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CAPITULO 3

APLICABILIDADE DA BACTERIOLOGIA
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RESUMO: A Listeria monocytogenes geralmente
€ responsavel por provocar a listeriose, que tem
como principais manifestacdes clinicas: infeccéo
inicial semelhante a um resfriado, com febre baixa,
cefaleia, calafrios e mal-estar geral, podendo
progredir para meningite, meningocefalite,
septicemia, aborto ou parto prematuro. A taxa
de mortalidade encontra-se na faixa de 20-30%
dos casos diagnosticados. Os grupos mais
susceptiveis, considerados grupos de risco,
sdo mulheres gravidas (e seus fetos), criangas,
idosos e individuos com o sistema imunologico
comprometido. No Brasil, a Resolucdo RDC
ANVISA/MS n.° 12, de 02 de janeiro de
2001 (BRASIL, 2001) estabelece os padrbes
microbioldégicos para produtos alimenticios
expostos a venda, sendo que o micro-organismo
Listeria monocytogenes deve estar ausente em
25g do alimento. A bacteriologia convencional
para a pesquisa de Listeria monocytogenes
em alimentos & complexa, envolve duas ou até
trés formas de enriquecimento das amostras e
mesmo assim, muitas vezes, tém-se resultados
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frustrados. Assim, este projeto teve o objetivo de
validar a técnica de biologia molecular tradicional
(Polymerase Chain Reaction - PCR) para
deteccédo de Listeria monocytogenes em leite
UAT (Ultra Alta Temperatura) e compara-la com
a bacteriologia convencional. Para tanto, 144
amostras de leite estéreis foram artificialmente
contaminadas com cepas padroes Listeria
monocytogenes e analisadas, sob a forma de
pool, pelas duas metodologias. Além disso, foram
preparados controles positivos e negativos. O
experimento teve quatro tempos de repeticdo e
foi conduzido em ftriplicata. Os resultados obtidos
pela metodologia da bacteriologia convencional
sd0 mais assertivos quando se quer uma analise
qualitativa e quantitativa; enquanto a técnica de
biologia molecular torna-se interessante para a
analise qualitativa, detectando a contaminagéo
pelo micro-organismo, mesmo em pequenas
quantidades. Em seguida, verificou-se a
aplicabilidade das duas técnicas propostas e
adicionou-se a metodologia PCR Real Time para
a pesquisa do micro-organismo estudado em 90
amostras de leite UAT, de 10 diferentes marcas,
oriundas do comércio regional. O experimento
teve trés tempos de repeticao e foi conduzido em
triplicata. Ao analisar as amostras, sob a forma
de 10 pool, apenas a metodologia PCR Real
Time conseguiu detectar L. monocytogenes em
uma das marcas analisadas. Assim, a biologia
molecular se torna interessante para a industria,
tanto para a liberacdo de lotes quanto para a
avaliacdo de higienizacdo em linha de producao.
PALAVRAS-CHAVE: Listeria, Leite UAT,
Microbiologia, Biologia Molecular.
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ABSTRACT: Listeria monocytogenes is usually responsible for causing listeriosis, which
has the following clinical manifestations: initial infection similar to a cold, with a low fever,
headache, chills and general malaise, and may progress to meningitis, meningocephalitis,
septicemia, abortion or parturition premature. The mortality rate is in the range of 20-30%
of diagnosed cases. The most susceptible groups, considered at-risk groups, are pregnant
women (and their fetuses), children, the elderly, and individuals with compromised immune
systems. In Brazil, Resolution RDC ANVISA / MS No. 12, of January 2, 2001 (BRAZIL, 2001)
establishes the microbiological standards for food products exposed to the sale, and the
microorganism Listeria monocytogenes should be absent in 25g of the food. Conventional
bacteriology for the detection of Listeria monocytogenes in food is complex, involves two or
even three forms of enrichment of the samples and even then, many times, frustrated results
have been obtained. The aim of this project was to validate the Polymerase Chain Reaction
(PCR) technique for the detection of Listeria monocytogenes in Ultra High Temperature (UHT)
milk and to compare it with conventional bacteriology. For this, 144 samples of sterile milk
were artificially contaminated with standard strains Listeria monocytogenes and analyzed as
a pool by the two methodologies. In addition, positive and negative controls were prepared.
The experiment had four replicate times and was conducted in triplicate. The results obtained
by the methodology of conventional bacteriology are more assertive when a qualitative and
quantitative analysis is required; the technique of molecular biology becomes interesting for
the qualitative analysis, detecting the contamination by the microorganisms, even in small
amounts. Then, the applicability of the two proposed techniques was verified and the Real
Time PCR methodology was used to investigate the microorganism studied in 90 UAT milk
samples from 10 different brands from the regional trade. The experiment has three replicate
times and was conducted in triplicate. When analyzing the samples as a pool, only the Real
Time PCR methodology was able to detect L. monocytogenes in one of the analyzed brands.
Thus, molecular biology becomes interesting for the industry, both for the batch release and
for the hygiene evaluation in the production line.

