste de motilidade

Apbs selecionar uma col6nia isolada obtida no TSA/YE,
usando uma agulha de inoculagdo, foi perfurado o Agar Motilidade e
incubado por 5 dias a 25°C. Para leitura, foi verificado o crescimento ao
redor da perfuracdo, sendo que Listeria spp sdo mdveis, com
crescimento em forma de guarda-chuva.

3.2.6 Confirmacdo de Listeria monocytogenes
3.2.6.1Teste de hemolise

Foi selecionada uma col6nia obtida no TSA/YE e, usando
uma agulha, foi realizada uma picada na placa de AS (AGAR
SANGUE). Simultaneamente, foi picada uma cultura positiva (L.
monocytogenes) e uma negativa (L. innocua) para serem utilizadas
como controles.

Depois de incubado a 37°C por 24h, foi examinado as cepas
em teste e os controles, considerando que: L. monocytogenes mostra
zona da picada restrita, limpa, com halo claro (B-hemdlise); L. innocua
ndo forma zona clara ao redor da picada. L. seeligeri forma uma zona
fraca de hemdlise. L. ivanovii usualmente forma uma picada grande,
limpa, delineada por zona de p-hemdlise. As placas foram examinadas
contra a luz para comparar as culturas em teste com os controles
(Tabela 6).
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3.2.6.2 Utilizacao de carboidratos

Foi transferida, a partir do TSA/YE, uma coldnia suspeita para
2 tubos de CPB (CALDO PURPURA DE BROMOCRESOL),
adicionados respectivamente, de xilose e ramnose, a fim de obter uma
concentracao final de 0,5% e incubado a 37°C por até 5 dias.

Foi realizada a leitura, considerando que a viragem de cor do
indicador purpura de bromocresol para amarelo indica a fermentacdo do
acucar presente. A L. monocytogenes fermenta a ramnose e ndo
fermenta a xilose. A L. ivanovii ndo fermenta a ramnose e fermenta a
xilose (Tabela 06).

3.2.6.3 CAMP teste

Foram estriadas culturas de Staphylococcus aureus e
Rhodococcus equi em linhas através da placa de AS de forma que as
duas culturas estejam paralelas e em didmetros opostos. Foram, entdo
estriadas as culturas obtidas a partir do TSA/YE perpendicularmente as
culturas descritas acima, mantendo uma distancia de 1 - 2 mm destas.

Simultaneamente, foram semeadas culturas controle de L.
monocytogenes e L. innocua e todas as placas foram incubadas a 37°C
durante 24 horas. Considerou-se reagdo positiva quando houve a
presenga de uma zona de a-hemolise aumentada na intersec¢do entre as
linhagens-teste e as linhagens de S. aureus e Rhodococcus equi.

Levou-se em conta que: a reacdo positiva com R. equi é vista
como uma ampla area de hemolise (5 - 10 mm) em forma de ponta-de-
seta. A reacdo foi considerada negativa quando apenas uma pequena e
fraca zona de hemolise se estende por cerca de 1 mm ao longo da zona
de intersec¢do da cultura-teste com a zona de difusdo de R. equi.

J& a reacdo positiva com S. aureus foi consiederada quando
uma pequena zona de hemélise aumentada estendendo-se por cerca de 2
mm ao longo da linhagem-teste e na area de baixa hemolise gerada pelo
crescimento de S. aureus foi obervada.

S6 foram consideradas como positivas para Listeria
monocytogenes as amostras que apresentaram col6nias tipicas nas placas
de ALOA e LSA, apresentaram-se como bastonetes pequenos gram
positivos, catalase positivos e mdveis. CAMP teste positivo S. aureus,
CAMP teste negativo R. equi hemoliticas, xilose negativa e ramnose
positiva, conforme resumido na Tabela 06.
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3.2.7 Expressao dos resultados

O resultado foi expresso como: Presenca ou Auséncia de L.
monocytogenes em 25 g ou mL.

3.3 Deteccdo de L. monocytogenes através da metodologia de PCR
em tempo real

3.3.1 Preparo das amostras

Para a realizacdo dos dois protocolos de PCR em tempo real,
foi retirada uma aliquota de 1ml da cultura obtida apdés o periodo de
incubagdo da etapa “enriquecimento seletivo primdrio” utilizado na
metodologia 1S011290-1. Essa aliquota foi transferida assepticamente
para um microtubo de 2 ml identificado e foi realizada uma
centrifugacdo de 5000,g por 10 minutos, conforme o protocolo do Kit
de extracdo de DNA DNeasy Mericon Blood and Tissue® (Qiagen).
Entdo o sobrenadante foi desprezado e o pellet mantido.

