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RESUMO

Listeria monocytogenes é um patdégeno humano responsavel pela listeriose, uma
doenca transmitida por alimentos com alta taxa de mortalidade (20-30%) que afeta
principalmente idosos, recém-nascidos e individuos imunocomprometidos. Embora
nao patogénica, o isolamento e identificagdo 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,
gue ndo podem ser distinguidas de outras espécies usando apenas metodos
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 identificacdo mais rapida de microrganismos, como metodos
fenotipicos automatizados e a ionizacédo por dessorcao a laser assistida por matriz
(MALDI-TOF/MS). O objetivo deste estudo foi avaliar a eficacia dos métodos
automatizados VITEK® 2 e MALDI-TOF/MS na identificacdo de 94 cepas do género
Listeria com perfil de identificacdo atipico, anteriormente caracterizado como L.
innocua nao tipavel. Essas cepas foram isoladas de fontes alimentares de diferentes
regides do Brasil e depositadas na Colecao de Listeria - CLIST / LABZOO / 10C /
Fiocruz. A identificacdo resultante por Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR),
utilizando iniciadores especificos para as espécies mais comuns de Listeria, foi
considerada a identificacdo correta e, apresentou um total de 31 linhagens
identificadas como L. innocua (LI), 54 como L. monocytogenes (LM), 8 como L.
welshimeri (LW) e 1 como L. grayi (LG). Na primeira andlise o sistema automatizado
VITEK® 2 identificou corretamente 74,19% das cepas de LI, 14,82% das cepas de LM
e 75,0% das cepas de LW; ja na segunda andlise o VITEK® 2 identificou corretamente
83,87% das cepas de LI, 18,52% das cepas de LM e 100% das cepas de LW. Na
primeira analise por MALDI-TOF/MS, 74,08% das cepas de LM foram identificadas
corretamente, porém todas as cepas de LI e LW foram identificadas incorretamente;
ja na segunda analise foram identificadas corretamente 72,22% das LM e 25% das
LW mas, o equipamento novamente falhou em identificar as cepas de LI. Tanto o
VITEK® 2 quanto o MALDI-TOF/MS identificaram corretamente a cepa de LG em
ambas analises. Nossos resultados demonstram que as metodologias automatizadas
nao foram capazes de discriminar as cepas atipicas do género Listeria e apontam para
a necessidade do uso de testes complementares, como PCR e meios cromogénicos,
para a correta identificacdo destas cepas.

Palavras-chave: Listeria spp. atipicas, alimentos, VITEK® 2, MALDI-TOF/MS
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ABSTRACT

Listeria monocytogenes is a human pathogen responsible for listeriosis, a foodborne
disease with high mortality rates (20-30%) that mainly affects the elderly, newborns
and immunocompromised people. Although not pathogenic, the isolation and
identification of L. innocua is extremely important since they can indicate the presence
of L. monocytogenes, since they are closely related and widely distributed in the
environment and in food processing plants. Atypical strains of the genus Listeria, which
cannot be distinguished from other species using only conventional phenotypic
methods, have been reported in humans, including in rare cases of L. innocua
septicemia and meningitis. In recent years, several alternatives have been proposed
for faster identification of microorganisms, such as automated phenotypic methods and
ionization by matrix-assisted laser desorption (MALDI-TOF/MS). The objective of this
study was to evaluate the effectiveness of the automated methods VITEK® 2 and
MALDI-TOF / MS in the identification of 94 strains of the genus Listeria with atypical
identification profile, previously characterized as non-typable L. innocua. These strains
were isolated from food sources in different regions of Brazil and deposited in the
Listeria Collection - CLIST / LABZOO / 10C / Fiocruz. The resulting identification by
Polymerase Chain Reaction (PCR), using specific primers for the most common
species of Listeria, was considered the correct identification, and presented a total of
31 strains identified as L. innocua (LI), 54 as L. monocytogenes (LM), 8 as L.
welshimeri (LW) and 1 as L. grayi (LG). In the first analysis, the automated system
VITEK® 2 correctly identified 74.19% of the strains of LI, 14.82% of the strains of LM
and 75.0% of the strains of LW; in the second analysis, VITEK® 2 correctly identified
83.87% of the strains of LI, 18.52% of the strains of LM and 100% of the strains of LW.
In the first analysis by MALDI-TOF / MS, 74.08% of the strains of LM were correctly
identified, but all strains of LI and LW were identified incorrectly; in the second analysis,
72.22% of the LM and 25% of the LW were correctly identified, but the equipment again
failed to identify the strains of LI. Both VITEK® 2 and MALDI-TOF / MS correctly
identified the LG strain in both analyzes. Our results demonstrate that automated
methodologies were not able to discriminate atypical strains of the Listeria genus and
point to the need for the use of complementary tests, such as PCR and chromogenic
media, for the correct identification of these strains.

Key-words: Listeria spp. atypical, food, VITEK® 2, MALDI-TOF/MS.
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1 INTRODUCAO

As doencas transmitidas por alimentos (DTAS) ocupam uma posi¢cao cada vez
mais destacada na saude publica, razdo pela qual foram estabelecidas rigorosas
medidas de vigilancia epidemiolédgica e sanitéria, que residem na implementacédo de
estudos sobre os agentes etioldégicos envolvidos nas DTAs e suas caracteristicas
epidemioldgicas. Tais resultados revertem em subsidios para as medidas de
prevencdo e controle. No Brasil, os dados epidemiol6gicos das DTAs ainda séo
incipientes, pois somente alguns estados e/ou municipios dispdem de detalhes
estatisticos sobre os agentes etioldgicos mais incidentes ou prevalentes, assim como
a frequéncia dos alimentos envolvidos, as popula¢des de maior risco e outros fatores
associados (Ministério da Saude- Manual Integrado VE-DTA, 2015).

Segundo a Resolucdo da Diretoria Colegiada (RDC) n° 12, de 02 de janeiro de
2001 (ANVISA/MS), as DTAs séao definidas como doencas causadas pela ingestéo de
alimento contaminado por um agente infeccioso especifico ou pela toxina por ele
produzida, por meio da transmisséo desse agente, ou de seu produto toxico (ANVISA,
2001). Esta RDC determina a auséncia de L. monocytogenes em cada 25 gramas do
alimento analisado. No entanto, a regulamentacéo esta limitada a determinados tipos
de queijo, como aqueles de média umidade, alta umidade e muito alta umidade
(ANVISA, 2001). Ja a Instrucdo Normativa (IN) n° 9, de 8 de abril de 2009, do
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), exige procedimentos de
controle de L. monocytogenes em estabelecimentos que fabricam produtos de origem
animal prontos para o consumo, com objetivo de monitorar e assegurar a inocuidade
dos alimentos através da coleta pelo Servico de Inspecao Federal (SIF) (MAPA, 2009).

Entretanto em 26 de dezembro de 2019, entrou em vigor a RDC n° 331/2019,
gue abrange toda a cadeia produtiva de alimentos e engloba todos os setores
envolvidos nas etapas de producéo, industrializacdo, armazenamento, fracionamento,
transporte, distribuicdo, importacdo e comercializacdo dos alimentos. Entre as
determinacdes, os alimentos ndo poderdo conter microrganismos patogénicos,
toxinas ou metabdlitos em quantidades que causem danos a saude. Complementar a
RDC, em 23 de dezembro desse mesmo ano, entrou em vigor a IN n° 60/2019, que
define as listas de padr6es microbiolégicos para alimentos prontos para consumo
(ANVISA, 2019).
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Dentre as DTAs, destacamos a listeriose associada ao género Listeria que se
encontra amplamente distribuido na natureza, sendo isolados de solo, agua,
vegetacado, hortalicas, frutos, esgoto, fezes de animais e humanos, em areas de
processamento de alimentos, nos préprios alimentos e nos ambientes de criacao de
animais (HOFER & REIS, 2005; GOMES, 2015; VAZQUEZ-BOLAND et al., 2001). As
espécies contidas no género sao caracterizadas como bacilos curtos (0,5 a 2,0 um de
comprimento), Gram-positivos, anaerodbio facultativo, ndo formador de endosporos e
capsula, catalase positivo, oxidase negativo e apresentam mobilidade caracvteristica
em forma de “guarda-chuva”, quando incubado em meio semi-sélido entre 20 e 30°C.
(SCHUCHAT et al., 1991; HOFER & REIS, 2005; CRUZ et al., 2008; GOMES, 2015).

A principal espécie, Listeria monocytogenes, é o agente etioldgico da listeriose,
uma doenca predominantemente veiculada por alimentos, constituindo-se em um
sério agravo de saude publica mundial, resultando em diversos quadros clinicos como
meningite, septicemia e aborto (HOFER & REIS, 2005). Os sintomas gastrintestinais,
como nausea, vomitos e diarreia, precedem ou acompanham as manifestacdes mais
graves da doenca. Os principais grupos de risco estéao representados pelas mulheres
gravidas, recém natos, criancas, idosos com oOu sem processos cronicos
degenerativos e individuos imunossuprimidos, evidenciando elevada taxa de
mortalidade (HUANG et al., 2011).

A espécie € mundialmente reconhecida como um dos cinco principais agentes
de origem alimentar, no entanto, a listeriose € uma doenca rara e com baixa incidéncia
(CDC, 2019b). Do ponto de vista bacteriologico, apresenta perfil fenotipico semelhante
a L. innocua, diferenciando-se principalmente pela presenca da hemolisina, um dos
principais fatores de viruléncia em L. monocytogenes (MORENO et al., 2014a).

L. innocua nédo apresenta patogenicidade para o homem, porém seu isolamento
e identificacdo sdo de extrema importancia ja que a espécie apresenta o mesmo
habitat que L. monocytogenes, podendo ser considerada risco de contaminacao
cruzada, além indicar falta de condi¢cdes higiénicas satisfatorias durante o
processamento dos alimentos ou durante as etapas posteriores como
armazenamento, transporte e manipulacdo (MURRAY, 1995).

Embora ndo patogénica, casos raros de septicemia e meningite por L. innocua

foram relatados em humanos. Moura et al. (2019) citam o primeiro relato de L. innocua
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atipica em 2004 e descrevem isolados da espécie em frutos do mar na Asia, em suinos
na América do Norte e em aves na Europa, sugerindo uma dissemina¢cao mundial.

Nos ultimos anos, cepas de L. innocua e L. monocytogenes com perfil atipico
vem sendo detectadas em alimentos e no meio ambiente (MORENO et al., 2014).

A existéncia dessas cepas atipicas indica que os métodos tradicionais de
caracterizacdo fenotipica devem ser associados a métodos genotipicos visando o
aprimoramento da identificacéo de Listeria spp. Vérias alternativas tém sido propostas
para a identificagdo de microrganismos em alimentos, recorrendo aos testes de
diagnostico rapido, com elevada especificidade e sensibilidade. Salienta-se nesse
particular que alguns processos sao, inclusive, capazes de distinguir diversas
espécies de Listeria (ANDRADE et al., 2010; KLJUJEV et al., 2018; AMAJOUD et al.,
2018; TSUKIMOTO & ROSSI, 2018; SMITH et al., 2019).

A tendéncia atual € que novas metodologias moleculares e espectrométricas
sejam gradativamente introduzidas e propagadas, em decorréncia dos critérios de
precisado, sensibilidade e especificidade (TSUKIMOTO & ROSSI, 2018). Entretanto, a
aquisicao dos equipamentos de alto custo e a necessidade de pessoal treinado para
a execucado das técnicas se apresentam como obstaculos para a utilizacdo rotineira
das novas metodologias (GASANOQV et al., 2005; ROSIMIN et al., 2016; KLJUJEV et
al., 2018; TSUKIMOTO & ROSSI, 2018).

Ensaios moleculares tém sido desenvolvidos para identificar os principais
sorogrupos de L. monocytogenes associados com listeriose (CAMARGO et al., 2016).
Uma vez que a infraestrutura entra em vigor, as despesas laboratoriais tornam-se
limitadas ja que os testes sao relativamente simples e de rapida execucdo. Camargo
e colaboradores (2016) descrevem o0 ensaio de Reacdo em cadeia da polimerase
(PCR) utilizando a técnica de PCR multiplex descrita por Doumith et al. (2004) como
um protocolo eficaz na identificacdo dos sorogrupos da espécie patogénica.

Apesar dos impactos econdémicos e outros ja referidos, destaca-se ha
atualidade a utilizacdo da tecnologia Matrix-Assisted Laser Desorption lonization —
Time of Flight/ Mass Spectrometry (MALDI-TOF/MS), na identificacdo de espécies
bacterianas de importancia clinica, tendo em vista a facilidade da execucdo dos
protocolos, a liberacdo imediata dos resultados e o baixo custo por analise
(KOHLMANN et al., 2015; STAROSTIN et al.,, 2015; CELANDRONI et al., 2016;
ANGELETTI, 2017; HOU et al., 2019).
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Com base em relatos da literatura sobre a existéncia de cepas atipicas
pertencentes ao género Listeria, surgiu o interesse em investigar e identificar cepas
pertencentes ao acervo da Colecdo de Listeria do Laboratério de Zoonoses
Bacterianas, do Instituto Oswaldo Cruz-Fiocruz (CLIST) classificadas inicialmente
como Listeria innocua néo tipaveis.

O Laboratério de Zoonoses Bacterianas foi oficialmente constituido pelo
credenciamento em 1992 e, mantém criopreservadas cepas oriundas de diversas
regides do pais desde a década de 50 do século passado. Em 2010, a Colecédo de
Cultura de Bactérias de Interesse em Saude foi credenciada e publicada em Diéario
Oficial e criou-se a subcolecdo de Listeria, nomeada inicialmente de Colecdo de
Bactérias de Zoonoses (CBZ0OO).

Finalmente, em 2012 a Colecdo de Listeria (CLIST) foi reconhecida
institucionalmente e filiou-se a World Federation for Culture Collections (WFCC) sob
o registro WDCM 1055 (http://www.wfcc.info/ccinfo/collection/by id/1055).

Atualmente, além de desenvolver projetos de pesquisa especificos,
a CLIST presta servi¢os especializados as instituicdes publicas de pesquisa e ensino
com a finalidade de desenvolver pesquisas cientificas, colaborando assim com a
ciéncia e pesquisa no pais.

As cepas depositadas na CLIST foram consideradas como atipicas por nao
apresentarem a expressao da hemolise total e, ndo aglutinarem com soros especificos
para espécie L. innocua, razdo pela qual foram caracterizadas inicialmente como L.
innocua nao tipaveis, tornando-se objeto de importancia para saude publica,
considerando que o patdégeno poder ser subdiagnosticado por nao ter sido identificado
corretamente pela metodologia convencional. Tal investigacéo ofertara subsidios com
o intuito de identificar corretamente a espécie e auxiliar na instituicdo de medidas de

controle especificas de bactérias transmitidas por alimentos em nosso pais.


http://www.wfcc.info/ccinfo/collection/by_id/1055
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2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 Caracterizacao do género

O género Listeria é constituido por pequenos bastonetes e/ou cocobacilos
Gram-positivos, desprovidos de capsula e ndo formadores de esporos. Possuem
flagelos ativos a temperatura inferior a 30°C, conferindo uma mobilidade
caracteristica, comparavel a figura de um “guarda-chuva”. S&o anaerébios
facultativos, com acéo fermentativa sobre a glicose e suportam uma faixa de pH entre
6,0 e 9,0. Sé&o halotolerantes, podendo multiplicar-se em concentracdes de até 20%
de cloreto de sodio (NaCl) e sobrevivem a uma temperatura entre 4 e 45°C, o que Ihes
confere caréter psicrotréfico (HOFER & HOFER, 2005; CRUZ et al., 2008; BAKA et
al., 2015).

