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Resumo

Resumo

O serotipo maioritariamente associado as estirpes de Listeria monocytogenes isoladas de
gueijos Portugueses pertence ao serotipo 4b, o qual esta referido na literatura como o
responsavel pelo maior numero de casos de listeriose humana. Tendo em conta a
importancia de que se revestem estas estirpes, a sua caracterizacdo usando métodos
mais discriminatdrios que a serotipagem é de crucial importancia. Assim, o presente
estudo teve por finalidade a caracterizacdo molecular de estirpes de L. monocytogenes
ser. 4b, isoladas de queijos de diferentes zonas do pais, e uma primeira avaliagdo da

distribuicdo geogréfica dos tipos moleculares encontrados.

Foi usado o método Amplified Fragment Length Polymorphism (AFLP) com base no
protocolo que se encontra em funcionamento no Health Protection Agency Department of
Gastrointestinal Infections / Centre for Infections, em Londres. Para a analise da
similaridade entre estirpes recorreu-se ao programa Bionumerics. O poder discriminatorio

do método AFLP foi calculado através do indice de Simpson.

Das 47 estirpes de L. monocytogenes ser. 4b tipadas neste trabalho resultaram 6 perfis
diferentes com um numero de bandas compreendido entre 5 a 7 no intervalo entre 500 bp
e 1500 bp. Todos os perfis AFLP apresentaram uma banda comum de aproximadamente
850 bp. O poder discriminatério do método AFLP foi avaliado em 0,70. Pela andlise do
dendrograma observou-se a existéncia de 6 clusters para uma percentagem de
similaridade de 98%, os quais foram agrupados de acordo com o tipo AFLP previamente
atribuido. A relacdo de similaridade mais afastada encontrada entre os 47 isolados foi de
67%. Considerando a totalidade dos isolados provenientes da regido da Serra da Estrela,
foi possivel identificar 5 tipos AFLP, quatro dos quais identificados apenas naquela zona
e um quinto tipo AFLP com uma distribuicdo geografica alargada (Serra da Estrela, Serpa

e Sao Jorge), 0 que contraria a sua utilizagdo como marcador geografico. Comparando
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estes 47 perfis com os obtidos anteriormente pelo mesmo método usando isolados
provenientes das zonas produtoras de queijo de Castelo Branco e Tolosa (n=61), conclui-
se que os tipos AFLP obtidos séo diferentes, ndo havendo tipos AFLP comuns entre as
zonas de Tolosa, Castelo Branco e Serra da Estrela, indicando uma associacao entre um

determinado tipo AFLP de L. monocytogenes ser. 4b e cada uma destas regides.

Palavras-Chave: Listeria monocytogenes ser. 4b, tipagem por AFLP, marcadores

geograficos, queijos




Abstract

Abstract

The serotype more frequently associated with Listeria monocytogenes strains isolated
from Portuguese cheeses belongs to serotype 4b, which is reported as responsible for the
largest number of human listerioses outbreaks. Given the importance of these strains,
their characterization by more discriminatory methods than serotyping is of crucial
importance. Thus, the aim of the present study was the molecular characterization of
strains of L. monocytogenes ser. 4b, isolated from cheese from different parts of the

country, and the assessment of the geographical distribution of molecular types found.

Amplified Fragment Length Polymorphism (AFLP) method was used based onto a
protocol that is in operation at the Health Protection Agency Department of
Gastrointestinal Infections / Centre for Infections in London. Cluster analysis was
performed using the Bionumerics software. The discriminatory power of AFLP method

was calculated using the Simpson index.

The 47 strains of L. monocytogenes ser. 4b typed in this work resulted in six different
profiles with 5-7 bands in the range between 500 bp and 1500 bp. All AFLP profiles
showed a common band of about 850 bp. The discriminatory power of AFLP method was
calculated in 0.70. The analysis of the dendrogram showed the existence of six clusters
for a percentage of similarity of 98%, which were grouped according to the AFLP
previously assigned. The similarity relation farthest found among 47 isolates was 70%.
Considering all of the isolates from Serra da Estrela, it was possible to identify five types
AFLP, four of them identified only in that area and a fifth AFLP with a wide geographical
distribution (Serra da Estrela, Serpa and Sao Jorge), which dissuaded its use as a
geographic marker. Comparing these 47 profiles with those obtained previously by the

same method and isolated from cheese production areas of Castelo Branco and Tolosa
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(n = 61), we conclude that the obtained AFLP types are different, with no common AFLP
types among the areas of Tolosa, Castelo Branco and Serra da Estrela, indicating an
association between a particular AFLP type of L. monocytogenes ser. 4b and each one of

these regions of cheese production.

Keywords : Listeria monocytogenes ser. 4b, AFLP typing, geographical marker, cheeses

Vi
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1. Listeria monocytogenes

1.1 Historia

Atribui-se a Murray, Webb e Swann, em 1926, a descoberta e descricdo do
microrganismo Gram-positivo actualmente conhecido como Listeria monocytogenes.
Estes autores descreveram uma infeccdo espontanea que ocorreu entre os coelhos e
cobaios de laboratério, tendo denominado o agente de Bacterium monocytogenes, em

virtude de a infeccdo ser caracterizada por uma monocitose (Farber & Peterkin, 2000).

Em 1927, Pirie, na Africa do Sul, isolou 0 mesmo agente a partir de roedores selvagens,
denominando-o Listerella hepatolytica, em homenagem ao cirurgido Lord Lister. O agente
passou a ser denominado Listerella monocytogenes, pelo fato de ser parecido com o

agente isolado pelos autores ingleses (Farber & Peterkin, 2000).

Em 1940, autores ingleses propuseram que o0 agente passasse a ser denominado Listeria
monocytogenes devido a existéncia de um género j4 descrito com a designagéo
Listerella.

Desde entdo o microrganismo foi caracterizado de forma definitiva como Listeria

monocytogenes (Gray & Killinger1966; Hofer & Reis, 2005;).

1.2 Taxonomia

Segundo The Taxonomic Outline of Bacteria and Archaea (Garrity et al., 2007), baseado
na andlise filogenética do gene que codifica para 16S rRNA, o género Listeria encontra-

se classificado na classe Bacilli, ordem - Bacillales e familia - Listeriaceae.
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O género Listeria é composto por bactérias Gram positivas com baixo conteido de G+C e
estq estreitamente relacionado com os géneros Bacillus, Clostridium, Enterococcus,

Streptococcus e Staphylococcus (Seeliger & Jones, 1986;Vazquez-Boland et al., 2001).

As anadlises filogenéticas e métodos de biologia molecular permitiram uma melhor
observacdo da diversidade dentro do género Listeria, que actualmente contém seis
espécies: Listeria monocytogenes, Listeria innocua, Listeria seeligeri, Listeria welshimeri,
Listeria ivanovii e Listeria grayi, como evidenciado pelos valores de homologia de DNA,
sequéncia de rRNA 16S, propriedades quimiotaxondmicas e andlise por Multilocus

Enzyme Electrophoresis (MEE) (McLauchlin, 1997; Rocourt, 1999; Donnelly, 2001).

A sequéncia do primeiro genoma completo de L. monocytogenes foi determinado por um
consércio Europeu em 2001 (Figura 1), ao mesmo tempo que Listeria innocua, uma
espécie estreitamente relacionada mas ndo patogénica. O genoma da estirpe
sequenciada de L. monocytogenes tem um tamanho de 2.944.528 bp, com uma média de
39% de G+C e contém 2.853 genes codificantes de proteina. No caso de L. innocua,
possui um anico cromossoma circular de 3.011.209 bp com um teor médio de 37% de
G+C. Dentro do género Listeria, estas duas espécies apresentam um alto grau de
homologia na sequéncia de rRNA 16s, sendo as de maior proximidade taxondmica

(Cossart & Archambaud, 2009).
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Figura 1 - Chave de datas e acontecimentos e respec tivas areas de investigagédo
relacionados com Listeria desde a sua descoberta em 1926.
Adaptado de: Cossart & Archambaud (2009)

1.3 Morfologia

As bactérias do género Listeria séo pequenos bacilos Gram-positivos, de 0,4 - 0,5 um de
largura e 0,5 — 2 um de comprimento, com extremidades arredondadas (Phan-Thanh et
al., 2000). Podem ser observados isolados ou em cadeias curtas e em palicada (Ryser &
Marth, 1991). Assemelham-se a cocos em culturas envelhecidas e nestas condi¢cbes
perdem a capacidade em reter os corantes de Gram (essencialmente o cristal de violeta),
0 que leva frequentemente a erros de identificacéo (Seeliger & Jones, 1986). Nao formam
esporos nem capsula, sdo anaerébios facultativos, méveis devido a presenca de flagelos
peritricos e, em meio semi-solido e a 20-25 C, apr esentam mobilidade tipica de guarda-

chuva (Bille & Rocourt, 2003).
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1.4 Caracteristicas culturais e bioquimicas

De um modo geral, as bactérias do género Listeria multiplicam-se na maioria dos meios
bacteriologicos, sem necessidade de nutrientes especiais, crescendo bem em caldo de

infusdo de cérebro e coracao (BHI) e em caldo de soja e tripticase (Jay, 1996).

Em gelose nutritiva, ddo origem a pequenas colonias com 0,5 a 1,5 mm, translicidas,
ligeiramente convexas, redondas e de bordos lisos (Seeliger & Jones, 1986). Com
iluminacdo normal as colénias apresentam coloracdo azul acinzentada. Quando
observadas com luz incidente obliqua (iluminagédo de Henry) apresentam uma coloracao
verde-azulada caracteristica. Apds sucessivas repicagens, as colénias de Listeria que
apresentam a forma lisa podem transformar-se em rugosas, com bordos ondulados e

superficie granulosa (Seeliger, 1961 citado por Ryser & Marth, 1991).

Preferem meios com pH neutro ou ligeiramente alcalino, no entanto a multiplicagdo

destas bactérias pode ocorrer a valores de pH inferiores a 4,5 até 9,4 (ICMSF, 1996).

L. monocytogenes € anaeroébia facultativa, crescendo em ambiente com concentragfes
reduzidas de oxigénio e elevadas de CO, (Seeliger & Jones, 1986; Ryser & Marth, 1991).
Pode tolerar concentragfes de 10% a 30% de cloreto de sodio e crescer em meios com
actividade de agua de 0,90, dependendo de outros factores que influenciam a

multiplicacdo, como o pH e a temperatura (Lovett, 1989).

Apresenta reaccdo catalase positiva e oxidase negativa; expressa B-hemolisina,
produzindo uma zona clara em meio de cultura Agar-sangue (Farber & Peterkin, 1991;
Holt et al., 1994). Produz acido por fermentacéo de glucose, frutose, manose, galactose,

celobiose, maltose, melezitose, trealose e ramnose, sem formacdo de gas; hidrolisa
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esculina, salicina, amigdalina e hipurato de sédio; apresenta teste vermelho de metilo
positivo e Voges Proskauer positivo; produz aménia a partir da arginina; ndo produz
sulfureto de hidrogénio, indol e nitrato redutase; liquefaz gelatina; hidrolisa amido e ureia;

reduz telurito e é parcialmente inibida por 0,02% de azida e cianida (Jay, 1996).

1.5 Caracteristicas ecoldgicas e fisioldgicas

Com carécter ubiquitério, a espécie monocytogenes encontra-se largamente distribuida
no ambiente, tendo sido isolada de aguas superficiais (Lyautey et al., 2007), esgotos
domeésticos, dguas residuais de industrias de lacticinios e de matadouros, solos, insectos,
adubo organico e fezes de animais, aves e mamiferos, especialmente grandes
ruminantes (bovinos) (Nightingale et al., 2004) e de humanos. Pode também ser isolada
em diversos produtos alimentares crus ou apdés tratamento térmico ou quimico (Ryser &
Marth, 1991; Pereira & Rocourt, 1993; Franco & Landgraf, 1996). Acredita-se que de 1%

a 10% da populacao seja portadora intestinal deste patogéneo (Hof, 2003).

Segundo Sleator et al. (2001), o perigo de L. monocytogenes como risco associado aos
alimentos €, em grande parte, devido a sua capacidade de se adaptar a condi¢bes
adversas, quer a nivel do ambiente exterior, que antecede a ingestdo dos alimentos, quer

no interior do hospedeiro.

1.5.1 Temperatura

As bactérias do género Listeria, particularmente L. monocytogenes, multiplicam-se a
temperaturas entre 1 a 45° C, com temperatura éptima de crescimento entre 30 a 37° C,

existindo no entanto relatos sobre o seu crescimento a 0° C. Suportam ainda repetidos
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congelamentos e descongelamentos (Seeliger & Jones, 1986; Lovett, 1988; Franco &
Landgraf, 1996; Germano & Germano, 2001). As temperaturas de refrigeracéo (4° C), o
crescimento populacional de L. monocytogenes € muito lento, sendo a fase de laténcia
(fase lag), e o tempo de geracdo, afectados pela temperatura a qual o inoculo foi
cultivado, bem como por outros factores como a concentracao de sal, o pH e a presenca

de bacteriocinas (Gandhi & Chikindas, 2007).

Quanto a termotoleréncia, esta bactéria demonstrou ser uma das mais resistentes ao
calor, quando comparada com outras bactérias patogénicas ndo esporuladas, associadas
aos alimentos (Makey & Bratchell, 1989). A pasteurizacdo do tipo HTST (High
Temperature Short Time) é efectiva na sua eliminagdo. A pasteurizagdo classica e a
rapida podem torna-se ineficazes se o nimero de organismos exceder o namero de
1000/ml de leite, sugerindo que os microrganismos dentro dos leucdcitos os tornam mais
resistentes (Fleming et al., 1985). Esta termotolerancia parece estar dependente do teor
inicial e de caracteristicas intrinsecas de cada estirpe e das condi¢cdes experimentais

(Sutherland & Porritt, 1997).

1.5.2 Concentracéo de sal (NaCl)

Estudos realizados por diversos autores demonstraram que L. monocytogenes € um
microrganismo halotolerante, que sobrevive a elevadas concentracdes de sal, podendo

esta capacidade variar em funcéo da temperatura, pH e ay.

Seeliger (1961) citado por Miller (1992) demonstrou que algumas estirpes de L.
monocytogenes toleravam 20% de NaCl (aw = 0,86) durante curtos periodos de tempo,
mas que podiam permanecer viaveis apdés um ano em 16% de NaCl (aw = 0,90), a pH =

6,0.
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Outros estudos constataram a sobrevivéncia de L. monocytogenes em 10,5% e 13%,
guando incubada a 37°C durante 15 e 10 dias respectivamente. Em concentracdes de 20
a 30% de NacCl, o tempo de sobrevivéncia foi reduzido para 5 dias. Mas, se a temperatura
for reduzida para 4°C, a bactéria pode sobreviver por mais de 100 dias em concentracdes
entre 10,5 e 30,5% de NaCl (Franco & Landgraf, 1996). Martinis et al. (1997) relataram
que L. monocytogenes é capaz de crescer em meios contendo 10% de NaCl com pH 7,0

a 25°C e em 20% de NaCl a 4°C por oito semanas.

A capacidade das populacdes de Listeria crescerem numa gama de concentracdes de sal
bastante elevada tem sido associada & acumulacdo de solutos organicos intracelulares

(Guerra, 2003).

1.5.3 Concentracao hidrogeniénica (pH)

Embora o pH 6ptimo para o crescimento de Listeria seja proximo da neutralidade ou
ligeiramente alcalino (6,0 a 8,0) (Lovett, 1988), considera-se que L. monocytogenes é

capaz de se multiplicar numa escala de pH entre 4,3 e 9,6 (Ryser & Marth, 2007).

Para Wang & Johnson (1997), o pH é o factor ambiental mais importante no controlo da
sobrevivéncia de L. monocytogenes nos alimentos. Para estes autores a taxa de
sobrevivéncia e de multiplicagcdo de L. monocytogenes esta geralmente relacionada com
0 pH inicial dos produtos, pois em estudos realizados verificaram que as maiores taxas
de crescimento populacional ocorreram a valores de pH iguais ou superiores a 6,
verificando-se desenvolvimento em muito menor escala ou a sua auséncia, a pH inferior a
5. Observaram ainda que em produtos alimentares acidos (pH < 4,5) L. monocytogenes

nao sobrevivia.
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Segundo vérios autores, a tolerancia a acidez pode também estar relacionada com a
adaptacéo a situacbes de stresse, tendo ja sido demonstrado que L. monocytogenes é
capaz de resistir a valores de pH habitualmente considerados letais apds ter sido exposta
a valores de pH sub-letais (situacdo denominada de resposta acidotolerante) (Ribeiro et

al. 2006).

Segundo Lou & Yousef (1997), a adaptacdo de L. monocytogenes a niveis sub-letais de
stresse ambiental, seja por acidos, sais, altas ou baixas temperaturas ou por privagdo de
nutrientes, eleva a capacidade de sobrevivéncia deste agente patogénico durante os
processos de congelamento, armazenamento e aos ciclos de congelamento-

descongelamento).

Varios estudos demonstram que a viruléncia de estirpes de L. monocytogenes pode
diferir e que a patogenicidade deste microrganismo € afectada por varios factores
(Vialette et al., 2003). O mecanismo de resposta acidotolerante € muito importante para a
saude publica, porque ela aumenta a capacidade de sobrevivéncia celular sob condicbes
acidas letais em habitats naturais, alimentos e hospedeiros, aumentando dessa forma a

viruléncia destas estirpes (Bonnet & Montville, 2005)

1.5.4 Actividade da 4gua (a w)

A actividade da 4gua (aw) Optima para o crescimento de L. monocytogenes é proxima de
0,97, contudo foi observada a sua sobrevivéncia em alimentos desidratados com ay
inferior a 0,93, levando a supor que pelo menos durante um certo periodo seja capaz de

tolerar condi¢cbes de baixa ay (Franco & Landgraf, 1996).
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2. Listeriose

2.1 Caracteristicas da doenca

A listeriose € uma zoonose originada por bactérias do género Listeria, mas apenas L.
monocytogenes e L. ivanovii sdo conhecidas como sendo patogénicas. L. ivanovii causa
principalmente doencas em animais, enquanto L. monocytogenes causa listeriose em
animais e seres humanos (Vazquez-Boland et al., 2001; McLauchlin et al. 2004; Keto-

Timonen, 2008).