3.3.2 Extracdo do DNA genbémico

A extracdo de DNA das amostras foi realizada com o uso do
Kit de extracdo de DNA de alimentos DNeasy Mericon Blood and
Tissue® (Qiagen). Todas as extragcbes foram no equipamento
QIAcube® (Qiagen) no Laboratério de Microbiologia da Universidade
Federal de Santa Catarina (UFSC). O mesmo DNA extraido foi utilizado
para a aplicacdo dos dois protocolos de PCR em tempo real.

O DNA extraido foi eluido em tampdo TE (tampé&o de eluicdo
do kit, contendo Tris 10 mM com pH entre 8 e 9) em um volume final
de 100 uL, o qual foi mantido a -20°C até a realizacdo das reacGes de
PCR em tempo real.

3.3.3 PCR em tempo real

Todas as analises foram realizadas no Laboratorio de
Microbiologia da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC) por
meio do uso do equipamento de PCR Real Time Rotor Gene
Q® (Qiagen). O preparo do mix de PCR foi realizado em capela de
fluxo laminar.
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3.3.4 Protocolo de PCR em tempo real através de uso de Kit
comercial Mericon Listeria monocytogenes Kit® (Qiagen)

O Kit Mericon Listeria monocytogenes Kit® (Qiagen)
acompanha: Master Mix completo com primers e sonda TagMan®,
controle positivo para L. monocytogenes e controle negativo da reagao.

3.3.4.1 Teste preliminar

Foi realizado um teste preliminar para o Mericon Listeria
monocytogenes Kit® (Qiagen) a fim de avaliar as condices da PCR e
de preparo do mix. Foi utilizado para o teste, DNA de cepa de L.
monocytogenes (ATCC19111), o controle positivo do Kit, o controle
negativo de reacdo do kit e um DNA de cepa de Escherichia coli
(ATCC 25922) como controle negativo.

3.3.4.2 Preparo do mix

O volume da reacdo utilizada foi de 20 uL, conforme
protocolo do Mericon Listeria monocytogenes Kit® (Qiagen), sendo 10
uL de Master Mix completo do kit e 10uL. de DNA das amostras, assim
como DNA dos controles.

Todas as amostras foram analisadas em duas corridas de PCR
em tempo real. Em todas as corridas, foi utilizado um tubo de controle
positivo para L. monocytogens (do kit) e DNA de cepa de Escherichia
coli (ATCC 25922) como controle negativo, além do controle negativo
de reacdo (do kit).

O gene, os primers e a sonda utilizados no kit sdo segredo
comercial, portanto, a empresa ndo forneceu a informagéo.

3.3.4.3 Condigdes da PCR

Toda a programacgdo do equipamento foi realizada conforme
as instrugdes presentes no protocolo do kit, que foram:

Ativacdo enzima Tag DNA polimerase: 95°C por 5 minutos

Desnaturacdo: 95°C por 15 segundos

Anelamento: 60°C por 15 segundos

Extensdo: 72°C por 10 segundos
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3.3.5 Protocolo de PCR em tempo real in house

3.3.5.1 Primers e sonda

Para o desenvolvimento do método de PCR em tempo real in
house for

am utilizados os primers e a sonda utilizados por Russo et al
(2014), conforme especificado na Tabela 07, sendo que 0s mesmos
foram sintetizados pela empresa SIGMA. Esses primers e a sonda
foram desenvolvidos a partir de estudos prévios sobre o gene hly por
Rodriguez et al (2004).

Tabela 07: Primers e sonda utilizados no ensaio de PCR em tempo real in
house

Tamanho do
Gene Alvo Sequencia (5'-3") Fragmento
Forward primer CATGGCACCACCAGCATCT
hly Reverse primer ATCCGCGTGTTTCTTTTCGA 64 bp
Probe FAM-CGCCTGCAAGTCCTAAGACGCCA-TAMRA

Fonte: Adaptado de Russo et al (2014).

3.3.5.1.1 Avaliacdo especificidade dos primers e da sonda para L.
monocytogenes

- Blast (“Basic Local Alignment Search Tool”) realizada uma
andlise da especificidade dos primers e da sonda, observando a possivel
ocorréncia de amplificacdo de fragmentos de outras bactérias,
principalmente outras espécies de Listeria.

- Teste de especificidade: A especificidade dos primers e
sonda hly foi avaliada frente aos DNAs de cepas controle de Listeria
innocua (ATCC 33090), Listeria ivanovii (ATCC 139), Staphylococcus
aureus (ATCC 25923), Bacillus cereus (ATCC 11778), Escherichia
coli (ATCC 25922), Vibrio parahaemoliticus (ATCC 17802), Vibrio
vulnificus (ATCC 14035), Vibrio cholerae (ATCC14035) e Salmonella
thyphimurium (ATCC 14028). Para a realizacdo deste teste foi
preparado o mix de acordo com o descrito no item 3.3.5.2, assim como
foram respeitadas as mesmas condi¢des da PCR. Foi utilizado o
controle positivo de L. monocytogenes (ATCC 19111) e dois tubos de
NTC-No Template Control para controle da reacéo.
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3.3.5.2 Preparo do mix

Para a aplicacdo do protocolo in house do PCR em tempo real,
foi utilizado o QuantiTect Probe PCR Kit® (Qiagen), o qual acompanha
Master Mix e Agua livre de Dnase.