KEYWORDS: Listeria, Milk UHT, Microbiology, Molecular biology.

11 INTRODUGAO

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

A listeriose ficou em evidéncia na década de 1980, como zoonose transmitida por
alimentos, depois de varias ocorréncias na Ameérica do Norte e na Europa. No entanto, desde
1929 a L. monocytogene ja era conhecida como agente da listeriose (LINNAN et al., 1988).
Principalmente em paises industrializados, a ocorréncia de listeriose de origem alimentar
€ relatada, ja em paises em desenvolvimento, ha poucos, ou nenhum relato. Em relagéo
a estes dados, ndo se pode afirmar que ndo existem sistemas de pesquisa e informacéo
ou se existem diferentes taxas de exposicdo, habitos alimentares e susceptibilidade do
hospedeiro ao micro-organismo. No Brasil, as informagdes sobre Doencas Transmitidas
por Alimentos (DTA) séo bastante escassas. Um estudo realizado no Estado do Parana,
revelou que no ano de 2000 foram gastos pelo governo cerca de 2 milhdes de reais,
somente em internacdes devido as DTA. (AMSON, 2006). A Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA) adota a Resolugdo RDC n° 12 de janeiro de 2001 que estabelece a
auséncia do patdégeno L. monocytogenes em 25 g de amostra de alimento (BRASIL, 2011).

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

Visando reduzir o tempo de espera € o erro na identificagéo bacteriana convencional,
métodos moleculares estdo auxiliando e até mesmo substituindo alguns métodos
convencionais, no monitoramento da fabricagéo de alimentos de origem animal (ANDRADE
et al., 2010). Pode-se destacar a Reagdo em Cadeia de Polimerase (PCR), pela precisdo

e rapidez. A PCR vem sendo utilizada tanto na identificagcdo de L. monocytogenes quanto
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de diversos outros micro-organismos no controle microbiologico de alimentos (KIM et al.,
2014).

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

A finalidade deste estudo, foi estudar principalmente a metodologia microbiologica
convencional e abiologia molecular para deteccéo e quantificagédo de Listeria monocytogenes
em leite UAT (Ultra Alta Temperatura).

21 MATERIAL E METODOS

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

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

Foram contaminadas artificialmente 144 amostras de leite Ultra Alta temperatura
(UAT), todos da mesma marca, com trés cepas padrbes do micro-organismo L.
monocytogenes (Cepas: CLIST 2035 Sv.: 1/2a, CLIST 2037 Sv.: 4a, CLIST 2045 Sv.:4b).
Para cada etapa do experimento, foram empregadas 36 amostras, analisadas sob a forma
de 9 pool, sendo trés pools de cada cepa utilizada. Além dos pools, suspensdes das trés
cepas (controle positivo) e o leite sem contaminacgéo artificial (controle negativo) foram
analisados em triplicata nos quatro tempos de repeticéo.