Ocorre principalmente em pessoas pertencentes a certos grupos de risco, tais como
mulheres gravidas, criangas, idosos e individuos imunodeprimidos como os submetidos a
terapia prolongada com corticosteréides ou a quimioterapia, os portadores de HIV, os

alcoolicos, os diabéticos e os submetidos a hemodialise (Marth, 1988).

A infeccao é rara mas a taxa de mortalidade varia de 20 a 30%, podendo chegar aos 75%

nos grupos de risco (Linnan et al., 1984; Schuchat et al., 1991).

A transmissdo é feita principalmente por contacto com animais infectados, por
contaminagdo cruzada e através da ingestdo de alimentos contaminados (Bell &
Kyriakides, 1998), sendo considerada esta Ultima a via principal, tanto para o homem

como para os animais (MacLauchlin et al., 2004).

O periodo de incubacgdo de Listeria monocytogenes desde a contaminacgdo, através da
ingestao de 4gua ou alimento contaminado, até ao aparecimento dos primeiros sintomas
pode variar de 10-70 dias. Este facto dificulta a descoberta da fonte de contaminacdo no

caso de surto da doenca (Lecuit, 2007).
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A sintomatologia € do tipo gastrintestinal, mas também pode originar o aparecimento de
septicemia e meningoencefalites com elevada mortalidade. No homem, a listeriose
apresenta-se sob formas clinicas graves, como septicemia e meningite. Nas mulheres
gravidas pode apresentar-se de maneira assintomatica ou com sintomas de gripe. No
entanto, pode provocar aborto, nascimento prematuro, morte fetal, meningite ou

septicemia neonatal severa (Rocourt & Bille, 1997; Rocourt et al., 2000).

Nos animais domésticos (especialmente ovinos e caprinos) a listeriose esta associada a
encefalite, aborto, mastite ou septicemia. No entanto, os animais também podem ser
portadores assintométicos e disseminar o organismo em numeros significativos,

contaminando o meio ambiente (EFSA , 2009).

Apesar de ndo ser uma doenca recente, s6 ha relativamente pouco tempo foi associada
ao consumo de alimentos contaminados com L. monocytogenes. Efectivamente, a origem
alimentar da listeriose s6 foi comprovada em 1981, no decorrer de um surto provocado
pela ingestao de repolho cru contaminado com a bactéria (Schlech et al., 1983), a que se
seguiram varios surtos e um aumento geral da incidéncia na Europa e América do Norte

durante a década de oitenta (McLauchlin, 1996).

De acordo com os ultimos relatérios da Comunidade sobre zoonoses, publicados em
Janeiro de 2009 e 2010 (EFSA, 2009, 2010), o numero de casos de infeccdes por Listeria
monocytogenes em humanos decresceu ligeiramente (sendo relatados 1588 casos em
2006, 1558 em 2007 e 1381em 2008) em relacdo ao aumento que houve de 2004 a 2006
(Figura 2). O maior niumero de notificacfes e a maior taxa de mortalidade, quer em 2007
guer em 2008, foi para o grupo etario acima de 65 anos, seguido pelas criancas com

menos de 5 anos. A taxa de mortalidade total, em 2008, foi de 20,5% (EFSA, 2010).
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Figurf\ 2 - Taxas de notificacdo de casos confirmado s de listeriose humana na UE, 2004-
2008

Legenda: Paises que forneceram dados: Austria, Bélgica, Republica Tcheca, Dinamarca, Esténia,
Finlandia, Franca, Alemanha, Grécia, Hungria, Irlanda, Italia, Letonia, Litudnia, Holanda, Poldnia,
Eslovaquia, Eslovénia, Espanha, Suécia, Reino Unido.

1. Inclui casos confirmados de 2005-2008 e o total de casos em 2004.

Fonte: EFSA (2010)

s

A ocorréncia de listeriose de origem alimentar é relatada principalmente em paises
industrializados, ndo havendo relatos em paises em desenvolvimento. Esta situacdo pode
reflectir diferentes taxas de exposi¢do ao agente, habitos alimentares e susceptibilidade
do hospedeiro ou a falta de sistemas de pesquisa e informa¢édo de dados (Cruz et al.,

2008).

2.2 Viruléncia — serotipos implicados em listeriose

Segundo Bolivar et al. (2008), tém-se encontrado diferencas significativas na viruléncia
de isolados clinicos que mostram dose letal mais baixa, quando comparados com o0s
alimentos. Nao obstante, qualquer estirpe de L. monocytogenes deve ser considerada

patogénica para 0s grupos de risco.

11
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Estudos realizados anteriormente determinaram que L. monocytogenes € um
microrganismo patogénico com estrutura clonal, diferindo os varios grupos clonais quanto
ao seu potencial patogénico (Piffaretti et al., 1989; Wiedmann et al.,, 1997), a
especificidade pelo hospedeiro e a adaptacdo a diferentes nichos ecolégicos (Boerlin &

Piffaretti, 1991).

Rasmussen et al. (1995) demonstraram que L. monocytogenes se divide em trés
linhagens segundo a sequéncia dos genes de virulencia hly, iap e gene fla que codifica
para flagelina. Wiedmann et al. (1997) confirmaram a existéncia das trés linhagens
geneticamente distintas, mediante ribotipagem e PCR-RFLP do gene de viruléncia hly. A
linhagem | contém os serovares 1/2b, 3b, 3c e 4b, a linhagem Il compreende os
serovares 1/2a, 1/2c e 3a e a linhagem Ill os serovares 4a e 4c. Mais tarde, a esta

terceira linhagem foi incluido o serotipo 4b (Roberts et al., 2006).

Os isolamentos da linhagem | incluém os clones epidémicos de L. monocytogenes que
séo responsaveis por um grande namero de casos humanos de listeriose (Sauders et al,
2006). Os isolamentos da linhagem Il provém de alimentos e ambiente, enquanto os da

linhagem Il sdo fundamentalmente de origem animal (Kathariou, 2002).

Para investigar a diversidade genética de estirpes de L. monocytogenes com diferentes
potenciais de viruléncia, Doumith et al. (2004) sequenciaram parcialmente estirpes de
uma epidemia de serotipo 4b e compararam com a sequUéncia completa da estirpe nao
epidemica serovar 1/2a de L. monocytogenes EGDe. Deste estudo foi Identificada uma
divergéncia genética inesperada entre as duas estirpes, com cerca de 8 % das
sequéncias especificas para o serotipo 4b. Essas sequéncias incluiam sete genes

codificados para proteinas de superficie, dois dos quais pertencem a familia internalina, e

12
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trés genes codificados para reguladores de transcricdo, que sdo importantes nas

diferentes etapas do processo infeccioso.

Uma das observa¢cfes mais marcantes deste estudo foi a magnitude da divergéncia que
existe dentro da espécie L. monocytogenes. Estes autores descobriram que a divergéncia
genética entre as linhagens | e Il de L. monocytogenes (cerca de 8%) foi quase igual
a diferenca entre as sequéncias da estirpe L. monocytogenes EGDe serotipo 1/2a e a L.

innocua (10%) (Doumith et al., 2004).

No final da década de 80 foi descoberto na L. monocytogenes o gene hly, responsavel
pela producdo da hemolisina, também denominada listeriolisina O (LLO). Essa foi a
descoberta do primeiro gene de viruléncia de Listeria e também o primeiro produto de
gene que actua na protec¢do do parasita dentro de uma célula eucaridtica. A listeriolisina
O é uma importante enzima que ajuda a bactéria a escapar da ac¢do de enzimas dos
fagossomas do sistema imunitario do hospedeiro. Dentro do fagossoma o pH € mais
acido, isso estimula a bactéria a libertar a listeriolisina O que comega a destabilizar a
membrana do fagossoma, e, assim, induz a formac&o de poros na sua membrana, até o
seu completo rompimento. Apos esse rompimento, enzimas hidroliticas séo libertadas no

citosol da célula hospedeira, provocando a sua destruicdo (Vazquez-Boland et al., 2001).

Os mecanismos pelos quais L. monocytogenes causa a listeriose ainda ndo estdo bem
definidos. Sabe-se que € um patogénio intracelular com capacidade de penetrar,
multiplicar-se no interior do citoplasma da célula do hospedeiro (macrofagos, fibroblasto,
eritrocitos) e invadir células adjacentes sem deixar o citoplasma do hospedeiro (Vazquez-

Boland et al., 2001).

13
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No hospedeiro infectado, esta bactéria € maioritariamente intracelular, devido a sua
capacidade para resistir & morte do macréfago e da sua propriedade requintada para
invadir uma variedade de células nao-fagociticas incluindo células epiteliais, tais como os

enterocitos do intestino (Cossart & Archambaud 2009).

Rousseaux et al. (2004) afirmam que a patogenia da doenca comeca com a adesdo da L.
monocytogenes na superficie das células epiteliais intestinais. Essa adesao ocorre por
meio de proteinas de superficie especificas do género Listeria spp., denominadas
Internalina A (InlA) e Internalina B (InIB). Os autores afirmam ainda que, além da
actividade hemolitica presente em apenas algumas espécies de Listeria spp., a ndo
viruléncia das espécies apatogénicas para humanos pode ser devido a mutacdes

ocasionadas no gene que codifica as proteinas de superficie nestas espécies.

Habitualmente consideram-se viirulentas todas a estirpes de L. monocytogenes isoladas
a partir de alimentos, embora seja unanimemente aceite a existéncia de uma grande

variabilidade no grau de viruléncia entre estirpes (UCP/ESB, 2008)

A dificuldade de recuperar organismos envolvidos nos surtos; a subnotificacdo e a
demora na realizacdo de andlises convencionais sao alguns dos importantes factores que

retardam ou impedem interaccdes em situacdes de emergéncia.

Nos dltimos anos, porém, as técnicas moleculares de sequenciacdo genética, e
principalmente as analises genéticas comparativas, tém promovido um grande avango na
preciséo e rapidez, para a obtencao de dados relativos ao patogénio, no que se refere ao
entendimento da sua biologia, factores de viruléncia, evolucao, diferencas fenotipicas e,
consequentemente, nas ac¢fes de diagndstico e prevencdo. (Vazquez-Boland et al.

2001, Byun et al. 2001, Beumer et al. 2003, Buchrieser et al. 2003).
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Wagner e Allerberger (2003), recomendam cuidados na interpretacdo de resultados
aquando da investigacdo de surtos de listeriose, devendo ser considerados factores
como: colheita dos alimentos suspeitos; distribuicdo geogréfica dos casos e duracdo do
surto. A vigilancia epidemioldgica, inclusive internacional, faz-se necesséaria pelos
factores principais:

a) o longo tempo de incubagéo da doenca permite a disseminacdo do contaminante;

b) grau de contaminacéo do alimento;

¢) condicao imunologica da populacéo atingida;

d) habitos de consumo; e,

e) viruléncia da estirpe envolvida.

2.3 Dose infecciosa

Devido a dificuldade em realizar pesquisas com voluntarios saudaveis, ainda nao foi
possivel estabelecer a dose infecciosa de L. monocytogenes. Dados colhidos em surtos
de listeriose sugerem que os alimentos envolvidos continham elevados niveis de L.
monocytogenes, da ordem de 10° UFC/g (FDA/FSIS, 2003). Contudo, para a definicdo
exacta da dose infecciosa, sdo necessarios mais dados epidemioldgicos (Rocourt &

Cossart, 1997).

A dose infecciosa pode variar conforme a estirpe e o estado imunitario do hospedeiro. O
longo periodo de incubacdo, em alguns casos superiores a 70 dias, dificulta a
determinacgéo da dose infecciosa. No entanto, considera-se que o consumo de alimentos
com concentragbes de L. monocytogenes que ndo excedam 100ufc/g representa um

baixo risco para o consumidor (UCP/ESB, 2008).

Devido a severidade das infec¢des causadas por L. monocytogenes, e considerando que
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a dose infecciosa ainda ndo estd bem elucidada, agéncias reguladoras dos EUA
adoptaram a politica de tolerancia zero, isto €, auséncia de L. monocytogenes em
alimentos prontos para consumo (Eklund et al., 1995). Esta legislacéo resultou em efeitos
benéficos, ocorrendo um declinio acentuado dos casos de listeriose (cerca de 40%),
incluindo infec¢des perinatais. Esta reducdo resultou da melhoria dos padrdes de higiene,
adopcao de Boas Préticas de Fabrico (BPF), e do programa de Analise de Perigos e

Controlo de Pontos Criticos (HACCP) (Tappero et al., 1995).

2.4 Listeriose em Portugal

Em Portugal, os dados relativos as doencas de origem alimentar sédo escassos. No que
diz respeito a listeriose, existem dados que sugerem a existéncia de uma elevada
incidéncia de contaminacdo por Listeria monocytogenes em alguns alimentos, mas a
doenca que provoca, por ndo ser de declaragdo obrigatéria, estd subestimada (Viegas,

2009).

De acordo com os dados publicados pela Organizacdo Mundial de Saude, durante o

periodo de 1993-2000, ndo foram registados casos ou surtos de listeriose em Portugal.

Com o objectivo de contribuir para o conhecimento da listeriose em Portugal, Almeida et
al. (2006) compilaram um estudo retrospectivo de casos identificados no periodo entre
1994 e 2003, inclusive (Quadro 1). Dos 35 casos de listeriose identificadas para este
periodo foi estimada uma taxa de mortalidade de 17%. De acordo com os dados
recolhidos no presente estudo para o ano de 2003, a incidéncia desta doenca em
Portugal foi de pelo menos 1,4 casos por milhdo de habitantes. A idade dos pacientes,

relatada para 20 dos 35 casos, variou entre recém-nascidos (5 recém-nascidos, 25%) e
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85 anos (6 com mais de 65 anos, 30%), predominantemente do sexo masculino (13 dos

21 casos registados, 62%).

O estudo demonstra, pela primeira vez na literatura amplamente disponivel, que apesar

de ndo serem registados em relatérios oficiais casos de listeriose em Portugal, a ameaca

de L. monocytogenes para a saude publica € de uma dimensdo semelhante & que se

verifica noutros paises.

Quadro 1 - Listeriose em Portugal: 1994-2003

Data de Idadet/Sexo*t Factores Manifestacées Isolado dett E?nsiggido
isolamento predisponentes clinicast
Novembro 1994  Recém-nascido/M  Idade DNR Figado Fatal
1996 DNR/M HIV Febre Sangue e CSF DNR
Julho 1997 DNR DNR DNR Sangue DNR
Setembro 1997 DNR DNR DNR CSF DNR
Outubro 1997 DNR DNR DNR CSF DNR
1998 54/M DNR DNR Sangue DNR
Abril 1998 DNR DNR DNR CSF DNR
Janeiro 1999 DNR DNR DNR CSF DNR
Julho 1999 DNR DNR DNR CSF DNR
Setembro 1999 DNR DNR DNR Sangue DNR
Outubro 1999 Recém-nascido/F Idade DNR Pulméo Fatal
2000 48/M DNR Febre e dor de cabeca CSF DNR
. Sindroma gripal 15 dias . Nascimento as
2000 25/F Gravidez Cultura vaginal 36 semanas de
antes do parto )
gravidez
Hipotonia, dificuldades de
2000 Recém - Idad respi_r ac_;é(t), sepsis ano s Favoravel, sem
: ade nascimento. angue '
nascido/DNR Apgar 5 (1 min) — 7 (5 sequelas
min)
Marcgo 2000 DNR DNR DNR Sangue DNR
Abril 2000 DNR DNR DNR Sangue DNR
Junho 2000 DNR DNR DNR CSF DNR
Outubro 2000 DNR DNR DNR Sangue DNR
Maio 2001 41/M Cirrose DNR Sangue Fatal
Outubro 2001 85/M Idade DNR Sangue Fatal
Fevereiro 2002 DNR/M DNR Meningite CSF DNR
Mango 2002 55/M Doenca hematologica DNR Sangue Favoravel
2003 75/F Insuficiéncia renal DNR Sangue Favoravel
crénica
2003 Sggfig]c;/DNR Idade DNR Sangue Favoravel
2003 DNR/F DNR DNR Culturavaginal  DNR
2003 DNR/F DNR DNR Culturavaginal  DNR
Janeiro 2003 69/M Idade DNR Sangue Favoravel
Fevereiro 2003 T4/F Idade Meningite CSF Favoravel
Fevereiro 2003 31/F Gravifez DNR Placenta Favoravel
) Recém - Favoravel, sem
Abril 2003 nascido/DNR Idade DNR Sangue sequelas
Abril 2003 67/M Corticoterapia. Meningite Sangue, CSFe  Fatal (choque
Sindroma nefritico liquido ascitico séptico)
Mio 2003 25/M DNR Meningite CSF DNR
Jullho 2003 85/F Idade DNR CSF DNR
Outubro 2003 50/M Alcoolismo DNR Sangue/CSF Fatal
Com retorno de
Novembro 2003 48/M DNR DNR CSF internamento,
sem sequelas
t DNR - Dados N&o Registados. *F - Feminino; M - Masculino. $ CSF - Liquido Cerebrospinal.

Fonte: Almeida et al. (2006)
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Em Portugal, contrariamente ao que acontece noutros paises, ndo existe informagéo
destinada aos grupos de risco de modo a prevenir/reduzir o contacto com L.
monocytogenes. De acordo com o trabalho apresentado pelo International Life Sciences
Institute (2004), a utilizacdo de mensagens com suporte cientifico na educagédo dos
grupos de risco e dos profissionais que lhes prestam assisténcia € uma das principais
estratégias a adoptar com vista a reducdo da incidéncia de listeriose. A cooperacao de
diferentes instituicbes e profissionais, como meédicos, investigadores, consumidores,
produtores e autoridades de salde é uma necessidade imperativa para a prevencao e
controlo de L. monocytogenes de forma a evitar o incremento previsivel dos casos de

listeriose (UCP/ESB, 2008).

