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Resumo

Listeria monocytogenes € um patdgeno humano responsavel pela listeriose, uma
doenca transmitida por alimentos com taxa de mortalidade de 20-30%, que afeta
principalmente idosos, recém-nascidos e individuos imunocomprometidos. Embora
ndo patogénica, o isolamento e identificacdo de L. /innocua sao de extrema
importancia ja que podem indicar a presenca de L. monocytogenes, uma vez que sao
espécies intimamente relacionadas e amplamente distribuidas no ambiente e nas
plantas industriais de processamento de alimentos. Cepas atipicas do género Listeria,
que nao podem ser distinguidas de outras espécies usando apenas métodos
fenotipicos convencionais, foram relatadas em humanos, inclusive em casos raros de
septicemia e meningite por L. /innocua. Nos Ultimos anos, varias alternativas foram
propostas para uma identificagdo mais rapida de microrganismos, como métodos
fenotipicos automatizados e a ionizagdo por dessor¢ao a laser assistida por matriz
(MALDI-TOF/MS). Este trabalho tem como objetivo sintetizar os desafios de
identificacdo de espécies do género Listeria, assim como conceituar métodos atuais
de identificacdo de micro-organismos, aplicados ao género Listeria.

Palavras-chave: Listeria monocytogenes; VITEK; MALDI-TOF; testes bioquimicos;

seguranca de alimentos.
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1. INTRODUCAO

No Brasil, o método analitico mais utilizado para a deteccdo de patdgenos
bacterianos em alimentos ainda é o cultivo microbioldgico convencional, que inclui
etapas de enriquecimento em caldos com agentes seletivos, isolamento em meio
sélido e identificacao das col6nias por testes bioquimicos e soroldgicos. Todavia, sao
métodos demorados e caros, que nao fornecem informagdes rapidas e precisas sobre
as contaminagdes de alimentos, limitando a capacidade de proteger os consumidores
de potenciais riscos microbianos (Rohde et al., 2015).

Embora L. monocytogenes seja um microrganismo bastante estudado em
paises desenvolvidos, no Brasil ha caréncia de informagdes sobre este importante
patdgeno responsavel por altas taxas de letalidade. Os dados nacionais sdo
extremamente difusos e incipientes, com raras investigacdes sobre o monitoramento
de casos de listeriose com o agente etioldgico ligado ao consumo de alimentos.

Métodos rapidos alternativos, como identificacdo bioquimica automatizada e
espectrometria de massas, vém sendo cada vez mais utilizados. O objetivo deste
trabalho é conceituar outras metodologias de identificagdo microbiana, com enfoque

nos desafios que o género Listeria oferece quanto a identificagdo de suas espécies.

2. GENERO LISTERIAE IDENTIFICACAO DE SUAS ESPECIES
As dificuldades de técnicas de isolamento de L. monocytogenes datam da
década de 60, quando Gray e Killinger apontaram a necessidade de aperfeicoar as

técnicas de isolamento e sugeriram que laboratdrios de saude publica, na medida do
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possivel, enviassem as culturas suspeitas de L. monocytogenes, para centros de

referéncia, devido as dificuldades de isolamento e caracterizacdo de material
contaminado (Gray & Killinger, 1966).

Além disso, as técnicas convencionais de identificacdo baseadas em
caracteristicas fenotipicas podem dificultar a interpretacdo dos resultados quando
estas ndo sao expressas (Véalimaa et al., 2015). Os testes bioquimicos podem ser
variaveis frente a acdo de fatores ambientais sobre a expressao génica, quando se
utiliza um ndmero limitado de testes, gerando risco de interpretacdes erroneas e
demora no processo de identificacao microbiano (Gandra et al., 2008; Andrade et al.,

2010).

A identificacdo de L. monocytogenes é frequentemente realizada através de
analise microbioldégica em meios de cultura especificos, associada aos métodos
bioquimicos classicos de identificacdo. Varios estudos tém sido realizados com o
intuito de avaliar os meios sdélidos, quanto a recuperacdao e isolamento de L.
monocytogenes em alimentos e, observa-se a prevaléncia dos meios seletivos
PALCAM e OXFORD (Pinto et al., 2001; Tahoun et al.,, 2017), além dos meios
cromogénios, como por exemplo o agar ALOA.