Todas as amostras foram analisadas em duas corridas de PCR
em tempo real. Em todas as corridas, foi utilizado um tubo de controle
positivo para L. monocytogens (do préprio kit) e um DNA de cepa de
Escherichia coli (ATCC 25922) como controle negativo, além de dois
tubos sem nenhuma amostra de DNA (NTC).

O volume da reacdo utilizada foi de 25uL, conforme protocolo
do QuantiTect Probe PCR Kit® (Qiagen), sendo 12,5 uL de Master Mix,
5,5 uL de agua livre de Dnease, 2uL de cada primer e 1uL da sonda,
além de 2 uL do DNA das amostras e controles.

3.3.5.3 Condigdes de ciclagem

As condicGes de ciclagem foram escolhidas apés a realizacdo
de testes, levando em conta as instru¢es presentes no protocolo do
QuantiTect Probe PCR Kit® (Qiagen). Estas foram:

Ativacdo enzima Taq polimerase: 95°C por 3 minutos

Desnaturagdo e Anelamento: 95°C por 15 segundos

Extensdo: 60°C por 60 segundos

3.3.6 Expressao dos resultados

O resultado foi expresso como: Presenca ou Auséncia de L.
monocytogenes em 25 g ou mL.

3.4 Analise estatistica dos dados

Para a andlise estatistica da deteccdo de L. monocytogenes nas
amostras, foi calculado o nivel de concordancia entre os métodos
utilizados, através do indice Kappa. Os resultados obtidos foram
comparados aos especificados na Tabela 08, que define os valores de
concordancia para o indice.
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Tabela 08: Nivel de concordancia para os valores de Kappa.

Valor de kappa Concordancia
0 Pobre
0-0,20 Ligeira
0,21-0,40 Consideravel
0,41-0,60 Moderada
0,61-0,80 Substancial
0,81-1 Excelente

Fonte: Camara (2001).

As proporgdes de amostras positivas detectadas pelos
protocolos de PCR em tempo real foram comparados entre si e aqueles
obtidos pelo método padrdo ISO 11290-lusando o teste de Qui
Quadrado para diferencas significativas .

Os valores de Cts obtidos nos dois protocolos de PCR em
tempo real foram comparados através do teste T pareado, a fim de
averiguar se ha diferenca significativa entre os valores obtidos.

De acordo com o teste de Qui quadrado e Teste T pareado,
considerando um nivel de significancia definido por 0=0,05, se P> 0,05
ndo ha diferenca significativa e se P< 0,05 ha diferenca significativa
entre as amostras analisadas, com 95% de grau de confianga.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Deteccdo de L. monocytogenes através da metodologia 1SO
11290-1

Foram analisadas, através da metodologia ISO 11290-1, as 90
amostras, sendo que as etapas de enriquecimento seletivo e
plagueamento seletivo foram realizadas para todas as amostras. Apds a
leitura dos meios de plaqueamento seletivo, 19 amostras apresentaram
crescimento de coldnias tipicas suspeitas de L. monocytogenes.

Todas as amostras que apresentaram crescimento de colbnias
tipicas suspeitas de L. monocytogenes no plagueamento seletivo estdo
listadas na Tabela 09, juntamente com o tipo de produto relacionado.
As outras amostras avaliadas ndo tiveram nenhum crescimento de
coldnia tipica em nenhum dos meios utilizados.
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Tabela 09: Numero de amostras e tipo de produtos que tiveram coldnias
suspeitas nos meios ALOA e LSA

NUMERO DA AMOSTRA PRODUTO
2 PIZZA DE ATUM
8 NUGGETS DE MERLUZA
17 BOLINHO DE BACALHAU
22 BOLINHO DE BACALHAU
24 BOLINHO DE BACALHAU
26 BOLINHO DE BACALHAU
FILE DE PEIXE
29 EMPANADO
FILE DE PEIXE
31 EMPANADO
FILE DE PEIXE
41 EMPANADO
42 MEXILHOES COZIDOS
45 MEXILHOES COZIDOS
FILE DE PEIXE
68 EMPANADO
71 BOLINHO DE PEIXE
74 BOLINHO DE PEIXE
76 BOLINHO DE PEIXE
77 BOLINHO DE PEIXE
80 BOLINHO DE PEIXE
82 HAMBURGUER DE PEIXE
83 HAMBURGUER DE PEIXE

Todas as coldnias suspeitas foram isoladas em TSAYE e
testadas para confirmacdo de L. monocytogenes, conforme demonstrado
na Tabela 10. Das 19 amostras que apresentaram alguma colénia
suspeita no plagueamento seletivo, somente seis (31,57%) foram
consideradas amostras positivas para L. monocytogenes apds o0s testes
confirmatérios especificos para 0 micro-organismo.
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Foram testadas, entéo, 42 col6nias suspeitas do meio ALOA e
46 meio LSA, sendo 88 colbnias ao todo. SO para a etapa de
confirmagdo, o0 tempo necessario para obtencdo de um resultado
definitivo variou de quatro a oito dias. Assim, o tempo total de anélise
dessas 19 amostras suspeitas ficou entre nove e treze dias.