2.5 Surtos de listeriose associados ao consumo de p rodutos lacteos

A confirmacéo de varios casos esporadicos e surtos de listeriose ocorridos no Canada,
Estados Unidos e Europa (Ryser, 1999) na década de 80, associados principalmente ao
consumo de queijos e de vegetais crus, levou a inclusdo de L. monocytogenes na lista de
microrganismos patogénicos causadores de doencas transmitidas por alimentos. A partir
dessa década, um grande numero de surtos e casos de listeriose tem sido relatado na
literatura (Borges et. al., 2009). Alguns dos principais surtos relacionados com o consumo

de leite e produtos lacteos sdo apresentados na Quadro 2.

Quadro 2 - Surtos de listeriose associados ao consu mo de leite e produtos lacteos

Ano Pais Produto N° casos/mortes Referéncia
1983 Estados Unidos Leite pasteurizado 49/14 Fleming et al. (1985)
1985 Estados Unidos Queijo Jalisco 142/48 Linnan et al. (1988)
1989/1990 Dinamarca Queijo azul 26/0 Jensen et al. (1994)
1994 Estados Unidos Leite achocolatado 3/0 Dalton et al. (1997)
1995 Franca Queijo Brie de Meaux 33/0 Jacquet et al. (1995)
1995 Franca Queijo pasta mole 37/11 Goulet et al. (1995)
1997 Franca Queijo Pont 'Evéque 14/0 Jacquet et al. (1995)
1998/1999 Finlandia Manteiga 80/4 Lyytikainen et al. (2000)
2000/2001 Estados Unidos Queijo tipo mexicano 13/0 MacDonald et al. (2005)
2001 Japéo Queijo 86/0 Makino et al. (2005)
2002 Canada Queijo 17/0 Gaulin et al. (2003)
2007 Estados Unidos Leite pasteurizado 5/3 CDC et al. (2008)

Adaptado de Borges et al. (2009)

18




Introducao Geral

3. Fontes de contaminacéo de alimentos por L. monocytogenes

3.1 Existéncia no meio ambiente

L. monocytogenes, considerada uma bactéria ubiquitaria, encontra-se amplamente
distribuida no ambiente, sendo encontrada no solo, na vegetagcédo, na agua e no esgoto.
(Hof, 2003). Os principais reservatorios de Listeria sdo solo, forragem e agua. Outros
reservatorios incluem os animais domésticos e selvagens infectados (EFSA, 2009).
Acredita-se que de 1% a 10% da populacdo seja portadora intestinal deste patogénio

(Hof, 2003).

O aparecimento de Listeria na matéria fecal dos ruminantes, bem como nos seus
alimentos (ensilagem), faz com que a bactéria surja com regularidade, no leite e nas
fabricas de lacticinios e, por consequéncia, se corra o risco de contaminacdo dos
produtos lacteos (Wehr, 1987; Skovgaard & Morgen, 1988; Perry & Donnelly, 1990

citados por Guerra , 2003).

Um estudo realizado por Nightingale et al. (2004) suporta a hipétese de que os
ruminantes, em particular os bovinos, representam nas exploracbes um reservatério de
infeccdo para L.monocytogenes. Estes autores mostraram que a permanéncia e
transmissdo de L. monocytogenes nas exploracdes parece ser devida a ingestdo de
alimentos contaminados, a sua multiplicacdo no hospedeiro, seguida da dispersdo de

fezes para o ambiente agricola.

3.2 Presenca nas unidades fabris processadoras de a  limentos

Embora presente no ambiente e ha matéria-prima alimentar, uma das maiores fontes de

contaminacdo dos produtos alimentares € o proprio ambiente fabril. A colonizacdo de
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equipamentos e utensilios tem sido relatada como a principal causa de contaminacéo do
produto acabado. Diversos estudos concluiram que o perfil genético do produto acabado
€ idéntico ao dos isolados provenientes de maquinas e utensilios utilizados na producédo
(Destro, 1996; Vogel et al., 2001; Martinez et al. 2003; Nakamura et al. 2004; Aguado et

al. 2004; Pintado, 2009).

As instalacdes e 0s equipamentos das unidades fabris de processamento de alimentos
constituem uma fonte de contaminacéo, sobretudo quando ndo sdo respeitadas as boas
praticas de fabrico e de higiene, o que pode conduzir ao aparecimento de biofilmes e a
focos de multiplicacdo bacteriana de dificil remocéo e (Brackett, 1992; Jeong & Frank,

1994; Sergelidis et al., 1997, citados por Guerra, 2003).

Segundo Walker et al. (1991) e Pak et al. (2002), nas fabricas de lacticinios e queijarias a
principal fonte de contaminagéo de L. monocytogenes é o ambinte das proprias unidades
(drenos e pavimentos, especialmente os de areas de refrigeracdo ou locais sujeitos a
contaminacgédo exterior). Num estudo realizado por Silva & Pintado (2000), numa unidade
de producdo de queijo de ovelha da regido da Beira Baixa, as zonas da salga e de

lavagem dos queijos demonstraram ser as mais criticas.

Além das instalacdes e equipamentos, L. monocytogenes também pode sobreviver e ser
disseminada por aerossois e méos dos manipuladores de alimentos (Sutherland & Porrit,
1997). Devido a sobrevivéncia em aerossol ou em células que aderem as superficies de
contacto, a bactéria prolifera em micro colonias formando biofilmes pela inadequada
limpeza e higienizacdo (Sasahara & Zottola, 1993). Por outro lado, quando os pontos de
saida das instalacbes de tratamento de efluentes se localizam nas proximidades das

zonas de processamento, podem constituir uma fonte de contaminacdo de Listeria
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reintroduzindo o microrganismo no ambiente fabril, para além de constituirem um foco

importante de contaminacdo ambiental em geral (Sutherland & Porrit, 1997).

3.3 Ocorréncia em alimentos

Como ja foi referido, Listeria monocytogenes tem vindo a ser reconhecida, nos ultimos

anos, como um dos agentes mais problematicos em higiene e seguranca alimentar.

Em Portugal, este microrganismo tem sido encontrado com elevada frequéncia em
queijos (Duarte, 1992; Guerra & Bernardo, 1997; Mena et al., 2004; Pintado et al., 2005;
Leite et al., 2006; Chambel et al., 2007), carnes (Esteves et al., 1996) e pescado (Pedro,

1996).

As investigacdes epidemiolégicas tém demonstrado que quase todos os alimentos podem
transmitir L. monocytogenes e que a maioria dos casos esporadicos e surtos estdo
associados a alimentos processados. Contudo, os dados recolhidos sugerem a existéncia
de alimentos mais perigosos que outros, sendo 0os de maior risco 0s “prontos a comer”,
armazenados a temperaturas de refrigeragdo durante longos periodos, com potencial
para sofrerem contaminacgdo por L. monocytogenes e que suportem a multiplicacao desta

bactéria em grandes numeros (ILSI, 2005).

Nos termos do Regulamento (CE) n. © 2073/2005 da Comissdo de 15 de Novembro de
2005, relativo aos critérios microbiologicos aplicaveis aos produtos alimentares, os
operadores das empresas do sector alimentar devem cumprir 0os critérios de seguranca
alimentar relativos a Listeria monocytogenes, no que diz respeito a alimentos prontos
para consumo sob boas praticas de higiene e de programas de analise de perigos e

pontos criticos de controle (HACCP) (EFSA, 2009).
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Os Uultimos relatorios da EFSA - ECDC mostraram que as taxas mais elevadas de
incumprimento (>100 UFC/g) dos critérios relativos a Listeria monocytogenes foram
registados em produtos prontos a comer de peixe (como o peixe fumado), de carne e

queijos (EFSA, 2009).

A ocorréncia de listeriose de origem alimentar € relatada principalmente em paises
industrializados, ndo havendo relatos em paises em desenvolvimento. Esta situacdo pode
reflectir diferentes taxas de exposicao ao agente, habitos alimentares e susceptibilidade
do hospedeiro ou a falta de sistemas de pesquisa e informa¢do de dados (Cruz et al.,

2008).

3.3.1 Leite e produtos lacteos

L. monocytogenes pode ser excretada no leite, tanto de fémeas doentes, como de
animais aparentemente sédos (portadores assintomaticos), caso relatado por Pintado et al.
(2009), em que foi provada a existéncia de relacdo epidemioldgica entre uma estirpe de
L. monocytogenes e ocorréncia de mamite sub-clinica numa ovelha. Alguns animais
podem excretar 0 microrganismo em grande numero, durante longos periodos, podendo
ultrapassar os nove meses (Contreras et al., 2007). Por outro lado, a presenca ocasional
deste microrganismo no intestino de animais saos torna possivel a contaminacdo das
camas, do ambiente, dos Uberes dos animais e, consequentemente, do leite (Gahan &

Collins, 1991; Rea et al., 1992 citados por Guerra, 2003).

Estudos realizados no Canada e nos Estados Unidos da América permtiram concluir que
L. monocytogenes pode ser encontrada no leite cru em percentagens que variaram entre
1,3 e 5,4% (Lovett et al., 1987; Farber et al., 1988; Liewen & Plantz, 1988; Hassan et al.,

2001). Tém sido igualmente efectuados isolamentos a partir leite pasteurizado, leite em
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po, queijos, iogurte, gelados e manteiga. No entanto, do conjunto de produtos referidos,
0s gueijos de pasta mole e semi-mole sdo os que tém oferecido uma maior percentagem

de isolados de Listeria (Rocourt et al., 2003).

Em Portugal, esta bactéria tem sido isolada em amostras de leite cru, em queijos frescos

e em queijos curados (Quadro 3).

Quadro 3 — Ocorréncia de Listeria monocytogenes em leite e produtos lacteos

Amostra N " Referéncia
L. monocytogenes
Leite cru de vaca 54 5,6 Guerra & Bernardo (2000)
Leite cru de vaca _ 16,7 Mena et al. (2004)
Leite cru de ovelha e cabra 102 2,0 Guerra & Bernardo (2000)
Leite cru de ovelha 73 6,4 Pereira & Pintado (2000)
Leite cru de ovelha 63 6,3 Filipe & Pintado (2002)
Queijo fresco 131 30,1 Duarte (1992)
Queijo fresco e maturado 46 0 Guerra (1995)
Queijo de pasta dura e semi-dura 78 11,8 Guerra & Bernardo (1999)
Queijo de ovelha curado 63 46,0 Pintado et al. (2005)

A elevada prevaléncia de Listeria monocytogenes em produtos de origem lactea, assim
como a ocorréncia de varios casos de listeriose associados ao consumo de queijos de
pasta mole, apontam para a importancia destes alimentos como veiculos de transmissao

da doenca (Zottola & Smith, 1991).

Para prevenir a presenca de L. monocytogenes em leite e derivados, € importante a
adopcdo de boas praticas agropecuarias, boas préaticas de fabrico e aplicacdo de
conceitos de programas de controle de qualidade total na industria de lacticinios (Silva et

al., 2003).
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3.3.1.1 Queijo

A presenca de L. monocytogenes no queijo é atribuida ao facto de estes serem muitas
vezes fabricados com leite cru contaminado ou leite inadequadamente pasteurizado, ou
ainda a contaminacdo durante o processo de fabrico (Zottola & Smith, 1991; Borges et

al., 2009).

Desde os anos oitenta que o consumo de queijo, particularmente os de pasta mole, tem
estado na origem de alguns surtos de listeriose. Alguns destes queijos eram feitos com
leite cru, o que levou a alguma pressdo para que a producao deste tipo de queijos fosse

proibida, o que ja acontece nos EUA (Brito et al., 2004).

Em Portugal, embora ndo haja conhecimento de surtos ou casos esporadico de listeriose
provocados pelo consumo de queijo, existem muitos dados que revelam uma elevada
ocorréncia de L. monocytogenes nestes produtos (Duarte, 1992; Pintado, 1996; Guerra &
Bernardo, 1997; Pintado et al., 2005; Leite et al., 2006; Mena et al., 2004; Chambel et al.,

2007), particularmente em queijos de pasta mole ou semi-mole.

Segundo o International Life Sciences Institute (ILSI) (2005), o queijo encontra-se na
categoria dos alimentos considerados de alto risco, por possuir as caracteristicas
necessarias ao alojamento e crescimento de L. monocytogenes em elevados numeros;
pois trata-se de um alimento pronto-a-comer, que pode ser conservado a temperaturas

de refrigeracdo, durante longo periodo.

Em 2008, 11 Estados Membros (EM) da UE e um N&o-EM (Suiga) relataram grandes

quantidades de dados sobre L. monocytogenes em queijos (Quadro 4 ) e outros produtos
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lacteos prontos a consumir. Portugal informou que 6,0% das 265 amostras dos produtos

desta categoria continham L. monocytogenes em niveis acima de 100 ufc/g.

Parece que a presenca de L. monocytogenes em queijos duros € raramente detectada
nos EM da UE e esses numeros sO raramente atingem niveis acima de 100 ufc /g. No
entanto, a bactéria foi isolada tanto de queijos fabricados a partir de matérias-primas
tratadas termicamente a baixa temperatura e leite pasteurizado, bem como de queijos
moles e semi-moles e queijos duros. Nos dados de 2008, L. monocytogenes foi detectada
na maioria das vezes em queijos moles semi-moles de leite pasteurizado. A mesma

observacao também foi feita para os dados de 2007.

Quadro 4 - L. monocytogenes em queijos de pasta mole e semi-mole feitos a part  irde leite

cru e tratado termicamente a baixa temperatura, 200 8
Nota: Os dados s6 séo apresentados para amostras de tamanho = 25

g @
§ || B |3
[
1R
- - ¥ 35
Country Sar:lf:tlng Dietails % g E :I= E
g ] W = 2
sl Ele g
1N
=1 al = A ol
%
N Pos N Y% Y%
Cheeses made from milk from cows
Bulgaria Batch at retail 2,820 i} - - -
Czech Republic Batch at processing plant 3 4] 40 0 1]
Single at processing plant 28 38 - - -
Gemany Single st retail 141 07 68 15 o
Romania Batch at processing plant 214 0
Batch at retail = 0 - - -
Total [cheeses made from milk from cows, 4 MSs) 3461 <01 108 08 0
Switzerland Single at processing plant 384 0.5 -
Cheeses made from milk from sheep and goats
Bulgaria Batch goat milk, at retail 25 [i] -
Czech Republic Batch goat milk, at processimg plant 3 4] 40 0 1]
Portugal Batch sheep milk, at retail - - 285 18 G8.0
Slovakia Batch goat milk 45 i - - -
Total [cheeses made from milk from sheep and goats, 4 M5s) 101 0 305 16 52
Switzerland 48 0
Cheeses made from mixed milk from cows, sheep and/or goats
Austria’ Single x’f ;"L':’;l"" caws, sheep and/or 7114 T 0 14
Stovakia Batch xf milk from cows, sheep and/or 130 i

1. Na Austria, L. monocytogenes foi detectada em 12 (2,9%) das 415 amostras de queijo ndo especificado fabricado a
partir de leite cru ou submetido a baixo tratamento térmico, testados no processamento e no mercado
Fonte: EFSA (2010)
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Num futuro proximo, so as exploragfes que apresentem, de forma regular, boas praticas
de higiene na producao de leite e de queijo feito com leite cru vao subsistir mas,

conseguentemente, a sua rentabilidade ira aumentar.(Brito et al.,2004)

E como referem os mesmos autores, a producdo de queijo ndo se faz apenas na
queijaria. Comega no ovil com tudo o que diz respeito ao rebanho e a obtencdo da
principal matéria-prima — o leite; segue -se a queijaria com a transformacao de leite em

gueijo; e depois 0 consumo com a distribuicdo, o comércio e as praticas do consumidor
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4. Métodos de tipagem usados na caracterizacdo de L.
monocytogenes

Os métodos de tipagem bacteriana sdo ferramentas importantes nas investigacfes
epidemiolégicas, pois permitem elucidar surtos de doencas transmitidas por alimentos
(DTA), e auxiliam na adopcdo de medidas preventivas para controlo do agente
patogénico. Para a industria de alimentos, a grande contribuicdo dos métodos de
subtipagem é a possibilidade de tracar a origem da contaminacdo do produto final,
verificar a disseminacdo da contaminacdo e determinar os pontos de persisténcia de
microrganismos patogénicos na linha de producéo, permitindo a corre¢do, adequacgéo ou
implementacdo de procedimentos operacionais de higienizacdo mais adequados (Borges

et al., 2009)

A deteccao e o isolamento de L. monocytogenes nos alimentos permanece uma questao
complexa, pela dificuldade de se eleger um método capaz de detectar e enumerar este
microrganismo nas amostras num prazo de resposta Util. Na metodologia convencional,
muitos dos enriqguecimentos e meios de isolamento utilizados ndo permitem a
recuperacdo e/ou a multiplicacdo de células danificadas frequentemente presentes em
alimentos submetidos a tratamentos fisicos e quimicos. Os métodos rapidos de deteccao
e identificacdo de L. monocytogenes tém surgido como uma tentativa de encontrar
solucBes para estes, permitindo o rastreio de amostras negativas em poucos dias o que
constitui um atil atributo no controlo de qualidade das agro-industrias. Por outro lado, o0s
métodos moleculares sdo muito sensiveis permitindo detectar nimeros reduzidos de
microrganismos, atenuando o efeito que decorre das possiveis interferéncias da matriz do
alimento na composicdo dos meios de cultura como se verifica nos métodos
convencionais. A discriminacdo das estirpes de L. monocytogenes ao nivel da
subespécie é bastante utilizada em investigacdes epidemioldgicas recorrendo-se

habitualmente a metodologias convencionais (serotipagem e fagotipagem). Cada vez
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mais sdo usados métodos de tipagem molecular porque permitem caracterizar a
totalidade do espectro dos isolados, conferindo um elevado poder de discriminacdo a

alguns destes métodos (Guerra, 2003).