A diferenciacdo entre as espécies do género é realizada através de testes de
fermentagdo de carboidratos (D-Manitol, L-Ramnose, D-Xilose, a-D-manosideo),
producdo de hemdlise total em Agar Sangue de carneiro a 5%, incluindo teste de
Christie-Atkins-Munch-Peterson (CAMP) (Tabela 1).

Algumas espécies sdo beta-hemoliticas (L. monocytogenes, L. ivanovii e L.
seeligeri) e as demais ndo produzem hemolisina. A inoculacao em agar semissélido,
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incubacdo a temperatura de 20 a 25 °C e seu crescimento a partir de 48 horas

evidenciam a figura tipica de um “guarda-chuva”. Na semeadura em placa com Agar
Triptosado, as colonias visualizadas sao acinzentadas, brilhantes sob iluminacao
normal e, de coloracao azul esverdeada quando observadas sob a técnica de

iluminagao obliqua (Schuchat et al.,1991).

Tabela 1. Diferenciacao bioquimica das espécies mais comuns do género Listeria,
segundo Rocourt et al., 1983.

Listeria

Testes L. monocytogenes L. L. L. seeligeri L. welshimeri L. grayi
innocua ivanovii

B-Hemolise + - + + - -

“aureus) : : : . : :

CAMP (R. equi) -+ - + - - -

D -Manitol” - - - - . +

L — Ramnose + Vv - - \Y/ -

D —Xilose - - + + + .

a-D-manosideo + + - - + +

Hidrélise esculina + + + + + +

Reducdo NO;3— i ) ) ) ) ]
NO~,

*Algumas amostras ndo sdo hemoliticas em sangue de carneiro, cavalo ou bovino
** |_eitura apOs 24-48 horas de incubagdo a 35-37°C.
(+): positivo; (-): negativo; (V): varidvel: 11 a 89% das amostras positivas.

Um dos maiores desafios para os microbiologistas é a auséncia de um método
totalmente eficaz para diferenciar L. monocytogenes de outras espécies de Listeria,
associadas na mesma amostra de alimento, especialmente L. innocua (Andrade et

al., 2014).
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L. monocytogenes e L. innocua apresentam perfis bioquimicos }rsérm‘elhantes,
sendo diferenciados pela presenca da hemolisina na espécie patogénica. Em
contraste com L. monocytogenes, L. innocua nao € patogénica para os mamiferos,
embora casos excessivamente raros de septicemia e infeccoes por meningite tenham
sido relatados em humanos e ruminantes causados por cepas de L. innocua atipicas
(Moura et al., 2019).

Moreno et al. (2014) realizaram a caracterizacao fenotipica e genotipica de
amostras isoladas de suinos e descrevem L. innocua atipica por apresentarem baixa
atividade hemolitica. A presenca de cepas atipicas relacionadas ao género Listeria
desperta grande interesse para saude publica, ja que cepas patogénicas podem ser
identificadas erroneamente e vice-versa, causando a disseminacao das DTAs e
aumentando assim a subnotificacao.

Nos ultimos anos varias alternativas tém sido propostas para a identificacao
de microrganismos em alimentos, através de testes de diagndsticos rapidos,
especificos e sensiveis. Alguns kits comerciais, como por exemplo o API (Analytab
Products INC) Listeria® System e o VIDAS® (Vitek Immuno Diagnostic Assay System)
(Biomerieux, 2019), capazes de distinguir diversas espécies de Listeria tém sido
utilizados na tentativa de identificacdes mais rapidas e simples (Andrade et al.,
2010).

Oktay e Heperkan (2006) ao comparar o meétodo ISO 11290-1:2017
(identificagdo convencional por provas bioquimicas) e VIDAS® obtiveram 100% de
sensibilidade e especificidade para o VIDAS® em amostras de queijos, manteigas e

batatas cozidas. A metodologia VIDAS® foi citada como método adequado para
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identificacdo de Listeria sp. em amostras de carne bovina e suina, necessitando de

testes adicionais para confirmacao de L. monocytogenes (Meyer et al., 2011). Em
2013, Benetti e colaboradores relataram resultados favoraveis ao API quando
comparados a metodologia ISO 11290-1:2017 para identificacdo de Listeria sp. e
Salmonella sp. em salsicha resfriada.