O referido género apresenta-se amplamente distribuido na natureza, podendo
ser encontrado no solo, silagem, efluentes de esgoto, cursos d’agua e de maneira
secundaria em mais de 50 espécies de animais, incluindo ruminantes, suinos,
equinos, caes, gatos, e varias espécies de aves. Devido ao seu carater ubiquitario e
a capacidade de sobreviver e se multiplicar em temperatura de refrigeracao, algumas
espécies de Listeria podem ser isoladas em uma infinidade de alimentos, como o leite
e seus derivados, vegetais crus, carnes mal cozidas, frutos do mar, alimentos prontos
para o consumo e aqueles conservados por muito tempo sob refrigeracédo, assumindo
grande importancia para a industria de alimentos (HOFER & REIS, 2005; GOMES,
2015).

2.2 Taxonomia

Em 1911, Hulphers (apud Seeliger 1979) isolou em figado de coelho uma
bactéria denominada de Bacillus hepatis, sendo provavelmente a primeira observacao
de Listeria em animais. Em 1926, durante uma epizootia em animais de laboratério
(coelhos e cobaias) do biotério da Universidade de Cambridge, Murray e
colaboradores (1926), descreveram o0 agente como Bacterium monocytogenes. No
ano seguinte, em homenagem a Lord Joseph Lister, Pirie (1927) estudando uma
epizootia em roedores na Africa do Sul, isolou de figado uma bactéria que recebeu a
denominacéo de Listerella hepatolytica. Finalmente, em 1940, o microrganismo foi

classificado de forma definitiva como Listeria monocytogenes (PIRIE, 1940), sendo
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progressivamente encontrado em mais de 42 espécies de mamiferos (incluindo o
homem) e 17 espécies de aves, além de ser isolado de peixes, crustaceos, acaros e
insetos (SEELIGER 1961; GRAY & KILLINGER 1966).

Atualmente, o género € composto por 22 espécies e 4 subespécies, - segundo
a “List of Prokaryotic names with Standing in Nomenclature II” - denominadas: L.
monocytogenes, L. ivanovii, L. innocua, L. seeligeri, L. welshimeri, L. grayi, L.
rocourtiae, L. riparia, L.marthii, L. aquatica, L. booriae, L. floridensis, L. grandensis, L.
newyorkensis, L. weihenstephanensis, L. fleischmannii, L murrayi, L. thailandensis, L.
goaensis, L. cornellensis, L. costaricensis, L. denitrificans, L. ivanovii subsp. ivanovii,

L. ivanovii subsp. londoniensis, L. fleischmannii subsp. fleischmannii e L. fleischmannii

subsp. coloradonensis (DOIJAD et al., 2018; https://www.bacterio.net).

Dessas espécies, apenas L. ivanovii e L. monocytogenes sao patogénicas para
animais e humanos, respectivamente. As espécies L. floridensis, L. aquatica, L.
cornellensis, L. riparia e L. grandensis foram descritas e inseridas no género em 2014
por Bakker et al., isoladas a partir de amostras ambientais de agua nos estados do
Colorado e Flérida, nos Estados Unidos. As espécies L. booriae e L. newyorkensis
foram descritas posteriormente, em 2015, isoladas de ambientes de processamento
de alimentos nos Estados Unidos (WELLER et al., 2015).

2.3 Caracterizacao antigénica

As espécies de Listeria sdo caracterizadas por seus antigenos somaticos (O) e
flagelares (H). A principal espécie patogénica, L. monocytogenes, esta constituida de
13 sorotipos (Quadro 1) diferenciados pelas fracdes O e H (1/2a, 1/2b, 1/2c, 3a, 3b,
3c, 4a, 4ab, 4b, 4c, 4d, 4e, 7), alguns dos quais sdo compartilhados em L. innocua e
L. seeligeri. Embora L. innocua seja representada por apenas trés sorotipos (6a, 6b e
6ab), muitas vezes € considerada uma variante ndo patogénica de L. monocytogenes.

A grande heterogeneidade antigénica do envelope externo das espécies citadas
pode estar relacionada ao amplo nimero de animais hospedeiros nos quais sao
encontradas (HOFER & REIS, 2005; JAY, 2005).


https://www.bacterio.net/
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Quadro 1 - Caracterizacdo antigénica dos sorotipos de L. monocytogenes.

Sorotipo Antigeno Somético (O) Antigeno flagelar(H)
1/2a L1, (1) A, B
1/2b [, 11, (1) A B, C
1/2¢c LI, (1) B, D
3a 11, (1), IV A B
3b 11, (1), 1V, (XI1), (XIT) A, B, C
3c 11, (1), 1V, (X11), (X1I) B, D
4a (1, (V), VI, 1X A B, C
4ab (my, v, Vi, Vil, IX, X A B, C
4b (), V, VI A B, C
4c (1, v, Vil A B, C
4d (1, v, Vil A B, C
4e (1), V, VI, VII A B, C
7 (rny, X, Xu A B, C

As fracdes sométicas entre parénteses podem estar ausentes: (1), (V), (XII) ou (XIII).
Adaptado de Farber & Peterkin, 1991.

Embora a sorotipificacdo por aglutinacdo em lamina (rapida) e tubo (lenta) seja
universalmente utilizada e aceita para caracterizacdo dos sorotipos, na atualidade,
recorre-se a caracterizacdo molecular, por PCR, baseada em 4 genes marcadores
para determinacdo dos sorogrupos (Quadro 2). Os fragmentos amplificados
apresentam funcbes putativas, sendo Imo 0737 e orf 2819 de reguladores
transcricionais, Imo 1118 de proteina e orf 2110 de proteina secretéria.

Esta técnica foi desenvolvida por Doumith et al. em 2004, como uma
alternativa a sorotipificacéo tradicional, tendo em vista ser onerosa e trabalhosa a
padronizacdo dos antissoros, além da necessidade de conhecimento técnico
especializado (BORUCKI & CALL, 2003; LECLERCQ et al., 2011).
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Quadro 2 - Distribuicdo dos sorotipos moleculares segundo Doumith et al.,

(2004).
Tamanho Especificidade
Gene do produto
(pb) 1/2a-3a 1/2c-3c¢  1/2b-3b 4b-4d-4e

Imo 1118 906 - + - -
Imo 0737 691 + + - -
orf 2110 597 - - - +
orf 2819 471 - - + +

+ : presenca do fragmento
- : auséncia do fragmento
pb: pares de bases

Dentre os sorotipos identificados na espécie L. monocytogenes, citam-se 0s
sorotipos 1/2a, 1/2b e 1/2c como aqueles mais frequentemente isolados de alimentos
e de ambientes de processamento dos produtos alimenticios (VALLIM et al., 2015).
No entanto, os tipos antigénicos 1/2a, 1/2b e 4b representam aproximadamente 95%
dos casos de listeriose humana registrados mundialmente (SWAMINATHAN &
GERNER-SMIDT, 2007), incluindo o Brasil (REIS et al., 2011; BARBOSA et al., 2015;).

A linhagem 4b € comumente associada aos surtos, sendo responsavel por mais
de 50% dos casos humanos, enquanto os tipos do sorogrupo 1/2 séo os mais isolados
em alimentos (BORUCKI et al., 2003). Esse fato sugere que o sorotipo 4b adapta-se
melhor aos tecidos de células de hospedeiros mamiferos do que os tipos do sorogrupo
1/2 (VAZQUEZ-BOLAND et al., 2001).

2.4 Listeria monocytogenes e Listeriose

2.4.1 Doencas de transmisséao alimentar

De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) as doencas
transmitidas por alimentos (DTAs) sdo aquelas de natureza infecciosa ou toxica
causadas pela ingestédo de alimentos ou agua contaminados por agentes bioldgicos,
guimicos e fisicos, representando um sério risco a saude (BRASIL, 2015).

As DTAs apresentam uma importancia cada vez maior na saude publica, por

gerarem ac6es de vigilancia epidemioldgica e sanitaria. E de fundamental importancia
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o desenvolvimento de estudos que avaliem constantemente os agentes etioldgicos
envolvidos nas DTAs e suas caracteristicas epidemioldgicas, fornecendo assim,
subsidios para a sua prevencdo e controle (Ministério da Saude- Manual Integrado
VE-DTA, 2015).

No Brasil, mesmo com a criagcdo do Sistema Nacional de Vigilancia
Epidemiolégica das Doencas Transmitidas por Alimentos (VE-DTA), implantado em
1999 para reduzir a incidéncia e subsidiar medidas de prevencéo e controle para as
DTAs, os surtos ainda sdo subnotificados e subdiagnosticados (DE MELO et al.,
2018).

2.4.2 Listeriose

A listeriose € uma das doencas mais graves transmitidas por alimentos.
Quando comparada a outras DTAs, apresenta baixa incidéncia, porém € uma doenca
grave com letalidade em torno de 20 a 30% dos casos (VAZQUEZ-BOLAND et al.,
2001; CRUZ et al., 2008), o que a torna de grande interesse na saude publica. E uma
doenca relativamente rara com 0,1 a 10 casos por 100 mil pessoas por ano,
dependendo dos paises e regides do mundo (EFSA, 2014; WHO, 2018).

A infeccdo provocada por L. monocytogenes pode se manifestar de duas
formas: Infeccdo nédo invasiva e invasiva. A infeccdo nado invasiva ocorre
predominantemente em adultos saudaveis, caracterizando-se por sintomas similares
aos da gastroenterite, tais como diarreia, dores abdominais, vémito e febre. O periodo
de incubacéo varia de 11 horas a sete dias e, ap0s o periodo, ha maioria dos casos,
0s sintomas desaparecem espontaneamente sem o recurso do tratamento com
antimicrobianos (SILVA et al., 2016).

A forma invasiva da infeccéo é sistémica, o patdgeno realiza a translocacéo
intestinal com posterior disseminacéo pelas correntes sanguinea e linfatica, atingindo
os linfonodos (CRUZ et al., 2008). Em adultos, a manifestacdo mais comum de
listeriose é a meningoencefalite (55 a 70% dos casos). O periodo de incubacéo é
longo, variando de 3 a 70 dias, fato que dificulta identificar o agente causador e
rastrear sua origem. Além de causar infeccfes no sistema nervoso central (SNC), a
disseminacao desse microrganismo é responsavel por casos de infeccdo da corrente

sanguinea (bacteremia/septicemia), aborto, pneumonia, endocardite, hepatite,
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abscessos localizados, lesbes cutaneas e conjuntivite (VAZQUEZ-BOLAND et al.,
2001; SWAMINATHAN & GERNER-SMIDT, 2007).

Sintomas gastrintestinais como nausea, voémitos e diarreia, podem preceder ou
acompanhar essas manifestacdes mais graves da doenca, sendo 0s principais grupos
de risco criancas, mulheres gravidas, individuos imunodeprimidos e idosos (HUANG
et al., 2011).

O tratamento de escolha para a listeriose invasiva consiste na administracao
de altas doses de ampicilina intravenosa. Estudos in vitro demonstram sinergismo
entre a ampicilina e um aminoglicosideo (gentamicina), razao pela qual, por vezes, é
recomendada tal associacdo (SWAMINATHAN & GERNER-SMIDT, 2007).

2.4.3 Formas de transmissao

L. monocytogenes pode ser transmitida para o homem atraves do contato direto
com animais infectados/doentes, como em casos relatados acometendo veterinarios

e fazendeiros que resultaram em lesfes cutaneas (HOFER & REIS, 2005).

No entanto, a principal forma de transmissdo da L. monocytogenes para
humanos ocorre através do consumo de alimentos de origem animal e vegetal
contaminados, 0s quais tem sido implicados na ocorréncia de casos esporadicos e

surtos de listeriose mundialmente (WHO, 2018).

De acordo com o US FDA (United States Food and Drug Administration), os
principais alimentos alvo da Listeria sdo: salsicha, queijo, paté, frutos do mar, leite ndo
pasteurizado e seus derivados. Em queijos, esse microrganismo consegue sobreviver
a fermentacao e as diferentes faixas de pH atingidas, ao mesmo tempo que consegue
crescer na presenca de outros microrganismos. O estudo desenvolvido por Desai e
colaboradores (2019) cita o leite ndo pasteurizado, produtos lacteos, variedades de
gueijo mole, salsichas, carnes fatiadas, patés e frutos do mar defumados e
refrigerados como os alimentos mais envolvidos em surtos de listeriose.

O Centro de Controle e Prevencdo de Doencas (CDC) dos Estados Unidos,
aponta a ingestdo de agua e alimentos contaminados como a principal via de
transmissao da listeriose, sendo a maior parte dos casos diagnosticados e notificados
encontrados na Europa e nos Estados Unidos (CDC, 2019a). Concomitantemente,

segundo Hofer et al.,, 2006, € provavel que grande parte dos casos humanos
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esporadicos tenham os alimentos como mecanismo de transmissdo da doenca. A
estimativa realizada nos EUA indicou que cerca de 1.600 pessoas sejam infectadas,

resultando em 260 mortes por ano, devido a listeriose (CDC, 2019a).

2.4.4 Surtos de listeriose descritos mundialmente

Até 1961, L. monocytogenes era a unica espécie reconhecida do género,
causadora da listeriose, tornando-se importante patdégeno no inicio dos anos 1980,
guando varios surtos da doenca foram relatados na Europa, Estados Unidos e Canada
e, desde entdo se constitui em um grande problema de saude publica mundial (CRUZ
et al., 2008).

O primeiro surto comprovado e documentado da doenca foi registrado em 1981
no Canada, associado ao consumo de salada de repolho cru e resultando em 18
obitos. Desde entéo, diversos surtos foram relatados em varios paises da América do
Norte e Europa (Quadro 3) e, em 1988 foi considerada um importante patégeno de
origem alimentar pela Organizacdo Mundial de Saude (HOF & ROCOURT, 1992).

Durante a década de 80 foram relatados alguns surtos de grande importancia,
0s quais demonstraram a veiculacdo da bactéria através dos alimentos (SCHUCHAT
et al., 1991). Na maioria dos surtos, menos de 100 pessoas foram acometidas,
entretanto, em 1997 foi registrado o maior niumero de casos na Italia envolvendo 1.566
individuos (McLAUCHLIN et al., 2004).