Os métodos de tipagem fenotipicos e moleculares permitem a diferenciacdo de Listeria
monocytogenes a nivel da espécie e subespécie. Os métodos de tipagem bacterianos
ndo s6 melhoram a capacidade para detectar e rastrear focos de listeriose humana, mas
também fornecem ferramentas para controlar as fontes de contaminacdo de L.
monocytogenes em todo o sistema alimentar. A utilizacdo de métodos de tipagem
também fornece uma oportunidade para entender melhor a genética populacional,
epidemiologia e ecologia de L. monocytogenes. Nos ultimos anos tem havido grandes
avancos no desenvolvimento de métodos moleculares mais sensiveis, rapidos, faceis de

usar e automatizados para a tipagem de L. monocytogenes (Wiedmann, 2002).

4.1 Métodos fenotipicos

Os métodos fenotipicos baseiam-se em fenbmenos bioquimicos, fisioldgicos e bioldgicos
(Alves, 2003).

Face ao comportamento atipico de algumas estirpes, tem sido reavaliada a utilizacao de
métodos fenotipicos para a taxonomia, que em geral diferem numa ou mais provas. E
importante a variabilidade existente entre uma mesma espécie para determinada
caracteristica, o que dificulta o posicionamento taxonémico de determinadas espécies

bacterianas (Gasanov et al. 2005).

Deve-se levar em consideracdo, ainda, que na maioria dos testes fenotipicos pode

ocorrer variabilidade de resultados, com a ocorréncia de resultados falso-negativos,
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reflexo da agéo de factores ambientais sobre a expresséo génica, conforme descrevem

Farber et al. (2001).

Diversos autores afirmam que métodos tradicionais de pesquisa de L. monocytogenes
sdo demorados e pouco especificos, além de ndo permitir a identificacdo do patogénio
gquando em baixas contagens na amostra. Embora ndo possam ser totalmente abolidos,
0s meétodos convencionais vém sendo cada vez mais substituidos pelas técnicas
moleculares, face ao seu grau de especificidade, rapidez e reprodutibilidade (Vasquez-
Boland et al. 2001; Byun et al. 2001; Allerberger, (2002); Beumer et al. 2003; Wagner e

Allerberger 2003; Aguado et al. 2004; Gasanov et al. 2005).

4.1.1 Serotipagem

A serotipagem € uma ferramenta classica de tipagem baseada num esquema descrito por
Seeliger e Hoehne (1979), baseada em antigénios sométicos (O) e flagelares (H). Até ao
momento foram classificados 17 serotipos de Listeria; 13 dos quais correspondentes a L.
monocytogenes (Quadro 5). Existem dados epidemiolégicos que evidenciam a
associacdo entre a composicao antigénica e a patogenicidade de L. monocytogenes visto
que 3 serotipos apenas (1/2a, 1/2b, e 4b) sdo responsaveis por mais de 95% dos casos
de listeriose humana (Jacquet et al., 2002). Dentro deste contexto, a serotipagem tem um
valor epidemiolégico muito reduzido (Schuchat et al., 1991). E apropriada para analisar
um grande numero de estirpes, por exemplo durante epidemias, mas pela fraca
capacidade discriminatéria € necessario uma tipagem posterior por outros métodos

(Schénberg et al., 1996).
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Quadro 5 - Serotipos associados a diferentes espécies de Listeria

Espécies Serovares
L. monocytogenes 1/2a, 1/2b, 1/2c, 3a, 3b, 3c, 4a, 4ab, 4b, 4c, 4d, 4e, 7
L. ivanovii 5
L. innocua 3, 6a, 6b, 4ab
L. welshimeri 1/2a, 4c, 6a, 6b
L. seeligeri 1/2b, 4c, 4d, 6b

Adaptado de Larpent (1995)

4.1.2 Fagotipagem

A fagotipagem permite a distingdo entre estirpes pertencentes a um mesmo Serogrupo,
ou mesmo serotipo, mas € frequente a existéncia de estirpes ndo tipaveis. Baseia-se na
utilizagdo de um conjunto de fagos liticos especificos para a estirpe sensivel,
provocando-lhe a sua lise ou destruigao (Graves et al., 1999). A principal limitacdo do seu
uso é a exigéncia de laboratérios altamente especializados, dificultando assim o seu

emprego rotineiro (Holko et al., 2002; Gasanov et al., 2005).

4.2 Métodos genotipicos

O desenvolvimento de métodos moleculares conheceu grandes avancgos nos Ultimos
anos, abrindo novas possibilidades nos campos da classificagéo, identificacéo, filogenia,

evolucéo e diagndstico.

Qualquer método de tipagem genética deve permitir a diferenciacédo clara de estirpes, e
principalmente, deve ter uma elevada reprodutibilidade. Nem todos os métodos
moleculares de tipagem s&o igualmente eficazes, diferindo nomeadamente na

capacidade discriminatoria em diferentes niveis taxondmicos (Figura 3). Como tal, a
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escolha do método a ser aplicado deve ser feita de acordo com a finalidade pretendida

(Alves et al., 2003).
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Figura 3 - Capacidade discriminatéria de diferentes métodos de tipagem genética de

microrganismos
Fonte: Aives et al., 2003

A eficacia dos métodos moleculares aplicados a tipagem de L. monocytogenes tem
melhorado a capacidade de identificacdo e discriminacdo entre os subtipos ao longo dos
anos. A aplicabilidade dos métodos moleculares nos estudos epidemioldgicos relaciona-
se com a possibilidade de tipagem das culturas, o poder de discriminacado, a precisdo, a
facilidade de execucdo da técnica, o custo, o tempo e a interpretagdo dos resultados

(Olive & Bean, 1999).

Embora um método particular de tipagem possa ter elevado poder discriminatério e boa
reprodutibilidade, a sua complexidade na execucdo e na interpretacdo dos resultados,
assim como o0s custos envolvidos na sua implementagéo e utilizacdo, podem estar para
além da capacidade do laboratério. Portanto, a escolha de um método ira depender das

necessidades, capacidade e recursos do laboratorio.
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Os métodos moleculares que tém sido testados com o objectivo de serem aplicados na
tipagem de L. monocytogenes sdo: MEE (Multilocus Enzyme Electrophoresis); PFGE
(Pulsed-Field Gel Electrophoresis); RAPD (Ramdom Amplification of Polymorphic DNA);
RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism); REA (Restriction Endonuclease
Analysis); Ribotipagem; PCR (Polymerase Chain Reaction) (Graves et al., 1999); AFLP

(Amplified Fragment Length Polymorphism) (Guerra et al., 2002).

4.2.1 Amplified Fragment Lenght Polymorphism — AFLP

Segundo Savelkoul et al. (1999) e Keto-Timonen (2008), um dos métodos mais recentes
e promissores € o Amplified Fragment Length Polymorphism (AFLP). Este método, que
foi originalmente patenteado e descrito por Zabeau & Vos (1993) e Vos et al. (1995) para
a caracterizacdo de espécies vegetais, pode no entanto ser utilizado para a andlise de
DNA de qualquer origem, incluindo o DNA de animais, plantas, nematdides, protozoarios,
fungos e bactérias (Janssen et al. 1996, Savelkoul et al. 1999, Blears et al. 2000, Borst et
al. 2003, Ball et al. 2004, Bensch & Akesson 2005, Mikkonen et al. 2005, Sharma et al.

2006, de Valk et al. 2007, citados por Keto-Timonen, 2008).

O método AFLP tem muitas aplicacbes no campo da microbiologia. E hoje amplamente
utilizado para a tipagem e classificacdo de estirpes e varios estudos tém utilizado AFLP
em investigacdes epidemiologicas de surtos. O método também pode ser usado para
controlar as fontes de contaminacédo, a sobrevivéncia e a propaga¢ado da contaminacdo
bacteriana ao nivel da exploracdo, em matadouros e em unidades de processamento de
alimentos (Vogel 2001 ; Johnsen et al.,, 2006). Além disso, o AFLP foi usado para
estudar a diversidade microbiana de ecossistemas contaminados (La Rosa et al., 2006,

citados por Keto-Timonen, 2008) e tem sido aplicado com sucesso a tipagem de L.
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monocytogenes (Guerra et al., 2002; Keto-Timonen et al., 2003; Pintado, 2005; Keto-

Timonen, 2008).

4.2.1.1 Principio do método AFLP

AFLP é um método molecular de recolha de “impressdes digitais” (figerprinting) de DNA,
baseado na amplificacdo selectiva de fragmentos de DNA gerados pela digestdo com

enzimas de restricdo (Vos et al., 1995).

O método original de AFLP, tal como demonstra a Figura 4, envolve as seguintes etapas:
(1) O DNA previamente extraido é digerido com duas enzimas de restricdo, uma de corte
raro (ex. EcoRl) e outra de corte frequente (ex. Msel ou Tagql), resultando centenas de
fragmentos de restrigdo; (2) Cada fragmento resultante é ligado, nas duas extremidades
de restricdo, a adaptadores oligonucleotidicos de cadeia dupla, complementares as
extremidades de restricdo e concebidos para que os locais de corte ndo sejam
restaurados apds a ligacdo, evitando que ocorram novas digestdes; (3) Segue-se a
amplificacdo PCR dos fragmentos de restricdo sob estritas condi¢cdes para permitir a
ligacdo aos primers. Os primers usados para amplificacdo contém sequéncias de DNA
complementares as sequéncias de oligonucledtidos dos adaptadores; (4) Os fragmentos
resultantes sédo separados por electroforese em gel de agarose, obtendo-se um padrao
com elevada informacédo de 20 a 400 bandas (Savelkoul et al., 1999); (5) Os perfis de
bandas obtidos a partir do gel sdo analisados visualmente ou através de software

informatico.
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Enzimas de
Adaptadores
Restricdo -—
)
- >b—————— —_— - -
'% DIGESTAO —_— LIGACAO
o Adaptadores de
DNA genomico ligagdo ao DNA
Fragmentosde
Restricao (2)
. Iniciadores
Amostras AMPLIFICAGAO | (3) selectivos
A B C
v
4—

Andlise em gel
de agarose (4) -

Padrdo de bandas (5)
Fragmentos Amplificados

Figura 4 — Esquema que resume as quatro etapas dom  étodo AFLP
(Adaptado de Blears et al., 1998)

4.2.1.2 Modifica¢cdes do método original AFLP

¢ AFLP com uma enzima

O DNA é digerido sé com uma enzima de restri¢cdo (Figura 5). Depois da digestéo, o local
de restricdo dos fragmentos liga-se ao adaptador especifico e é realizado o PCR usando
um Unico primer (Valsangiacomo et al. 1995). A maioria dos protocolos estabelecidos
utiliza iniciadores tendo um nucleotideo selectivo. Apos a amplificacdo, os fragmentos
sdo separados por eletroforese em gel de agarose e corados com brometo de etidio
(Valsangiacomo et al., 1995; Gibson et al., 1999; Ripabelli et al., 2000; McLauchlin et al.,

2002; Jaimes et al., 2006). Os fragmentos, num intervalo de dimensdo adequada, sdo
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seleccionados para andalise numérica. Normalmente, os pequenos fragmentos (200-400
bp) e os fragmentos de maior dimensao (superior a 1300-2000 bp) sdo removidos da
analise (McLauchlin et al., 2000; Ripabelli et al., 2000; Guerra et al., 2002; Jaimes et al.,
2006). O numero de fragmentos analisados varia entre 3 e 33 (Gibson et al. 1999,

Ripabelli et al. 2000, , McLauchlin et al. 2000, 2002, Jaimes et al. 2006).

Comparado com o método AFLP original (onde sdo usadas duas enzimas), o AFLP que
usa apenas uma enzima de restricdo (UAFLP) conduz a um menor numero de
fragmentos, gerando, portanto, menos informacdo genética. Com o método em que se
usa uma s6 enzma (UAFLP), os fragmentos amplificados sdo detectados directamente
em gel de agarose, tornando UAFLP mais fécil de executar do que, por exemplo, a
analise de alguns protocolos de RFLP (Valsangiacomo et al., 1995) ou ribotipagem
(McLauchlin et al., 2000). Além disso, UAFLP é f4cil de executar e os equipamentos
necessarios sao baratos e largamente disponiveis em comparacdo com 0 necessario
para PFGE (Ripabelli et al., 2000; Champion et al., 2002). O método UAFLP também é
menos trabalhoso e requer menos mao-de-obra e tempo do que o PFGE (Champion et
al., 2002), podendo obter-se resultados no prazo de 24 h (Boerema et al., 2006). Se um
namero limitado de perfis UAFLP é comparado, por exemplo numa situacao de surto, 0s
padrdes podem ser analisados visualmente (Ripabelli et al., 2000). No entanto, a andlise
assistida por computador é necessaria quando séo realizadas comparacdes durante

longos periodos (Ripabelli et al., 2000).
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DNA genémico

A) Digestio com enzima de restricio Eco RI

5-G|AATTC-3' e 3'- CTTAA|G-5 jﬂ

+

1B) Fragmento de r estricao
5 G---/[---CTTAA 3
3'AATT C---//---G 3
C) Ad aptador
Eco AD1 5 CTC GTAGAC TGC GTAC C 3
Eco AD2 3 CATCTGACG CATG GTTAA &
D) Primer selectivo
EcoRIG 5" GAC TGC GTACCAATTCG. 3

+

E) Fragmento a amplificar por PCR

GAC TGC GTACCAATT CG
3 -—/[---C TTAA 5
5’ ATT C- —-//---G 3
GCTTA ACC ATG CGT CAG

Figura 5- Esquema representativo do método AFLP co  m a enzima de restricdo Eco Rl
usada na tipagem de L. monocytogenes.

(A) A enzima de restricdo Eco RI corta 0 DNA nos locais de restricao, indicados p  ela seta.
(B) Fragmento de restricao obtido apds a digestdo ¢ = om Eco RI. (C) Adaptador, constituido
por duas sequéncias de oligonucleédtidos complementa res, que se vai ligar a cada
extremidade do fragmento de restricdo. Os nucle6tid os a vermelho séo bases inseridas no
adaptador para eliminar a restricdo deste local ap6 s a ligagdo. (D) Primer utilizado para
reaccdo de amplificagdo. O nucleétido sublinhado é a base selectiva inserida no  primer . (E)

Fragmento pronto a ser amplificado numa reacgdo PCR .
(Adaptado de Gibson et al. (1998); Savelkoul et al. (1999); Guerra (2003) e Pintado (2009))
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« Andlise de padrdes AFLP

Diferencas nos perfis de AFLP provenientes de estirpes diferentes surgem de insergdes
ou exclusbes dentro dos fragmentos amplificados e de mutacdes nos locais de restricdo
ou nas sequéncias adjacentes aos sitios de restricdo e complementar das extensdes ao

primer selectivo (Savelkoul et al., 1999).

A escolha de uma enzima de restricdo adequada e a combinacdo do primer é importante
para se conseguir um numero suficiente de bandas polimérficas (Valsangiacomo et al.,

1995; Lan & Reeves, 2002).

Existem véarias maneiras de realizar a analise de perfis de AFLP. Os dois mais
frequentemente utilizados sdo as técnicas para calcular as semelhangas entre os perfis
AFLP usando o coeficiente de correlagdo de Dice (Dice, 1945) e o coeficiente de
correlacdo de Pearson (Pearson, 1926). Enquanto que o coeficiente de correlacdo de
Dice se baseia na presenca ou auséncia de banda e, portanto, a atribuicdo destas é
necessario (De Boer et al., 2000), o coeficiente de correlacdo de Pearson mede a
totalidade da curva densitométrica do perfil, sem necessidade de atribuicdo prévia de
bandas. Uma desvantagem da analise baseada na definicdo de bandas é que a
atribuicdo da banda pode ser muito trabalhosa, devido aos complexos perfis de AFLP que
podem ser obtidos (De Boer et al., 2000). Além disso, a andlise baseada na definicdo de
bandas esta sujeita a erros de interpretacdo humana. Outros factores interferem, como a
realizacdo da analise por técnicos diferentes e a presenca de bandas muito semelhantes
(Torpdahl et al., 2005 ). Estas limitacbes podem fazer com que a comparacdo dos
resultados da andlise AFLP entre laboratoérios seja dificil (Torpdahl et al., 2005).

E também essencial lembrar que, embora o software de computador seja parcialmente

automatizado, as configuracbes seleccionadas podem afectar o resultado de duas
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andlises. As configuracdes seleccionadas devem, portanto, ser mantidas constante

durante todo o estudo (De Boer et al. 2000).

+ Pontos fortes e fracos de AFLP

O método AFLP pode ser aplicado ao DNA de qualquer origem e complexidade, sem
necessidade do conhecimento prévio sobre o DNA-alvo (Vos et al., 1995). Além disso, a
andlise de AFLP reflete a totalidade do genoma do organismo e os fragmentos
amplificados originam ambas as varidveis e sequéncias de DNA conservadas (Arnold et
al.,, 1999). O poder discriminatério de AFLP demonstrou ser elevado em diversos
estudos. Um conjunto padréo de reagentes podem ser aplicados a diferentes espécies de
bactérias, sem a necessidade de informacéo especifica da espécie (Jackson et al., 1999).
O poder discriminatério de AFLP pode ser controlado pela selec¢cdo da enzima de
restricdo e pelos primers utilizados (Desai et al., 2001). A andlise de AFLP ¢é
relativamente insensivel as diferencas nas concentracdes de DNA. Vos et al. (1995)
demonstraram que concentracdes de DNA que variaram 1000 vezes, a partir de 25 pg e
25 ng, tiveram pouco efeito sobre os padrées de AFLP. No entanto, com uma
concentracdo de DNA muito baixa, de 2,5 pg, as diferengas na intensidade das bandas

foram observadas e algumas bandas estavam ausentes.

Em contraste com o RAPD, que tem uma baixa reprodutibilidade (Power et al. 1996),
0 AFLP usa condigbes muito rigorosas e, portanto, a sua reprodutibilidade é boa.
Varios estudos tém demonstrado que experiéncias em duplicado resultaram em perfis
AFLP idénticos (Janssen et al., 1996). Muitos autores, no entanto, observaram pequenas
variacbes na intensidade dos fragmentos (Jackson et al. 1999; Hong et al. 2005).
Variagfes na altura do pico ndo afectou os nimeros ou tamanhos dos produtos de PCR.