Andrade et al. (2014) isolaram, pelo método tradicional, cepas de Listeria sp.
(carne moida bovina e salsichas tipo hot dog) e identificaram as espécies através da
comparagao entre os métodos API e metodologia molecular e, obtiveram
concordancia total na distingdo das espécies de L. monocytogenes e L. innocua por
ambas as técnicas. Porém, sdo métodos demorados e algumas vezes dependentes

de provas bioquimicas adicionais para conclusao da identificacao do microrganismo.

3. TESTES BIOQUIMICOS AUTOMATIZADOS

O VITEK 2 Compact® é um sistema de identificagdo microbiana totalmente
automatizado, o que proporciona uma otimizacao do fluxo de trabalho. Possui um
vasto banco de dados que permite detectar uma variedade de microrganismos. O
sistema opera com cartdes com codigos de barras, o que assegura uma completa
rastreabilidade e o risco de erros de transcricdo é minimizado. O tempo de
preparacao e de resultado final pode ser obtido num intervalo de 2 a 18 horas,
dependendo do metabolismo da bactéria e do cartao utilizado. O software do VITEK
2 Compact® é extremamente intuitivo e, portanto, requer menos treinamento

técnico, resultando em uma maior produtividade (Biomerieux, 2019).
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O cartdo GP, utilizado para bactérias Gram positivas, baseia-se em métodos
bioquimicos que medem a utilizagdo de carbono, resisténcia e atividade enzimatica,
totalizando 43 testes bioquimicos. A porcentagem de probabilidade é realizada pelo
software através da comparacao do conjunto de reagoes do teste com o conjunto de
reagoes esperadas para cada microrganismo que possa ser identificado pelo
equipamento. As reacdes observadas sao comparadas com reacoes tipicas de cada
microrganismo, gerando um valor quantitativo. A probabilidade de porcentagem de
99% é obtida quando ocorre uma correspondéncia perfeita entre o padrdo de reacao
do teste e o padrao de reacdo caracteristico de um determinado microrganismo.
Quando ndo se obtém uma correspondéncia perfeita ainda é possivel para o padrao
de reacao estar proximo ao padrao de reacao esperado, de modo que possa ser
fornecida uma decisao clara quanto a identificagdo do microrganismo.

O intervalo de porcentagem de probabilidades no caso de escolha Unica é de
85 a 99%. Os valores préximos a 99% indicam uma correspondéncia mais proxima
do padrao tipico para o microrganismo em questdo. Quando o padrao de reagao nao
é suficiente para diferenciar entre dois a trés microrganismos, as porcentagens de
probabilidades refletem esta ambiguidade. Os valores de probabilidade reportados
indicam, relativamente, a ordem pela qual o padrao de reacao corresponde melhor
as possibilidades enumeradas.

O VITEK 2 Compact® é capaz de identificar as seguintes espécies do género
Listeria: L. grayi, L. innocua, L. ivanovii L. monocytogenes, L. seeligeri e L.

welshimetri.
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Wallet et al. (2005) relataram o bom desempenho do equibe;hnﬁ’ento em
isolados clinicos e salientaram o nivel de precisao de identificagdo altamente
aceitavel, assim como Tahoun et al. (2017), obtiveram bons resultados em amostras
de leite cru. O maior surto de listeriose relatado na Africa ocorreu no periodo de
janeiro de 2017 a julho de 2018 e a identificacao bacteriana foi realizada por

bioquimica automatizada através do Vitek 2 Compact® (Smith et al., 2019).

4. METODOS MOLECULARES BASEADOS EM DETECCKO DO DNA

Os métodos moleculares sdao mais rapidos e confidveis quando comparados
aos métodos bioquimicos, porém, relativamente mais caros, necessitando de
minuciosa técnica (Jadhav et al., 2012).

A reacdao em cadeia da polimerase (PCR) € um método utilizado na deteccao e
identificacdo de L. monocytogenes em diferentes tipos de produtos alimenticios e
amostras clinicas. Gongalves et al. (2014) descreveram o método como sendo rapido
e sensivel na detecgdo de agentes patogénicos e citaram o crescimento gradativo da
técnica nas industrias de alimentos. Em seu trabalho os autores avaliaram o limite de
deteccao para Salmonella spp e L. monocytogenes e demonstraram boa sensibilidade
da técnica. Hudson et al. (2001) descreveram a utilizacao da técnica para deteccao
do gene Aly, que codifica a listeriolisina O (LLO), principal fator de viruléncia de L.
monocytogenes. A PCR surge como uma ferramenta util para confirmacdo dos
sorotipos do género Listeria (Doumith et al., 2004).

