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Resumo

A listeriose é uma infeccao grave causada pelo consumo de alimentos contaminados
com Listeria monocytogenes, pode afectar qualquer pessoa, especialmente os grupos de
risco, 0s quais incluem gravidas, fetos, criancas, idosos e imunocomprometidos.

Para caracterizar e relacionar estirpes de L.monocytogenes encontradas nos
alimentos e nos isolados clinicos foi implementado o método Amplified Fragment Length
Polymorphism (AFLP). Com o objectivo de investigar possiveis relacdes entre estirpes,
foram caracterizados, por AFLP, 27 isolados de L.monocytogenes provenientes de queijo de
ovelha “Serra da Estrela” e 28 isolados clinicos provenientes de casos de listeriose humana,
cedidos por hospitais de diferentes regides do pais.

A reprodutibilidade do método foi avaliada com a utilizacdo de estirpes de
L.monocytogenes com perfil AFLP conhecido.

Ao todo foram identificados 19 perfis AFLP diferentes, 4 provenientes de isolados de
queijos e 15 de origem humana. A distribuicdo dos perfis AFLP, de isolados de queijos,
pelas exploracGes é relativamente homogénea, sugerindo que existem estirpes mais
comuns e recorrentes. Entre isolados humanos, observou-se a presenca de estirpes
idénticas entre si, mas distribuidas por varias regides do pais. Ndo foram encontrados perfis
AFLP comuns entre as estirpes de L.monocytogenes implicadas em casos de listeriose e as

estirpes de queijo “Serra da Estrela”.

Palavras-Chave: Listeria monocytogenes, AFLP, Listeriose, Queijo de ovelha, Isolados

clinicos



Abstract

Listeriosis is a severe infection caused by the ingestion of foods which are
contaminated with Listeria monocytogenes, that can affect anyone, especially risk groups,
which include pregnant women, fetuses, children, elderly and immunocompromised
individuals.

To relate and characterize L.monocytogenes strains found in food and clinical
isolates, Amplified Fragment Length Polymorphism (AFLP) technique was implemented. In
order to investigate possible relationships between strains, 27 isolates of L.monocytogenes
from Serra da Estrela sheep cheese and 28 isolates from clinical cases of human listeriosis,
which are provided by hospitals in different portuguese regions, were characterized by AFLP.

The reprodutibility of the technique was tested with L.monocytogenes strains with
know AFLP profile.

There were identified a total of 19 different AFLP profiles, 4 isolates from cheese and
15 from clinical sources. The distribution of AFLP profiles from cheese isolates is relatively
homogeneous by the farmhouses, suggesting that are more common and recurrent strains.
We observed the existence of clinical strains among them, distributed throughout the
country. There were no common AFLP profiles between L.monocytogenes strains implicated

in listeriosis cases and Serra da Estrela cheese strains.

Key words: Listeria monocytogenes; Listeriosis; AFLP; Raw sheep cheese; Clinical strains



Extended Abstract

Listeriosis is a bacterial infection caused by the ingestion of foods contaminated with
Listeria monocytogenes, that can affect anyone, but the group of greatest risk includes
pregnant women, newborn infants, the elderly and immunocompromised individuals.

For the molecular characterization we choose the Amplified Fragment Length
Polymorphism (AFLP) technique. This is a suitable method to determine if the strain isolated
from a suspected food is the same that was found in the biological sample, giving us an
accurate identification of the outbreak source and making it easy to control and prevent
further occurrences. This method was chosen because of its reprodutibility, discriminatory
power and being a relatively quick method, allowing us to obtain results after 24 hours.

The AFLP analysis was performed on a set of 10 strains that have been previously
typed in another laboratory. The interlaboratory reprodutibility of the method was tested with
the same strains and the final banding patterns were compared with those already known.

In the next step of this study, we performed the molecular typing on 27 strains
belonging to 1/2a, 1/2b, 1/2c serovars, isolated from samples of Serra da Estrela sheep
cheese, and 28 clinical isolates from human listeriosis cases, which are provided by hospitals
in 3 portuguese regions (north, south, center region).

Serra da Estrela sheep cheese being a product distributed and consumed throughout
the country. A low pH and high salt concentration are conditions that allow the L.
monocytogenes development.

With the purpose of comparing the similarity between strains, the data obtained in this
work were analyzed visually and using the BioNumerics™ software version 3.5 (Applied
Maths, Belgium).

There were identified by AFLP technique, a total of 19 different AFLP profiles, 4
isolated from samples of Serra da Estrela sheep cheese and 15 isolates from clinical
sources. The strains distribution of L. monocytogenes AFLP profiles from Serra da Estrela
cheese is relatively homogeneous, suggesting that strains are more common and frequent.
There is a greater diversity for human isolates and there were found identical strains in
different regions of the country, there appears there are more frequent strains distributed
throughout the country, this suggest a possible distribution of the similar contaminated food
throughout the country.

There is no common AFLP profile between isolates of L. monocytogenes from clinical
sources and isolates from Serra da Estrela cheese, suggesting that the cheese isolates

studied are not involved in this listeriosis occurrences.