Outro grande surto de listeriose ocorreu em 2011 nos Estados Unidos, causado
por contaminacdo em meldes da espécie cantaloupe, acometendo consumidores em
28 estados, registrando 147 casos, causando 33 6bitos e um aborto (CDC, 2011).

Em 2016 a Unido Europeia notificou 2555 casos confirmados de listeriose com
as taxas mais altas detectadas em criangcas com menos de 1 ano de idade (1,3 por
100 000 habitantes) e entre os idosos com mais de 64 anos (1,6 por 100 000). No
mesmo ano, na Franga, foram notificados 375 casos (DESAI et al., 2019).

Em 2018, a Africa do Sul enfrentou o maior surto de listeriose ja registrado, com
1060 casos e 216 oObitos. O alimento identificado como responséavel foi um produto a
base de carne processada pronto para consumo chamado Polony, amplamente
consumido na regido (SMITH et al., 2019; EFE, 2019; WHO, 2018).
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O caso mais recente data de abril de 2019 e descreve um surto envolvendo

oito pessoas infectadas com L. monocytogenes e um Obito relatado em Michigan
(CDC, 2019a).

Quadro 3 - Surtos de listeriose descritos mundialmente de 1981 a 2019 (continua).

Ano Pais %ﬁ?oss) Alimento envolvido

1981 Canada 41 (18) Repolho cru

1983 Estados Unidos 49 (14) Leite pasteurizado

1983 Suica 122 (34) Queijo pasta mole

1985 Estados Unidos 142 (48) Queijo pasta mole tipo mexicano
1988 Reino Unido >300 (ND) Paté

1989 Estados Unidos 10 (ND) Camarao

1992 Franca 279 (85) Frios

1993 Itélia 18 (ND) Salada de arroz

1994 Estados Unidos 48 (ND) Leite achocolatado pasteurizado
1994 Finlandia 5 (ND) Truta defumada

1997 Itélia 1556 (ND) Salada de milho e atum

1998 Estados Unidos 105 (ND)  Cachorro-quente

1999 Estados Unidos 2 (ND) Frios

1999 Estados Unidos 5 (ND) Frios




Quadro 3 - Surtos de listeriose descritos mundialmente de 1981 a 2019

(continuagéo).
Ano  Pais g’)all)ﬁ?oss) Alimento envolvido
1999 Estados Unidos 4 (ND) Cachorro-quente
2000 Estados Unidos 30 (ND) Frios
2000 Estados Unidos 13 (ND) Queijo fresco
2001 Estados Unidos 6 (ND) Frios
2001 Japéo 38 (ND) Queijo
2002 Estados Unidos 54 (ND) Frios
2003 Estados Unidos 12 (ND) Queijo fresco
2003 Estados Unidos 3 (ND) Desconhecido
ggg;’ Estados Unidos 135 (22)  Queijo fresco
2006 Suica 8 (3) Queijo “tomme”
2007 Estados Unidos 5 (3) Leite pasteurizado aromatizado
2007 Noruega 17 (3) Queijo camembert
2007 Estados Unidos 5 (3) Leite pasteurizado
2008 Canada 57 (22) Alimento pronto pra consumo
2008 Estados Unidos 5 (3) Salada de atum
2008 Canada 57 (24) Carne processada
2009 Australia 36 (4) Carne de frango
2009 Dinamarca 8 (2) Carne bovina
2010 Australia 9(2) Meldo
2010 Estados Unidos 10 (5) Aipo em cubos
2011 Estados Unidos 147 (33) Meldo cantaloupe
2012 Estados Unidos 22 (4) Queijo ricota
2013 Estados Unidos 6 (1) Queijo
2014 Estados Unidos 8 (1) Queijo
2014 Estados Unidos 32 (7) Macas carameladas
2015 Estados Unidos 10 (3) Sorvete

25
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Quadro 3 - Surtos de listeriose descritos mundialmente de 1981 a 2019 (concluido).

Ano  Pais E’)allj?oss) Alimento envolvido

2015 Estados Unidos 30 (3) Queijo

2016 Estados Unidos 19 (1) Saladas embaladas

2016 Estados Unidos 2 (1) Leite cru

2016 Estados Unidos 9 (3) Vegetais congelados

2017 Estados Unidos 8 (2) Queijo

2018  Africa do Sul 1060 (216) Carne processada (Polony)
2019 Estados Unidos 8 (1) Carne processada e queijo

Fonte: Adaptado de Camargo et al., 2015b e CDC, 2019a.
ND: ndo determinado.

2.4.5 Surtos de listeriose no Brasil

No Brasil, a ocorréncia de listeriose de origem alimentar é rara. Provavelmente
esse fato esteja relacionado a auséncia de notificacdo dos casos (BRASIL, 2006), a
precariedade do sistema de saude publica nacional, aliada a dificuldade de isolamento
do patdégeno, além de provavel predominancia de casos esporadicos, que nao sao
relatados.

Alguns relatos da doenca ocorreram no Brasil, como exemplo no ano de 1985,
onde foram observados cinco casos de listeriose em pacientes renais transplantados
em um mesmo hospital em Sdo Paulo, prevalecendo o sorotipo 4b (HOFER et al.,
1999). Em 1989, trés casos de meningite bacteriana causada por L. monocytogenes
sorotipos 1/2a e 4b foram diagnosticados no Instituto de Saude do Distrito Federal
(HOFER et al., 1998; BARBOSA et al., 2015).

Landgraf e colaboradores, em 1999 relataram trés Obitos em Sao Paulo
provenientes de um surto de meningite em recém-nascidos causado por L.
monocytogenes. Ainda em Sao Paulo, Lemes-Marques et al., (2007) relataram 12
casos clinicos de listeriose ocorridos no periodo de 1995 a maio de 2005 na regiao

sudoeste do Estado.
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No periodo de 2000 a 2015, no Brasil, foram oficialmente registrados apenas
dois surtos de listeriose associados a alimentos (BRASIL, 2015). Novamente,
acredita-se que esse fato esteja relacionado a nao obrigatoriedade de notificagdo dos
casos, além da dificuldade de isolamento do patégeno e sua associacdo com 0
alimento implicado (RODRIGUES, 2016).

Salienta-se que a listeriose ainda seja subdiagnosticada e subnotificada, nao
havendo registros de surtos no pais (DE MELO et al., 2018). Alguns autores citam L.
monocytogenes presente em diversos produtos alimenticios por investigacdo no
campo laboratorial (HOFER, 2001; HOFER et al., 2006; CRUZ et al., 2008; SANTOS
& VIEIRA, 2013; VALLIM et al., 2015; CAMARGO et al., 2015b).

Em 2015, Camargo e colaboradores detectaram L. monocytogenes em cortes
de carne bovina, em maos de manipuladores e em mesas de um abatedouro em Minas
Gerais. No Rio Grande do Sul, Mendonga et al., (2016) determinaram o perfil
genotipico de L. monocytogenes isolada em frangos refrigerados e identificou a
prevaléncia dos sorotipos 1/2a,1/2b,1/2c, como os mais frequentemente isolados de
ambientes de processamento de alimentos.

Entre os anos de 2007 e 2016, foram notificados ao Ministério da Saude,
através do Sistema de Informacdes de Agravos de Notificacdo (SINAN), 6.632 surtos
de DTAs com 118.104 doentes e 109 6bitos. De todas as notificagcbes, 70,3% néo
tiveram seu agente etiologico identificado e, entre os que tiveram, nenhum estava

relacionado ao género Listeria (BRASIL, 2016).

2.5 Fatores de viruléncia de Listeria monocytogenes

A década de 1980 pode ser considerada notoria para a industria alimenticia,
pois além da descoberta de L. monocytogenes como um dos principais patdégenos de
origem alimentar, também marcou o inicio das investigacdes dos mecanismos de
viruléncia de Listeria spp. (CRUZ et al., 2008).

A atividade hemolitica, principal fator de viruléncia, esta presente nas
espécies patogénicas, mas ndo nas espécies nao patogénicas (com a excecao de L.
seeligeri), o que atraiu a atencdo dos pesquisadores. Entre 1986 e 1989, foram

realizados estudos para a descoberta do gene da hemolisina (hly) e elucidacao do



28

papel chave que a hemolisina desempenha no escape da destruicdo dentro do
fagossoma. Em 2001, VAZQUEZ-BOLAND e colaboradores, caracterizaram a
hemolisina como primeiro fator de viruléncia como funcéo critica para a sobrevivéncia
de um parasita dentro das células eucaritticas do hospedeiro.

L. monocytogenes pode infectar o homem principalmente por via oral sendo a
forma mais comum de contaminagcao a ingestdo de alimentos contaminados. Dessa
forma, o trato gastrointestinal (TGI) é a principal porta de entrada no hospedeiro
(PEARSON & MARTH, 1980; VAZQUEZ-BOLAND et al., 2001; CRUZ et al., 2008). A
espécie € um microrganismo intracelular facultativo que pode se multiplicar dentro de
macroéfagos, células epiteliais e hepatdcitos. Apresenta um ciclo celular dividido em
trés etapas, que consistem em escape do fagossomo apos a fagocitose, multiplicacéo
na célula hospedeira e invasdo da célula vizinha (Figura 1) (VAZQUEZ-BOLAND et
al., 2001).

8

Hly
PlcA
PlcB

Figura 1- Ciclo de vida intracelular de L. monocytogenes.

Fonte: Adaptado de VAZQUEZ-BOLAND et al., 2001.

(1) A bactéria penetra no interior da célula, induzindo sua propria fagocitose. (2) Bactéria englobada
em um fagossoma. (3) Escape pela acdo da hemolisina e fosfolipases. (4) No citoplasma, inicia-se a
sua multiplicacéo. (5) Fenébmeno da motilidade intra e intercelular pela polimerizagéo e formagéo da
cauda de actina. (6) Através de movimento de tombamento, causado pelas caudas de actina, a bactéria
invade a célula vizinha. (7) e (8) Reinicia um novo ciclo ao escapar do fagossomo.
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ApGs o processo de internalizacdo L. monocytogenes escapa do vacuolo (ou
do fagossoma) sob acdo de uma hemolisina formadora de poros — listeriolisina O
(LLO), codificada pelo gene hly e duas fosfolipases: fosfatidil-inositol fosfolipase C (PI-
PLC) e fosfatidil-colina fosfolipase C (PC-PLC), codificadas pelos genes plcA e plcB,
respectivamente (PIZARRO-CERDA & COSSART, 2006). Uma vez livre no
citoplasma, a bactéria se multiplica e se movimenta com auxilio da proteina Act A,
responsavel pela polimerizacao de estruturas ricas em actina e produtos do gene Act
A (VAZQUEZ-BOLAND et al., 2001).

O género Listeria apresenta proteinas (invasinas) de superficie especificas
denominadas internalinas A (InlA) e internalinas B (InIB), que séo responsaveis pela
adesao de L. monocytogenes na superficie das células epiteliais intestinais (CRUZ et
al., 2008).

Aléem disso, L. monocytogenes apresenta capacidade de sobreviver e
multiplicar-se a temperaturas de refrigeracéo, suporta condicbes ambientais adversas
e apresenta grande capacidade para formar biofilmes em superficies de
equipamentos, tornando-se um grave problema no ambiente industrial (GANDHI &
CHIKINDAS, 2007). Klan¢nik e colaboradores (2015) relataram a capacidade de
sobrevivéncia do patdgeno em instalacdes e equipamentos devido a formacéo de
biofilme e resisténcia aos desinfetantes além da higienizacao precaria.

L. monocytogenes foi considerada altamente suscetivel a antibiéticos utilizados
rotineiramente na clinica. Porém desde o primeiro relato de resisténcia antimicrobiana
em 1988 associada ao género, foram descritos casos de resisténcia do patbgeno em
amostras de origem alimentar, ambiental e clinica (OBAIDAT et al., 2015).

Reis e colaboradores (2011) avaliaram a susceptibilidade de espécimes
clinicos humanos no periodo de 1970 a 2012 e, observaram a sensibilidade de todas
as amostras a ampicilina, cefalotina, eritromicina, gentamicina, teicoplanina e
vancomicina. Somente uma amostra apresentou resisténcia a rifampicina, enquanto
duas foram resistentes a sulfametoxazol-trimetoprim.

Na andlise de Moreno et al.,, (2014b), em amostras isoladas de L.
monocytogenes de abatedouros, suinos e amostras clinicas foi observado
sensibilidade a penicilina, ampicilina, tetraciclina, eritromicina e carbapenemas. A

resisténcia antimicrobiana foi encontrada na daptomicina, clindamicina, e oxacilina,
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enquanto a resisténcia intermediaria foi descrita nas fluoroquinolonas.
Concomitantemente, Camargo e colaboradores (2015a) relataram resisténcia a
clindamicina e oxacilina em amostras de L. monocytogenes isoladas de ambientes de

processamento de carne, produtos de carne bovina e casos clinicos.

2.6 Métodos de identificacdo de patégenos

No Brasil, os métodos analiticos utilizados atualmente para a deteccdo de
patégenos bacterianos em alimentos ainda é o cultivo microbioldgico convencional,
seguindo protocolos padronizados pela Metodologia ISO 11290-1:2017 (International
Organization for Standardization, 2017). Esta metodologia inclui uma etapa de
enriguecimento em caldos com agentes seletivos, isolamento em meio solido e
identificagéo das colbnias por testes bioquimicos e soroloégicos (SILVA et al., 2010).
Todavia, sdo métodos demorados e caros, que néo fornecem informacdes rapidas e
precisas sobre as contaminagdes de alimentos, limitando a capacidade de proteger
0s consumidores de potenciais riscos microbianos (ROHDE et al., 2015).

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 laboratorios de saude publica, na medida do
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 néo sdo expressas (VALIMAA et al., 2015). Os testes bioquimicos podem ser
variaveis frente a acdo de fatores ambientais sobre a expressdo génica, quando se
utiliza um numero limitado de testes, gerando risco de interpretacdes errbneas e
demora no processo de identificacdo microbiano (GANDRA et al., 2008; ANDRADE et
al., 2010).

A identificacdo de L. monocytogenes é frequentemente realizada através de
analise microbiolégica em meios de cultura especificos, associada aos métodos
bioquimicos classicos de identificacdo. O Agar ALOA é um meio cromogénico, seletivo

para o isolamento prévio e identificagdo de L. monocytogenes e Listeria spp em
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amostras clinicas e de alimentos, recomendado pela ISO 11290-1:2017. Um dos
componentes da formulagao, fosfatidilinositol, permite que a fosfolipase C (PI-PLC)
produzida por L. monocytogenes seja detectada, produzindo um halo opaco ao redor
das col6nias. A coloracéo verde-azulada e a auséncia do halo ao redor das col6nias
sdo caracteristicas de Listeria spp (OTTAVIANI et al., 1997).

Andrade et al. (2010) citam a técnica de enriquecimento a frio na recuperacao
de bactérias psicrotroficas, mas advertem quanto ao prolongado tempo de incubacéo,
especialmente em situagdes de surto, 0 que veio a estimular a utilizacdo de meios
seletivos. Os autores ressaltam que a escolha do meio deve levar em consideracgéo o
tipo da amostra em teste e a possivel microbiota acompanhante.