Tabela 10: Amostras suspeitas, com col6nias tipicas e analises de confirmagdo
para L. monocytogenes
[AMOSTRA  CATALASE ~ GRAM  XILOSE RAMNOSE HEMOLISE MOTILIDADE CAMPTESTE RESULTADO |

2 + + J+ - - - - -

8 + + - + - + + -
-

22 + + - + - + + -

T S S S S S
26 + + - B

29
31
L

42 + + -
45 -
68

1

74 + + + - - + -
76 + I+ - + + - -
77 + + + - I+ + -
80 + - - - -
82 + I+ + - -
83 + + + - - -

Em seu estudo, Espindola (2004) demonstrou que 12% de
amostras de peixe congelado tiveram crescimento de coldnias suspeitas
para Listeria spp nos agar Palcam e Oxford, sendo que o autor
confirmou como L. monocytogenes em 8% das amostras.

Foram detectadas, assim, pelo método 1SO 11290, seis
amostras positivas para L. monocytogenes, sendo que a porcentagem de
positividade em filé de peixe empanado foi de 30%. Ja a porcentagem
de L. monocytogenes em bolinho de bacalhau foi de 20% e de bolinho
de peixe foi de 10%.
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4.2 Deteccdo de L. monocytogenes atraves da metodologia de PCR
em tempo real

4.2.1 Protocolo de PCR em tempo real através de uso de kit
comercial Mericon Listeria monocytogenes Kit® (Qiagen)

O teste preliminar realizado do kit Mericon Listeria
monocytogenes Kit® (Qiagen) para avaliacdo da eficiéncia do teste foi
satisfatério, tendo o controle positivo e 0 DNA conhecido de L.
monocytogenes amplificado com sucesso. O controle negativo e 0s
NTCs ndo tiveram amplificacdo. As condicBes de ciclagem e preparo do
mix sugeridos no protocolo do kit foram adequadas e, portanto,
mantidas para as analises das amostras.

Das 90 amostras testadas, houve amplificacdo em sete delas,
sendo gque o nimero das amostras, os tipos de produto envolvidos e Cts
(Cycle Threshould) das curvas amplificadas estdo demonstrados na
Tabela 11.

Tabela 11: NUmero da amostra, tipo de produto e seus respectivos Cts obtidos
na amplificacdo pelo método de PCR em tempo real por uso de kit comercial

NUMERO DA
AMOSTRA TI1PO DE PRODUTO CT PCRKIT
3 PI1ZZA DE ATUM 34,7
17 BOLINHO DE BACALHAU 35,63
20 BOLINHO DE BACALHAU 30,56
24 BOLINHO DE BACALHAU 29,05
41 FILE DE PEIXE EMPANADO 31,92
68 FILE DE PEIXE EMPANADO 31,21
71 BOLINHO DE PEIXE 30,2

Como pode ser observado, a amostra 17 demonstrou um Ct
considerado alto. Isso pode ocorrer devido & inUmeros fatores
relacionados a analise e/ou a amostra, como: quantidade e qualidade do
DNA utilizado (que pode variar em funcdo da matriz alimentar
relacionada, a efetividade do método de extracdo, entre outros), presenca
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do patdgeno em baixa quantidade, presenca de DNA de células mortas,
entre outros.

A porcentagem de positividade das amostras testadas pelo
método de PCR em tempo real através do uso de kit comercial foi de
30% para bolinho de bacalhau, 20% de filé de peixe empanado, 10%
para pizza de atum e bolinho de peixe.

4.2.2 Protocolo de PCR em tempo real in house

A avaliacdo especificidade dos primers e sonda para L.
monocytogenes através do uso do programa Blast demonstrou a
auséncia de ligacBGes inespecificas com outros micro-organismos,
inclusive outras espécies de Listeria.

No teste de especificidade dos primers e sonda hly frente aos
DNAs de cepas controles s6 houve curva de amplificacdo do controle
positivo para L. monocytogenes utilizado. Isso demonstra que o0s
primers e a sonda utilizados ndo se ligam de forma inespecifica aos
outros DNAs de micro-organismos testados.