Some of the strains used in this study had been previously typed by molecular typing
technique PFGE, by other authors. The results obtained by AFLP were compared with PFGE
results obtained for the same strains.

We also compared L. monocytogenes strains of Castelo Branco sheep cheese, typed
by AFLP, with strains of Serra da Estrela cheese. Apparently, 19 isolates from Castelo
Branco cheese and 13 isolates from Serra da Estrela cheese, all with serovar 1/2b, are
identical. It seems that the same strain is distributed by the regions of Castelo Branco and

Serra da Estrela, which can be explained by the proximity of the regions.
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Abstract:

Listeriosis is a bacterial infection caused by the ingestion of foods contaminated with Listeria
monocytogenes, that can affect humans, especially the group that includes pregnant women,
newborn infants, the elderly and immunocompromised individuals.

AFLP molecular subtyping, using EcoRI restriction enzyme, was used to do the
differentiation between strains isolated from different Denomination of Protected Origin
regions of cheese production in Portugal and as well from clinical specimens.

A set of 159 strains belonging to serotypes 1/2a, 1/2b, 1/2c and 4b isolated from samples of
Serra da Estrela ewe’s cheese, Sdo Jorge cow’'s cheese, Serpa ewe’s cheese, Tolosa
ewe’s cheese and Castelo Branco ewe’s cheese were analyzed.

Evaluation of similarities between strains was obtained by analyses with BioNumerics™
software by Applied Maths, Belgium.

With AFLP molecular subtyping, nearly all the isolates were divided according to their
serovar. Therefore it was possible to predict the serovar from the AFLP pattern found in most
of the isolates. In the opposite direction, each one of the serovars was associated to several
AFLP molecular types, which demonstrates the grater discriminatory capacity of the AFLP
subtyping.

Similarities between profiles, based on band positions, were derived from the Dice
correlation coefficient (Sp) with a maximum position tolerance of 1%, 3% or 4%. Listeria
monocytogenes strains were clustered by the technique of the UPGMA and a dendrogram

was constructed to reflect the genetic distance between them.

Key words: Listeriosis; Listeria monocytogenes; amplified fragment length polymorphism

(AFLP); molecular subtyping
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|  INTRODUCAO

1. Listeria monocytogenes

O primeiro isolado de Listeria monocytogenes data de 1918, tendo sido isolado a
partir de fluido cerebrospinal por Dumont e Cotoni, e posteriormente identificado como
Listeria monocytogenes em 1940 no Instituto Pasteur em Paris (Farber e Peterkin, 2000).
Em 1926, Murray e os seus colaboradores procederam ao isolamento de um microrganismo
em forma de bacilo, designando-o por Bacterium monocytogenes por causar mononuclease
em coelhos. Alguns anos mais tarde, Pirie isolou a bactéria de um gerbil selvagem no Norte
de Africa e nomeou-a de Listerella hepatolytica. Quando em 1940, Pirie chegou & conclus&o
gue Bacterium monocytogenes e Listerella hepatolytica eram o mesmo microrganismo, foi
decidido mudar o nome para Listeria monocytogenes (Farber e Peterkin, 1991).

L. monocytogenes é reconhecido como microrganismo patogénico humano desde a
década de 1930, tendo sido descrito pela primeira vez em 1936, quando foi documentado
como responsavel por bacteriemia e meningite em trés criangas (Crum, 2002). No entanto,
s6 passou a ser considerada uma fonte de preocupacado e problemas para a saude publica,
indastria alimentar e agéncias reguladoras, quando em 1985 foi identificada como o agente
causador de um surto de origem alimentar de grande repercusséo causado por um queijo de
pasta mole tipo mexicano (Farber e Peterkin, 2000). Desde entdo, iniUmeros casos e surtos
de infecgdo por L. monocytogenes relacionados com alimentos contaminados tém sido

descritos no mundo inteiro.

1.1 Caracterizacao de Listeria monocytogenes
111 Taxonomia e caracterizacado bioquimica

O género Listeria pertence a familia Listeriaceae, ordem Bacillales, classe Bacilli e
divisdo Firmicutes e contém seis espécies: L. grayi, L. innocua, L. ivanovii, L.
monocytogenes, L. seeligeri e L. welshimeri (Vazquez-Boland et al., 2001).

L. monocytogenes é uma bactéria Gram-positiva, em forma de bacilo pequeno e
regular, anaerdbia facultativa, ndo formadora de esporos (Farber e Peterkin, 1991) e com

uma baixa percentagem de G + C (Seeliger e Jones, 1987).



Esta bactéria consegue crescer em ambientes com pH entre 5,6 e 9,6 preferindo, no
entanto, um pH a volta de 7,5. E capaz de se adaptar a meios com baixo pH e,
paralelamente, desenvolver uma proteccéo relativamente a outros factores adversos, como
€ o caso de elevadas concentracdes de NaCl, sendo que algumas estirpes toleram um valor
méaximo de 10% de NaCl (Pintado, 2009).