Varios estudos tém sido realizados com o intuito de avaliar os meios solidos,
guanto a recuperacao 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 ALOA.

A diferenciacdo entre as espécies do género é realizada através de testes de
fermentacdo de carboidratos (D-Manitol, L-Ramnose, D-Xilose, a-D-manosideo),
producédo de hemdlise total em Agar Sangue de carneiro a 5%, incluindo teste de
Christie-Atkins-Munch-Peterson (CAMP) (Quadro 4), que detecta as reacdes
sinérgicas de hemolisinas de L. ivanovii, L. monocytogenes e L. seeligeri com a [3-
toxina de Staphylococcus aureus e com o exofator de Rhodococcus equi. L.
monocytogenes apresenta reacdo positiva com S. aureus e negativa com R. equi,
enquanto L. ivanovii tem reacédo inversa e, L. innocua é negativa ao teste de CAMP.

Algumas espécies sao beta-hemoliticas (L. monocytogenes, L. ivanovii e L.
seeligeri) e as demais ndo produzem hemolisina. A inoculacdo em agar semi-sélido,
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 colbnias visualizadas sdo acinzentadas, brilhantes sob iluminacéo
normal e, de coloracdo azul esverdeada quando observadas sob a técnica de
iluminacao obliqua (SCHUCHAT et al.,1991).

Um dos maiores desafios para os microbiologistas € 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 (DE ANDRADE
et al., 2014).
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L. monocytogenes e L. innocua apresentam perfis bioquimicos semelhantes
sendo diferenciados pela presenca da hemolisina na espécie patogénica. Em
contraste com L. monocytogenes, L. innocua ndo é patogénica para os mamiferos,
embora casos excessivamente raros de septicemia e infecgdes por meningite tenham
sido relatados em humanos e ruminantes causados por cepas de L. innocua atipicas
(MOURA et al., 2019).

MORENO e colaboradores (2014) realizaram a caracterizacdo 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, j& que cepas patogénicas podem ser identificadas
erroneamente e vice-versa, causando a disseminacdo das DTAs aumentando assim

a subnotificagéo.

Quadro 4 - Diferenciacao bioquimica das espécies mais comuns do género Listeria,

segundo Rocourt et al., 1983.

Listeria
Testes L. monocytogenes |L. innocua (L. ivanovii |L. seeligeri |L. welshimeri [L. grayi

B-Hemolise +" - - + - -
CAMP (S.

aureus) * - - + - -
CAMP (R. equi) -+ - + - } -
D -Manitol™ - - - - - ¥
L — Ramnose + \Y; - - V -
D —Xilose - - + + + -
a-D-manosideo + + - - + +
Hidrélise esculina + + + + + +
Reducgdo NO;3— i ] ] ] ] ]
NO~

*Algumas amostras ndo sdo hemoliticas em sangue de carneiro, cavalo ou bovino

** | eitura apos 24-48 horas de incubagédo a 35-37°C.

(+): positivo; (-): negativo; (V): varidvel: 11 a 89% das amostras positivas.

Nos ultimos anos varias alternativas tém sido propostas para a identificacdo de

microrganismos em alimentos, através de testes de diagndsticos rapidos, especificos
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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 identificag6es mais rapidas e simples (ANDRADE et al., 2010).

Oktay e Heperkan (2006) ao comparar o método ISO 11290-1:2017
(identificacdo 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 identificacdo de
Listeria spp em amostras de carne bovina e suina, necessitando de testes adicionais
para confirmagédo de L. monocytogenes (MEYER et al., 2011). Em 2013, Benetti e
colaboradores relataram resultados favoraveis ao APl quando comparados a
metodologia ISO 11290-1:2017 para identificagéo de Listeria sp. e Salmonella sp. em
salsicha resfriada.

De Andrade e colaboradores (2014) isolaram pelo método tradicional amostras
de Listeria sp. (carne moida bovina e salsichas tipo hot dog) e identificaram as
espécies atraves da comparacao entre os metodos APl e metodologia molecular e,
obtiveram concordéancia total na distincdo 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 conclusdo da identificacdo do
microrganismo.

Os laboratérios de microbiologia clinica vém utilizando a técnica de
identificacdo bioquimica automatizada, através do equipamento Vitek 2 Compact®
(GUO et al., 2014). Este equipamento utiliza um software que permite a classificacédo
das amostras através de um banco de dados frequentemente atualizado pelo
fabricante.

Wallet et al. (2005) relataram o bom desempenho do equipamento em isolados
clinicos e salientaram o nivel de precisdo de identificacdo 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 identificacdo bacteriana foi realizada por bioquimica automatizada
através do Vitek 2 Compact® (SMITH et al., 2019).
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2.6.1 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
(Biomerieux, 2019). O sistema opera com cartdes com cédigos de barras, o que
assegura uma completa rastreabilidade e o risco de erros de transcricdo é minimizado
(Figura 2). 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 cartdo utilizado. O
software do VITEK 2 Compact® é extremamente intuitivo e, portanto, requer menos

treinamento técnico, resultando em uma maior produtividade (Biomerieux, 2019).

Figura 2 - VITEK 2 Compact® com cartées acoplados ao cassete.

Fonte: Disponivel em:

https://www.atcc.org/en/Documents/Marketing_Literature/Authentication_of Prokaryotes at ATCC.as
pX.

Acesso em: 27/04/2019.

O cartdo GP, utilizado para bactérias Gram positivas, baseia-se em métodos
bioquimicos que medem a utilizacdo de carbono, resisténcia e atividade enzimatica,
totalizando 43 testes bioquimicos (Quadro 5).

A porcentagem de probabilidade € realizada pelo software através da
comparacao do conjunto de reacdes do teste com o conjunto de reacfes esperadas
para cada microrganismo que possa ser identificado pelo equipamento. As reacdes
observadas sdo comparadas com reacdes tipicas de cada microrganismo, gerando
um valor quantitativo. A probabilidade de porcentagem de 99% é obtida quando ocorre
uma correspondéncia perfeita entre o padrao de reacéo do teste e o padrdo de reacao

caracteristico de um determinado microrganismo. Quando ndo se obtém uma


https://www.atcc.org/en/Documents/Marketing_Literature/Authentication_of_Prokaryotes_at_ATCC.aspx
https://www.atcc.org/en/Documents/Marketing_Literature/Authentication_of_Prokaryotes_at_ATCC.aspx
https://www.google.com.br/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=2ahUKEwiZlqqGs5jiAhV0GLkGHe7VAVkQjRx6BAgBEAU&url=https://www.atcc.org/en/Documents/Marketing_Literature/Authentication_of_Prokaryotes_at_ATCC.aspx&psig=AOvVaw35_vyZ7FYX0jPzceTISitu&ust=1557832912159028
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correspondéncia perfeita ainda é possivel para o padrdo de reacao estar proximo ao
padrao de reacédo esperado, de modo que possa ser fornecida uma decisao clara
guanto a identificagdo do microrganismo.

O intervalo de porcentagem de probabilidades no caso de escolha Unica é de
85 a 99%. Os valores préoximos a 99% indicam uma correspondéncia mais préxima do
padréo tipico para o microrganismo em questéo. Os resultados obtidos séo analisados

com nivel de confianca de acordo com tabela fornecida pelo fabricante (Quadro 6).

Quadro 5 - Testes referentes ao cartao para identificacao de bactérias Gram positivas
utilizando o VITEK 2 Compact® (Continua).

Pogo Teste Mnemdnica | Quantidade/Pogo
2 D-ARMIG DAL IMA AN 0,1875 mg
4 FOSFATIDILINGOSITOL FOSFOLIPASE C PIPLC 0015 mg
5 D-XILOSE diYL 0,3 mg

a8 ARGININA DIHIDROLASE 1 ADH1 0,111 mg
=] BETA-GALACTOSIDASE BGAL 0,036 mg
11 AL FA-GLUCOSIDASE AGLU 0,036 mg
13 Ala-Fe-Pro ARILAMIDASE APPA 0, 0384 mg
14 CICLODEXTRIMA CDEX 0,3 mg

15 L-Aspartato ARILAMIDASE Aspi 0,024 mg
16 BETA GALACTOPIRANOSIDASE BGAR 0,00204 mg
17 Al FA-MANODSIDASE AMAN 0,036 mg
19 FOSFATASE PHOS 00,0504 mg
20 Leucina ARILAMIDASE Leus 0,0234 mg
23 L-Prolina ARILAMIDASE Pros 00,0234 mg
24 BETA-GLUCURONIDASE BGURr 00,0018 mg
25 Al FA-GAL ACTOSIDASE AAL 0,036 mg
26 L-Pirralidonil ARILAMIDASE PyrA 0,018 mg
27 BETA-GLUCURCONIDASE BGUR 00378 mg
28 Alanina ARILAMIDASE VTN 00,0216 mg
29 Tirosina ARILAMIDASE Thra 0,0276 mg
30 D-SORBITOL dSOR 00,1875 mg
31 UREASE URE 0,15 mg
32 RESISTEMCIA A POLIMEXINGA B POLYB 0,000:93 mg
37 D-GALACTOSE dGAL 0.3 mg

38 D-RIBOSE dRIB 0,3 mg

39 Alcalinizacio L-LACTATO ILATK 0,15 mg
42 LACTOSE LA 0,96 mg
44 MN-ACETIL-D-GLUCOSAMIMNA MNAG 0.3 mg

45 D-MAL TOSE dhiAL 0,3 mg

46 RESISTEMNCIA A BACITRACINA BACI O, 0006 mg




Quadro 5 - Testes referentes ao cartéo para identificagdo de bactérias Gram

positivas utilizando o VITEK 2 Compact® (Concluido).

Pogo Teste Mnemdnica | Quantidade/Pogo
a7 RESISTENCIA A NOWVOBIOCIMNA NOWO 0,000075 mg
=14 CRESCIMENTO EM NaCl a 6,5% MNCE.5 1,68 mg

82 D-MANITOL diAN 0,1875 mg
53 D-MAMOSE dMME 0,3 mg

54 METIL-B-D-GLUCOPIRANOSIDED MBd4G 0.3 mg

56 PULULAMO PUL 0,3 mg

a7 D-RAFINOSE dRAF 0,3 mg

58 RESISTENCIA OM128 (comp.vibrio.) O128R 0,0084 mg
59 SALNCINA SAL 0,3 mg

(=14] SACAROSESUCROSE SAC 0,3 mg

B2 D-TREALOSE dTRE 0,3 mg

B3 ARGININA DIHIDROLASE 2 ADHZs 0,27 mg

&4 RESISTENCIA A OPTOQUINA OPTO 0, 000399 Mg
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Nota: Os pogos com nameros entre 1 & 64 ndo designados neste quadiro estio
vazios.

Fonte: Manual VITEK 2 Compact® (BIOMERIEUX, 2019).

Quando o padréo de reacéo nao € 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 reacéo corresponde melhor as possibilidades enumeradas.

Contudo, a ordem nao sugere que a correspondéncia do padrdo a uma das
possiveis identificacbes € claramente superior a outra. A caracteristica de
probabilidade de uma soma geral de 100% ¢ retida através do processo de calculo.
Apoés resolucdo para uma escolha, € retida a caracteristica de probabilidade de
escolha unica. Para escolha do microrganismo e/ou para resolver uma identificacéo
multiopcional ou de fraca discriminacéo, o fornecedor indica a realizacdo de testes
suplementares (Anexo A).

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.

welshimeri, através das provas bioquimica e enzimaticas relacionadas no Quadro 5.
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Quadro 6 - Qualificagao do cartédo GP de acordo com fabricante.

Nivel de
Confianga da Escolhas % de Probabilidade Comentarios
Mensagem de ID
Excelente 1 96 a 99
Muito Bom 1 93 a 95
Bom 1 89 a 92
Aceitavel 1 85 a 86
Baixa discriminagdo | 2a 3 Soma das escolhas = Ciois a trés grupos taxondmicos mostram o
100; apds resclugio mesmo perfil bicldgico.
para uma escolha, a Separe por testes suplementares
percentagem de . .
probabilidade reflecte o MNecessdrio descriminar para haver
nimero associado & correspondéncia com a carta de
escolha seleccionada sensibilicade.
Inconclusivo =3 n‘a Qualguer um dos > 3 grupos taxondmicos
mostra o mesmo perfil bioldgico
ou ou ou
Microrganismo ndo | 0 Perfil bioldgico muito atipico.
identificado MNao corresponde a nenhum grupo
taxonomico na base de dados. Verifique a
coloragéo de Gram e a pureza.

Fonte: Manual VITEK 2 Compact® (BIOMERIEUX, 2019).

2.6.2 Métodos moleculares baseados em deteccdo do DNA

Os métodos moleculares sdo mais rapidos e confiaveis quando comparados

aos metodos bioquimicos, porém, relativamente mais caros, necessitando de
minuciosa técnica (JADHAV et al., 2012).

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) é um método utilizado na deteccéo e

identificacdo de L. monocytogenes em diferentes tipos de produtos alimenticios e
amostras clinicas. Goncalves e colaboradores (2014) descreveram 0 método como
sendo rapido e sensivel na deteccéo de agentes patogénicos e citaram o crescimento
gradativo da técnica nas industrias de alimentos. Em seu trabalho os autores
avaliaram o limite de deteccdo para Salmonella spp e L. monocytogenes e
demonstraram boa sensibilidade da técnica.

Hudson et al. (2001) descreveram a utilizacdo da técnica para deteccdo do
gene hly, que codifica a listeriolisina O (LLO), principal fator de viruléncia de L.
monocytogenes. A PCR surge como uma ferramenta atil para confirmacdo dos
sorotipos do género Listeria (DOUMITH et al., 2004).
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No Brasil, estudos realizados por Camargo e colaboradores (2016) citam a PCR
multiplex desenvolvida por Doumith et al. (2004) com 100% de precisdao na
classificacao sorotipica de L. monocytogenes oriundas de cortes de carne, amostras
clinicas e ambientais isoladas no pais. Concomitantemente, Palma e colaboradores
(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, Almeida e
colaboradores (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 aplicacdo do método da PCR foi relatada por Liu e colaboradores (2004) para
diferenciar L. welshimeri de outras espécies de Listeria e de bactérias Gram positivas.
Ryu et al., em 2013 desenvolveram uma PCR multiplex para deteccéao simultanea de
seis espécies de Listeria, incluindo L. grayi, L. innocua, L. ivanovii, L. monocytogenes,
L. seeligeri e L. welshimeri em amostras de produtos carneos.

Em 2016, Rosimin e colaboradores descreveram pela primeira vez, com
sucesso, a utilizacdo de uma PCR quadriplex para a discriminacédo simultanea de L.
monocytogenes, L. ivanovii e L. innocua atipica. Ainda em 2016 Pournajaf e
colaboradores descreveram uma PCR multiplex que permite a confirmacéo rapida e
simultanea de espécies de L. monocytogenes e sua viruléncia em amostras clinicas e
nao clinicas.