Esse resultado é especialmente importante quando se trata de
outras espécies de Listeria, as quais podem ser bastante semelhantes
geneticamente. Aznar e Alarcon (2002) citam que o fato de varias
espécies de Listeria serem semelhantes em termos morfol6gicos,
bioguimicos e genéticos faz com que a efetiva prevencdo e o controle
da listeriose humana dependa da viabilidade, rapidez e da
especificidade dos testes para deteccdo e diferenciacdo da L.
monocytogenes das outras espécies de Listeria.

Isso ocorre, principalmente, devido as importantes diferencas
guanto a patogenicidade da L. monocytogenes, Listeria innocua e
Listeria ivanovii em seres humanos. Dessa forma, as agcdes tomadas
pelas autoridades sanitarias responsaveis diferem significativamente
conforme a espécie de Listeria confirmada pelo teste.

Entre as 90 amostras testadas pelo método de PCR em tempo
real in house, houve amplificacdo em oito delas, sendo que os tipos de
produto envolvidos e os Cts das curvas amplificadas estdo demonstrados
na Tabela 12.

Como pode ser observado, as amostras 3, 17 e 31 tiveram um
Ct considerado alto. Isso pode ocorrer devido a inlimeros fatores
relacionados a analise e/ou a amostra, como: quantidade e qualidade do
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DNA utilizado (que pode variar em funcdo da matriz alimentar
relacionada, a efetividade do método de extracdo, entre outros), presenca
do patdgeno em baixa quantidade, presenca de DNA de células mortas,
entre outros.

A porcentagem de positividade das amostras testadas pelo
método de PCR em tempo real in house foram de 30% para bolinho de
bacalhau, 30% de filé de peixe empanado, 10% para pizza de atum e
bolinho de peixe.

Como ja mencionado, a acdo da toxina LLO, produzida pelo
gene hly, é considerada a mais importante entre os fatores de viruléncia
em L. monocytogenes. Em funcdo disso, este gene vem sendo
amplamente estudado e ja tem sido utilizado inclusive para a deteccédo
especifica de L. monocytogenes em produtos alimenticios (LE
MONNIER, 2011).

Tabela 12: Numero da amostra, tipo de produto e seus respectivos Cts obtidos
na amplificagdo pelo método de PCR in house

NUMERO DA CTPCR IN
AMOSTRA TIPO DE PRODUTO HOUSE
3 PI1ZZA DE ATUM 36,98
17 BOLINHO DE BACALHAU 35,26
20 BOLINHO DE BACALHAU 32,03
24 BOLINHO DE BACALHAU 30,04
31 FILE DE PEIXE 35,36
41 FILE DE PEIXE 31,17
68 FILE DE PEIXE 30,14
71 BOLINHO DE PEIXE 32,01

Vazquez - Boland et al. (2001) citam que diferentes os fatores
de viruléncia agem sinergicamente na sobrevivéncia intracelular e
patogenicidade de L. monocytogenes. No trabalho realizado por Das et
al. (2013), todas as quatro amostras positivas para L. monocytogenes
demonstraram a presenca de varios genes de viruléncia, entre eles o
gene hly, sendo que os autores afirmam que tais genes sdo responsaveis
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por etapas-chave da proliferacdo celular da bactéria. A presenca destes
genes de viruléncia €, portanto, forte indicativo de provavel viruléncia.

Um trabalho realizado por Pushkareva e Ermolaeva (2010), demonstrou
gue uma estirpe mutante de L. monocytogenes deficiente em hemolisina
(gene hly) foi incapaz de demonstrar sua patogenicidade quando
colocado junto a outo micro-organismo, sendo que a estirpe ndo
mutante, ou seja, com hemolisina, foi capaz de prejudicar o crescimento
de Tetrahymena pyriformis.

4.3 Prevaléncia de Listeria monocytogenes nos produtos testados
pelos métodos de PCR em tempo real e ISO 11290-1

Neste estudo, foi observado que, pelo método 1ISO 11290-1 a
incidéncia de L. monocytogenes nos produtos analisados foi de 6,66%,
ja pelo método de PCR em tempo real através de kit comercial e in
house, foram, respectivamente, 7,77% e 8,88% para as mesmas
amostras.

Ap0s a andlise estatistica dos resultados, obteve-se um indice
Kappa de 0,82 entre os trés métodos testados, ou seja, houve uma
concordancia considerada excelente pelos parametros do teste. Entre o
método ISO 11290-1 e PCR em tempo real por kit comercial, obteve-se
0 indice de Kappa de 0,75, ou seja, houve uma concordancia
considerada substancial pelos pardmetros do teste.

J& entre 0 método ISO 11290-1 e o PCR em tempo real in
house, obteve-se 0 indice de Kappa de 0,84, ou seja, houve uma
concordancia considerada excelente pelos parametros do teste. Ja entre
os dois protocolos de PCR em tempo real, obteve-se o indice de Kappa
de 0,92, ou seja, houve uma concordancia considerada excelente pelos
pardmetros do teste.