Esta variacdo € devido a pequenas diferencas no perfil e intensidades de ruido de fundo
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ou alturas de pico, o que pode decorrer de diferengas na eficacia da digestédo-ligagdo ou
etapas de amplificacdo PCR (Lindstedt et al. 2000) bem como de pequenas diferencas na
guantidade de amostra carregadas no gel (Ticknor et al. 2001). O grau de similaridade
dos perfis obtidos por AFLP em ensaios de repeticdo levados a cabo em varios estudos
variou entre 84% e 99%, apos andlise com o coeficiente de correlacdo de Pearson (
Janssen et al., 1997; Wieland et al. 2006, Keller et al. 2007 citados por Keto-Timonen,

2008).

O grande desafio da maioria dos métodos de tipagem, incluindo a analise de AFLP, é

a reprodutibilidade interlaboratorial (Brisse et al., 2002).

Diversos autores consideram o método Pulsed-Field Gel Electrophoresis (PFGE) como o
melhor método para a tipagem bacteriana, no entanto, varios estudos tém mostrado que
o poder discriminatério do AFLP é igual ou superior ao obtido com o PFGE. A andlise de
AFLP é mais rapida do que a andlise PFGE e a técnica pode ser parcialmente
automatizada, reduzindo assim o tempo exigido para a obtencéo dos resultados (Duim et

al., 1999; Grady et al., 1999).

A principal fonte de ambiguidade na comparacdo de perfis AFLP é a variacdo da
intensidade das bandas, a qual é provavelmente devida a diferencas na eficiéncia da

amplificacéo (Savelkoul et al., 1999).

Poder discriminatério — O método molecular AFLP pode ser utilizado tanto na
identificacdo como na tipagem de microrganismos. Para a analise da similaridade entre
perfis obtidos por AFLP, recomenda-se a utilizacdo dos seguintes intervalos de
similaridade: perfis com 90 a 100% de homologia devem ser considerados como

provenientes de estirpes idénticas; perfis com 90 a 60% de homologia devem ser
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considerados como provenientes de diferentes estirpes da mesma espécie; perfis com 40
a 60% de homologia devem ser considerados como provenientes de isolados do mesmo
género, mas de espécies diferentes; perfis com menos de 40% de homologia devem ser
considerados como provenientes de isolados de diferentes géneros (Savelkoul et al.,

1999).

Tipabilidade - Uma caracteristica Unica do método AFLP é que pode

ser aplicado ao DNA de qualquer organismo (Savelkoul et al., 1999).

4.2.2 Comparacao do AFLP com outros métodos utiliza  dos na tipagem de L.

monocytogenes

A maior parte dos métodos sdo bastantes laboriosos, como o caso da técnica PFGE, e
dificeis de reproduzir entre diferentes ensaios, como é o caso do RAPD (Aarts et al.,
1999). O método PFGE tem um elevado poder de discriminagdo e reprodutibilidade,
verificando-se muito Util na subtipagem do serovar 4b. Alguns autores consideram que o
método RAPD tem necessidades de padronizacdo devido a inconsisténcia da

reprodutibilidade dos perfis (Graves et al., 1999).

A serotipagem continua a ser utilizada como um método de primeira linha, permitindo a
comparacdo de resultados de diversos estudos. Contudo, apresenta um baixo poder de

discriminacao quando comparado com outros métodos de tipagem (Batt, 1999).

O método RFLP permite a determinacdo completa e inequivoca do gendtipo, permitindo

distinguir em organismos dipléides os homozig6ticos dos heterozigéticos, contudo € um

método moroso e trabalhoso, sendo necessario DNA em grande quantidade e com boa
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qualidade (Nuez & Carrillo, 2000). Embora a ribotipagem se correlacione bem com outros

métodos de tipagem molecular, é a técnica menos discriminatéria (Graves et al., 1999).

O método AFLP é robusto, reprodutivel e discriminatério (Vos et al., 1995), conjuga a
utilizacdo de enzimas de restricdo com a técnica de PCR para a obtencdo de um perfil
genomico. O numero de fragmentos gerados € suficientemente grande para permitir a
deteccdo de polimorfismos entre individuos pertencentes a mesma espécie ou estirpe,
mas suficientemente pequeno para ser relativamente facil de interpretar (Jansen et al.,

1996).
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5. Enquadramento geral e objectivos

Como ja foi referido, a isteriose é uma zoonose cuja principal origem € a ingestdo de
alimentos contaminados. Sabe-se que quase todos os alimentos podem transmitir Listeria
monocytogenes, contudo, a informacao disponivel sugere a existéncia de alimentos mais
perigosos que outros. Os queijos de pasta mole ou semi-mole, elaborados com leite cru e
que sao durante o seu processo de fabrico muito manipulados s&do considerados
alimentos de alto risco (ILSI, 2005), uma vez que sao um alimento pronto-a-comer,
requerem refrigeracdo, sdo conservados durante longos periodos, tém potencial para
sofrer contaminag&o por L. monocytogenes e suportam a multiplicacdo desta bactéria em

grandes numeros.

Os produtos lacteos em geral, e 0s queijos em particular, tém estado na origem de surtos
de listeriose na Europa e nos Estados Unidos da América. Em Portugal, apesar de nédo
haver registos de listeriose, esta reportada uma elevada incidéncia de Listeria
monocytogenes em queijos nacionais, a maioria dos quais elaborados com leite cru
(Duarte, 1992; Pintado, 1996; Guerra e Bernardo, 1997). Sabe-se também que os
serotipos associados as estirpes de L. monocytogenes isoladas de queijos nacionais sao
maioritariamente pertencentes ao serotipo 4b (Pintado et al., 2005), o qual esté referido

na literatura como o responsavel pelo maior niumero de casos de listeriose.

Tendo em conta a importancia de que se revestem as estirpes de L. monocytogenes
serotipo 4b, pelas razbes apresentadas atras, a sua caracterizacdo usando métodos mais
discriminatérios que a serotipagem é de crucial importancia, uma vez que permite estudar
as suas relacdes de similaridade e, eventualmente, associar a sua presenca a regides

geograficas distintas.
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Dados anteriores, obtidos por Pintado (2005), mostraram que a tipagem molecular por
AFLP permitia a divisdo dos isolados (de diferentes origens e datas de isolamento) de
acordo com o seu serotipo, sendo possivel prever o serotipo a partir do conhecimento do
perfil AFLP obtido. No &mbito do mesmo estudo, os dados sugeriam uma distribuicdo
geografica dos tipos AFLP. Foi neste contexto que foi delineado o trabalho de mestrado
gque agora se apresenta, intitulado “Caracterizacdo molecular por AFLP de Listeria

monocytogenes ser. 4b proveniente de queijos de ovelha”.

A primeira fase do trabalho teve por objectivos a optimizacdo do método de tipagem
AFLP, anteriormente implementado na Escola Superior Agraria de Castelo Branco, e
testar a sua reprodutibilidade intra e interlaboratorial com um conjunto de estirpes de L.
monocytogenes de perfil AFLP conhecido, tendo em conta as novas condi¢des de ensaio

optimizadas.

A segunda fase do trabalho teve por objectivos efectuar a caracterizacdo molecular de 47
estirpes de Listeria monocytogenes ser. 4b, isoladas de queijos elaborados com leite cru
produzidos em diferentes regides do pais, bem como comparar os perfis AFLP obtidos
tendo em conta a sua origem geogréfica. Para a concretizagdo deste ultimo objectivo foi
usada nao s6 informacéo obtida da tipagem destes 47 isolados mas também informacgéo
anteriormente recolhida da tipagem molecular por AFLP de L. monocytogenes ser. 4b de
queijos das regibes de Castelo Branco e Tolosa, de forma a avaliar de forma mais
exaustiva a possivel existéncia de uma distribuicdo geografica dos tipos moleculares de

L. monocytogenes ser. 4b em funcgéo do tipo de queijo.
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[I. MATERIAL E METODOS

A parte experimental do trabalho foi realizada no Laboratério de Microbiologia e no
Laboratério de Biologia da Escola Superior Agraria do Instituto Politécnico de Castelo
Branco, estando inicialmente previsto estudar um conjunto de isolados de L.
monocytogenes obtidos de diferentes tipos de queijos de zonas distintas do pais e
proceder a sua tipagem através da técnica AFLP. Apesar das diligéncias néo foi
conseguido, em tempo util, reunir um conjunto representativo de isolados de todas as
principais zonas produtoras de queijos elaborados com leite cru do pais. A técnica AFLP
foi aplicada de acordo com o protocolo, em funcionamento na Health Protection Agency
(HPA), em Londres, em que sO € usada a enzima de restricdo EcoRI (FPRU, 2003 f;

Pintado, 2005).

1. Isolados bacterianos

Neste estudo foram avaliados 47 isolados de Listeria monocytogenes, sendo 44
provenientes de queijo de ovelha curado de pasta semi-mole da regido produtora de
queijo da Serra da Estrela, 2 de queijo de vaca curado, de pasta dura, da regido de Séo
Jorge (Acores) e 1 de queijo de ovelha curado de pasta semi-mole da regido produtora de
gueijo Serpa (Alentejo). Foi também usada uma estirpe de L. monocytogenes serotipo 4b,
isolada de um caso de listeriose humana, associado ao consumo de queijo, da National
Collection of Typical Cultures, HPA, UK (NCTC 11994), que funcionou como controlo

positivo (Quadro 6).

Os 44 isolados provenientes da regido de producdo de queijo Serra da Estrela, assim

como a estirpe de referéncia, foram cedidos pelo Instituto Superior de Agronomia (ISA) e

fazem parte da sua colecgédo de culturas. Foram recolhidos em exploracdes produtoras
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de queijo, entre os meses de Abril de 2002 e Maio de 2004. Todos estes isolados tinham

ja sido serotipados e identificados como serovar 4b.

Quanto aos isolados de queijo provenientes das regides de producdo de queijo de Séo
Jorge e de Serpa; estes foram cedidos pelo Instituto Nacional de Engenharia, Techologia

e Inovacao (INETI).

Quadro 6 - Isolados de Listeria monocytogenes provenientes de queijos de ovelha (das
regibes da Serra da Estrele de Serpa) e de vaca (da regido de S&o Jorge, Acores)
elaborados com leite cru

Referéncia Regido de origem Data de isolamento Serotipo
ISA 3069 Serra da Estrela 09-04-02 4b
ISA 3072 Serra da Estrela 16-04-02 4b
ISA 3074 Serra da Estrela 16-04-02 4b
ISA 3076 Serra da Estrela 16-04-02 4b
ISA 3077 Serra da Estrela 16-04-02 4b
ISA 3086 Serra da Estrela 28-05-02 4b
ISA 3087 Serra da Estrela 28-05-02 4b
ISA 3088 Serra da Estrela 28-05-02 4b
ISA 3089 Serra da Estrela 28-05-02 4b
ISA 3090 Serra da Estrela 04-06-02 4b
ISA 3091 Serra da Estrela 04-06-02 4b
ISA 3092 Serra da Estrela 04-06-02 4b
ISA 3093 Serra da Estrela 04-06-02 4b
ISA 3094 Serra da Estrela 04-06-02 4b
ISA 3095 Serra da Estrela 04-06-02 4b
ISA 3096 Serra da Estrela 18-06-02 4b
ISA 3097 Serra da Estrela 18-06-02 4b
ISA 3098 Serra da Estrela 18-06-02 4b
ISA 3099 Serra da Estrela 28-05-02 4b
ISA 3100 Serra da Estrela 28-05-02 4b
ISA 3101 Serra da Estrela 28-05-02 4b
ISA 3102 Serra da Estrela 04-06-02 4b
ISA 3103 Serra da Estrela 09-07-02 4b
ISA 3104 Serra da Estrela 09-07-02 4b
ISA 3105 Serra da Estrela 09-07-02 4b
ISA 3106 Serra da Estrela 09-07-02 4b
ISA 3169 Serra da Estrela 28-05-02 4b
ISA 3176 Serra da Estrela 04-06-02 4b
ISA 3177 Serra da Estrela 04-06-02 4b
ISA 3178 Serra da Estrela 04-06-02 4b
ISA 3219 Serra da Estrela 26-11-02 4b
ISA 3220 Serra da Estrela 26-11-02 4b
ISA 3225 Serra da Estrela 26-11-02 4b
ISA 3245 Serra da Estrela 26-11-02 4b
ISA 3246 Serra da Estrela 26-11-02 4b
ISA 3251 Serra da Estrela 04-12-02 4b
ISA 3286 Serra da Estrela 21-01-03 4b
ISA 3326 Serra da Estrela 21-01-03 4b
ISA 3444 Serra da Estrela 19-02-03 4b
ISA 3445 Serra da Estrela 19-02-03 4b
ISA 3446 Serra da Estrela 19-02-03 4b
ISA 3449 Serra da Estrela 19-02-03 4b
ISA 3450 Serra da Estrela 19-02-03 4b
ISA 3971 Serra da Estrela 01-05-04 4b
INETI 405 Serpa Q) 4b?
INETI 833 Séo Jorge 2) 4b?

INETI 1375 Sao Jorge (2) 4b?

(1) — N&o é conhecida a data de isolamento; (2) — Nao sdo conhecidas as datas de isolamento; apenas se sabe que foram
isoladas em queijariass e em épocas distintas

45




Material e Métodos

2. Confirmacao da pureza e caracteristicas culturai s dos isolados

As culturas de L. monocytogenes chegaram ao laboratério de Microbiologia crescidas em
placas de Triptone Soya Agar (TSA) e acondicionadas em mala isotérmica, a uma
temperatura de refrigeragdo. As placas foram observadas a lupa de modo a confirmar o
crescimento caracteristico e a auséncia de contaminacgdes, apés o que foi seleccionada
uma Uunica colbnia para meio TSA (ref2 BKO47 — BioKar Diagnostics, Franca), para
posterior confirmacdo das caracteristicas da espécie L. monocytogenes em Gelose
chromID™ Ottaviani Agosti (OAA) (ref2 43 641 - bioMérieux® SA, Marcy L'Etoile, Franca)
(Figura 6) e deteccao de B-hemolise em Gelose Columbia + 5 % sangue carneiro (ref? 43
041 - bioMérieux® SA, Marcy L'Etoile, Franca) (Figura 7). Todas as placas foram

incubadas a 37°C durante 24h.

Figura 6 - Comportamento caracteristico Figura 7 - Reaccdo de - hemodlise de
de alguns isolados de L. mocytogenes em alguns isolados de L. monocytogenes no
meio selectivo OAA meio de cultura Gelose Columbia com 5%

de sangue de carneiro

Confirmada a pureza e as caracteristicas da espécie L. monocytogenes, os isolados
foram cultivados em caldo de Triptone Soya (ref2 CMO129 — Oxoid, Basingstoke,
Inglaterra), adicionado de glicerol (15% v/v) (ref2 1.04092 — Merck, Darmstadt, Alemanha)
com vista a sua conservacdo a -80°C e novamente em gelose TSA, para a obtencéo de

cultura pura e jovem, a fim de se proceder a extraccdo de DNA.
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3. Extraccéo de DNA

A obtencao de DNA gendmico de boa qualidade e quantidade é factor crucial para o
sucesso de qualquer método de tipagem molecular e os kits comerciais fornecem
excelentes resultados para a amplificacdo do DNA de bactérias Gram + e Gram-
(Nogueira et al., 2004).

A extraccdo de DNA das células de L. monocytogenes foi realizada com recurso ao kit
Mo Bio UltraClean ™ Microbial DNA Isolation - DiversiLab™ (BioMérieux, USA; Figura 8),
recomendado para a extrac¢do de DNA gendmico a partir de culturas microbianas, tendo

sido executado segundo as instru¢cdes do manual.

Figura 8 - Kit de extracdo de DNA, Mo Bio UltraClean Microbial DNA isolation - DiversiLab™
(BioMérieux, USA)

Assim, para a extraccdo de DNA recolheu-se, com uma ansa de inoculagdo, o
equivalente a 10 pl de células bacterianas, de culturas puras e jovens, para um tubo
microbead, contendo 300 ul de solucdo microbead. A este adicionou-se 50 pl da solucao
MD1 e homogeneizou-se no Vortex (Thermolyne Maxi Mix Il) durante 10 minutos a
velocidade maxima. Ap6s homogeneizacao procedeu-se a centrifugacédo do tubo durante
30 segundos a velocidade de 10000 g (=12320 rpm) em centrifuga (Heraeus, Biofuge

28RS).
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Num novo microtubo de 2,0 ml, pipetou-se 100 ul da solugdo MD2 e transferiu-se o
sobrenadante do passo anterior. Homogeneizou-se em Vortex e incubou-se durante 1
hora a temperatura de 4 °C. ApGs a incubagcdo o microtubo com a suspensao foi

centrifugado a 10000 x g durante 1 minuto.

Para um novo microtubo pipetou-se 450 ul da solucdo MD3 e transferiu-se 200 ul do
sobrenadante, resultante da centrifugacdo anterior. Seguiu-se uma breve agitacdo em

Vortex e inversao do microtubo.

Transferiu-se 650 pl da solugdo obtida no passo anterior, para o microtubo spin filter
seguida de centrifugacdo a 10000 x g durante 30 segundos. Eliminou-se o sobrenadante
e recolocou-se o filtro no mesmo microtubo. Para o microtubo spin filter, pipetou-se 300 pl
da solucdo MD4, centrifugou-se a 10000 x g durante 30 segundos e eliminou-se o
sobrenadante. Recolocou-se o filtro no mesmo microtubo e centrifugou-se novamente a
10000 x g durante 60 segundos e eliminou-se o microtubo e o sobrenadante. Colocou-se
o spin filter num microtubo novo de 2,0 ml, pipetou-se 35 pl da solucdo MD5 e
centrifugou-se a 10000 x g durante 30 segundos. Eliminou-se o spin filter e guardou-se o

sobrenadante, que contém DNA bacteriano extraido, a -20 °C.