Tao et al. em 2017 confirmaram 28 cepas do género Listeria, previamente
isoladas de alimentos e, obtiveram acuracia e sensibilidade na caracterizacdo das
espécies L. monocytogenes, L. ivanovii, L. welshimeri e L. innocua através de
multiplex PCR. Ja em 2018, Kljujev e colaboradores obtiveram sucesso com a técnica
utilizando o marcador para gene hly e confirmaram a espécie L. monocytogenes em
vegetais.

Metodologias moleculares baseadas no DNA e espectrométricas tem se
tornado cada vez mais populares por apresentarem precisdo, sensibilidade e
especificidade. Entretanto, a aquisicdo desses equipamentos envolve alto custo
havendo a necessidade de pessoal treinado para a realizacdo das técnicas
(GASANOV et al., 2005).
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2.6.3 Espectrometria de massas

Desde os anos 70 (CLAYDON et al., 1996; ANHALT & FENSELAU, 1975), a
espectrometria de massas de biomoléculas vem sendo utilizada e aperfeicoada
(SENG et al., 2009) 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 utilizacdo da tecnologia Matrix-Assisted Laser Desorption lonization — 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
execucado dos protocolos, a rapida liberacdo dos resultados e ao baixo custo por
analise (KOHLMANN et al., 2015; STAROSTIN et al., 2015; CELANDRONI et al.,
2016).

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-hidroxicinamico - CHCA) que absorve luz e permite a
ionizacdo das proteinas, por excitacdo através de um feixe de laser. Em seguida,
campos elétricos orientam os ions gerados dentro de um tubo de vacuo, onde ocorre
uma separagcao por massa/carga segundo o tempo de passagem pelo tubo até o
detector (tempo de vdo). Cada particula ionizada gera um pico (ou espectro) e o

conjunto de particulas detectadas € convertido em um perfil de espectros (Figura 3).
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Figura 3 - Esquema representativo das etapas de identificacdo por MALDI-TOF/MS.

Fonte: Croxatto et al., 2012.

Por meio de uma base algoritmica, este perfil de espectros é comparado
com o perfil de diversas espécies presentes no banco de dados e interpretados como
um resultado de identificacdo, associado a um nivel de confianca, atribuido a uma cor
(Quadro 7). Resultados com identificacbes menores e/ou iguais a 70% nao sao

considerados confiaveis.
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Quadro 7 - Intervalos de confianga de acordo com a coloragao indicada pelo
fabricante.

Intervalo de
confianca Descricao Cor
99,9% Verde escuro
99,8 —90,0% Verde claro
89,9 — 85% Provéavel identificacdo do género Amarelo
84,9 - 70% Baixa identificagcéao Branco
<70.0% Vermelho

Fonte: Adaptado do Manual MALDI-TOF/MS® (BIOMERIEUX, 2019).

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

Além da utilizacdo da técnica de MALDI-TOF/MS na caracterizacdo de
bactérias, alguns autores (DHIMAN et al., 2011) citam o uso da técnica na
identificacédo 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 identificacao
clinica, como kits bioquimicos (GUO et al., 2014). Em amostras ambientais, 0 uso de
MALDI-TOF/MS pode ser aplicado, mas o banco de dados associado é citado como
critico na identificacdo dos microrganismos (MEDEIROS, 2015).

Rahi e colaboradores (2016) citam o banco de dados como limitacdo da técnica
ja que o namero 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.

A seguranca alimentar, ao logo dos anos, ganhou consideravel importancia
mundial, razdo pela qual métodos rapidos e sistemas confiaveis para detectar a
contaminacdo de produtos com L. monocytogenes e outros patdgenos sao

continuamente procurados pela industria alimenticia (JADHAV et al., 2014).
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Chen e colaboradores (2017) utilizaram diferentes metodologias tradicionais e
novas, incluindo MALDI-TOF/MS, na identificagcdo de L. monocytogenes em amostras
de origem alimentar, obtendo resultados com sucesso e rapidez. A técnica de MALDI-
TOF/MS também foi utilizada por Santos e colaboradores (2016) no estudo de estirpes
de Listeria sp. de origem ambiental.

Uma das principais vantagens do uso desta tecnologia é o tempo para
obtencédo dos resultados, que é reduzido de 1 a 6 dias a menos de uma hora. Além
disso, MALDI-TOF/MS permitiu a identificacdo precisa de uma grande variedade de
bactérias de origem alimentar e ambiental (RODRIGUES et al., 2017). A utilizacédo da
técnica foi apontada como vantagem significante por Rodriguez-Sanchez e
colaboradores (2019) na determinacao dos padrdes de suscetibilidade antimicrobiana
produzindo resultados confiaveis, classificando o MALDI-TOF/MS como uma
excelente ferramenta no monitoramento epidemiolégico de patdégenos altamente
resistentes.

Nos ultimos anos, o0 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 industria farmacéutica e consideraram o
desempenho do método confiavel.

Em 2019 foi realizada uma revisao bibliografica dos anos de 2009 a 2018
constatando 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
0 custo por paciente com impacto positivo na higiene hospitalar e na saude publica
(RODRIGUEZ-SANCHEZ et al., 2019).

O uso do MALDI-TOF/MS na rotina clinica tem um potencial significativo devido
ao alto grau de preciséo, além do aspecto econdmico de custo-beneficio. A técnica
permite a rapida identificacdo de patdgenos através dos fluidos bioldgicos, aliado a

identificac&o e caracteristicas de resisténcia a antibiéticos (HOU et al., 2019).
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3 JUSTIFICATIVA

A contaminacdo por L. monocytogenes nas industrias alimenticias é
considerada um grave problema na é&rea de seguranca alimentar. Uma vez
estabelecida no ambiente de processamento de alimentos, é muito dificil realizar o
controle deste microrganismo e, mais ainda a sua eliminagéo do ambiente, devido ao
fato do género ser capaz de formar biofilme e apresentar caracteristicas de resisténcia
a variacOes de temperatura, pH e a sanitizantes.

Embora L. monocytogenes seja um microrganismo bastante estudado em
paises desenvolvidos, no Brasil ha caréncia de informacfes sobre este importante
patdgeno responsavel por altas taxas de letalidade. Os dados no nosso pais sdo
extremamente difusos e incipientes, com raras investigacdes sobre o monitoramento
de casos de listeriose com 0 agente etiologico ligado ao consumo de alimentos.

Atualmente um dos maiores desafios para os microbiologistas € a auséncia de
um meétodo eficaz para distinguir as espécies com perfil atipico de L. monocytogenes
e L. innocua, uma vez que fenotipicamente as espécies sdo muito semelhantes,
levando a possiveis equivocos na identificacao.

Apesar de L. innocua ndo apresentar o arcabouco de genes de viruléncia
completo, o que nao a classifica 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 oObitos.

Com base em relatos da literatura sobre a existéncia de cepas atipicas de L.
monocytogenes e L. innocua surgiu interesse em encontrar um método eficaz para
identificar cepas pertencentes a CLIST inicialmente identificadas como L. innocua néo
tipaveis por ndo expressarem a hemolisina e ndo aglutinarem nos antissoros
especificos a espécie L. innocua.

Diante do exposto, este projeto teve como objetivo analisar cepas do género
Listeria com perfil de identificacdo atipico, pertencentes ao acervo da Colecao de
Listeria do Laboratério de Zoonoses Bacterianas, do Instituto Oswaldo Cruz-Fiocruz,
isoladas de diferentes fontes alimentares e oriundas de diversas regides do pais,

comparando as metodologias de identificacdo desse microrganismo. O conjunto de
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informacdes podera resultar em subsidios sobre as metodologias aplicadas na
deteccdo e correta identificagdo de L. monocytogenes veiculada nos alimentos,
evitando assim erros de identificacdo e subdiagnéstico deste importante patdbgeno em

Nosso pais.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo Geral

Avaliar o potencial das técnicas tradicionais, automatizadas e moleculares na
identificac@o das espécies de Listeria spp atipicas pertencentes ao acervo da Colecao
de Listeria (CLIST) do Laboratério de Zoonoses Bacterianas do Instituto Oswaldo

Cruz/Fiocruz.

4.2 Objetivos especificos

. Confirmar a identificacdo dos isolados através das técnicas de bioquimica

classica e Reagédo em Cadeia da Polimerase (PCR).

. Comparar as metodologias automatizadas, VITEK 2 Compact® e MALDI-
TOF/MS (Matrix Assisted Lazer Desorption/lonization — Time of Flight/Mass

Spectrometry) na identificacdo de cepas atipicas de Listeria spp.
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5 METODOLOGIA

5.1 Origem dos isolados

Foram selecionadas 94 amostras do género Listeria com perfil atipico (hemdlise
e sorologia negativas para L. innocua) previamente classificadas como L. innocua néo
tipaveis. Todas as amostras sao de origem alimentar e oriundas de diferentes regides
do pais (Quadro 8). O critério de selecdo destas amostras foi o perfil atipico e a
dificuldade de identificacao.

As amostras pertencem ao acervo da Colecéao de Listeria (CLIST) do Laboratério
de Zoonoses Bacterianas, IOC/Fiocruz e estéo criopreservadas em Caldo BHI (Brain
heart infusion) (Oxoid) acrescido de 20% de glicerol e mantidas a -20°C. Para
reativacdo das mesmas, estas foram descongeladas e semeadas em Caldo
Triptosado (Oxoid) por 24 horas a 37°C. Para isolamento e verificagéo da viabilidade
foi utilizado Agar Sangue de carneiro a 5% e Agar Triptosado (Oxoid) com mesmo
periodo de incubacéo e temperatura.

As amostras reativadas encontram-se distribuidas de acordo com ano e regiao
do pais e sdo predominantemente oriundas da regido Sul, totalizando 44 (46%),
seguidas de 26 (29%) da regido Sudeste, 23 (24%) da regido Centro-oeste e 1 (%) da
regido Nordeste. O periodo de isolamento das amostras estudadas compreendeu a
faixa de 1997 a 2009, sendo o ano de 2006 representante do maior numero de

isolados.



Quadro 8 - Distribuicdo das amostras analisadas por estado, fonte e ano de

isolamento (Continua).
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Fonte de Fonte de
CLIST Ano Estado isolamento CLIST Ano Estado isolamento
Carne de frango Frango
929 1997 RJ congelada 2989 2006 RS refrigerado
Carne de frango Frango
966 1997 RJ congelada 2990 2006 RS refrigerado
967 | 1997 | Ry | Camedeirango 2001 | 2006 | RS Frango
congelada refrigerado
Carne de frango Frango
973 1997 RJ congelada 2992 2006 RS refrigerado
975 | 1997 | Ry | Camedeirango 2993 | 2006 | RS Frango
congelada refrigerado
1628 | 2004 | wmr | Camecozida 2094 | 2006 | RS Frango
congelada refrigerado
1629 | 2004 | wmr | Ca@mecozida 2995 | 2006 | RS Frango
congelada refrigerado
1634 | 2004 MT Came cozida 2996 | 2006 RS Frango
congelada refrigerado
1635 | 2004 | MT Filé Mignon 2997 | 2006 | RS Frango
refrigerado
2201 | 2005 RS | Swab alimento 2998 | 2006 RS Frango
refrigerado
2207 | 2005 RS | Swab alimento 2999 | 2006 RS Frango
refrigerado
2212 | 2005 RS | Swab alimento 3000 | 2006 RS Frango
refrigerado
2362 | 2005 SP Carne suina 3001 | 2006 RS Frango
refrigerado
2363 | 2005 SP Carne suina 3002 | 2006 RS Frango
refrigerado
2364 | 2005 SP Carne suina 3003 | 2006 RS Frango
refrigerado
2380 | 2005 RJ Ricota 3004 | 2006 RS Frango
refrigerado
2381 | 2005 RJ Ricota 3068 | 2006 mT | Camne cozida
congelada
Cortes de
2382 2005 RJ Ricota 3218 2006 RS frango
resfriado
Cortes de
2384 2005 RJ Ricota 3219 2006 RS frango
resfriado
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Quadro 8 - Distribuicdo das amostras analisadas por estado, fonte e ano de
isolamento (Continuacéo).

CLIST | Ano |Estado| .Fontede CLIST | Ano |Estado | Fontede
isolamento isolamento
Cortes de
2384 2005 RJ Ricota 3219 2006 RS frango
resfriado
Cortes de
2387 2005 RJ Ricota 3227 2006 RS frango
resfriado
Cortes de
2450 2005 SP Carne bovina 3228 2006 RS frango
resfriado
Cortes de
2460 2005 SP Carne bovina 3229 2006 RS frango
resfriado
Carne moida Cortes de
4668 2006 RJ . 3230 2006 RS frango
bovina )
resfriado
Musculo
4669 2006 MT Swab alimento 2512 2006 SP bovino
congelado
4670 [2006 |MT Swab alimento 2513|2006 |SP Dianteiro
bovino
4671 2006 |SC Carne suina 4692 2007 |MG Queijo
industrializado
4672 2006 |SC Carne de aves 4693 2007 |MT Swab
alimento
4673 2006 |SC Carne bovina ALO98 |2007 |MT Swab
alimento
4674 2006 |SC Carne bovina ALO99 |2007 |MT Swab
alimento
4675 2006 |SC Carne suina AL190 |2007 |MT .
alimento
4677 2006 SC Carne suina AL227 |2007 SP Costela suina
4678 2006 |RJ Same moida 2402 |2008 |GO Alimento
bovina
4679 2006 |SC Carne de aves 2403 |2008 |GO Swab
alimento
4670 2006 |SC Carne de aves 2428 |2008 |GO Swab
alimento
4681 2006 SC Carne suina AL384 |2008 SP Salsicha
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Quadro 8 - Distribuicdo das amostras analisadas por estado, fonte e ano de
isolamento (Concluido).

CLIST | Ano |Estado| . Fonte de CLIST | Ano |Estado| . Fonte de
isolamento isolamento
4682 2006 |MT Swab alimento AL385 |2008 |SP Tiras de
frango
4683 |2006 |SC Carne suina AL386 |2008 |SP Tiras de
frango
4684 2006 SC Carne suina AL603 |2008 BA Linguica
4685 |2006 |RJ Carne moida AL257 [2008 |MT Alimento
bovina
4686 |2006 |RJ Carne moida AL259 |2008 |MT  |Alimento
bovina
4687 2006 SC Carne de aves AL261 |2008 MT Alimento
4688 2006 SC Carne suina AL263 |2008 MT Alimento
4689 2006 SC Carne de aves AL267 |2008 MT Alimento
4690 2006 SC Carne suina AL269 |2008 MT Alimento
4691 |2006 |SC Pratos prontos AL271 |2008 |MT Alimento
2987 |2006 |RS Frango AL275 |2008 |MT  |Alimento
refrigerado
2988 |2006 |RS Frango 4694 |2009 |SP Escarola
refrigerado
4695 2009 RS Carcaca
5.2 Identificacdo bioquimica e caracterizacdo antigénica

Para realizacdo dos testes bioquimicos e antigénicos, as amostras foram

semeadas em Agar Triptosado inclinado para obtencdo de crescimento bacteriano

(24h/37°C). A identificacdo em nivel de espécie foi realizada a partir da fermentacéo

de acucares (D-dextrose, D-xilose, D-manitol, D-ramnose e Alfa D- Manosideo),
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motilidade a 25°C, teste de catalase e acdo hemolitica em Agar Sangue de carneiro a
5%, de acordo com 0s processos descritos por Rocourt et al. (1983).