Pode crescer em ambientes com temperaturas entre os 1 e 45 °C, tendo uma
temperatura 6ptima de crescimento de 30 a 37 °C (Vasquez-Boland et al., 2001; Seeliger e
Jones, 1987). A sua mobilidade é conferida por 2 a 5 flagelos que se desenvolvem entre as
temperaturas de 20 e 25 °C, e permitem que a bactéria se movimente para um ambiente
preferencial quando esta sob stress nutricional ou ambiental (Seeliger e Jones, 1987). A
formacao destes flagelos é inibida a 37 °C (Farber e Peterkin, 1991).

As caracteristicas ja referidas, tal como capacidade para crescer num leque alargado
de temperaturas, em ambientes acidos, na auséncia ou em baixos niveis de O, e a sua
capacidade para viver em biofilmes, permitem a persisténcia deste microrganismo em
ambientes variados (Farber e Peterkin, 2000).

As bactérias desta espécie sdo catalase positiva, oxidase negativa e ndo produzem

H,S (Vasquez-Bolande et al., 2001). Em agar sangue, L. monocytogenes, apresenta uma (-
hemdlise incompleta, o que permite distinguir esta espécie das outras pertencentes ao
mesmo geénero (Farber e Peterkin, 1991).

1.1.2 Estrutura antigénica

Com base nos seus antigénios somaticos (O) e flagelares (H), o microrganismo L.
monocytogenes pode ser classificado em 4 serogrupos (1/2, 3, 4 e 7) e 13 serovares (1/2a,
1/2b, 1/2c, 3a, 3b, 3c, 4a, 4ab, 4b, 4c, 4d, 4e e 7) (Seeliger e Hohne, 1979). Embora a
listeriose humana possa ser causada por qualquer um dos 13 serovares (Autio, 2003;
Borucki e Call, 2003; Lund et al.,, 2000; McLauchlin, 1990), alguns serovares (1/2a, 1/2b,
1/2c e 4b) séo isolados mais frequentemente de casos clinicos e de alimentos (McLauchlin
et al., 2004).

A aplicacdo de varios procedimentos de subtipagem resultou na classificacdo de
estirpes de L. monocytogenes em trés linhagens. A linhagem | compreende os serovares
1/2b, 3b, 4b, 4d e 4e, e é considerada a mais virulenta. As linhagem Il (1/2a, 1/2c, 3a e 3c) e
linhagem 11l (4c e 4a) sdo consideradas menos significativas, estando raramente associadas

a casos de listeriose (Liu, 2006).



2. Listeriose

A infec¢@o por L. monocytogenes é uma zoonose envolvendo animais de rebanho,
como bovinos, ovinos e caprinos. Esta bactéria € ubiqua no meio ambiente, e é
frequentemente encontrada nas fezes dos animais, solo, vegetacdo em decomposicao,
plantas, e agua corrente. Foi também identificada nas fezes de 5% dos seres humanos
saudaveis, onde € considerada uma colonizadora transitéria do tracto intestinal (Crum,
2002). No entanto, quer animais quer seres humanos saudaveis podem ser portadores
assintomaticos de L. monocytogenes.

L. monocytogenes é responsavel por casos isolados e por surtos de uma doencga
grave designada por listeriose, que pode afectar quer humanos quer animais, e cuja taxa de
mortalidade é cerca de 20-30% (de Valk et al., 2003; Farber e Peterkin, 1991).

De entre as seis espécies de Listeria, apenas L. monocytogenes e L. ivanovii, sdo
conhecidas por serem patogénicas. L. ivanovii causa principalmente doencas em animais,
mas alguns casos também foram relatados em seres humanos, enquanto L. monocytogenes
causa listeriose em animais e seres humanos (Keto-Timonen, 2008; McLauchlin et al., 2004;
Vazquez-Boland et al. 2001).

2.1. Listeriose em humanos

L. monocytogenes pode causar listeriose invasiva e ndo-invasiva em humanos. A
listeriose invasiva esta geralmente associada a grupos de risco, tais como, gravidas e
recém-nascidos, individuos de idade e pacientes com sistema imunitario enfraquecido, tais
como, entre outros, doentes oncolégicos, diabéticos, transplantados, com hepatite ou com
HIV. A investigagdo de surtos recentes tem demonstrado que a infec¢cdo por L.
monocytogenes também provoca gastroenterite febril, especialmente quando séo ingeridas
grandes quantidades do microrganismo. A listeriose ndo-invasiva pode também afectar
pessoas saudaveis (Crum, 2002).

A infeccdo provocada por L. monocytogenes depende principalmente do estado
imunitario do hospedeiro, da viruléncia da estirpe, da quantidade de inoculo e da
composicdo do alimento, como por exemplo o teor em sal, agua disponivel e acidez
(McLauchlin et al., 2004).



A infeccdo por L. monocytogenes, em humanos, pode ocorrer por varias vias entre
elas aérea, cutanea, transplacentaria, nosocomial, por contacto directo ou via digestiva, mas
estudos de vigilancia e investigagdo de surtos recentes, demonstraram que o tracto
gastrointestinal é a via mais frequente de infec¢é@o por L. monocytogenes (McLauchlin et al.,
2004). Deste modo, o tracto gastrointestinal constitui o primeiro local onde esta bactéria se
ird fixar, e como consequéncia, os sintomas associados a infec¢do sdo, numa fase inicial,
semelhantes aos manifestados pelas restantes patologias infecciosas do tracto
gastrointestinal (Vazquez-Boland et al., 2001).