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

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

Pela metodologia microbiolégica oficial, as amostras sofreram enriquecimento
primario e secundario. Para o enriquecimento primario foram utilizados 25 ml das amostras
de leite contaminadas para 225 ml de Caldo LEB (Listeria Enrichment Broth); na sequéncia,
o conjunto foi homogeneizado e incubado a 30°C por 24 h, para o enriquecimento primario.
Apods esse periodo, foi realizado o plaqueamento em superficie, nos meios Agar Oxford
(OXA) e Agar PALCAM, que foram incubados em microanaerobiose a 35°C por 24-48h. As
colénias suspeitas foram submetidas a testes bioquimicos (SILVA et al., 2010).
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Ap6s o periodo de incubacdo do enriquecimento primario, foi realizado o
enriquecimento secundario, transferindo 1 ml do mesmo, para o caldo Fraser, que
foi incubado a 30°C por 24-48h e posteriormente, repicado para o OXA e PALCAM; na
sequéncia, realizaram-se as provas bioquimicas.

A Identificagdo bioquimica das colénias suspeitas de Listeria monocytogenes foi
feita a partir do crescimento em Caldo Triptosado, 37°C/24h. Os testes bioquimicos usados
foram:

a) Teste de catalase. b) Teste de Motilidade. c) Reacdo de Agar Triplice Aclcar Ferro
(TSI). d) Teste de verificagdo de hemdlise. e) Teste de CAMP. f) Teste de fermentacdo da
xilose, raminose, manitol, glicose.

A metodologia da biologia molecular tradicional (Polymerase Chain Reaction - PCR)
foi realizada em duas etapas: extracdo e identificacdo, conforme proposto por Bansal
(1996) e Nayak et al., (2015).

Foram coletadas amostras de 1 ml de leite integral contaminado com Listeria
monocytogenes para a extracdo de material genético, bem como de todos os controles
positivos e negativos.

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

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

Foram adotadas medidas de controle em todas as etapas da reag&o. Para cada
conjunto de reagdes, foram adicionados dois controles negativos, um contendo apenas
agua destilada e outro com DNA extraido de amostra sabidamente negativa para L.
monocytogenes; e um controle positivo, extraido a partir de cultura.
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Para a eletroforese em gel de agarose, os produtos amplificados foram analisados
em gel de agarose a 2% em TBE (0,045M de Tris-Borato; 0,001M EDTA) com 0,05 pl/ml
de brometo de etidio e separados por um sistema de eletroforese horizontal numa cuba
contendo o mesmo tamp&o. Os géis foram visualizados, e as imagens adquiridas em um
sistema de aquisicdo de imagens (Gel Image and Documentation (BioSystematica). O
tamanho dos fragmentos foi comparado com um padréo de 100 pares de base.

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

independéncia entre as variaveis.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

E possivel observar na Figura 1, o crescimento de col6nias pretas sugestivas de
Listeria monocytogenes nos meios de cultura OXA e PALCAM oriundas de amostras de
leite artificialmente contaminadas com cepas padrdes. Com os contaminantes presentes
nos cultivos, foi possivel a identificagcdo bioquimica das colénias suspeitas de Listeria
monocytogenes pela bacteriologia convencional.

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

Fonte: Dados da pesquisa, 2019.

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

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

Fonte: Dados da pesquisa, 2019.

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

O teste de hipdteses de Qui Quadrado (QQ) que se destina a encontrar um valor da
dispersao para duas variaveis nominais, avaliando a associagdo existente entre variaveis
qualitativas, obteve valor de 5,5 (Figura 3.a). Sabe-se que o valor 3,841 delimita 5% do
teste. Este € o valor critico de Qui Quadrado, que aceita a hipétese nula, nao ocorrendo
associacao entre os grupos, ou, a hipétese alternativa, ocorrendo associacao entre os
grupos.

E importante ressaltar que, quando as frequéncias observadas sdo muito préximas
as esperadas, o valor de QQ é pequeno, menor que 3,841. Mas, quando as divergéncias
s@o grandes entre a frequéncia observada e esperada, consequentemente QQ assume
valores altos, acima de 3,841, rejeitando a hip6tese de igualdade estatistica entre os
nuameros observados e esperados, ou seja, admite-se que os desvios sao significativos.