A andlise antigénica para identificacdo de sorogrupos/sorotipos foi realizada
previamente, por meio da técnica de aglutinacdo rapida em lamina, utilizando os
antissoros policlonais somaticos e flagelares, polivalentes e monovalentes,
produzidos pelo Laboratério de Zoonoses Bacterianas, de acordo com as

recomendacgodes de Seeliger & Hohne (1979).

5.3 Identificacdo bioquimica automatizada (VITEK 2 Compact® - BioMeriéux)

Para a identificacéo dos isolados foram utilizados cartGes para Gram-positivos
(GP). A partir de colbnias puras e frescas (24 horas), isoladas em Agar Sangue de
carneiro a 5%, foi preparada uma suspenséo bacteriana em um tubo descartavel de
acrilico contendo 3 mL de solugéo salina estéril a 0,85% (Air Life™ Sodium Chloride
Inhalation Solution — Care Fusion). Todas as suspensdes bacterianas foram diluidas
a uma faixa de turvacéo preconizada pelo fabricante para utilizacéo do cartdo GP (0,5
a 0,63 padrao McFarland) e verificadas com auxilio do aparelho DensiCheckplus,
segundo instru¢des do fabricante.

Cada tubo com a suspenséo preparada foi colocado em uma das dez posi¢coes
disponiveis de um cassete plastico e uma lista foi elaborada, com a posicdo das
amostras em cada cassete, discriminando o nimero da cepa e o numero do cassete.
A suspenséo foi associada a uma carta GP, o capilar acoplado a carta foi introduzido
no tubo de acrilico correspondente e os pares formados (suspensao e carta) foram
introduzidos no equipamento (camara de vacuo e camara de carregamento) e a partir
deste ponto o processamento foi realizado pelo VITEK 2 Compact®.

A partir das listas geradas, foi realizado o cadastro das amostras no
computador, através do software “VITEK 2 SYSTEM”. Apds o periodo de incubagao
(variavel para cada estirpe analisada, podendo chegar a 24 horas), os resultados
foram obtidos através do mesmo software e analisados com nivel de confianca de
acordo com tabela fornecida pelo fabricante.

As amostras padrdo L. monocytogenes 1/2a (ATCC 15313, CDC F4561,
10403S), L. monocytogenes 1/2b (ATCC BAA-751), L. monocytogenes 3b (CDC
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F4540), L. monocytogenes 3c (CDC F6238), L. monocytogenes 4a (ATCC 19114), L.
monocytogenes 4ab (CDC F1067), L. monocytogenes 4b (ATCC 7644, Scott A), L.
monocytogenes 4c (ATCC 19116), L. monocytogenes 4d (ATCC 19117), L.
monocytogenes 4e (ATCC 19118), L. seeligeri (CLIP 9529), L. welshimeri (CDC
F4082), L. innocua (CLIP 12570, CLIP 12595, CLIP 12612, CLIP 12624, CDC F4078)
e L. grayi (CDC F4076) foram utilizadas como controle do método (Quadro 9).

5.4 Avaliacdo da producao da fosfolipase C (PI-PLC)

Para avaliar a atividade da producéo da fosfolipase C (PI-PLC) todas as cepas
foram semeadas no meio Agar Listeria acc. Ottaviani & Agosti® - ALOA (Sigma-
Aldrich) e incubadas por 24h-72h/ 37°C (1ISO 11290-1:2017 :2017).

5.5 Identificacdo dos isolados bacterianos por MALDI-TOF/MS — BioMérieux®

Os isolados foram ativados em Agar Sangue de carneiro a 5% (Biocen) a 37°C
por 24/48 horas, sendo transferidos para um poc¢o (spot) de uma lamina (slide) do
modelo Flexi-Mass-DS TO-430 (BioMérieux). Com auxilio de uma micropipeta, 1 uL
de solugdo da matriz de acido alfa-ciano-4-hidroxicinamico (VITEK MS - CHCA,
BioMérieux) foi aplicado sobre cada esfregaco. Foram realizadas duas replicatas por
amostra e nos spots centrais de cada slide utilizado, foram realizados esfregacos da
cepa de Escherichia coli ATCC 8739 (cepa utilizada no controle de qualidade da
analise e como calibrador do equipamento), que também foram cobertos com 1 uL de
solugao matriz CHCA.

Foi realizada a inclusdo de um spot (sem amostra) com matriz CHCA para
controle negativo e a utilizacdo das cepas de referéncia Candida glabrata (ATCC
2001), Staphylococcus aureus (ATCC 6538) e Enterococcus faecalis (ATCC 19433)
na primeira fileira (A1 ao A4) para controle positivo do teste e avaliacdo, quando
necessario, de um novo ajuste fino do equipamento.

As estirpes submetidas ao sistema VITEK MS RUO foram cadastradas no

sistema, utilizando o software SARAMIS TargetManager (database version 1.12 e
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ApOs a cristalizacdo da matriz, os slides foram introduzidos no equipamento
VITEK MS RUO (MALDI-TOF/MS, modelo AXIMA, Kratos/Shimadzu), equipado com
um laser de nitrogénio que opera a 337 nandmetros (nm) e cada amostra foi submetida

a varios disparos de laser.

Os resultados obtidos foram analisados pelo software SARAMIS Premium

(Database version 4.10 e System version 4.0.0.4, 2010) e expressos como uma série

de picos (espectros), que foram interpretados pelo software SARAMIS para fornecer

um resultado de identificacdo associado a um nivel de confianca.

Como controle do método foram utilizadas as amostras padrdo do género

Listeria descritas no quadro 9.

Quadro 9 - Lista de amostras padrao utilizadas como controles nos ensaios de

MALDI TOF/MS e Vitek® 2.

Amostra

Amostra

L. grayi CDC F4076

L. monocytogenes 3b CDC F4540

L. innocua CLIP 12570

L. monocytogenes 3c CDC F6238

L. innocua CLIP 12595

L. monocytogenes 4a ATCC 19114

L. innocua CLIP 12612

L. monocytogenes 4ab CDC F1067

L. innocua CLIP 12624

L. monocytogenes 4b ATCC 7644

L. innocua CDC F4078

L. monocytogenes 4b Scott A

L. ivanovii CLIP 7842

L. monocytogenes 4c ATCC 19116

L. monocytogenes 1/2a CDC F4561

L. monocytogenes 4d ATCC 19117

L. monocytogenes 1/2a ATCC 15313

L. monocytogenes 4e ATCC 19118

L. monocytogenes 1/2a 10403S

L. seeligeri CLIP 9529

L. monocytogenes 1/2b ATCC BAA-751

L. welshimeri CDC F4082
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5.6 Identificacdo e Caracterizacdo Molecular

5.6.1 Extracao de DNA

As amostras foram repicadas em tubos com &agar triptosado inclinado e
incubadas por 18-24h a 37°C para obtencéo de crescimento bacteriano. Foi realizada
uma suspensdo bacteriana em solucdo salina a 0,85%, a qual foi posteriormente
centrifugada a 25,000 g durante 5 minutos; o sobrenadante foi desprezado. A partir
do crescimento, o DNA total foi extraido com o auxilio do Kit DNeasy Blood & Tissue®
(QIAGEN) seguindo as orientacdes do fabricante. O DNA extraido foi acondicionado
a -20°C.

5.6.2 Reacdo em cadeia da polimerase (PCR)

A confirmagéo de género e espécie foi realizada com dois iniciadores, um para
0 gene da subunidade 23S do RNA ribossomal e outro para o gene hly, que codifica
a listeriolisina O (LLO), segundo Hudson et al., (2001). Para confirmacéo das espécies
L. innocua e L. grayi foram utilizados os iniciadores in9 e Igr, respectivamente, de
acordo com Tao et al., 2017. E, segundo Liu et al., 2004 foi utilizado o iniciador lwe7-
571 para confirmacédo da espécie L. welshimeri.

A sorotipagem molecular das amostras de L. monocytogenes foi realizada
utilizando os iniciadores segundo Doumith et al., (2004). No Quadro 10 estéo descritos
todos os iniciadores utilizados. As amostras padrdo de L. monocytogenes ATCC
19111 (sorotipo 1/2a), CDC F4976 (1/2b), CDC F6254 (1/2c), CDC F4555 (4b), CDC
F4076 (L. grayi), CLIP 12612 (L. innocua) e CDC F4082 (L. welshimeri) foram incluidas
como controle para todas as reacdes de PCR, de acordo com a espécie.

No preparo da reacao, para cada tubo de amostra, foram utilizados tampéao de
reacdo (1X), solucdo de cloreto de magnésio (MgCl,) 2 mM, solucdo de dNTPs (0,2
mM de cada nucleotideo), iniciadores (10 pmol/puL para 23S e hly; 1pmol/yL para
sorotipos), 1U/ul de Taq DNA Polimerase e agua deionizada estéril para completar o
volume final 24 pL. Depois de homogeneizado, esse mix de reagentes foi vertido em
tubos de 200 pL e, adicionado 1 pL do DNA genémico de cada amostra (uma amostra

por tubo) totalizando volume final de 25 pL. Os reagentes utilizados foram da marca
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Promega (Promega, EUA). Todas as reacdes de amplificacdo foram realizadas em
termociclador modelo MG96G (Long Gene, China).

A reacao multiplex com os iniciadores 23S e hly utilizou o seguinte programa:
35 ciclos compostos por uma etapa de desnaturacéo de 95°C por 1 minuto, uma etapa
de anelamento de 62°C por 1 minuto e uma etapa de extensdo de 72°C por 1 minuto,
seguidos por uma etapa final de 72°C por 8 minutos (HUDSON et al., 2001). Esse
mesmo ciclo foi utilizado para reagdo multiplex com os iniciadores in9, Igr e lwe7-571
(TAO et al., 2017; LIU et al., 2004).

Para o multiplex de sorotipagem molecular foram utilizados 35 ciclos compostos
por uma etapa de desnaturacao de 94°C por 40 segundos, uma etapa de anelamento
de 53°C por 1 minuto e 15 segundos, uma etapa de extenséo de 72°C por 1 minuto e
15 segundos, seguidos por uma etapa final de 72°C por 7 minutos (DOUMITH et al.,
2004).

Os produtos da PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose a 1%
para 23S, hly, in9, Igr e lwe7- 571 por 50 minutos a 100 V e 2% por 80 minutos a 100
V para o multiplex de sorotipagem, com tampéo de corrida TBE 0,5X (Tris-base (45
mM), acido bérico (45 mM) e EDTA (1 mM), ph 8 - Bio-Rad, EUA). Os géis foram
corados com solucdo de brometo de etidio (500 mL de agua deionizada + 50 pL EtBr
(10 ug/pL) por 15 minutos e visualizados em transiluminador de UV acoplado a um

sistema digital de imagem em gel.



Quadro 10 - Sequéncia de nucleotideos dos iniciadores utilizados neste estudo.

Tamanho

Iniciador Sequéncia (5’- 3’) (pb*) Alvo Referéncia
23S rRNA E ggg%ﬁ?ggéggﬁzgngﬁfclc 239 Género Listeria Hudson et al., 2001
F:GCCTGCAAGTCCTAAGACGCCAAC e
hly R CTTGCAACTGCTCTTTAGTAAGAC 706 Listeriolisina O Hudson et al., 2001
F: GCGGATAAAGGTGTTCGGGTCAA .
Lor R: ATTTGCTATCGTCCGAGGCTAGG 201 L. grayl Taoetal,, 2017
e F GGCTTCAGCGATTCTTCCG a1 L innocua Tao etal, 2017
lwe7-571 E ??gg’é%%:g%eﬁT!%C!T!A!?FLEAG 608 L. welshimeri Liu et al., 2004
Imo0737 E i%gi%.:gﬁ‘é (?'?T'Aécggég'?fc 691 Sorotipos 1/2a, 1/2c, 3a e 3¢ Doumith et al., 2004
Imo1118 E é%%%?lgiicegciqr;(éﬁéﬁ 906 Sorotipos 1/2c e 3c Doumith et al., 2004
ORF2819 E éﬁ?éﬁé’g G! C! ((B:C‘ UCHTUC‘(C:E,CA:\%TG 471 Sorotipos 1/2b, 3b, 4b, 4d e 4e Doumith et al., 2004
ORF2110 ; éi:{.ggﬁ?éégﬁ:gi_?fg g:é 597 Sorotipos 4b, 4d e 4e Doumith et al., 2004
*pb: pares de base.
F: forward.
R: reverse.
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5.7 Anédlise estatistica

A analise estatistica foi realizada por meio da avaliacdo da sensibilidade,
especificidade e a acuracia dos sistemas de identificagcdo utilizados neste estudo,
calculadas de acordo com Greenhalgh (1997) e determinadas comparando o0s
resultados obtidos no sistema semi-automatizado Vitek® 2 e no MALDI-TOF/MS, com
os resultados obtidos pela técnica de PCR (DOUMITH et al., 2004) considerados
como padrao-ouro. A acurécia de um teste de diagndstico responde como este teste
discrimina corretamente uma espécie (BORGES, 2016). Esta capacidade
discriminativa pode ser quantificada por meio da sensibilidade e especificidade que,
de acordo com Borges (2016), sensibilidade é a capacidade que o teste de diagnostico
apresenta de detectar os verdadeiramente positivos e especificidade é a capacidade
de detectar os verdadeiros negativos.

Os calculos foram realizados por meio de uma tabela 2x2, com os grupos de
espécies divididos de acordo com o padrdo-ouro (ou do método de referéncia) em

colunas e, categorias de acordo com o resultado do teste (Tabela 1).

Tabela 1 - Modelo de tabela 2X2 para calculo de sensibilidade, especificidade e
acuracia.

Resultado do teste padrao ouro
Resultado do método teste |Resultado positivo (a+c) | Resultado Negativo (b+d)
Teste positivo (a+b) Verdadeiro positivo (a) | Falso positivo (b)
Teste negativo (c+d) Falso negativo (c) Verdadeiro negativo (d)

Segundo Greenhalgh (1997), a sensibilidade, especificidade e acuracia sao

expressos em porcentagem e calculados de acordo com a tabela 2.

Tabela 2 — Modelo para calculo de sensibilidade, especificidade e acuracia

Sensibilidade al/(a+c)
Especificidade d/(b+d)
Acuracia (a+d)/(a+b+c+d)
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6 RESULTADOS

6.1 Identificagdo biogquimica convencional

A identificacdo bioquimica das amostras foi realizada através de testes
fenotipicos a partir da fermentacao dos carboidratos, pesquisa de catalase, mobilidade
a 25°C e hemdlise em Agar Sangue de carneiro a 5% de acordo com a metodologia
ISO 11290-1:2017. L. monocytogenes e L. innocua apresentam perfis bioquimicos
semelhante e, estes foram mantidos apés o periodo de preservacao na CLIST, com
excecdo de 1 cepa que apresentou D-manitol positivo e foi identificada como L. grayi
(Figura 4).