Este resultado esta em conformidade com a literatura, uma
vez que em peixe fresco ou congelado Listeria spp tem sido encontrada,
com ocorréncia variada (de 2 a 95%) (ESPINDOLA, 2004). Em um
relato de Embarek e Huss (1994), Listeria spp. foi isolada de uma
grande variedade de alimentos, incluindo peixes congelados defumados,
camardes e peixes fermentados.

Carpentier e Cerf (2011) afirmam que L. monocytogenes é
uma causa particularmente importante de doenca veiculada por alimento
e é encontrada principalmente em alimentos que sdo embalados e
preparados comercialmente, em vez do que as preparadas em casa.
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Durante as ultimas décadas, o estilo de vida dos consumidores mudou,
em func¢do do menor tempo disponivel para a preparagdo de alimentos, o
consumo de alimentos prontos para o consumo (RTE) aumentou de
forma significativa (SCHMID et al., 2014).

O presente estudo analisou justamente a incidéncia de L.
monocytogenes em produtos que ndo sofrerdo processos térmicos ou
somente serdo submetidos a processos térmicos brandos. A literatura é
bastante escassa quanto a incidéncia desses patdgenos em alimentos
desse tipo, principalmente a base de pescado.

Os produtos que demonstraram a maior incidéncia de L.
monocytogenes nos meétodos testados, foram bolinho de bacalhau, filé de
peixe, bolinho de peixe e pizza de atum, conforme demonstrado na
Figura 04. Estes produtos a base de pescado normalmente sofrem
processos térmicos brandos antes do consumo, sendo que muitas vezes,
0 centro do alimento ndo atinge uma temperatura suficiente para garantir
a completa eliminacdo de L. monocytogenes.

Figura 04: Comparagéo da incidéncia de L. monocytogenes por tipo de produto
nos métodos ISO 11290-1, PCR em tempo real por kit comercial e PCR em
tempo real in house

100%
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40% 30% 3 3 30% - .
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Alguns trabalhos demonstraram outros indices de incidéncia
de L. monocytogenes, como 3,3% em amostras de frutos do mar
prontos para o consumo no Japdo e 54% de pescados frescos
comprados nos mercados de varejo nos EUA (DRAUGHON et al.,
1999; INOUE et al., 2000; NEETTO et al., 2008).

Gonzales et al. (2013) relatou que foram analisadas 250
amostras de produtos de pescado, durante um ano, utilizando as
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metodologias padrdo - ISO 11290-1/ Al e ISO 11290-2. Uma baixa
prevaléncia de L. monocytogenes foi observada nos produtos de surimi,
enquanto que 4,8% das amostras de salméo fumado foram positivas para
Listeria com niveis baixos (< 10 UFC/g) e distribuicdo desigual do
patégeno. Uma unica empresa foi responsavel por 80% dos lotes
positivos.

Destro et al. (1994) relatou a ocorréncia de L. monocytogenes
em camardes processados em industrias brasileiras. De 178 amostras
analisadas, 89 (50,0%) foram positivas para Listeria sp., sendo que, L.
monocytogenes foi detectada em 32 amostras (18,0%); L. innocua em
30 amostras (16,9%); L. seeligeri em 40 (22,4%); L. ivanovii em
11(6,2%); e L. welshimeri em 3% das amostras (1,7%).

Em um trabalho publicado por Uyttendaele (2009), foi
demonstrado que peixe defumado pode ser considerado um produto de
alto risco de contaminagdo por L. monocytogenes, com ocorréncia deste
patégeno em 28,8% das amostras analisadas e com populagGes acima de
100 UFC/mI. Também um estudo realizado na cidade de Ribeirdo Preto
demonstrou a presenca de Listeria spp. e de L. monocytogenes em
surubim defumado a frio e embalado a vacuo (ALVES, 2005).

Os altos indices de incidéncia de L. monocytogenes em
produtos processados tem estreita relagdo com a capacidade desse
patogeno de formar biofilmes e resistir a baixas temperaturas dentro da
indUstria. A contaminacdo cruzada de produtos p6s processamento é um
risco constante dentro da realidade de producdo de alimentos, inclusive
produtos a base de pescado. Trachoo (2003) afirma que a capacidade de
formar biofilmes em fabricas de processamento de alimentos torna L.
monocytogenes uma bactéria com grande potencial de contaminagao.

Além de aumentar os riscos de toxinfeccbes alimentares, os
biofilmes comprometem a sanitizacdo de superficies em contato com os
alimentos e ocasionam prejuizos financeiros a industria, em virtude da
diminuicdo da vida de prateleira dos produtos alimenticios, danos a
equipamentos e diminuicdo da eficiéncia das opera¢fes dentro da
indlstria (Di BONAVENTURA et al., 2008; FLASH et al., 2005;
JESSEN; LAMMERT, 2003; KUMAR; MAUKONEM et al., 2003;
SHARMA; ANAND, 2002; TRACHOO, 2003).