Nos idosos, imunocomprometidos e recém-nascidos, a listeriose manifesta-se
principalmente sob a forma de infeccdo do sistema nervoso central, como por exemplo
meningite e infec¢do sanguinea generalizada. Nas gravidas os sintomas confundem-se
muitas vezes com sindroma gripal, ocorrendo a propagac¢do da infeccdo da mée ao feto,
através da placenta, podendo provocar aborto (normalmente no final do segundo trimestre),
ou o nascimento de bebés com patologias graves (Keto-Timonen, 2008). Deste modo, a
despistagem da listeriose pode ser camuflada pelo tipo de sintomas, fazendo que a infeccéo
possa progredir dando origem a quadros clinicos de maior gravidade, como é o caso da
meningite. Este periodo infeccioso podera ter uma duracdo de 20 a 30 dias (Vazquez-
Boland et al., 2001). O tratamento da listeriose é feito através da combinacdo de ampicilina
e gentamicina (Crum, 2002).

A listeriose atraiu atencao consideravel durante a década de 1980 apds uma série de
grandes surtos alimentares e um aumento geral na incidéncia, tanto na Europa como nos
Estados Unidos da América (EUA) (McLauchlin, 1996). Segundo Mead et al. (1999), estima-
se que, anualmente, nos EUA., a listeriose seja responsavel por 2500 casos em humanos e
500 mortes. E assim a segunda maior causa de morte identificada a partir de uma
gastroenterite, logo a seguir a salmonelose (Mena et al., 2003).

As taxas de infeccdo s@o maiores entre os adultos com idade superior a
60 anos e em criangas com menos de 1 més de idade, o que podera, provavelmente, estar
relacionado com o declinio e imaturidade do sistema imunoldgico, respectivamente. As
mulheres gravidas representam um tergco dos casos, e seu risco para a infec¢do é 17 vezes
maior que o da populagéo em geral (Crum, 2002).

Nas Ultimas décadas tém sido reportados véarios surtos de listeriose com
consequéncias graves para a saude publica. Por exemplo, um dos mais recentes, foi 0 surto
ocorrido no Canad4 em 2008, com 53 casos confirmados, 6 suspeitos e 20 mortes, devido
ao consumo de carne processada, proveniente de uma das maiores empresas
transformadoras de carne no Canada (Warriner e Namvar , 2009).

Apesar de L. monocytogenes ser uma bactéria ubiquitaria e como tal, ser frequente a

exposicao a esta bactéria, a listeriose humana é uma doencga rara. A incidéncia desta



bactéria na Europa é cerca de 3,4 casos por 1 milhdo de habitantes por ano (de Valk et al.,
2003).

A listeriose ndo é uma doenca de declaracdo obrigatéria em Portugal, e por este
motivo os dados referentes a esta doenca sdo escassos, além disso o facto do quadro
clinico da listeriose nédo ser caracteristico dificulta o seu diagnostico (Mena et al., 2002). De
acordo com Almeida et al. (2006), os dados relativos a 2003, indicam que a incidéncia da
listeriose em Portugal foi na ordem dos 1,4 casos por milhdo de habitantes. O aumento do
namero de casos de listeriose pode ser consequéncia, entre outras causas, do aumento
populacdo considerada como pertencente a grupos de risco, homeadamente idosos e
individuos imunocomprometidos tais como, infectados com HIV e doentes oncolégicos. Por

este motivo o nimero de casos pode nao diminuir nos préximos anos.

2.1.1 Serovares envolvidos em listeriose

Sao conhecidas diferencas geogréaficas na distribuicdo global dos serovares. Na
maioria dos paises europeus, predomina o serovar 4b. Nos EUA e no Canada parece haver
uma distribuicdo uniforme dos serovares 1/2a, 1/2b e 4b e na Austrélia e Hungria ha uma
predominancia dos serovares 1/2a e 1/2b (Farber e Peterkin, 1991; Lund et al., 2000).
Segundo estes autores ndo é conhecida a razdo para esta diferente distribuicdo de
serovares, nem a razao para estes trés serovares (1/2a, 1/2b e 4b) aparecerem com mais
frequéncia associados a listeriose, uma hipétese que se levanta é a de que estes serovares
possam ser mais patogénicos que 0S outros.

Em Portugal, a maioria dos surtos e casos esporadicos tém sido associados ao
serovar 4b (Almeida et al., 2006).

2.2. Dose infecciosa e mecanismos de infec¢cdo

Embora o grau de viruléncia possa variar entre diferentes estirpes de L.
monocytogenes, considera-se que todas as estirpes isoladas a partir de alimentos séo
virulentas. Ndo estd ainda determinada a dose minima infecciosa para humanos e,
dependendo da estirpe e do estado imunitario do hospedeiro, esta dose pode variar. Alguns
dados epidemiolégicos sugerem que seja elevada. De acordo com Vazquez-Boland et al.
(2001), os alimentos implicados nalguns surtos apresentam concentracdes superiores a 10°

células de L. monocytogenes por grama de alimento. O mesmo autor refere ainda que o



consumo de alimentos com concentracdes de L. monocytogenes inferiores a 10° células por
grama representa um baixo risco para o consumidor, no entanto, podem ser suficientes para
causar toxinfeccdo em grupos de risco.