Em substituicdo a sorologia convencional, devido a indisponibilidade dos
antissoros produzidos pelo LABZOO, utilizamos a PCR multiplex elaborada por
Doumith et al. (2004) com o objetivo de confirmar a analise antigénica convencional

das amostras estudadas neste trabalho.

1

2 | |

58 L. innocua
L. monocytogenes
L. grayi

Figura 4 - Identificacao bioquimica convencional (1ISO 11290-1:2017 :2017).

6.2 Identificacdo e caracterizacao molecular

As amostras foram submetidas a PCR confirmatorio para género utilizando os
iniciadores para o gene da subunidade 23S do RNA ribossomal e outro para a espécie

L. monocytogenes, o gene hly que codifica a listeriolisina O.
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Todas as amostras revelaram resultado positivo para o gene 23S, o que
confirma 100% das amostras pertencentes ao género Listeria (Figura 5).

[
1
3

hiy (706pb) fod 1 ! - 68 |

235(239pb) l!-------------

Figura 5 - Gel representativo da PCR multiplex com os iniciadores 23S e hly

Amostras: (1) Peso molecular 1 Kb Plus (Invitrogen), (2) CDC F4555 (L. monocytogenes 4b), (3 até 14)
amostras utilizadas neste estudo, (15) controle negativo.

A bioquimica convencional, considerada pela 1SO 11290-1:2017 como
metodologia padronizada, foi compilada ao resultado da PCR e apontada como
“‘padrao ouro” pelo LABZOO. Desta forma, 54 amostras positivas para o gene hly
foram identificadas como L. monocytogenes.

Das 40 amostras negativas para hly, 31 foram identificadas como L. innocua, 8

como L. welshimeri e 1 como L. grayi (Figura 6).



59

1.2 3.4 5 67 8910 101, 13

lwe7-571 (608 pb)
in9 (421pb)
Igr (201pb)

Figura 6 - Gel representativo da confirmacéo das espécies através da PCR multiplex
com os iniciadores in9, Igr e lwe7-571.

Amostras: (1) Peso molecular 1 Kb Plus (Invitrogen), (2) CLIP 12612 (L. innocua), (3) CDC F4076 (L.
grayi), (4) CDC F4082 (L. welshimeri), (5- 13) amostras utilizadas neste estudo.

A PCR para os sorotipos de L. monocytogenes, identificou o sorotipo 1/2a como
predominante, sendo encontrado em 44 amostras, seguido do sorotipo 1/2c e 4b
encontrado em 4 amostras cada e, do sorotipo 1/2b em 2 amostras (Figura 7).

Imo1118 (906pb)
Imo0737 (691pb)
ORF2110 (597pb)
ORF2819 (471pb)

Figura 7 - Gel representativo da PCR multiplex com os iniciadores Imo0737,
Imo1118, ORF2110 e ORF28109.

Amostras: (1) Peso molecular 1 Kb Plus (Invitrogen), (2) CDC F6254 (L. monocytogenes 1/2c), (3)
CDC F4555 (L. monocytogenes 4b), (4) controle negativo, (5 -10) amostras utilizadas neste estudo.
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6.3 Identificagdo protedmica e bioquimica automatizada das amostras padréo

O VITEK® 2 identificou as amostras L. innocua, L. grayi, L. welshimeri e L.

seeligeri com percentual acima de 90%. Quanto a espécie L. monocytogenes, 0

equipamento nao foi capaz de identificar corretamente os sorotipos 3b (L.
monocytogenes 3b CDC F4540), 4a (L. monocytogenes 4a ATCC 19114), 4b (L.
monocytogenes 4b ATCC 7644) e 4d (L. monocytogenes 4d ATCC 19117).

Em relacdo ao MALDI-TOF/MS, o método identificou corretamente todos os

sorotipos da espécie L. monocytogenes e a espécie L. grayi. Por outro lado, o

equipamento nao foi capaz de identificar nenhuma cepa de L. innocua, L. seeligeri e

L. welshimeri, classificando-as com Listeria sp. (Tabela 3).

Tabela 3 — Identificacdo protedmica e bioquimica automatizada das amostras padréo.

Amostra

VITEK® 2

MALDI-TOF/MS

L. grayi CDC F4076

L. grayi 95%

Listeria grayi 99,90%

L. innocua CLIP 12570

. innocua 99%

Listeria sp. 99,90%

L. innocua CLIP 12595

. innocua 99%

Listeria sp. 99,90%

L. innocua CLIP 12612

. innocua 98%

Listeria sp. 99,90%

L. innocua CLIP 12624

||

. innocua 98%

Listeria sp. 99,90%

L. innocua CDC F4078

L. innocua 98%

Listeria sp. 99,90%

L. ivanovii CLIP 7842

L. ivanovii 98%

Listeria sp. 99,90%

L. monocytogenes 1/2a CDC F4561

L. monocytogenes 96%

L.

monocytogenes 84,20%

L. monocytogenes 1/2a ATCC 15313

L. monocytogenes 99%

Listeria sp. 99,90%

L. monocytogenes 1/2a 10403S

L. monocytogenes 99%

L. monocytogenes 90%

L. monocytogenes 1/2b ATCC BAA-751

L. monocytogenes 91%

L.

monocytogenes 99,90%

L. monocytogenes 3b CDC F4540

L innocua 49% / L. mono 51%

L.

monocytogenes 91,30%

L. monocytogenes 3c CDC F6238

L. monocytogenes 94%

L.

monocytogenes 82,80%

L. monocytogenes 4a ATCC 19114

L innocua 49% / L. mono 51%

L. monocytogenes 90%

L. monocytogenes 4ab CDC F1067

L. monocytogenes 99%

. monocytogenes 93,60%

L. monocytogenes 4b ATCC 7644

L innocua 50% / L. mono 50%

. monocytogenes 86,40%

L. monocytogenes 4b Scott A

L. monocytogenes 99%

. monocytogenes 93,60%

L. monocytogenes 4c ATCC 19116

L. monocytogenes 99%

. monocytogenes 93,60%

L. monocytogenes 4d ATCC 19117

L innocua 49% / L. mono 51%

|||

. monocytogenes 97,20%

L. monocytogenes 4e ATCC 19118

L. monocytogenes 88%

L. monocytogenes 90%

L. seeligeri CLIP 9529

L. seeligeri 98%

Listeria sp. 99,90%

L. welshimeri CDC F4082

L. welshimeri 95%

Listeria sp. 99,90%
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6.4 Identificacdo bioquimica automatizada (VITEK 2 Compact®)

A bioquimica automatizada foi realizada em dois momentos distintos e, de
acordo com o fabricante, os resultados finais foram obtidos em aproximadamente oito

horas ou menos (Tabela 4 e 5).

Tabela 4 - Identificacdo das amostras (1°andlise) de acordo com VITEK® 2

Especie N° de ID ID Apenas ID

(ID por PCR) amostras Correta Género Incorreta
L. monocytogenes 54 8 4 42
L. innocua 31 23 7 1
L. welshimeri 8 6 0 2
L. grayi 1 1 0 0
Total 94 38 11 45

*ID: identificacéo

Tabela 5 - Identificacdo das amostras (2°analise) de acordo com VITEK® 2

IESCﬁ):Qe)CIe o per an"lN(())sC!c?as ID Correta IDG%F](;?:S Inc;[r)reta
L. monocytogenes 54 10 3 41
L. innocua 31 26 5 0
L. welshimeri 8 8 0 0
L. grayi 1 1 0 0
Total 94 45 8 41

*|ID: identificacdo

O equipamento néo foi capaz de identificar, ao nivel de espécie, 11 amostras na
primeira analise e 08 amostras na segunda analise, classificando-as como baixa
discriminacdo mostrando um resultado duvidoso entre duas espécies, mantendo a

identificacdo do género.
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6.5 Avaliacdo da producao da fosfolipase C (PI-PLC)

Todas as 94 amostras foram testadas frente a producdo da fosfolipase C e
apenas 54 amostras apresentaram atividade positiva para PI-PLC (Figura 8), sendo
necessario até 72 horas para resultado final. ApGs este periodo 40 amostras

permaneceram negativas para PI-PLC.

Figura 8 — Figura representativa da producéo da fosfolipase C (PI-PLC) em meio
ALOA.

6.6 Identificacdo protedmica (MALDI-TOF/MS — BioMérieux®)

Assim como a identificacdo bioquimica automatizada, a identificacdo
protedmica também foi realizada em dois momentos distintos (Tabela 6 e Tabela 7).

Algumas cepas foram identificadas incorretamente como L. monocytogenes (1°
analise: 16 e 2° andlise: 21) e outras identificadas apenas ao nivel de género (1°

analise: 15 e 2° andlise: 10), sendo classificadas como Listeria sp. pelo equipamento.
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Tabela 6 - Identificacdo das amostras (1° andlise) de acordo com MALDI-TOF/MS.

Espécie (ID por N° de ID ID Apenas ID Sem
PCR) amostras | Correta Género Incorreta | ID
L. monocytogenes 54 40 14 0 0
L. innocua 31 0 15 16 0
L. welshimeri 8 0 4 0 4
L. grayi 1 1 0 0 0
Total 94 41 33 16 4

*ID: identificacéo

Tabela 7 - Identificacdo das amostras (2° analise) de acordo com MALDI-TOF/MS

Espécie (ID por N° de ID ID Apenas ID Sem
PCR) amostras | Correta Género Incorreta | ID
L. monocytogenes 54 39 15 0 0
L. innocua 31 0 10 21 0
L. welshimeri 8 2 6 0 0
L. grayi 1 1 0 0 0
Total 94 42 31 21 0

*|ID: identificacdo

6.7 Avaliacdo da sensibilidade, especificidade e acuracia dos sistemas de

identificacao

Os resultados obtidos nos testes da PCR foram considerados como padrao-

ouro nesta avaliacdo e, os resultados de sensibilidade, especificidade e acuracia dos

testes estdo apresentados na Tabela 8.



Tabela 8 — Calculo de sensibilidade, especificidade e acuracia das andlises realizadas por Vitek® 2 e MALDI-TOF/MS de acordo
com as espécies.

Espécie (n.° total de Parametros (%) Vitek® 2 MALDI-TOF/MS
cepas) Ensaio 1 Ensaio 2 Ensaio 1 Ensaio 2
L. monocytogenes Sensibilidade 14,8 18,5 24,1 59,3
(n=54) Especificidade 100,0 97,5 85,0 70,0
Acuracia 51,1 52,1 50,0 63,8
L. innocua (n=31) Sensibilidade 74,2 83,9 0,0 0,0
Especificidade 30,2 34,9 100,0 100,0
Acuracia 44,7 51,1 67,0 67,0
L. welshimeri (n=8) Sensibilidade 75,0 100,0 0,0 12,5
Especificidade 98,8 100,0 100,0 100,0
Acuracia 96,8 100,0 91,5 92,6
L. grayi (n=1) Sensibilidade 100,0 100,0 100,0 100,0
Especificidade 100,0 100,0 100,0 100,0
Acuracia 100,0 100,0 100,0 100,0
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Analisando a espécie L. monocytogenes, o Vitek® 2 apresentou 14,8% de
sensibilidade e, 100% de especificidade no primeiro ensaio. No segundo ensaio a
sensibilidade aumentou para 18,5% enquanto a especificidade baixou para 97,5%.
Por outro lado, o MALDI-TOF/MS mostrou 24,1% de sensibilidade mas, 85,0% de
especificidade no primeiro ensaio e 59,3% de sensibilidade e 70,0% de especificidade
no segundo ensaio (Tabela 8).

O MALDI-TOF/MS mostrou 100% de especificidade nos dois ensaios da
espécie L. innocua, porém ndo apresentou sensibilidade em ambos ensaios. Por outro
lado, o Vitek® 2 apresentou 74,2% e 83,9% de sensibilidade respectivamente no
primeiro e segundo ensaios, enquanto a especificidade no primeiro ensaio foi 30,2%
e no segungo 34,9% (Tabela 8).

Para a espécie L. grayi, as duas metodologias testadas apresentaram 100%
de sensibilidade, especificidade e acuracia em ambos ensaios, no entanto como
apenas uma cepa foi utilizada, mais testes serdo necessarios para avaliacdo destes
parametros na identificacdo da referida espécie. O mesmo foi observado no segundo
ensaio do Vitek® 2 para a especie L. welshimeri, diferenciando-se do primeiro ensaio
onde a sensibilidade foi de 75,0% e a especificidade 98,8%. Na analise do MALDI-
TOF/MS os dois ensaios apresentaram 100% de especificidade. Contudo, a
sensibilidade no primeiro ensaio foi de 0%, e no segundo ensaio apresentou um ligeiro
aumento de 12,5% (Tabela 8).
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7 DISCUSSAO

Embora L. innocua n&o apresente patogenicidade para o homem, Perrin e
colaboradores (2003) relataram o primeiro caso de uma bacteremia envolvendo a
espécie e, definem como um risco a distingdo entre L. monocytogenes e L. innocua
com base na atividade hemolitica. O perfil hemolitico de algumas cepas deste estudo
tornou-se evidente, provavelmente devido ao periodo de criopreservacao (Alves et al.,
2020). Desta forma, 35 amostras foram identificadas como L. monocytogenes (Figura
5) e as outras 59 amostras permaneceram sem expressao da hemolisina. A existéncia
de cepas atipicas indica que os métodos fenotipicos e genotipicos tradicionais devem
ser usados com cautela e que mais estudos e/ou metodologias sdo necessarios para
correta identificagdo do género Listeria (MORENO et al., 2014).

O presente trabalho mostrou que a identificacdo bioquimica automatizada por
VITEK 2 Compact® néo identificou corretamente as amostras de L. monocytogenes.
Este fato pode ser justificado pela dificuldade na expressdo da hemdlise e/ou na
fosfolipase tardia, ja que o equipamento realiza a leitura em até 24 horas e algumas
amostras levaram até 72 horas para expressao da fosfolipase. Todas as amostras que
apresentaram fosfolipase tardia foram identificadas, erradamente, como L. innocua
pelo equipamento.

Nas duas andlises realizadas pelo VITEK® 2, apenas a identificacdo da espécie
L. grayi foi mantida e considerada correta quando comparada ao padrdo-ouro.
Acredita-se que a diferenca encontrada na caracterizacdo das espécies nas duas
analises, mais uma vez, seja devido ao tempo de leitura do equipamento e ao fato das
amostras apresentarem metabolismos diferentes.