O protocolo detalhado e a fungéo das solu¢des constantes do Kit relativo & extraccéo de

DNA encontram-se no Anexo .
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4. Técnica Amplified Fragment Lenght polymorphism s — AFLP,
usando a enzima EcoRI

Apbs a extraccao de DNA dos isolados de L. monocytogenes em estudo, foi aplicada a
técnica AFLP com os seguintes passos (Figura 9):
1) Digestdo do DNA de L. monocytogenes com a enzima de restricdo EcoRl;
2) Ligacédo dos adaptadores Eco AD1 (10uM) e Eco AD2 (10uM) (Quadro 7);
3) Amplificagéo dos fragmentos de DNA ligados aos adaptadores com a utilizagéo do
primer EcoRIG (10 uM) (Quadro 8);

4) Separacdo por electroforese em gel de agarose e observagcdo dos fragmentos

amplificados.
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Figura 9 -Fluxograma da metodologia para aplicagédo da técnica AFLP
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Quadro 7 - Sequéncia de nucledtidos dos adaptadores e primer usados na técnica AFLP

Adaptador/ Primer Sequéncia (5"- 3") Concentracdo
usada
Adaptador: Eco AD1"Y  5-CTC GTA GAC TGC GTA CC -3’ 10uM
Eco AD2®  5- AAT TGG TAC GCA GTC TAC -3’ 10uM
Primer: EcoR1G®  5-GAC TGC GTA CCA ATT CG -3’ 10uM

(1) - Metabion International AG - Martinsried, Deutschland

A preparacdo dos adaptadores e primer é efectuada de acordo com as instrugcbes do

fabricante e encontra- se descrita no Anexo II.

4.1. Digestdo de DNA com Eco RI e ligacdo dos adaptadores

Para a digestdo do DNA, através da enzima de restricdo EcoRlI e ligacdo aos daptadores

prepararam-se tubos PCR da seguinte forma:

* Num tubo de 200 ul, colocou-se 5 pl de amostra de ADN bacteriano e 35 pl de
Mastermix (Tabela 8) homogeneizando-se por pipetagem.
e Para um tubo PCR , destinado ao controlo negativo, pipetou-se 5 ul de agua ultra pura

(Gibco®), e 35 ul de volume de Mastermix.

Quadro 8 — Constituicdo do Mastermix

Reagentes (concentracao) Volume Concentragéo final
Agua ultra pura 12 ul
5x T4 DNALigase Buffer 4 ul 0,5x
EcoAD1 (10 uM) 4 ul 1uM
EcoAD2 (10 uM) 4 ul 1uM
EcoR1 (10U/ul) 10 pl 2,5U/ ul
T4 DNALigase (1U/ul) 1ul 0,025U/ ul
Total 35ul
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O Mastermix, com um volume final de 35 pl, contém: 10 pl de enzima de restricdo EcoRI
(10U/ul), 4ul de 5xTADNA ligase buffer, Invitrogen, 4 yl de EcoAD1 (10uM), 4ul de
EcoAD2 (10uM), 1ul deT4 ADN Ligase (1U/ul) (Invitrogen) e 12 pl de agua ultra pura

(Gibco®).

O numero total de tubos esta relacionado com o nimero de amostras mais dois, que
conrresponde ao controlo negativo mais o controle positivo (com a estirpe NCTC).
Convém contar com mais dois ou trés volumes para compensar eventuais perdas ou

erros de pipetagem.

» Os tubos com as amostras foram colocados num termociclador (Biometra, TGradiente),

(Figura 10) fazendo-se a incubacgéo a 37 °C durante 90 minutos, seguida de inactivacao

da enzima a 80 °C durante 10 minutos e depois o arrefecimento a 4 °C.

prof
stay

step
tempt] 27,31
tine

lid 95, 1¢
W info Ng start/stop programs +

Figura 10 - T ermociclador Biometra, Tgradient
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4.2. Amplificacdo dos fragmentos de restricdo por R eaccéo de
Polimerizacdo em Cadeia ( Polymerase Chain Reaction — PCR)

Para a reaccdo de amplificacdo procedeu-se a diluicio do DNA digerido e ligado e a

preparacdo da mistura PCR.

« A diluicdo do DNA digerido foi efectuada através da adicdo de 8 ul de agua ultra pura

(Gibco®) e 2 ul de DNA digerido num tubo de 200 ul;

« A mistura PCR foi preparada, num tubo eppendorf, conforme indicado no Quadro 9 e
distribuido o volume obtido (20 pl) em tubo de 0,2 ml puReTaq Ready-To-Go™ PCR
Beads (GE Healthcare, Buckinghamshire, United Kingdom), de seguida foi adicionado 5

pI de DNA diluido, tendo-se obtido um volume final de 25pl.

Quadro 9 - Constituicdo da Mistura PCR

Reagentes (concentracao) Volume Concentracéo final
Agua ultra pura 16,5 pl -
MgCl, (25mM) 1ul 2,0
EcoR1 G primer (10uM) 2,5yl 1uM
Total 20l

Cada tubo puReTaq Ready-To-Go™ PCR Beads contém na sua constituicdo, sob a
forma desidratada: =2,5 U de pure Tag DNA Polimerase , dNTP's (dATP, dCTP,
dGTP,dTTP), Tampdo Reaccdo, BSA e Estabilizadores. Quando uma pérola (bead) é
reconstiuida com o volume total de 25 pl, a concentracdo final de cada dNTP é de 200

MM em 10mM Tris-HCI (pH 9.0 a temperatura ambiente), 50mM KCl e 1,5 mM MgCl,,

» A mistura obtida foi submetida a um processo de desnaturacao inicial a 94 °C durante 4

minutos, seguida de 35 ciclos sucessivos com a seguinte sequéncia: 1 minuto a 94 °C
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para a desnaturagdo, 1 minuto a 60 °C para a ligacdo do primer e 2,5 minutos a 72 °C
para a amplificacdo. O passo final foi o arrefecimento a 4 °C (Quadro 10). Para este

processo foi utilizado o Termociclador Biometra, TGradiente.

Quadro 10 - Resumo das etapas que ocorrem no termoc iclador na fase de amplificacdo

Etapas Temperatura °C Duracao (min)
1 Desnaturacao inicial 94 4

2 Desnaturacao 94 1

3 Ligacdo de primer 60 1

4 Amplificacéo 72 2,5

5 Conservacao 4 e

Temperatura da tampa: 105 °C; Numero de ciclos: 35.

4.3. Electroforese dos fragmentos amplificados em g el de agarose

Os fragmentos amplificados, de cada uma das amostras, foram separados por
eletroforese em gel de agarose (Sigma — St. Louis, USA) a 2%, tendo-se procedido a sua
preparacdo, conforme descrito no Anexo Il e Anexo IV. Posteriormente foi, vertido no

tabuleiro da tina de electroforese (Bio-Rrad Wide mini subcell GT) (Figura 11).

Figura 11 - Deposicéo do gel no tabuleiro datina  de electroforese

A cada uma das amostras foi adicionado 8,3 pl de solucdo de deposicdo ,Gel loading
solution (Ladpuffer DNAI, Applichem), destinando-se este a conferir peso a amostra,

mantendo-a dentro do poco do gel.
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O carregamento das amostras no gel (Figura 12) foi realizado com a seguinte sequéncia:

no primeiro poco, no po¢co do meio e no Ultimo poco colocou-se 10 ul de marcador (100
bp DNA Ladder, Invitrogen, refd 15628-019), cuja preparacdo se encontra descrita no
anexo V, e nos restantes pogos colocou-se 10 pl de cada amostra, incluindo o controlo

positivo e negativo.

Figura 12 — Carregamento das amostras no gel

A separacdo electroforética foi realizada numa tina de elctroforese (Bio-Rrad Wide mini
subcell GT), com tampdo TAE 1x (UltraPure™ DNA Typing Grade® 50X TAE Buffer)

durante 1.45h a 80 V.

2008/08/31

Figura 13 - Tina de electroforese ligada a fonte d e alimentagéo — “Corrida de Electroforese”

No final da separacgéo, o gel foi colocado num banho com brometo de etidio (0,5 pg/ml)

(cuja preparacao se encontra no anexo VI), durante 20 minutos, ap6s o que foi observado
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por transiluminagdo UV e fotografado com camara digital (Kodack DC 290) (Figura 14)

devidamente adaptada, em formato TIFF.

Figura 14 — A) Transiluminador ( UVIiTEC) com sistema de captacdo de imagem ( BioRad™) -
B) Gel sujeito a radiacdo UV com perfis AFLP

Antes da andlise informatica dos perfis, procedeu-se a andlise visual das imagens. Assim
foram analisados os diferentes perfis de bandas, sendo atribuidos diferentes niameros
romanos aos perfis com mais de duas bandas diferentes (Pintado, 2005; Matos, 2010,
comunicacao pessoal). Quando um determinado perfil for idéntico a outro anteriormente
designado, mas com mais ou menos uma ou duas bandas diferentes relativamente a
outro ja existente, terd 0 mesmo nimero romano mas sera associada uma letra (atribuida
ao acaso, nao devendo esta ser repetida para um perfil com caracteristicas diferentes).
Por exemplo, AFLP tipo 1Vd, significa que o padrao é semelhante ao tipo AFLP IV, mas
tem duas bandas de diferenca, sendo uma delas de tamanho distinto de qualquer uma do

perfil IV. Assim dentro do grupo IV teremos um subgrupo IVd.

Identificados os perfis AFLP com o apoio da equipa da HPA, todos os geis foram
analisados com o software Bionumerics© versao 5.10 (Applied Maths, Belgium) de modo

a poder estudar a similaridade entre as estirpes. Numa primeira fase, através deste
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programa, os geéis foram configurados. Para isso identificaram-se as colunas, em cada
gel, retirou-se o ruido de fundo da imagem, definiram-se as bandas referéncia (600 bp,
1000 bp e 1500 bp) nos marcadores e normalizou-se o gel. Depois atribuiram-se as
bandas, automaticamente, as amostras e, por Uultimo, estas foram rectificadas

visualmente.

O tamanho das bandas considerado para analise situa-se entre 500bp e 1500bp. Além
destes valores ndo se considera ser suficientemente reprodutivel (Matos, 2010,
comunicacdo pessoal). Esta metodologia de analise de AFLP é actualmente a usada no

Food Safety Laboratory da HPA em Londres (Matos, 2010, comunicacdo pessoal).

Os dendrogramas foram criados com uma tolerancia de 2%, pelo método de Dice e a
matriz de similaridade calculada por UPGMA (Unweighted Pair Group Method with

Arithmetic Means).

A semelhanga entre as amostras foi estimada pelo coeficiente de Dice, com uma
tolerancia de 2% e a partir da matriz de similaridade obteve-se o dendrograma pelo

método Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Means (UPGMA ).

57




Resultados e Discussao

[1l. RESULTADOS E DISCUSSAO

1. Confirmacéo da pureza e verificacdo das caracter isticas
culturais

Neste trabalho foram usadas 51 culturas de Listeria monocytogenes ser. 4b, 4 das quais
na fase de optimizacdo do método de tipagem molecular AFLP e nos testes de

reprodutibilidade e as restantes 47 para caracterizacdo molecular.

Ap6s confirmacgédo da sua pureza, foram verificadas as caracteristicas culturais de todas
as 51 culturas, tendo-se observado, a lupa e com iluminacdo de Henry, coldnias de
morfologia tipica (tonalidade bege azulado e superficie granulosa). No entanto, alguns
isolados apresentaram colonias um pouco atipicas, com forma ligeiramente irregular e
aspecto rugoso. Esta morfologia atipica das coldnias foi verificada nos isolados com as
referéncias ISA: 3001, 3072, 3074, 3086, 3094, 3098, 3100, 3107, 3176, 3219, 3220,
3225, 3246, 3286, 3444, 3445 e 3971. Segundo Seeliger & Jones (1986), estas
caracteristicas podem aparecer em culturas de Listeria spp. que s&o repicadas

sucessivas vezes.

Todas as culturas foram igualmente repicadas para os meios de cultura agar-sangue e
OAA, tendo-se confirmado as caracteristicas da espécie Listeria monocytogenes nos dois
meios: coldnias B-hemoliticas em agar-sangue e colénias de tonalidade verde-azulada e

com halo opaco em redor no meio OAA.
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2. Optimizacéo do método AFLP

Como j& foi referido, previamente a caracterizacao dos 47 isolados de L. monocytogenes
ser. 4b, houve necessidade de alterar algumas das condi¢cbes de ensaio com o objectivo
de se optimizarem os resultados obtidos. Este método foi recentemente implementado no
Laboratorio de Biologia da ESACB no ambito de um trabalho de estégio curricular (Leitao,
2008), mas apresentava alguns aspectos que tinham de ser melhorados, nomeadamente
ao nivel da separacéo e definicdo das bandas, da captacdo da imagem do gel de agarose

e da substituicdo do marcador.

Nesta primeira fase de optimizacdo do método usaram-se 4 estirpes de L.
monocytogenes com perfil AFLP conhecido, os quais tinham sido tipadas na Health
Protection Agency (Pintado, 2005) e tinham também sido usados na implementacéo da
técnica. De uma maneira geral, o protocolo agora seguido foi o mesmo do usado

agquando da instalacdo do método, tendo por base o protocolo da HPA.

Os resultados obtidos no primeiro gel evidenciaram algum arrastamento entre bandas,
deficiente separacao e definicdo entre as mesmas, tendo as imagens sido gravadas em
formato JPG. A partir daqui alteraram-se algumas condicbes de modo a conseguir

melhores resultados.

A primeira alteracdo testada foi a concentracdo de agarose. Passou-se de 1,5% para
2,0% de agarose. Esta Ultima é a percentagem que consta no folheto informativo para o
marcador aqui usado (100 pb DNA Ladder da Invitrogen). De facto, com esta alteracgéo,
notou-se uma ligeira melhoria na separacao e definicdo das bandas (Figura 15). Segundo
Eca et al. (2004) citados por Rodrigues (2007), a porosidade da matriz € um dos factores

que interfere na migracdo do DNA, para além do peso molecular, da conformacao e
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composicdo do &cido nucleico, da voltagem, da composi¢cdo do tampédo de corrida, da

temperatura e da presenca de corantes.

A par da alteracao anteriormente referida, fez-se também o ajuste da voltagem usada na
corrida de electroforese, tendo-se passado de 70V (voltagem inicialmente usada aquando
da implementacao da técnica) para 80V. Com este aumento ndo se notaram melhorias na
separacao/definicdo das bandas mas sim uma reducéo significativa no tempo de corrida
de electroforese, com cerca 30min a menos quando comparada com a corrida realizada a
70V. Como referido por diversos autores, a corrente € um factor muito importante que
devera manter-se sempre constante desde o inicio até final da corrida electroforética, de

modo a que a separacao dos fragmentos amplificados se produza com eficacia.

A terceira alteracao verificou-se ao nivel do formato de gravagédo das imagens dos géis.
Depois de se obterem as primeiras imagens em JPG e de se ter verificado ndo serem as
ideais, por apresentarem uma fraca nitidez, testou-se a gravacdo em formato Tiff. A
qualidade da imagem foi francamente melhorada, tendo-se comecado, a partir daqui, a

gravar as imagens com este formato.
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3. Avaliacdo da reprodutibilidade do método AFLP

3.1 Reprodutibilidade interlaboratorial

No Quadro seguinte encontra-se a informacéo relativa as estirpes de L. monocytogenes
usadas para a optimizagdo do método e para avaliar a sua reprodutibilidade

interlaboratorial.

Quadro 11 — Estirpes de Listeria monocytogenes usadas para testar a reprodutibilidade

interlaboratorial do método AFLP

Referéncia /Ano Origem /Regiéao Perfil AFLP
M37/95 Queijo curado - Castelo Branco XV
M38/95 Queijo curado - Castelo Branco XV
M39/95 Queijo curado - Castelo Branco V-1
M52/95 Queijo curado - Castelo Branco I

Estas 4 estirpes ja tinham sido tipadas em dois laboratérios distintos: HPA em Londres
(Pintado, 2005) e mais recentemente no Instituto Nacional de Saude Doutor Ricardo
Jorge, INSA (Maia, 2009). Procedemos a comparacao dos perfis entdo obtidos (Figura
15) com os obtidos neste trabalho (Figura 16). Através da andlise visual, e considerando
as bandas com pesos moleculares entre os 500 e os 1500 bp, constatamos que os perfis

eram idénticos confirmando-se assim a reprodutibilidade entre laboratérios.
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Figura 15 - Perfis AFLP de estirpes de L. monocytogenes, com perfil conhecido (perfis 1, 2,
3,4,5,6,7,8) elL.innocua (perfil 9) (usadas na implementacdo do método AFLP no INSA —
Lisboa)

M- Marcador de 100 bp; 1- M52 (AFLP tipo I); 2- D15 (ll); 3- M44 (IV-1); 4— M39 (IV-1); 5—- PM6
(IV-1+1); 6— D6 (V); 7— M38 (XIV); 8— M37 (XV); 9— D3 (XX); C(+)- ISA 3001 (V); C(-)- Controlo

negativo.

|

Figura 16- Perfis AFLP de estirpes de L. mononocytogenes tipadas nos laboratorios da
ESACB em Castelo Branco

M — Marcador de 100bp; 1 - QC/09; 2 - INSA/09; 3 - QM/08; 4 - QF/08; 5 - M37/95 (XV); 6 -
M38/95 (XIV); 7 - M39/95 (IV-1); 8 - M52/95 (I); C(-) — Controlo negativo.
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Este resultado esta de acordo com os resultados obtidos em vérios estudos acerca da
reprodutibilidade desta técnica, com o0 uso de uma ou mais enzimas de restricdo, na
tipagem de Listeria monocytogenes ou de outras estirpes bacterianas (Janssen et al.,
1996; Kassama et al., 2002; Guerra, 2003; McLauchlin et al., 2004 ; Keto-Timonen, 2008;

Pintado, 2009).