98

4.4 Comparacgdo entre os Protocolos de PCR em tempo real e a
metodologia 1SO 11290-1

A Figura 05 demonstra a relagdo entre as amostras testadas e
amostras positivas nos trés métodos. Apos a analise estatistica dos
resultados, obteve-se, pelo método Qui Quadrado, um valor de P= 0,97
entre os trés métodos. Isso significa que, em um nivel de confianca de
95%, onde P>0,05, ndo ha diferenca estatistica significativa entre os
métodos testados.

Figura 05: Amostras positivas para L. monocytogenes nos métodos 1SO 11290-
1, PCR em tempo real por kit comercial e PCR em tempo real in house
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Da mesma forma, obteve-se um valor de P= 0,72 entre o
método I1SO 11290-1 e o protocolo de PCR em tempo real por kit
comercial. Isso significa que, em um nivel de confianca de 95%, onde
P>0,05, ndo ha diferenca estatistica significativa entre os métodos
testados.

Entre 0 método I1SO 11290-1 e o protocolo de PCR em tempo
real in house, obteve-se um valor de P= 0,81 e Isso significa que, em um
nivel de confianca de 95%, onde P>0,05, ndo ha diferenca estatistica
significativa entre os métodos testados. Ja entre os protocolos de PCR
em tempo real in house e por kit comercial, obteve-se um valor de P=
0,84 e Isso significa que, em um nivel de confianca de 95%, onde
P>0,05, ndo ha diferenca estatistica significativa entre os métodos
testados.

O fator tempo no caso da detec¢do de L. monocytogenes em
alimentos tem sido um enorme problema, principalmente em funcéo do
interesse de liberacdo de lotes de produtos com vida util limitada pela
indUstria. Além disso, é de interesse dos consumidores e da préprio
orgdo fiscalizador que os testes de deteccdo do patdgeno sejam 0 mais
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eficiente possivel, a fim de garantir a inocuidade dos produtos a serem
consumidos.

Inimeros estudos tém demonstrado as vantagens do uso do
PCR em tempo real na detec¢do de patdgenos em alimentos em relagao
aos métodos convencionais. Jofre et al. (2005) cita que a deteccdo de
agentes patogénico em alimentos envolvem varias etapas de
enriquecimento, placa de isolamento e identificagdo bioquimica,
levando até 10 dias no caso de L. monocytogenes.

Hyeon et al. (2010) e Kobayashi et al. (2009) afirmam que
técnicas baseadas em PCR tem o potencial para permitir uma rapida e
sensivel detec¢do de agentes patogénicos de origem alimentar. Uma vez
gue a PCR pode detectar sequiéncias genéticas Unicas, tais como genes
de viruléncia de micro-organismos, isto tem também a vantagem de ser
um ensaio especifico.

Rossmanith et al. (2006) demonstrou em seu estudo, com 76
amostras de alimentos contaminados naturalmente de diversos tipos,
gue, comparando os resultados de PCR em tempo real com o método
padrdo 1SO 11290-1, a precisdo relativa foi de 96%, a especificidade
relativa de 100%, e a sensibilidade relativa, 76,9%.

Gatuso et al. (2014) obteve resultados, por PCR em tempo
real, detectando até cerca de 8 UFC de L. monocytogenes por amostra
em menos de 27 horas. O autor comparou esse método a 1SO 11290-01
e concluiu que o PCR em tempo real proporcionou resultados mais
rapidamente (27 horas versus sete dias) e de forma mais econdmica
(cinco vezes mais barato). Isso representa uma vantagem Gbvia a fim de
reduzir o custo e o tempo de analise em comparacdo com o método de
andlise de referéncia (GATUSO et al., 2014).

Alarcon et al. (2004) discute ainda que o0s patdgenos
bacterianos podem ocorrer em niveis baixos, por isso sua deteccdo é
geralmente precedida por uma etapa de enriquecimento para aumentar o
nimero de célula para o nivel de deteccdo. Hyeon et al. (2010) e
Kobayashi et al. (2009) afirmam que mesmo estes métodos rapidos de
deteccdo, no entanto, ainda exigem um processo de enriquecimento.

Navas et al. (2006) reforga que o enriquecimento € necessario
para se obter um maior nimero de resultados positivos por PCR com L.
monocytogenes. Estudos anteriores ja haviam utilizado com sucesso o
caldo utilizado neste trabalho (Half- Fraser) para o enriquecimento
seletivo de L. monocytogenes (BADOSA et al.,, 2009; CHUA;
BHAGWAT, 2009; JOFRE et al., 2005; RUIZ - RUEDA et al., 2010).