Na Figura 3b e 3d, os valores de QQ foram de 0,4 e 2,2. Esses valores denotam
hipétese de igualdade estatistica entre os niUmeros observados e esperados, admite-se que

os desvios n&o séo significativos, ndo ocorrendo associa¢do entre os grupos observados.
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Figura 3 - Andlise comparativa entre as metodologias bacteriologia convencional (A) e a
Biologia Molecular PCR Tradicional (B), para auséncia (acerto) e presenca (erro) de Listeria
monocytogenes e estimativa do Qui Quadrado (QQ), para as diferentes interacdes

Fonte: Dados da pesquisa, 2019.

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

Entre a biologia molecular PCR (B) e controle das cepas para biologia molecular
PRC (CB), foram observadas a mesma interagdo com menores acertos e maiores erros,
no entanto, o QQ dessa interagéo foi de 4,2, indicando que ha associagao e ocorre desvios
entre os grupos (FIGURA 4b).
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Figura 4 - Analise comparativa entre as metodologias microbiologicas convencionais (A) e
controle de cepas para bacteriologia convencional (CA) (a) e biologia molecular PCR (B) e
controle das cepas para biologia molecular PRC (CB) (b), para auséncia (acerto) e p presenca
(erro) de Listeria monocytogenes e estimativa do Qui Quadrado (QQ), para as diferentes
interacoes.

Fonte: Dados da pesquisa, 2019.

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

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

Entre as analises comparativas de A com B, ocorreram divergéncias entre as
frequéncias esperadas e observadas, com QQ de 8,03 (FIGURA 5b). Logo, ocorre
associagdo entre os grupos de microbiologia convencional e molecular (PCR). Ao se
comparar tanto A como B, observa-se que os dois acertam mais que o esperado, contudo,

B errou mais que A.
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Figura 5 -Analise comparativa entre as metodologias microbioldgicas convencionais (A),
biologia molecular PCR (B), controle de cepas para bacteriologia convencional (CA) e
controle das cepas para biologia molecular PCR (b) (a). Andlise comparativa entre as metod
metodologias microbiolégicas convencionais (A), biologia molecular PCR (B) (b), para auséncia
(acerto) e presenca (erro) de Listeria monocytogenes e estimativa do Qui Quadrado (QQ), para
as diferentes interacoes.

Fonte: Dados da pesquisa, 2019.

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

Peres et al. (2010) avaliaram a técnica de PCR como opc¢ao para reduzir o tempo
de deteccao de L. monocytogenes no leite, comparando os resultados da reacédo de PCR
com os da cultura da amostra empregando-se a metodologia padronizada tradicional. A
técnica de PCR néo foi eficiente para a detecgéo de L. monocytogenes diretamente do
caldo de enriquecimento listeria (LEB). Entretanto, foi eficiente para a identificacdo da
bactéria a partir das col6nias suspeitas em meio seletivo (Oxford e Palcam), possibilitando

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

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

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

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

Bacteriologia Convencional ~PCR Tradicional PCR RealTime

T1 T2 T3 ™ T2 T3 T1 T2 T3
Controle Negativo - - - - - - - - -
Controle Positivo Cepa 1 + + + + + + + + +
Controle Positivo Cepa 2 + + + + + + + + +
Controle Positivo Cepa 3 + + + + + + + + +

Tabela 1 - Analise e comparagéao entre as metodologias microbiolégicas convencionais, biologia
molecular PCR tradicional e biologia molecular PCR RealTime.

Fonte: Dados da pesquisa, 2019.