Para Savelkoul et al. (1999) a reprodutibilidade do método AFLP pode permitir a criagdo
de uma base de dados de genotipos e a troca de dados entre laboratorios. Isto requer a
utilizacdo de reagentes e protocolos padronizados e depositarios internacionais de
estirpes. Para uma interpretacdo uniforme dos perfis AFLP, estes autores recomendam a

formulacéo de directrizes como as desenvolvidas para PFGE.

3.2 Reprodutibilidade intralaboratorial

A reprodutibilidade interna dos ensaios foi avaliada através da utilizacdo de uma estirpe
de referéncia (ISA 3001 - NCTC 11994) de perfil conhecido e que foi utilizada como
controlo positivo ao longo dos ensaios. Esta reprodutibilidade foi avaliada através do
programa Bionumerics e, tal como se pode ver no dendrograma (Figura 17) a

semelhanca entre os perfis obtidos em diferentes géis é de 100%.

Dice (Opt:1.00%) (Tol 2.0%-2.0%) (H>0.0% S>0.0%) [0.0%-100.0%]

AFLP AFLP

Ref?
ListeriaP. 3001

=
| ] | ‘]l" | TT ListeriaP. 3001
| [ l l | E 1 ListeriaP. 3001
||
]

—80

| ListeriaP. 3001
1 | | T ListeriaP. 3001

< < < < <

Figura 17 - Dendrograma resultante da analise por A FLP da estirpe de Listeria
monocytogenes [SA 3001 (NCTC 11994), obtida em diferentes electr oforeses.

Matriz de similaridade calculada por UPGMA com o co  eficiente Dice e com uma posicao
méxima de tolerancia de 2,0%
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4. Analise e identificagéo dos perfis AFLP de isola  dos de L.
moncytogenes ser. 4b

Os perfis obtidos apds tipagem molecular por AFLP das estirpes de L. monocytogenes
serotipo 4b podem ser observados nas imagens dos géis de agarose que se encontram

nas figuras 18, 19, 20, 21 e 22.

Das 47 estirpes de L. monocytogenes analisadas, resultaram seis perfis diferentes com
um numero de bandas compreendido entre 5 a 7 no intervalo entre 500 bp e 1500 bp
(delimitado a amarelo). Estes perfis, identificados como sendo tipo AFLP IVvd, tipo AFLP
Xe, tipo AFLP XIXb, tipo AFLP XIXg, tipo AFLP XIXm e tipo AFLP XIXr, foram assim
classificados com o apoio do laboratério FPRU / HPA, usando os critérios de
classificagdo e a base de dados ai existente para tipagem de L.monocytogenes por

AFLP.

Figura 18 - Perfis AFLP dos isolados de L. monocytogenes de queijo de ovelha curado da
regido da Serra de Estrela (Gel 1)

M — Marcador; C(+) - Controlo positivo (AFLP tipo V); C(-) Controlo negativo; Perfis 1-9 correspondem as
estirpes (tipo AFLP): 1 — ISA 3069 (XIXm); 2 — ISA 3072 (IVd); 3 — ISA 3074 (Xe); 4 — ISA 3076 (XIXm); 5 -
ISA 3077(1vd); 6 — ISA 3086(Xe); 7 - ISA 3087(Xe); 8 — ISA 3088(Xe); 9 — ISA 3089(Xe).
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e

curado da

Figura 19 - Perfis AFLP dos isolados de L. monocytogenes de queijo de ovelha
regido da Serra de Estrela (Gel 2)

M — Marcador; C(+) - Controlo positivo (AFLP tipo V); C(-) Controlo negativo; Perfis 1-10 correspondem as
estirpes (tipo AFLP): 1— ISA 3090 (XIXm); 2— ISA 3091 (XIXm); 3— ISA 3092 (IVd); 4— ISA 3093(1Vd); 5 — ISA

3094(1Vd); 6 ISA 3095 (IVd); 7— ISA 3096 (IVd); 8— ISA 3097 (IVd); 9— ISA 3098 (IVd); 10- ISA 3099 (IVd).

Figura 20- Perfis AFLP dos isolados de L. monocytogenes de queijo de ovelha curado da

regido da Serra de Estrela (Gel 3)

M — Marcador; C(+) - Controlo positivo (AFLP tipo V); C(-) Controlo negativo; Perfis 1-10 correspondem as
estirpes (tipo AFLP): 1 — ISA 3100 (Ivd); 2 — ISA 3101 (IVd); 3 — ISA 3102 (IVd); 4 — ISA 3103 (XIXb); 5 —
ISA 3104 (Ivd); 6 — ISA 3105 (IVd); 7 - ISA 3106(1Vd); 8 - Repeti¢do da ISA 3106 (IvVd); 9 - ISA 3169 (IVd);
10 - ISA 3176 (XIXb).
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Figura 21 - Perfis AFLP dos isolados de L. monocytogenes de queijo de ovelha curado da
regido da Serra de Estrela (Gel 4)

M — Marcador; C(+) - Controlo positivo (AFLP tipo V); C(-) Controlo negativo; Perfis 1-10 correspondem as
estirpes (tipo AFLP): 1- ISA 3177 (IVd); 2 - ISA 3178 (IVd); 3 - ISA 3219 (IVd); 4 — ISA 3220 (IVd); 5 — ISA
3225 (Ivd); 6 — ISA 3245 (XIXg); 7 — ISA 3246 (XIXg); 8 - ISA 3251 (XIXg); 9 — ISA 3286 (XIXg); 10 - ISA
3326 (XIXg).

Figura 22 - Perfis AFLP dos isolados de L. monocytogenes de queijo de ovelha das regides
Serra de Estrela e Serpa e de queijo curado de va ca da regido de S. Jorge (Acores)(Gel 5)

M — Marcador; C(+) - Controlo positivo (AFLP tipo V); C(-) Controlo negativo; Perfis 1-9 correspondem as
estirpes (tipo AFLP): 1— ISA 3444 (XIXg); 2 - ISA 3445 (XIXg); 3 - ISA 3446 (XIXg); 4 — ISA 3449 (XIXg); 5 —
ISA 3450 (XIXg); 6 — ISA 3971 (XIXg); 7 - ISA 405 (XIXg); 8 - ISA 883 (XIXg); 9 — ISA 1375 (XIXr).
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Tal como tem vindo a ser referido por alguns autores (Guerra, 2003; Pintado, 2005), em
que L. monocytogenes foi tipada por AFLP, também verificamos a existéncia de uma

banda comum a todos os perfis com aproximadamente 850 bp.

Verifica-se igualmente nado ter havido contaminagdes ao longo dos ensaios, uma vez que
0s controlos negativos (dgua ultra pura estéril em vez de lisado celular) nao

apresentaram amplificacdo de produtos (Figuras 18, 19, 20, 21 e 22).

O Quadro 12 mostra que o AFLP tipo IVd é dominante, representando 46.8 % (22/47) dos
isolados de L. monocytogenes, seguido do tipo XIXg com 13 isolados, do tipo Xe com 5
isolados, do tipo XIXm com 4 isolados, do tipo XIXb com 2 isolados e do tipo XIXr com 1

isolado.

Quadro 12 — Perfis - AFLP de todos os isolados test  ados e percentagem de cada
perfil dentro dos 47 isolados de L. monocytogenes

Perfil AFLP N° de isolados %
Ivd 22 46,8
Xe 5 10,6
XIXb 2 4,3
XIXg 13 27,7
XIXm 4 8,5
XIXr 1 2,1
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5. Correlacéo entre o perfil AFLP e a origem geogra fica dos

iIsolados de L. monocytogene s serotipo 4b

Com o objectivo de estudar a possivel associacdo entre o perfil AFLP e a origem
geografica dos isolados de L. monocytogenes serotipo 4b foi elaborado o Quadro 13. Da
sua andlise conclui-se haver somente um tipo molecular, o AFLP tipo XIXr, que apenas
foi identificado na regido de S&o Jorge. Pela observacdo do dendrograma da da Figura
23, é possivel ver que este isolado tem uma % de similaridade de apenas 67%
relativamente a maioria dos restantes isolados, provenientes das regifes da Serra da

Estrela, de Serpa e de Sao Jorge.

Quadro 13 - Distribuicdo dos perfis AFLP de  Listeria monocytogenes de acordo
com a sua origem e data de isolamento

Regido de L. monocytogenes Total de

Més/Ano origem Ivd Xe XIXb XIXg XIXm XIXr isolados
Abril/2002 Serra da Estrela 1 2 5
Maio/2002 Serra da Estrela 4 8
Junho/2002 Serra da Estrela 1 2 13
Julho/2002 Serra da Estrela 1 4
Novembro/2002 Serra da Estrela 2 5
Dezembro/2002 Serra da Estrela 1 1
Janeiro/2003 Serra da Estrela 2 2
Fevereiro/2003 Serra da Estrela 5 5
Maio/2004 Serra da Estrela 1 1
NC(1) Serpa 1 1
NC(2) S&o Jorge (Acores) 1 1
NC(2) Sao Jorge (Acores) 1 1

(1) - Nao é conhecido o més e o ano de isolamento; (2) — N&do é conhecido o més e o ano de isolamento,

sabendo-se apenas que correspondem a isolados de queijarias diferentes e em épocas distintas.

Considerando a totalidade dos isolados de L. monocytogenes ser. 4b, provenientes de
queijos da regido da Serra da Estrela, foi possivel identificar 5 tipos AFLP. Quatro destes

tipos (1Vd, Xe, XIXb e XIXm) foram identificados em isolados obtidos apenas na regido da
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Serra da Estrela e apenas em 2002. O tipo AFLP XIXg, pelo contrario, j& mostrou ter uma
distribuicdo geografica alargada (Serra da Estrela, Serpa e Sao Jorge) e, considerando a
mesma regido da Serra da Estrela, foi isolado durante um periodo que decorreu de

Dezembro de 2002 a Maio de 2004.

Varios autores referem a existéncia de tipos moleculares especificos para uma
determinada regido, os quais poderdo ser usados como marcadores geograficos. Tendo
em conta os resultados acima referidos, esta classificagdo ndo podera ser atribuida ao

AFLP tipo XIXg.

Comparando agora os perfis de L. monocytogenes obtidos neste trabalho com os obtidos
por Pintado (2005), usando o0 mesmo método em isolados provenientes de queijos
elaborados com leite cru das regides de Castelo Branco e de Tolosa, também
pertencentes ao serotipo 4b, podemos constatar que ndo ha tipos moleculares comuns.
Nos isolados de L. monocytogenes ser. 4b de queijos provenientes da regido de Castelo
Branco (n=58) foram identificados apenas 3 tipos AFLP (I, IV-1 e V). Nos isolados de L.
monocytogenes ser. 4b de queijos provenientes da regido de Tolosa (n=3) foram
identificados 2 tipos AFLP (lI-1+1 e IV-1+1), diferentes dos anteriores. Estes dados
indicam claramente uma associacdo entre um determinado tipo AFLP de L.

monocytogenes ser. 4b e uma determinada regido geografica.

Com base no programa informatico Bionumerics, os isolados de L. monocytogenes ser.
4b foram agrupados em clusters que traduzem as relagbes de similaridade existentes
entre eles (Figura 23). Pela andalise do dendrograma obtido, observa-se a existéncia de 6
clusters para uma percentagem de similaridade de 98%. Estes 6 clusters foram
agrupados de acordo com o tipo AFLP, previamente atribuido apés analise visual dos

perfis. Assim, obtivemos: (1) cluster com os 13 isolados AFLP tipo XIXg, com uma % de
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similaridade de 98%; (2) cluster com os 22 isolados AFLP tipo IVd (99% de similaridade);
(3) cluster com os 2 isolados AFLP tipo XIXb (100% de similaridade); (4) cluster com os 4
isolados AFLP tipo XIXm (100% de similaridade); (5) cluster com um Unico isolado, da
regido de Sao Jorge, pertencente ao AFLP tipo XIXr; (6) cluster com os 5 isolados AFLP

tipo Xe (100% de similaridade).

Dice (Opt 00%) (Tol 20%-2.0%) (H>0.0% S>00%) [00%-1000%]
AFLP AFLP

o w0 0 w0 S
? £ 8 8 8 8 i

i Isolamento

Tipo AFLP Més/Ano
Listeria. 405 XiXg  NC
Listeria. 833  XIXg NC
Listeria. 3245 Xixg ~ Nov/2002
 Listeria. 3246 Xixg  Now/2002
 Listeria. 3251 XIXg ~ Dez/2002

98% Listeria. 3286 XIXg Jan/2003
Listeria. 3326 XIXg Jan/2003

Listeria. 3444 XIXg Fev/2003

Listeria. 3445 XIXg Fevi2003

Listeria. 3446 XIXg Fevi2003

Listeria. 3449 XiXg Fevi2003

— Listeria. 3450 XIXg Fevi2003
Listeria. 3971 XIXg Maio/2004

ggo/q o Listeria. 3178 IVd Jun/2002
BN Listeria. 3219 Ivd Nov/2002

Listeria. 3072 Ivd Abril/2002
Listeria. 3077 Ivd Abril/2002
Listeria. 3092 Ivd Jun/2002
Listeria. 3093 Ivd Jun/2002
Listeria. 3094 Ivd Jun/2002
Listeria. 3095 Ivd Jun/2002
Listeria. 3096 IvVd Jun/2002
Listeria. 3097 Ivd Jun/2002
Listeria. 3098 IvVd Jun/2002
Listeria. 3099 Ivd Maio/2002
Listeria. 3100 Ivd Maio/2002

86% Listeria. 3101 Ivd Maio/2002

Listeria. 3102 IVd Jun/2002
Listeria. 3104 Ivd Julho/2002
Listeria. 3105 IVd Juho/2002
Listeria. 3106 Ivd Julho/2002

Listeria. 3169 IVd Maio/2002
- Listeria. 3177 Ivd Julho/2002

67% . - Listeria. 3220 Ivd Nov/2002
| ~ Listeria. 3225 Ivd Nov/2002
= Listeria. 3103 XIXb  Juho/2002

—| | Listeria. 3176 XIXb Jun/2002

90% Listeria. 3069 XIXm  Abril/2002

Listeria. 3076 XIXm  Abril/2002

Listeria. 3090 XIXm  Jun/2002

Listeria. 3091 XIXm  Jun/2002

Listeria. 1375 XIXr NC

Listeria. 3074 Xe Abril/2002
Listeria. 3086 Xe Maio/2002
Listeria. 3087 Xe Maio/2002
Listeria. 3088 Xe Maio/2002
Listeria. 3089 Xe Maio/2002

Figura 23 - Dendrograma mostrando a matriz de simil  aridade entre todas as estirpes de L.
monocytogenes estudadas pela analise AFLP. Matriz de similaridade calculada por UPGMA

com o coeficiente Dice, de padrdes AFLP, comuma  posicdo maxima tolerancia de 2.0%
Legenda: (NC) — N&o conhecido
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O facto de termos obtido 6 tipos AFLP para estirpes pertencentes ao mesmo serotipo 4b
confirma o que ja se sabia, ou seja, que o método molecular AFLP tem um maior poder

discriminatério do que a serotipagem.

Cerca de 42 isolados de L. monocytogenes ser. 4b provenientes da regido da Serra da
Estrela tinham sido anteriormente tipados por PFGE (Leite et al., 2006), tendo-se obtido 5
tipos PFGE diferentes. Com base na aplicacdo do método AFLP, foram obtidos
igualmente 5 tipos para o0 mesmo conjunto de estirpes, 0 que se traduz num igual poder

discriminatorio.

O poder discriminatorio do método AFLP foi avaliado em 0,70 através da determinagéo
do indice de diversidade de Simpson (Hunter & Gaston, 1988). Este indice estima a
probabilidade de duas estirpes néo relacionadas de uma populacdo serem colocadas em

diferentes grupos de tipagem.

De acordo com Savelkoul et al. (1999), estirpes com perfis que tenham 90 a 100% de
similaridade entre si devem ser consideradas como idénticas, com 60 a 90% devem ser
consideradas como estirpes diferentes mas da mesma espécie e com 40 a 60%
consideradas espécies diferentes. Assim, as duas estirpes AFLP tipo XIXg provenientes
das regides de S&o Jorge e de Serpa podem ser consideradas idénticas as estirpes do
mesmo tipo AFLP mas provenientes da regido da Serra da Estrela, uma vez que
apresentam 98% de similaridade. A % de similaridade encontrada dentro de cada um dos
clusters associado a um tipo AFLP permite afirmar que as estirpes de cada cluster sdo

idénticas entre si.

Dado sabermos a partida que todas as estirpes estudadas pertenciam a espécie Listeria

monocytogenes, nao era de prever a existéncia de clusters com homologias inferiores a
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60%, 0 que se prova visto que a relagédo de similaridade mais afastada encontrada entre

0s 47 isolados foi de 67%, entre o tipo AFLP Xe e todos os restantes (Figura 23).

O perfil molecular AFLP Xe mostrou ser muito diferente dos restantes perfis de L.
monocytogenes ser. 4b estudados. Apresenta apenas 5 bandas no intervalo considerado
para analise (500 — 1500 bp), com pesos moleculares que variaram entre os 500 bp e os
1000 bp (Figura 18). Tendo em conta que o0s representantes da espécie L.
monocytogenes se encontram divididos em 3 linhagens (Roberts et al., 2006) e que
existem estirpes do serotipo 4b na linhagem | e na linhagem Ill, podemos supor que as
estirpes AFLP tipo Xe fazem parte de uma linhagem diferente das restantes estirpes

serotipo 4b estudadas neste trabalho.