Muitos outros autores tém demonstrado ainda as vantagens da
utilizagdo métodos de PCR em tempo real (ELIZAQUIVEL; AZNAR,
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2008; RUIZ-RUEDA et al., 2010; SINGH et al., 2011). Kaclikova et al.
(2003) avaliou um protocolo de PCR em tempo real em amostras
naturalmente contaminadas (140 amostras), sendo gque os resultados
obtidos foram idénticos aos obtidos pelo método padrdo ISO 11290-1,
em um tempo bem menor e sem anélises subjetivas.

Amar (2012) afirma que o método de PCR em tempo real é
rapido, altamente especifico e reprodutivel, e isso é uma vantagem
através de PCR com base em gel ou métodos de identificacdo
bioquimica. O ensaio em tempo real desenvolvido neste estudo permitiu
a identificacdo de espécies de Listeria partir de culturas dentro de 2
horas.

Cruz et al. (2012) demonstrou, em seu estudo, que 0s cinco
Kits rapidos testados produziram resultados com sensibilidade
semelhante aos métodos convencionais, quando aplicado a amostras de
marisco inoculadas com baixas e altas concentracbes de L.
monocytogenes. Estudos anteriores tém enfatizado os beneficios da
utilizacdo destes métodos de rastreio rapido para a deteccdo de Listeria
em amostras de alimentos (ARAGON - ALEGRO et al , 2005; .
OKTAY E HEPERKAN , 2006; REITER et al., 2010).

Em contraste com os testes de diagndstico convencionais, 0s
testes de PCR ndo consomem apenas menos tempo, mas eles também
sdo menos influenciados por fatores externos que alteram o crescimento
e 0 metabolismo das bactérias. Com tudo, o resultado positivo na PCR
n&o certifica a presenca de Listeria sp. viavel na amostra (ESPINDOLA
2004).

Entretanto, a confirmacdo de positividade das amostras por
pelo menos dois métodos pressupbe nao se tratar de células de L.
monocytogenes nao viaveis. Dentre todas as amostras positivas, somente
a amostra de numero 31, um filé de peixe, a qual ndo foi confirmada na
metodologia ISO 11290-1 pode ter sua viabilidade questionada.

4.4.1 Comparacdo dos valores de Cts entre os protocolos de PCR em
tempo real

Apos a andlise estatistica aplicada nos valores de Cts obtidos
nas curvas de amplificacdo do método de PCR em tempo real pelos
protocolos in house e uso do kit comercial obteve-se um valor de
P=0,13, ou seja, P>0,05. Isso significa que, para um nivel de confianca
de 95%, ndo houve diferenca significativa entre os valores de Cts
analisados.
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Isso demonstra que independente do protocolo utilizado na
aplicacdo da técnica de PCR em tempo real, foi possivel obter um
resultado de deteccdo de L. monocytogenes confiavel e reprodutivel. A
maior diferenga entre os dois protocolos reside no custo beneficio, ja
gue os kits comerciais de PCR tendem a encarecer bastante as analises.
Além disso, ndo é possivel conhecer qual o gene de interesse
amplificado, no caso do kit comercial em fungdo da impossibilidade da
obtenc¢do da informagéo.






CONCLUSOES

Os indices de incidéncia demonstrados no trabalho nos
permitem concluir que os consumidores podem ser expostos a esse
patégeno no momento do consumo, quando o preparo desses produtos
pré prontos para o consumo for inadequado. Sendo que gestantes,
idosos, neonatos e individuos imunodeprimidos podem sofrer
consequiéncias graves.

Conclui-se, assim, que se faz necessaria a adogdo de praticas
mais eficientes de controle na producdo de produtos de pescado, a fim
de evitar a exposi¢cdo dos consumidores ao risco. A contaminagdo
cruzada pos processamento deve ser alvo de atengdo dentro da rotina
industrial, com adocdo de medidas que reduzam a formacdo de
biofilmes e, consequentemente a sobrevivéncia e manutencdo deste
micro-organismo no ambiente industrial.

Com relacdo & comparacdo entre os métodos testados, é
possivel concluir que se faz necessario um estudo de avaliacdo de
sensibilidade, reprodutibilidade e repetibilidade do método de PCR em
tempo real in house, a fim de validar este protocolo. Os protocolos do
método de PCR em tempo real demonstraram-se estatisticamente
semelhante ao método padrdo ISO 112900-1 quanto a capacidade de
detecgdo, no entanto, 0s mesmos foram capazes de detectar as amostras
positivas para L. monocytogenes de forma menos subjetiva, em mais
rapida.

Conclui-se ainda que sdo necessarios trabalhos voltados ao
desenvolvimento e validagdo de protocolos de PCR em tempo real para
a quantificagdo de células viaveis de L. monocytogenes neste tipo de
alimento. Além disso, um estudo genético das cepas de L.
monocytogenes encontradas é sugerido, a fim de conhecer melhor a
viruléncia dos mesmos e contribuir com a literatura mundial sobre o
assunto.
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