Como referido anteriormente, L. monocytogenes entra no organismo humano,
principalmente, através da ingestdo de alimentos, a excepgdo da contaminagcao nos recém-
nascidos que pode ocorrer por via transplacentaria ou durante o parto (Farber e Peterkin,
1991).

O processo de infeccdo por L. monocytogenes, devido a ingestdo de alimentos
contaminados, inicia-se com a colonizacdo do tracto gastrointestinal, seguida da deslocacédo
da bactéria para o figado e multiplicacdo neste 6rgao (figura 1). Segue-se a infeccédo de
outros tecidos, tais como a colonizagdo da placenta e do feto ou a invaséo do cérebro, o que
pode conduzir, no primeiro caso, a aborto ou septicemia neonatal ou, no segundo caso, 0
desenvolvimento de meningite ou septicemia (Lecuit, 2007). A infec¢do causada por esta

bactéria pode levar horas, semanas ou meses a manifestar-se.

Contaminated
food

Intestine

Intestinal barrier
Gastroenteritis

Spleen Placenta

Placental barrier
Fetal Infections

Figura 1 - Percurso de infec¢éo por Listeria monocytogenes

(Fonte: Lecuit, 2007)

2.2.1 Ciclo deinfeccéo intracelular

No interior do organismo, L. monocytogenes tem a capacidade de induzir a sua
propria internalizacdo em células que normalmente ndo tém fungbes fagocitarias (Vazquez-

Boland et al., 2001), conseguindo transferir-se de célula em célula como se descreve em



seguida, sem contactar com o ambiente extracelular (figura 2). Para aderir e invadir as
células do hospedeiro, esta bactéria utiliza varias proteinas conhecidas como invasivas ou
internalinas (A e B), que interagem com receptores celulares de membrana que permitem a
internalizacao da bactéria na célula hospedeira. No ambiente intracelular a bactéria segrega
a proteina listeriolisina O, responsavel pela sua capacidade de invasao e viruléncia, uma vez
gue é capaz de lisar o vacuolo fagocitico e transitar para o citoplasma. Ao ser libertada para
0 citoplasma a bactéria pode multiplicar-se através da proteina actina A, e utiliza os
filamentos de actina para se deslocar até a membrana plasmatica, formando uma “cauda de
cometa”. Quando alcanga a membrana induz a sua internalizagdo na célula adjacente, e o
ciclo volta a repetir-se na nova célula hospedeira, até chegar ao figado. Através deste ciclo
L. monocytogenes consegue deslocar-se de célula em célula, mantendo-se indetectavel

pelo sistema imunoldgico (Bania et al., 2009; Olivares, 2009; Gandhi e Chikindas, 2007).

Figura 2 - Processo de infecgdo por Listeria monocytogenes

(Fonte: Olivares (2009))



3. Listeria monocytogenes em alimentos

3.1. Principais fontes de contaminacéao

A elevada incidéncia de L.monocytogenes em alimentos e a elevada taxa de
mortalidade associada a listeriose, tem contribuido para que esta bactéria seja considerada
um perigo para a saude publica (Farber e Peterkin, 1991).

Como referido anteriormente, a espécie L. monocytogenes faz parte da flora do
tracto gastrointestinal de alguns animais, tais como bovinos, ovinos, suinos e galinaceos. No
entanto, esta bactéria ja foi igualmente isolada a partir de outro tipo de animais, entre os
quais, crustaceos, ostras e alguns peixes (Vasquez-Boland et al., 2001). Esta bactéria
também pode ser encontrada no solo, na vegetacdo e em aguas residuais, de rios e de
estuarios, provavelmente devido a contaminacdes fecais (Rocourt et al., 2000).

A presenca de L. monocytogenes em diversos tipos de alimentos pode ser explicada
pela presenca desta bactéria em diversos tipos de animais, vegetais ou aguas. Por este
motivo a contaminacdo de matérias-primas e de alimentos ndo processados é frequente,
sendo os alimentos ndo sujeitos a tratamentos térmicos, mais susceptiveis de permitir a
presenca desta bactéria. Assim esta bactéria tem sido detectada em varios alimentos, sendo
0S mais comuns: saladas, queijos feitos a partir de leite ndo pasteurizado, cogumelos, carne,
salméo, molhos, patés, entre outros (Vasquez-Boland et al., 2001).

A listeriose pode ter um longo periodo de incubacdo, muitas vezes mais do que 5
semanas, isto leva a que seja dificil identificar quais os alimentos suspeitos assim como a
sua recolha para que se possa proceder a andlise, uma vez que na maioria dos casos ja
foram consumidos ou eliminados (Guerra e Bernardo, 2004). Adicionalmente, pode ainda
constituir um problema acrescido o facto de serem por vezes isoladas varias estirpes de L.
monocytogenes em simultaneo de um alimento contaminado, 0 mesmo podendo acontecer

no caso de um paciente com listeriose (Guerra et al., 2001).