As amostras trabalhadas neste estudo foram consideradas atipicas por nao
expressarem a hemolisina, principal fator de viruléncia do género Listeria. O gene hly
foi detectado através da PCR e, por este motivo as amostras foram identificadas como
L. monocytogenes. Rosimin e colaboradores (2016), em estudos realizados com
alimentos confrontam nossas informacdes. Os autores descreveram cepas de L.
innocua atipicas por apresentarem genes de viruléncia e apoiam a hipétese de
Moreno et al. (2014) que citam a presenca do gene de viruléncia em L. innocua como

um estagio na evolucdo de um ancestral comum de L. monocytogenes.
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Em concordancia com nossos resultados, De Lappe e colaboradores (2014)
citam o VITEK® 2 como uma metodologia limitante para identificacdo do género
Listeria, visto que o método identificou erroneamente amostras clinicas e alimentares
de L. monocytogenes como L. innocua. Os autores ressaltam o teste de fosfolipase
negativa para estas amostras.

De acordo com “padrdo ouro” definido pelo LABZOO, das 94 amostras
estudadas, 54 foram positivas para o gene hly através da PCR e foram identificadas
como L. monocytogenes, enquanto o VITEK® 2 identificou apenas 8 amostras como
L. monocytogenes na primeira analise e 10 amostras na segunda analise. Os estudos
realizados por Tahoun e colaboradores (2017) divergem dos nossos resultados. Os
autores analisaram 79 amostras de leite e compararam a metodologia automatizada
com metodologia molecular. Entre isolados, 69 (87,3%) foram confirmados como L.
monocytogenes e 10 (12,7%) como L. innocua. Todos os isolados identificados como
L. monocytogenes pelo sistema VITEK® 2 foram confirmados utilizando o ensaio da
PCR.

Recentemente, em 2018, durante o maior surto de listeriose relatado na Africa
do Sul, foram identificadas amostras de L. monocytogenes oriundas de alimentos e
ambiente de processamento através do Vitek 2 Compact® (SMITH et al., 2019).

Quanto a identificacdo proteébmica, o MALDI-TOF/MS foi assertivo na
identificacdo de 40 amostras de L. monocytogenes na primeira andlise e 39 na
segunda analise, entretanto ndo foi capaz de identificar nenhuma cepa de L. innocua.
Este fato deve-se a existéncia de apenas um espectro de referéncia da espécie no
banco de dados do equipamento. Rahi e colaboradores (2016) citam como a principal
limitacdo da técnica a falta de espectros de referéncia nos bancos de dados
associados. A Unica espécie que manteve a mesma identificacdo nas duas analises
foi L. grayi. Ressalta-se que o0 mesmo comportamento também foi observado na
identificacdo automatizada.

Em 2014, Guo e colaboradores obtiveram melhor desempenho na técnica de
MALDI-TOF/MS quando comparada ao Vitek® 2 na identificacdo de bactérias de
origem clinica. Os autores descreveram a técnica como rapida e de baixo custo, além
de classificarem com potencial para substituir os métodos fenotipicos convencionais
na identificacdo de isolados bacterianos comuns em laboratorios de microbiologia

clinica.
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Febbraro e colaboradores (2016) obtiveram melhores resultados com Vitek® 2
quando compararam as metodologias MALDI-TOF/MS e Vitek® 2 na identificacédo de
bactérias de origem clinica. Os autores ressaltaram resultados favoraveis apenas para
amostras Gram negativas e sugerem a insercéo de espectros de referéncia no banco
de dados do MALDI-TOF/MS para amostras de origem Gram positivas. Em
concordéancia a estes resultados, Silva e colaboradores (2017) analisaram amostras
Gram positivas de origem clinica e obtiveram resultados satisfatérios pelo VITEK® 2
enquanto o MALDI-TOF/MS néo foi capaz de identificar todas as amostras.

Comparando as metodologias VITEK® 2 e MALDI-TOF/MS na identificacéo de
microrganismos anaerdbicos de origem clinica, Tsukimoto e Rossi (2018)
descreveram ambas as metodologias com excelente desempenho na identificacao
dos isolados. Os autores destacaram diferencas significativas em relacdo ao custo-
beneficio. O MALDI-TOF/MS permitiu uma economia significante além da liberacéo
do resultado cinco dias antes do VITEK® 2, o que pode contribuir para uma resolucdo
clinica bem sucedida.

Neste estudo, o MALDI-TOF/MS mostrou uma especificidade de 100% para L.
innocua, mas o método apresentou baixa sensibilidade o que representa resultado
falso negativo causando agravos na saude publica ao identificar um patdgeno
erradamente. Por outro lado o VITEK® 2 apresentou alta sensibilidade na identificacdo
desta espécie.

Analisando a espécie L. monocytogenes, o Vitek® 2 mostrou baixa
sensibilidade, apresentando resultados falso negativos para o patégeno, podendo
levar a graves problemas de seguranca alimentar e saude publica. Por outro lado, o
MALDI-TOF/MS mostrou maior sensibilidade a espécie, porém mostrou problemas de
repetibilidade em nossas maos, ja que o método ndo possui um inoculo padrao.

A baixa acuréacia apresentada pelos métodos neste trabalho se deve ao fato
de que quando a sensibilidade do teste foi alta para uma espécie a especificidade foi
baixa e vice-versa. E importante ressaltar o baixo nimero de amostras utilizadas neste
estudo na interpretacéo dos resultados estatisticos.

A sensibilidade, especificidade e acuracia ndo puderam ser avaliadas por
outro método ja que todas as cepas sdo positivas para Listeria sp., hdo havendo
negativos verdadeiros para Listeria, sendo entdo adotadas as espécies como critério

de avaliacéo.
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Apesar dos resultados bem sucedidos relatados usando o MALDI-TOF/MS e
a ampla gama de cenarios em que 0 equipamento pode ser utilizado, segundo
Rodriguez-Sanchez (2019) mais estudos s&o necessarios para padronizar 0s

procedimentos aplicados e confirmar a reprodutibilidade dos resultados.
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8 CONCLUSAO

A identificacdo de cepas atipicas no nosso trabalho mostrou a necessidade de
correlacionar a PCR aos métodos de identificacdo automatizados utilizados.

O VITEK® 2 apresenta como um dos fatores limitantes a identificacdo de apenas 6
espécies do género Listeria, visto que atualmente, o género € composto por 19
espécies e 4 subespécies. Além disso, o equipamento realiza leitura das provas
bioguimicas e enziméticas no intervalo de 8 a 24 horas, de acordo com cartdo
utilizado, enquanto as linhagens atipicas apresentam um metabolismo tardio para

algumas caracteristicas fenotipicas avaliadas.

O MALDI-TOF/MS apresenta banco de dados limitado, necessitando da insercéo de
superespectros para correta identificacéo de cepas com perfil atipico pertencentes ao

género Listeria.

A presenca de espécies de Listeria sp., principalmente as atipicas, na industria de
alimentos sdo uma grande preocupacao e exigem métodos rigorosos de deteccéo e

identificacdo para impedir a transmissao da listeriose através dos alimentos.
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ANEXOS

Anexo A - Testes suplementares ao cartdo GP (Continua).

Abreviatura Mome do Teste Descrigdo Comentarios
A-HEM ALFA-HEMOLISE Algumas espécies
produzem hemdlise
incompleta, o que
resulta numa coloracao
verde 4 volta das
coldnias presentes em
MEios OOM Sandgue.
Acidificacio de: Acidificacio da fonte de | Alguns testes
AMD/STARCH AMIDOMNAMIDO, carbono observada com | aparecem ambém
GLYCOGENac, | GLICOGENID, indicadores de pH {ex: na carta GP, mas
IARABINOSE, IARABINOSE, wermelho de fanol, saorecomendados
IMULIM, IMULIMA, plrpura de bromocresol, | como testes
MdG, METIL-B-D-GLUCOPIRANOSI- | etc). suplementares,
DED, dado que 0%
I, METIL-B-D-MANOPIRANO- resultados dos
SIDa, macromeétodos
PULLULAM, PULLLAND, convencionals
SACCHAROSE, | SACAROSE (SUCROSE), podem divergir dos
dMALTOSE, D-MALTOSE, micrométodos
dMANMNITOL, D-MANITOL, comerciais
dMANMOSE, D-MAMNOSE, rapidos.
dMELEZIT, D-MELEZITOSE,
dMELIBIOSE, D-MELIBIOSE,
dRAFFINOSE, D-RAFINOSE,
dRIBOSE, D-RIBOSE,
dSORBITOL, D-SORBITOL,
dTREHALOSE, | D-TREALOSE,
dXYLOSE, D-XILOSE,
IRHAMMOSE L-RAMMOSE
AMANE, Al FA-D-N-ACETILNEURAMI- A presenca da A presenca de
MIDASE, respectiva enzima enzimasé indicada
AIFUC, ALFAL-FUCOSIDASE, quebra o substrato que | pelo aparecimento
BGLU, BETA-GLUCOSIDASE, produz um grupo de de um produto
BGURase, BETA-GLUCOROMNIDASE, partida detectavel colondo ou
BMAG, BETA-MN-ACETIL-GLUCOSAMI- | (ex: p-nitrofencl, metil flucrescente, ou
MIDASE, umbeliferona, um produte ndo
BMAGA, BETA-M-ACETIL-GALACTOSA- | betanaflilamida, colonido, que forma
MINIDASE, beta-naftol, cor apds a adicio
BdFUC, BETA-D-FUCOSIDASE, p-nitroaniling, de um reagente
PaL, FOSFATASE ALCALIMA, 7-amidometil-cumaring, | especifico.
Pyrro. Ary. Pirrolidonil ARILAMIDASE etc.).
Adherence Aderéncia 4 gelose Fixacio de colénias na | Caracteristica de
superficie da gelose. Rothia
muciaginosa.
AER.GROWTH | CRESCIMENTD AEROEBID Crescimento ao ar.
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Anexo A - Testes suplementares ao cartdo GP (Continuacao).

Abreviatura

MNome do Teste

Descrigdo

Comentarios

Arg hyar.

Dihidrolase da ARGININA

A hidrélise da arginina
liberta amdnia
resultando na
alcalinizacio do meio
obeenvado com um
indicador de pH

(ex: formacio de cor
vermelha na presenca
de plrpura de
bromocresol).

B-HEM

BETA HEMATOSE

Algumas especies
possuem hemolisinas
que produzem uma
Zona transparente 4
violta das coldnias em
geloses de sangue.

BILE ESC

BILIS ESCULINA

Oz microrganismos
positivos 4 bilis esculina
i&m capacidade para
CTEsCer Na presenca de
biliz a 40% e para
hidrolizar a esculina.

BILE 50L

SOLUBILIDADE DA BILIS

Az coldnias
pneumocicicas lisam
completamente &
desaparecem quando

EXpostas a uma solucio
de desoxicolato a 10%.

Teste rapido para
StreploCoocUs

DIIELNTIOMNSE:.

CAMP (5.au)

TESTE CAMP (Sfaph. aureus)

Hemdlize sinergistica
das colonias de Listena
mancylogenss por
coldnias de
Staphylococcus aureus
produtoras de
beta-toxina.

CAROTENOID

PIGMENTO CAROTENOIDE

Presenca de pigmenio
vermelho, rosa ou
laranja.

CAT

CATALASE

Ao colocar uma coldnia
numa gota de perdxido
de hidrogénio a 3% esta
produz bolhas de gas.
Az bactérias que
contém enzima
citbcromo 250 positivas
a catalase.

Diferenciacao
entra
Micrococcaceas
(+)e
Streptococcacese
(=)
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Anexo A - Testes suplementares ao cartdo GP (Continuacao).

Abreviatura

Nome do Teste

Descricdo

Comentarios

CLIMD&S

Sensivel 4 dindamicina

Zona de inibicio a volta
do disco de clindamicina
=20 mm.

Usado para
diferenciar
Lactococcus lactis
& Lactococcus
gandeas.

ESCULIN

Hidrilize da ESCULIMA,

A hidrdlize da esculina
forma esculetina, que
produz um pigmento
prelo na presenca de
zaiz de femo.

Gas prod.

Producdo de gas

Produgao de CO, a
partir da degradacso do
metabaolismo dos
hidratos de carbono
(ex; glucose).

HIP

Hidrilize do HIPURATO

A hidrdlize do hipurato
de sddio liberta glicina,
que produz um produto
de cor azul apds a
adicio de ninidrina.

LitrmushdILE

Meio de Leite Tomassokado

Producao acida em
Leite Tormassolado.

MaCl 6.5%

CRESCIMENTO EM MaCl 6.5%

Crescimento em caldo
de MaCl a 6.5%.

MO3

REDUCAD DE NITRATO

Teste que analisa a
capacidade de reduzir o
nifrato a nitrito ou a gés
nitrogénio.

NOVO R,
OPTO_R,

VANCO_R

RESISTENCIA

A NOVOBIOCINA,
RESISTENCIA

A OPTOQUINA,
RESISTENCIA

A VANCOMICINA

Capacidade de
determinadas espécies
de crescer na presenca
de compostos
antibacterianos
especlficos.

mMaCl 7.5%

CRESCIMENTO EM MaCl a
7.5%

Capacidade de certas
espécies de crescer na
presenca de uma
concenfracio eevada
de MaCl

FUORRED

PIGMENTO ROSALARANIA/
WERMELHO

Capacidade de
determinadas espécies
&m dasenmolvensm
coldnias rosas, laranjas
e vermelhas em melos
nao diferenciais.

Caracteriztica de
KocLna rses.
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Anexo A - Testes suplementares ao cartdo GP (Concluido).

Abreviatura Nome do Teste Descrigdo Comentarios

PVATE PIRLWATO Capacidade de usar o
piruvato como dnica
fonte de carbono.

SATELLITE Comportamento SATELITE Apareciments de Streptococcaceas
coldnias satélite de nutricionalmente
Streptococcaceas deficientes
nutricionalmernte necessitam de
deficientes, 4 volta de factores
coldnias de nutricionais
Staphylococcus formecidos pelo
epidermiois ou metabolismo de
Staphylococcus aureus. | coldnias de

Staphylococous
epidermidis ou
Staphyloooocls
BLBLS.

Sireero.A Estrepto Serologia A, Testes de aglutinacio

Sirsero.B Estrepto Serologia B, paa S‘ﬂ':pi:ﬂgccnm a

Strsero.C Estrepio Serologia C, gupos A B L, De

Streern.D Estrepto Serologia D,

Streemnn.G Estrepio Serologia G

UREASE Urease A hidrdlise da ureia
liberta amabnia
resultando na
alcalinizacdo do meio
obserdado com um
indicador de pH (ex:
formacio de cor
vermelha na presenca
de vermelho de fenol).

VP VOGES PROSKAUER Capacidade de
determinadas especies
para produzirem
acetona a partir da
fermentacio da glucose.

YELLOW PIGMENTO AMARELO Capacidade de Ltilizado, por
determinadas especies | exemplo, para
de desenvolver coldnias | diferenciar
com pigmento amareks | E. casselffavus
&M Meios NAo (+)de E.
diferenciais. gatlinarum {—).

Fonte: Manual VITEK 2 Compact® (BIOMERIEUX, 2019).
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