No Brasil, estudos realizados por Camargo et al. (2016) citam a PCR multiplex

desenvolvida por Doumith et al. (2004) com 100% de precisao na classificagao
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sorotipica de L. monocytogenes oriundas de cortes de carne, amostras clinicas e

ambientais isoladas no pais. Concomitantemente, Palma et al. (2016) obtiveram
resultados positivos com a mesma metodologia em isolados oriundos de cortes
bovinos e abatedouros no Distrito Federal. Em amostras humanas e de origem
alimentar no Brasil, Aimeida et al. (2017) confirmaram o sorogrupo de cepas de L.
monocytogenes utilizando a metodologia de Doumith et al. (2004) e destacaram a
prevaléncia dos tipos 4b e 1/2b em ambas as fontes.

A aplicagdo do método da PCR foi relatada por Liu et al. (2004) para
diferenciar L. welshimeri de outras espécies de Listeria e de bactérias Gram positivas.
Ryu et al., (2013) desenvolveram uma PCR multiplex para deteccao simultédnea de
seis espécies, L. grayi, L. innocua, L. ivanovij, L. monocytogenes, L. seeligeri e L.
welshimeri em amostras de produtos carneos.

Em 2016, Rosimin et al. descreveram pela primeira vez, com sucesso, a
utilizaggo de uma PCR quadriplex para a discriminacdao simulténea de L.
monocytogenes, L. ivanovii e L. innocua atipica. Ainda em 2016, Pournajaf et al.
descreveram uma PCR multiplex que permite a confirmacdo rapida e simultédnea de
espécies de L. monocytogenes e sua viruléncia em amostras clinicas e nao clinicas.

Tao et al. (2017) confirmaram 28 cepas do género Listeria, previamente
isoladas de alimentos e, obtiveram acuracia e sensibilidade na caracterizacao das
espécies L. monocytogenes, L. ivanovii L. welshimeri e L. innocua através de
multiplex PCR. Ja em 2018, Kljujev et al. obtiveram sucesso com a técnica utilizando

o marcador para gene Aly e confirmaram a espécie L. monocytogenes em vegetais.
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5. ESPECTROMETRIA DE MASSAS

A espectrometria de massas de biomoléculas vem sendo utilizada e
aperfeicoada, e atualmente é possivel obter ndo somente o espectro de uma grande
biomolécula (como proteinas), mas também um perfil de espectros de varias
moléculas, que pode ser utilizado como um fingerprinting do microrganismo
analisado (Carbonnelle et al., 2011).

A utilizacao da tecnologia Matrix-Assisted Laser Desorption Ionization — Time
of Flight/ Mass Spectrometry (MALDI-TOF/MS) tem se mostrado de grande
relevancia para a identificacdo de espécies bacterianas de importancia clinica, devido
a simples execucdo dos protocolos, a rapida liberacdo dos resultados e ao baixo
custo por anadlise (Kohlmann et al., 2015; Celandroni et al., 2016). Uma das
principais vantagens do uso desta tecnologia é o tempo para obtencdo dos
resultados, que é reduzido de 1 a 6 dias a menos de uma hora. Além disso, MALDI-
TOF/MS permite a identificacdo precisa de uma grande variedade de bactérias de
origem alimentar e ambiental (Rodrigues et al., 2017).

A técnica de MALDI-TOF/MS, usada para a identificacdo de microrganismos,
consiste na mistura da cultura a ser identificada com uma matriz polimérica
(geralmente acido alfa-ciano-4-hidroxicindmico - CHCA) que absorve luz e permite a
ionizacao das proteinas, por excitagdo através de um feixe de laser. Em seguida,
campos elétricos orientam os ions gerados dentro de um tubo de vacuo, onde ocorre
uma separagao por massa/carga segundo o tempo de passagem pelo tubo até o
detector (tempo de voo). Cada particula ionizada gera um espectro e o conjunto de

particulas detectadas é convertido em um perfil de espectros. Por meio de uma base
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‘;Igon’tmica, este perfil de espectros é comparado com o perfil de divefsés‘ espécies
presentes no banco de dados e interpretados como um resultado de identificacao,
associado a um nivel de confianca. Resultados com identificacdes menores e/ou
iguais a 70% nao sao considerados confiaveis.