3.2. Contaminagao naindustria de processamento de alimentos

O controlo de L. monocytogenes na industria de processamento de alimentos é
extremamente desafiador visto que o0 microrganismo sobrevive e cresce a temperaturas de

refrigeracdo, tolera sal em elevada concentracdo, pH baixo e apresenta grande capacidade



para formar biofimes em superficies de equipamentos de processamento de alimentos
dificeis de erradicar (Gandhi e Chikindas 2007).

Segundo Keto-Timonen (2008), alguns estudos sugerem que a contaminagao pos-
processamento € extremamente importante. Normalmente a origem da contaminagdo do
produto acabado pode ocorrer nos equipamentos de processamento, particularmente na
salga, no corte e na embalagem. Podem também surgir outras fontes de contaminacao, por
exemplo, maos, cal¢cado, luvas e fardamento dos manipuladores (Destro et al., 1996).
E de assinalar a capacidade de formac&o de biofilmes por L. monocytogenes nos ambientes
de processamento, quer em superficies quer nos equipamentos, que séo de dificil remocéo
durante os processos de limpeza e desinfec¢do. Varios estudos tém mostrado que L.
monocytogenes pode persistir nas unidades de processamento de alimentos durante longos
periodos de tempo, até varios anos, indicando que a limpeza de rotina pode nao conseguir
eliminar o organismo (Wagner et al. 2006).

Para evitar a contaminagdo do produto, € essencial uma limpeza eficiente e rotinas
de desinfeccdo, com especial atengéo direccionada para o equipamento de processamento.
Podem existir estirpes resistentes nas unidades, que apresentam caracteristicas que
favorecem a sua permanéncia, tais como a forte capacidade de aderéncia a superficies de
contacto com os alimentos e consequentemente aumento da formacdo de biofilmes e

resisténcia a desinfectantes (Keto-Timonen, 2008; Borucki et al. 2003).

3.3. Alimentos mais frequentemente associados ainfec¢des

Os habitos alimentares da sociedade ocidental tém vindo a alterar-se
significativamente desde a década de 1990, caracterizando-se por um aumento do consumo
de alimentos prontos-a-comer e de alimentos que exigem tempo de preparagdo minimo. As
refeicbes prontas sdo muitas vezes aquecidas em fornos microondas, o que pode aquecer o
alimento de forma desigual, e caso a refeicdo esteja contaminada com L. monocytogenes,
este pode sobreviver nos pontos mais frios e tornar-se num risco para a saude do
consumidor. A listeriose tem sido principalmente associada ao consumo de produtos pronto-
a-comer que sao armazenadas sob refrigeracdo por longos periodos de tempo (Keto-
Timonen, 2008; Mena et al., 2004; MacLauchlin, 1996).

O consumo de diversos alimentos, como saladas, patés, queijos, leite n&o
pasteurizado, camardes e manteiga, tem sido associado a Vvarios surtos de listeriose, nos
ultimos 30 anos. Como ja referido, destes 0s que representam maior risco sdo aqueles cujo

processo de fabrico ndo inclui qualquer etapa capaz de eliminar L. monocytogenes e cujas



matérias-primas apresentam elevadas concentracfes da bactéria. Nesta categoria de
produtos incluem-se o leite cru, os lacticinios produzidos com leite cru, peixe fumado e

alguns enchidos (Mena et al., 2004).

3.4. Presencade Listeria monocytogenes em queijos

L. monocytogenes tem sido isolada de leite cru e de queijos, mas 0s queijos de pasta
mole e semi-mole sdo 0s que apresentam uma maior percentagem de isolados desta
bactéria (Pintado, 2009). Como foi referido anteriormente, o0s ovinos, contém L.
monocytogenes como flora natural no seu tracto gastrointestinal, o que pode explicar a
presenca desta bactéria em queijos feitos a partir de leite cru (Vasquez-Boland et al., 2001).

O queijo encontra-se na categoria dos alimentos considerados de alto risco, por
possuir as caracteristicas necessarias ao alojamento e crescimento de L. monocytogenes
em elevados numeros, isto é, trata-se de um alimento pronto-a-comer, pode ser conservado
durante longos periodos de tempo e é conservado a temperaturas de refrigeracao (ILSI,
2005).

O consumo de queijo de pasta mole e semi-mole, esta associado a alguns surtos de
listeriose reportados na Europa e nos EUA, desde meados dos anos 80. Alguns dos queijos
associados a surtos foram laborados com leite cru, por este motivo tem havido, desde entéo,
alguma pressao para que seja proibida a producéo deste tipo de queijos, o que ja acontece
nos EUA (Brito et al., 2004).

Alguns queijos, de certas regibes de Portugal, apresentam-se frequentemente
contaminados com Listeria. Pintado (2009) concluiu que a entrada de leite cru contaminado
na queijaria constitui um dos pontos de contaminagdo por L. monocytogenes. Além disso,
segundo Chambel et al. (2007) a incidéncia de Listeria é frequente nas queijarias durante o
processo de fabrico, podendo ser encontrada em diferentes tipos de superficies, incluindo o
aco inoxidavel, madeira e uma variedade de plasticos, indicando que todos os materiais
estdo em risco potencial de colonizagdo por este microrganismo.