Nas andlises dos leites UATs comerciais, observou-se que nos poolsdas 10 amostras,
ndo houve deteccdo da bactéria Listeria monocytogenes na técnica de Bacteriologia
convencional e PCR tradicional. Ja na técnica de PCR em tempo real, o micro-organismo
foi detectado em uma das 10 amostras analisadas (TABELA 2).
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Bacteriologia Convencional ~ PCR Tradicional PCR RealTime
T T2 T3 ™ T2 T3 T1 T2 T3

Pool Amostra 1 - 1 - - - - - - - - -

Pool Amostra 1 - 2 - - - - - - - - -
Pool Amostra 1 - 3 - - - - - - - - -
Pool Amostra 2 - 1 - - - - - - - - -
Pool Amostra 2 - 2 - - - - - - - - -
Pool Amostra 2 - 3 - - - - - - - - -
Pool Amostra 3 - 1 - - - - - - - - -
Pool Amostra 3 - 2 - - - - - - - - -
Pool Amostra 3 - 3 - - - - - - - - -
Pool Amostra 4 - 1 - - - - - - - - -
Pool Amostra 4 - 2 - - - - - - - - -
Pool Amostra 4 - 3 - - - - - - - - -
Pool Amostra 5 - 1 - - - - - - + + +
Pool Amostra 5 - 2 - - - - - - + + +
Pool Amostra 5 - 3 - - - - - - + + +
Pool Amostra 6 - 1 - - - - - - - - -
Pool Amostra 6 - 2 - - - - - - - - -
Pool Amostra 6 - 3 - - - - - - - - -
Pool Amostra 7 - 1 - - - - - - - - -
Pool Amostra 7 - 2 - - - - - - - - -
Pool Amostra 7 - 3 - - - - - - - - -
Pool Amostra 8 - 1 - - - - - - - - -
Pool Amostra 8 - 2 - - - - - - - - -
Pool Amostra 8 - 3 - - - - - - - - -
Pool Amostra 9 - 1 - - - - - - - - -
Pool Amostra 9 - 2 - - - - - - - - -
Pool Amostra 9 - 3 - - - - - - - - -
Pool Amostra 10 - 1 - - - - - - - - -
Pool Amostra 10 - 2 - - - - - - - - -
Pool Amostra 10 - 3 - - - - - - - - -

Tabela 2 - Andlise e comparagédo entre as metodologias microbiolégicas convencionais, biologia

molecular PCR tradicional e biologia molecular PCR RealTime. Mostra que somente na biologia

molecular PCR RealTime, houve a detec¢do do micro-organismo, Listeria monocytogenes, nas
amostras analisadas.

Fonte: Dados da pesquisa, 2019.

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

Aliteratura mostra que, estudos comparando métodos convencionais e de PCR com
métodos bacteriol6gicos padrao, nem sempre foram concordantes (ALMEIDA et al., 2013).
Relatando que a PCR apresenta uma sensibilidade igual ou maior que métodos de culturas
tradicionais.

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

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

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

Shalaby et al., (2011) estudaram 66 amostras clinicas e 100 amostras de alimentos,
comparando o método microbiol6égico convencional de diagnostico com a PCR para detecgéo
de L. monocytogenes. Verificaram que um total de 7,6% dos isolados de L. monocytogenes
foram identificados tanto pelo método convencional e PCR, em diferentes amostras clinicas.
No entanto, a PCR identificou 6% de L. monocytogenes isoladas de produtos alimentares
e apenas 4% dos isolados foram identificados pelo método convencional, concluindo que a
PCR é um procedimento rapido, com alta sensibilidade e especificidade, para a detecgéo e

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

41 CONCLUSAO

ApOs a realizagéo e finalizagdo do primeiro experimento, observou-se que apesar
da obtencgéo de resultados mais rapidos, a Biologia Molecular tradicional, acerta menos
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que a Bacteriologia Convencional, comprovando que a Bacteriologia Convencional ainda
€ a metodologia mais assertiva para a pesquisa de Listeria monocytogenes em alimentos.

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

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

Resultados mais rapidos em relacéo a Bacteriologia Convencional séo observados
nos métodos fundamentados em PCR.

Com a detecgdo do DNA do micro-organismo pesquisado se faz necessaria a
bacteriologia convencional, pois a PCR detecta DNA, mas né&o distingue se a bactéria esta
viavel ou néo.

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

A biologia molecular PCR Real Time se torna interessante para a industria de
alimentos, tanto para a liberacao de lotes quanto para a avaliacéo de higienizacdo em linha
de produgéo.
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