O estudo pretendia abranger um maior niumero de isolados por regido e um maior
numero de regifes, 0 que ndo veio a ser possivel, principalmente porque ndo existe o
habito de conservar as estirpes em coleccdo de culturas e os laboratérios contactados
ndo isolaram Listeria monocytogenes, a partir de queijos, durante o periodo em que

decorreu o trabalho experimental.
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V. CONSIDERACOES FINAIS

O principal objectivo deste estudo foi caracterizar molecularmente, com recurso ao
método AFLP, 47 estirpes de Listeria monocytogenes ser. 4b isoladas de queijos curados
produzidos em 3 regides distintas Nacionais, entre 2002 e 2004 e provenientes de
diferentes queijarias. Desta forma, pretendeu-se avaliar o grau de similaridade entre as
estirpes, assim como a sua provavel distribuicdo geogréfica em fungdo dos tipos
moleculares obtidos. Este objectivo foi parcialmente atingido, na medida em que néo foi
possivel reunir um conjunto de isolados de Listeria monocytogenes ser. 4b representativo
de todas as principais zonas geograficas produtoras de queijos Portugueses, pelas
razdes ja mencionadas no capitulo anterior. Esta primeira consideracdo final sugere a
necessidade de um trabalho de colaboragéo entre os vérios laboratérios que efectuam o
isolamento deste microrganismo patogénico, coordenado a nivel nacional ou
internacional, para onde seriam encaminhados os isolados identificados como L.
monocytogenes para posterior caracterizacdo molecular. Desta forma, seria possivel a
criacdo de uma base de dados que poderia ser usada para estudos ecolégicos e
epidemiolégicos, resultando num melhor conhecimento da realidade nacional. Isto requer
a utilizacdo de reagentes e protocolos padronizados para uma interpretacdo uniforme dos
tipos AFLP obtidos, tal como ja acontece com o método PFGE usado na rede de

vigilancia molecular PulseNet.

Neste trabalho, o método de tipagem AFLP apresentou um indice de diversidade de
Simpson de 0,70 para o serotipo 4b, valor este igual ao obtido para o mesmo conjunto de
estirpes apds tipagem por PFGE. Vérios autores tém referido um idéntico poder
discriminatério para estes dois métodos. Neste trabalho foi também verificada a

reprodutibilidade intralaboratorial e interlaboratorial com o método AFLP.
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Com base nos resultados obtidos, verificou-se a existéncia de cinco em seis tipos
moleculares AFLP cuja ocorréncia se restringia a uma zona geografica delimitada, o que
permite considerar estes tipos moleculares como provaveis marcadores geograficos. De
entre os varios factores que podem afectar a distribuicdo geogréafica dos tipos
moleculares esta o facto dos queijos analisados serem elaborados com leite proveniente

de regides demarcadas, as quais nao se sobrepdem geograficamente.
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ANEXO | - Extraccdo de DNA bacteriano

Para a extraccdo de DNA usou-se o kit Mo Bio UltraClean ™ Microbial DNA Isolation -
DiversiLab™ (BioMérieux, Inc., USA)

Material

Kit 50 Kit 250

Solucdo MicroBead DNA 16 ml 80 ml
Solucdo MD1 3 ml 15 ml
Solucdo MD2 6 ml 30 ml
Solugédo MD3 50 ml 250 ml
Solucdo MD4 16 ml 3 x25 ml
Solucdo MD5 3ml 15 ml
Tubos MicroBead DNA 50 250
Spin Filters em tubos de 2,0 ml 50 250
Coleccao de tubos 200 1000

- Ansas de inoculacéo estéreis

- Vortex

- Microcentrifuga (= 10.000 g)

- Meio de cultura

- Luvas de laboratério

- Micropipetas de 100 pl e 1000 pl
- Pontas para micropipetas

- Congelador

Método — Extraccao de DNA

1- Inocular culturas em meio sélido.
2- Verificar homogeneidade das coldnias.

3- Pipetar 300pul de solugdo MicroBead DNA para um tubo MicroBead.
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4- Recolher células da placa de cultura utilizando uma ansa de inoculagéo. Evitar a
perfuracdo do agar. Adicionar células ao tubo MicroBead.
- Bactérias Gram negativas: utilizar ansa de 1 /4 por duas vezes (2 ()

- Bactérias Gram positivas: utilizar ansa de 10 g4 por uma vez (10 ()

5- Adicionar 50 pl da solugdo MD1 ao tubo MicroBead que contém as bactérias.
Apertar a tampa do tubo MicroBead.

6- Agitar o tubo MicroBead em vortex, velocidade maxima, durante 10 min.

7- Pipetar 100 pl da solugdo MD2 para um microtubo novo de 2,0 ml.

8- Centrifugar o tubo MicroBead, durante 30 segundos, 10.000 g (=12320 rpm).

9- Transferir o sobrenadante do tubo MicroBead para o microtubo de 2,0 ml que
contém solugdo MD2. Agitacao breve em vortex (Thermolyne Maxi Mix Il) Incubar

a 4°C (tempo minimo 15 minutos).

Nota: A incubacéo a 4°C pode ser prolongada overnight.

10- Centrifugar microtubos durante 1 min a 10.000 g.

11- Pipetar 450 pl da solugdo MD3 para microtubo novo de 2,0 ml.

12- Transferir 200 pl do sobrenadante do microtubo de 2,0 ml do passo 10 para o
novo microtubo que contém a solu¢do MD3. Agitacdo breve em vortex e inversédo

de microtubos.

Nota: Durante a transferéncia do sobrenadante evitar tocar com a ponta da micropipeta no pellet de proteina.

13- Transferir 650 pl para microtubo spin filter. Centrifugar durante 30 segundos a
10.000 xg . Eliminar sobrenadante. Recolocar filtro no mesmo microtubo.

14- Pipetar 300 pl da solucdo MD4 no spin filter do passo 13. Centrifugar durante 30
segundos a 10.000 g. Eliminar sobrenadante. Recolocar o filtro no mesmo
microtubo.

15- Centrifugar o microtubo com o spin filter durante 60 segundos a 10.000 g. Eliminar

sobrenadante e microtubo.

Nota: O alcool € um inibidor de PCR. Nao deverdo permanecer residuos de alcool no spin filter.

16- Colocar o spin filter num microtubo novo de 2,0 ml.
17- Pipetar 35 pl da solucdo MD5 no centro do filtro. Centrifugar durante 30 segundos
a 10.000 g.
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Nota: N&o tocar no filtro com a ponta da micropipeta.

18- Eliminar o spin filter. O DNA encontra-se no sobrenadante. Guardar a -20°C.
19- Quantificar DNA em espectrofotdmetro e verificar qualidade do DNA em gel de

agarose. Diluir amostras para 25-50 ng/ul com agua destilada ou tampéo TE.

Funcéo das soluctes utilizadas no Kit de extraccao de DNA.

Solucgéo Funcéo

Microbead Constituido por sais e um tampé&o que estabiliza de forma homogénea as

células microbianas antes da lise.

Constituido por Dodecil Sulfato de Sodio (SDS) e outros agentes de ruptura,

necessarios para a lise das células. SDS é um detergente anionico utilizado
MD1 para reduzir os acidos gordos e lipidos das membranas celulares de varios

organismos. A solucdo MD1 precipita quando fria mas, quando aquecida a

60° C dissolve o SDS e nao prejudica a sua funcdo de ruptura ou a de outros

agentes.

Reagente usado para precipitar substancias organicas e inorganicas, como
MD2 restos de células e proteinas, para permitir a remocao da contaminagdo que

pode reduzir a pureza do DNA.

MD3 Contém uma elevada concentracdo de sal necessario para ligar o DNA a
membrana do spin filter no passo seguinte.

Contém etanol para lavagem futura do DNA ligado a membrana de silica no

MD4
Spin filter. Esta solugdo de lavagem remove os residuos de sal e outros
contaminantes enquanto permite a ligacdo do DNA a membrana.

MD5 Contém uma solugdo tampé&o de eluigdo isenta de sal, capaz de garantir que

toda a membrana se mantenha hamida para um melhor desprendimento do

DNA ligado ao spin filter.

Adaptado de: kit Mo Bio UltraClean ™ Microbial DNA Isolation (BioMérieux, USA).
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ANEXO Il - Preparagéo dos Adaptadores Eco AD1, Eco AD2 e Primer Eco RIG

Caracteristicas :
Quer os adaptadores quer o primer sao comercializados sob a forma liofilizada e cuja

concentracao original, depois da reconstituicdo com agua ultra pura, € de 100 puM.

Adaptador/ Concentracao original Concentracéo usada
Primer Sequéncia (5'- 3") (Solugéo stock) (Solucéo de trabalho)
Adaptador Eco AD1¥ 5- CTC GTAGAC TGC GTACC-3'  100pM 10 pM
Adaptador Eco AD2® 5- AAT TGG TAC GCA GTC TAC -3’ 100uM 10 uM
Primer Eco-R1G® 5-GAC TGC GTA CCA ATT CG -3’ 100uM 10 uM

(1)- Marca: Metabion International GA - Martinsried, Deutschland

Devem sempre ser seguidas as instru¢des que acompanham os reagentes.
Assim, seguindo as mesmas instru¢des, para se obter 100 pmol/ul, que é equivalente a
100 puM, do adaptador Eco AD1, dissolve-se o contetudo do tubo com 398 pl de agua ultra

pura e homogeneiza-se por pipetagem.

Para preparar a solucéo de trabalho, cuja concentracéo devera ser de 10 UM recorre-se a

equacéao das diluigbes:

Por ex., se prepararmos 100 ul da solugéo de trabalho temos:

Vi = Cfc%\/f onde : (C/' =100,u/I//) (Cf): Concentracéo inicial
(cf =10um) (Cf ): concentracao final
(Vf = 100,U|) (Vi): Volume inicial

(Vf ): Volume final

Vi = 104M x 100 _ 10004 - 104/
100.M 100
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O volume a pipetar da solugéo stock é 10 pl, que adicionado a 90 pl de H,0 ultra pura,
da um volume total de 100 pl, que seré a solugéo de trabalho com a concentragédo del0O
HM.

Para preparar o outro Adaptador e o primer aplica-se a mesma metodologia devendo
consultar-se o folheto de instru¢des, pois o volume de H,0 para a sua reconstituicdo é

diferente.

Nota: todos estes trabalhos devem ser realizados em camara de fluxo laminar.
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ANEXO Il - Preparacéo da solu¢do tampao TAE 1x

A solugdo tampdo TAE 1x para a electroforese foi preparada a partir da solucdo
concentrada TAE 50x (UltraPure™ DNA Typing Grade® 50XTAE Buffer - ref2: EC-872 —
Hessle Hull, England)

Exemplo da preparacéo de llitro de TAE 1x a partir de TAE 50X, e recorrendo a equagao
das dilui¢cbes Ci xVi = Cf xVf :

Vi = Cf;Vf onde : (Ci =50) (Ci) : concentragao inicial
(Cf = 1) (Cf ): Concentrag&o final
(Vf = 1000mI) (Vi): Volume inicial
(Vf ): Volume final
Vi = 1x1000ml — 20ml

50

Assim, para preparar 1litro de solugdo TAE 1x, mede-se 20 ml da solugdo concentrada

TAE 50x e perfaz-se, num baldo volumétrico, até aos 1000 ml com 4gua destilada.
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ANEXO |V - Preparacao do Gel de Agarose

Foi usada a agarose tipo Il da marca Sigma (St. Louis, USA), ref2 A6877.

O gel é preparado em fungéo da espessura, da percentagem de agarose que se pretende
usar e do tipo de tina.

Se for usada a tina Bio-Rad ( Wide Mini-Sub Cell GT) podem tomar-se como referéncia
0s volumes de tampado necessarios para se obter uma determinada espessura, como

pode ser visto no quadro seguinte:

Espessura do gel Volume de tampé&o Volume da tina Dimensdes do gel
(mm) (ml) (ml) (mm)
2,5 30
5,0 60
650-900 150 x 100
7,5 90
10 120

Por exemplo, para obter um gel a 1,5% e com espessura de 5 mm:

pesar 0,9 g de agarose e adicionar 60 ml de tampao TAE1x

Modo de preparacéo :

Adicionada a agarose ao tampao, num frasco apropriado, leva-se ao microondas até
dissolver completamente, ou seja até ficar transparente, tendo o cuidado de néo deixar
ferver, para evitar a saida do recipiente.

Deixar arrefecer a temperatura ambiente, nunca devendo arrefecer-se bruscamente a
torneira. Depois de arrefecido, a volta dos 50 °C, verte-se no tabuleiro de preparagdo do
gel (onde previamente foi colocado um pente, para formar os pocos, que serdo cheios
com as amostras de DNA) e deixa-se solidificar.

Apos solidificacdo da agarose retira-se o pente e o tabuleiro é colocado na tina de
electroforese. Cobre-se de seguida com a solugdo tampdo TAE 1x , para que a agarose
nao desidrate. A placa de gel de agarose, tal como os pogos devem ficar completamente

submersos.
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Notas:

1- Depois de alguns ensaios em gel de agarose a 1,5% experimentou-se o gel de
agarose a 2% usando o mesmo volume de tampéao (60 ml). O resultado revelou melhorias
na definicdo das bandas, mas o enchimento tornou-se mais dificil, pois parte do volume
da amostra de DNA depositado nos pocos saia para fora destes. Esta dificuldade foi
ultrapassada quando se aumentou o volume de tampdo para 70ml, permitindo assim
obter pocos com maior profundidade.

Apbs este acerto todos os géis foram preparados a 2% (1,4g de agarose) em 70 ml de

tampédo TAE 1x.

2- Deveré ter-se em conta o tipo de agarose que se escolhe, pois a qualidade do trabalho
e a velocidade da corrida de electroforese podem ser influenciados pelas caracteristicas
da agarose.

Dos ensaios realizados obtiveram-se melhores resultados com a agarose da Sigma (St.
Louis, USA) quando comparada com a da marca Bioron (Ludwigshafen am Rhein -

Germany).

3- Na separacdo electroforética comegou por usar-se uma voltagem de 70v, tendo
posteriormente passado a usar-se 80v, uma vez que se reduziu o tempo da corrida de

electroforese, ndo tendo com isto sido alterada a qualidade do trabalho.
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ANEXO V- Preparacao do Marcador

Caracteristicas :

- 100 bp DNA Ladder da marca Invitrogen (Carlsbed-USA)
- Refd 15628-019 (quantidade/embalagem: 50 ug)

- Concentragao: 1pug/pl (solucéo stock)

bp
— zov2
— 1500

Consiste em 15 fragmentos entre 100 e 1500 bp em — 600
multiplos de 100 bp e um fragmento adicional em 2072 bp.
A banda de 600 bp é aproximadamente 2 a 3 vezes

mais brilhante do que as outras bandas do marcador

para fornecer orientagcao Interna. — 100

Este marcador € adequado para medir tamanhos
de fragmentos de DNA entre os 100 e 1500 bp,
100 bp DNA Ladder

mas ndo esta desenhado para quantificacao. 0.5 pg/lane ,
2% agarose gel stained

with ethidium bromide

O marcador é usado com uma concentra¢éo de 50 ng/yl (solugéo de trabalho)
Para a sua preparacao recorremos a equacao das diluigées: Ci xVi = Cf xVf

Por exemplo, se quisermos preparar uma solucéo de trabalho de 100 pl de marcador

com uma concentragdo de 50ng/pl teremos :

Vi = Cngf onde :(Ci =g/ = 1000ng/,uI) (Ci): Concentrag&o inicial
|
(cf =50ng/ 1) (Cf ): concentragio final
(Vf =100/4) (Vi): volume inicial

(Vf ): volume final

Vi :50ng/ M <1004 _ 50004 = 54

1000ng / /4 1000
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Entdo, para se obter 100 yl de marcador , com uma concentracdo de 50 ng/ I, pipeta-
se 5 ul (com concentracdo inicial de 1ug/ul) e adiciona-se 95 pl de agua destilada ultra

pura. Como o marcador vai ser depositado no gel de agarose tem que ter peso, para que
néo sai dos pogos. Desta forma, parte do volume de 95 pl tera que ser substituido por gel
loading (solucdo constituida a base de agucar, para conferir peso, e um indicador, azul

de bromofenol, que serve para visualizar a corrida de electroforese).

Relativamente ao modo de uso do gel loading, seguem-se as instru¢des do fabricante.

Por exemplo, a marca Sigma recomenda entre 1 ul a 4 ul por cada 5 pl de amostra DNA.

No nosso caso foi usada uma proporc¢éo de 1/5. Assim:

1ul (gel loading) 5ul (DNA)
X 100ul (DNA marcador)

X= 20 ul de gel loading

Assim temos:
5 ul de DNA do marcador
20 l de gel loading

Adiciona-se a mistura por pipetagem,
num microtubo de 1,5 ml

75 W de agua destilada ultra pura

100 pl de marcador com uma concentracado de 50 ng/ul
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ANEXO VI - Preparacdo do Brometo de etidio (et Br)

Caracteristicas:

- Reagente toxico por contacto (mutagénico)

- Ref?: 17- 1328-01 - marca: Plusone (Uppsala, Sweden)

- Concentragdo: 10 mg/ml (solugéo stock)

A solucdo de Brometo de etidio € usada com uma concentracdo de 0,5 pg/ml (solugéo
de trabalho)

Modo de preparagao :
Recorrendo a equacdo das diluicbes e para preparar por ex. um volume de 200 ml de

solucdo de et Br temos:

Vi = Cfé‘_Vf onde : (Ci =10mg/ml = 10000xg/ml)
|
(cf =05ug/ml)
(Vf = 200mi)
Vi = 0549/ m x200m  _ 100ml _ 00Im = 104 1000 4 i
10000g / ml 10000 -
X 0,01ml
x=10

10 pl de et Br em 200ml de 4gua destilada
Instrucdes de utilizacao:
1- Usar sempre luvas e bata;
2- Colocar a solucéo de et Br, preparada no passo anterior, numa tina e mergulhar o gel
durante 15 min ( se a solugcéo ja tiver sido usada algumas vezes, prolongar o tempo de
permanéncia do gel);
3- Apd6s o tempo de coloracdo o gel deverd ser tirado com muito cuidado para outra tina
contendo agua destilada, para diluir ligeiramente o et Br e de seguida colocado no
transiluminador;
4- Antes de ligar o transiluminador devem ser colocados 6culos de proteccdo UV, depois
de ligado e seleccionado o melhor tempo de exposi¢do, a imagem do gel € captada com

camara digital devidamente adaptada.
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