Num estudo levado a cabo por Pintado et al. (2008), foi provada a existéncia de
relacdo epidemiolégica entre uma estirpe de L. monocytogenes e a ocorréncia de mastite
sub-clinica numa ovelha. Foram encontradas estirpes idénticas em leite cru de ovelha com
listeriose sub-clinica, em queijo de ovelha e no ambiente de processamento.

Chambel et al. (2007) confirmaram a presenca de L. monocytogenes em lacticinios
de duas regides distintas do pais (regiao sul e Acores), verificando a prevaléncia do serovar

4b, seguido dos serovares 1/2b e 1/2a. Num estudo elaborado por Pintado et al. (2005),
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foram isoladas estirpes de Listeria spp. em cerca de 75% dos queijos analisados, e destes

46% eram isolados de L. monocytogenes. Estes autores verificaram ainda a prevaléncia do

serovar 4b.

A maior parte dos paises industrializados implementou sistemas de vigilancia a partir

de 1987, em consequéncia dos surtos ocorridos, que demonstraram a importancia da

transmissdo de doencas de origem alimentar. A partir desta data, a listeriose tem sido

reportada por muitos paises com sistema de vigilancia implementada (Rocourt et al., 2000).

Na tabela 1 podem ver-se alguns surtos de listeriose que tiveram a sua origem no consumo

de queijo.
Tabela 1 - Surtos de listeriose associados ao consumo de queijo
Ano Pais Alimento N° casos N° mortes
Queijo de pasta mole tipo 142
1985 EUA (Califérnia) “mexicano” (fabricado com . 48
leite ndo pasteurizado) (93 gravidas)
1983- Suica (Cantén Queijo pasta mole 122 34
1987 de Vaud) “vacherin” (65 gravidas)
1986- Ty AT G 16 (2 recém-
1987 EUA (Filadélfia) Queijo “brie 36 nascidos)
- 17
1995 Franca Queijo pasta mole . 4
(11 gravidas)
2000- Queijo tipo “mexicano” 12
2001 EUA (fabricado com leite ndo . 5
pasteurizado) (10 gravidas)
2001 Japao Queijo 38 -
2002 Columbia Queijo tu?‘o cam?mbert e 42 >
Inglesa tomme
2003 EUA Queijo fresco 12 -
2004- .
2007 EUA Queijo fresco 135 22
2008 Canada Queijo pasta mole 23 1

Adaptado de: Warriner e Namvar (2009); Guerra e Bernardo (2004); McLauchlin et al. (2004)
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3.4.1 Queijo de ovelha “Serra da Estrela”

O Queijo “Serra da Estrela" € um queijo curado, de pasta semi-mole, amanteigada,
branca ou ligeiramente amarelada, produzido numa area geogréafica delimitada,
principalmente, entre os meses de Novembro e Marco, com leite cru proveniente de ovelhas
da raca Bordaleira Serra da Estrela e ou Churra Mondegueira. E obtido por esgotamento
lento da coalhada ap6s coagulacéo do leite cru pelo cardo (Cynara cardunculus, L.). O seu
periodo de maturacdo tem normas especificas e € no minimo de trinta dias. Apds a
maturacdo, 0s queijos devem ser armazenados a uma temperatura de cerca de 5 °C
(Macedo et al., 1993).

Segundo 0s mesmos autores, o queijo “Serra da Estrela” € uma das variedades mais
apreciadas em Portugal e € economicamente a variedade mais importante dos queijos
tradicionais fabricados em Portugal. E um queijo amplamente distribuido a nivel nacional e o
facto de ser um queijo com “Denominacao de Origem Protegida” (DOP) acresce a sua
importancia econémica.

Este tipo de queijos possui um pH baixo e elevada concentracdo de NacCl, condi¢des
que ndo impedem o desenvolvimento de L. monocytogenes.

A presenca de L. monocytogenes nestes queijos pode dever-se a presenca desta
bactéria no leite cru, a contaminacdo na queijaria durante o processo de fabrico ou a
contaminacdo poOs-processamento. As baixas temperaturas vigentes durante o Inverno, na
regido onde sdo produzidos, ajudam a controlar a extensa contaminacdo microbiana que
ocorre devido as mas condi¢des sanitarias durante o fabrico destes queijos (Macedo et al.,
1993). No entanto, como foi referido anteriormente, a temperatura baixa ndo € um factor de
inibicdo para L. monocytogenes, que consegue crescer a temperaturas entre 1 e 45 °C.

Para garantir a producdo de um queijo seguro e de boa qualidade é imprescindivel
um leite de boa qualidade sanitaria e livie de microrganismos patogénicos. E importante
fazer o controlo de infecgbes da mama (mamites) causadas por microrganismos
patogénicos, pois embora nédo seja frequente, Listeria € um dos microrganismos que pode
estar associado a esta doenca (Pintado, 2009).