O aperfeicoamento da técnica com o uso de uma matriz que permitisse a
ionizacdo de proteinas ribossdmicas — mais conservadas que as de superficie, por
exemplo, favoreceu o estabelecimento de perfis de espectros caracteristicos que
conduziram a identificacao de espécies e subespécies (Pavlovic et al., 2013).

Além da utilizagdo da técnica de MALDI-TOF/MS na caracterizacdao de
bactérias, alguns autores (Dhiman et al.,, 2011) citam o uso da técnica na
identificacdo de fungos e até de virus (Sun et al., 2011) na clinica médica e animal.
Seu uso tem sido considerado de excelente desempenho (Deng et al., 2014),
inclusive quando comparado aos métodos utilizados rotineiramente na identificagao
clinica, como kits bioquimicos (Guo et al., 2014). Em amostras ambientais, o uso de
MALDI-TOF/MS pode ser aplicado, mas o banco de dados associado é citado como
critico na identificagdo dos microrganismos. Rahi et al. (2016) citam o banco de
dados como limitacdao da técnica, j@ que o nimero limitado de organismos que nao
sejam de interesse clinico, resulta em baixa porcentagem de identificacdo (43 a
65%) para microrganismos isolados do solo, agua e outros ambientes.

Chen et al. (2017) utilizaram diferentes metodologias tradicionais e novas,
incluindo MALDI-TOF/MS, na identificacao de L. monocytogenes em amostras de
origem alimentar, obtendo resultados com sucesso e rapidez. A utilizacdo da técnica

foi apontada como vantagem significante por Rodriguez-Sanchez et al. (2019) na
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determinagao dos padroes de suscetibilidade antimicrobiana produzindo resultados

confiaveis, classificando o MALDI-TOF/MS como uma excelente ferramenta no
monitoramento epidemioldgico de patdgenos altamente resistentes.

Nos ultimos anos, o uso relativamente simples do MALDI-TOF/MS mudou o
fluxo de trabalho dos laboratérios na identificacdo microbiana. Andrade et al. (2018)
avaliaram a adequacdo da técnica para identificacdo de bactérias isoladas do
ambiente de salas limpas em uma induUstria farmacéutica e consideraram o
desempenho do método confiavel. No periodo de de 2009 a 2018, verificou-se que a
rapida identificacdo dos microrganismos através do MALDI-TOF/MS permitiu a
otimizacdo do tratamento do paciente, proporcionando o inicio rapido e correto do
mesmo, diminuindo assim, o tempo de permanéncia hospitalar e o custo por
paciente com impacto positivo na higiene hospitalar e na salde publica (Rodriguez-
Sanchez et al., 2019). O uso do MALDI-TOF/MS na rotina clinica tem um potencial
significativo devido ao alto grau de precisao, além do aspecto econ6mico de custo-
beneficio. A técnica permite a rapida identificagdo de patdgenos através dos fluidos
bioldgicos, aliado a identificacdo e caracteristicas de resisténcia a antibidticos (Hou et

al., 2019).

6. CONCLUSAO

Atualmente um dos maiores desafios para os microbiologistas é a auséncia de
um método eficaz para distinguir as espécies com perfil atipico de L. monocytogenes
e L. innocua, uma vez que fenotipicamente as espécies sao muito semelhantes,

levando a possiveis equivocos na identificagdo. Apesar de L. innocua ndo apresentar
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o arcabouco de genes de viruléncia completo, o que ndo a cIassmca como
patogénica, a sua presenca pode mascarar a presenca de L. monocytogenes no
ambiente ou alimento, sendo considerada um indicador importante, ressaltando a
necessidade de caracterizar o isolado atipico tanto fenotipicamente como
geneticamente. Uma vez identificado erroneamente um patdgeno passa a ser
subdiagnosticado podendo levar a ocorréncia de dbitos.

Metodologias moleculares baseadas no DNA e espectrométricas tem se
tornado cada vez mais populares por apresentarem precisao, sensibilidade e
especificidade. Entretanto, a aquisicao desses equipamentos envolve alto custo
havendo a necessidade de pessoal treinado para a realizacdo das técnicas. A
seguranca alimentar, ao logo dos anos, ganhou consideravel importancia mundial,
razao pela qual métodos rapidos e sistemas confidveis para detectar a contaminagao
de produtos com L. monocytogenes e outros patdgenos sao continuamente

procurados pela industria alimenticia.
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