Relativamente ao processo de fabrico do queijo “Serra da Estrela”, sdo varios os
pontos criticos a ter em atencdo, embora 0s mais problematicos possam ser, segundo Brito
et al. (2004), as camaras de maturacdo, equipamentos e utensilios, particularmente as
tabuas de maturacao, e a lavagem dos queijos. A contamina¢cdo nas camaras de maturacao
€ um dos principais problemas, devido ao facto do tempo de maturagdo ser longo e a
temperatura baixa, condicdes que permitem que este microrganismo se multiplique mais

rapidamente que outros microrganismos. Outro problema esta relacionado com a
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capacidade que este microrganismo tem para se alojar nas superficies de equipamentos e
utensilios, formando biofilmes dificeis de remover, sendo a maior problemética atribuida as
tabuas de maturacdo que, devido a porosidade natural da madeira, ndo facilitam a sua
limpeza. A lavagem de queijos é também um dos aspectos mais probleméticos

relativamente a ocorréncia de contaminacdes cruzadas entre queijos contaminados com

Listeria.

4. Tipagem de microrganismos

4.1. Importancia datipagem de microrganismos

Os microrganismos envolvidos num surto tém normalmente uma origem comum, sdo
normalmente membros da mesma espécie apresentando caracteristicas genéticas,
bioguimicas e, muitas vezes, factores de viruléncia idénticos (Olive e Bean, 1999). A
capacidade de caracterizar e de estabelecer relagfes entre isolados bacterianos envolvidos
em surtos epidémicos, é um pré-requisito para a realizacdo de investigacdes
epidemioldgicas (Gautom, 1997). Para esclarecer a origem e disseminacdo de uma estirpe
causadora de um surto infeccioso, determinar a via de transmisséo e identificar estirpes
virulentas é importante a utilizacdo de métodos de tipagem que permitam a diferenciacéo e
caracterizacao do organismo ao nivel da sub-espécie ou da estirpe (Chen e Knabel, 2008 e
Olive e Bean, 1999).

De acordo com Somer et al. (2005) a tipagem de estirpes bacterianas tem varias
aplicacdes importantes em microbiologia: na area da clinica é util para o diagndstico e para
determinar a estratégia de tratamento e é essencial para a identificacao rapida de surtos de
doencas e de novas estirpes virulentas; na area alimentar € importante para estabelecer a
relacdo entre os casos e o0s alimentos suspeitos de toxinfeccdo alimentar e conseguir
determinar e eliminar a fonte de infeccao.

Como foi referido anteriormente, quando presente nos alimentos, L. monocytogenes
pode causar doenca grave denominada listeriose. Por este motivo, é importante a
implementacdo de métodos de tipagem molecular que permitam encontrar a relacao entre L.
monocytogenes isolada de alimentos contaminados e de casos clinicos de listeriose (Liu,
2006).
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4.2. Métodos de tipagem de microrganismos

Os recentes avancos na biologia molecular resultaram no desenvolvimento de
inUmeros métodos para deteccdo e tipagem de microrganismos ao nivel do DNA, os quais
diferem entre si pelo poder discriminatério, reprodutibilidade, sensibilidade, rapidez,
intensidade de trabalho, complexidade e custo (Somer et al., 2005; Savelkoul et al., 1999).

Com o objectivo de diferenciar estirpes de L. monocytogenes, podem ser utilizados

métodos fenotipicos ou métodos genotipicos.

4.2.1 Métodos fenotipicos

Os métodos fenotipicos sdo muito Uteis na determinag&o do género e da espécie. No
entanto, ao nivel da sub-espécie ou estirpe sdo métodos muito limitados. Os métodos
fenotipicos, baseados nas caracteristicas observaveis, recorrem a testes morfolégicos e
bioguimicos, sensibilidade a fagos, sensibilidade a bacteriocinas, perfis imunol6gicos e
perfis de susceptibilidade a agentes antimicrobianos. Incluem, entre outros, serotipagem e
fagotipagem, sendo a serotipagem um dos métodos fenotipicos mais comuns (Chen e
Knabel, 2008; Autio, 2003).

A serotipagem tem sido utilizada como uma ferramenta classica na subtipagem de L.
monocytogenes (Chen e Knabel, 2008). No entanto, na maior parte dos surtos de listeriose
predominam apenas 3 serovares (1/2a, 1/2b, 4b), por este motivo, este método é
considerado pouco discriminatério. Assim, a serotipagem é frequentemente usada como
método de rastreio inicial, no entanto, tem um valor limitado em investigacdes
epidemioldgicas e por isso deve associar-se a outros métodos (a nivel fendtipico e
molecular) com a finalidade de se obter uma identificacdo mais detalhada (Corcoran et al.,
2006; Guerra e Bernardo, 2004; Autio, 2003).

4.2.2 Métodos genotipicos

Os métodos genotipicos, também conhecidos como métodos de tipagem molecular,
permitem a andlise de uma parte ou da totalidade do genoma. A tipagem molecular de
estirpes é o0 processo pelo qual uma espécie bacteriana pode ser separada em diferentes

subgrupos ou estirpes. Os métodos genotipicos sdo baseados nas diferencas existentes nas
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sequéncias de DNA de cada organismo e possibilitam por isso a diferenciacdo entre
diferentes estirpes que pertencem ao mesmo género ou espécie (Olive e Bean, 1999).

Os métodos genotipicos podem ser usados para a caracterizacdo da viruléncia das
estirpes, para rastreamento de patogénios ao longo da cadeia alimentar e monitorizacdo das
alteracdes do patogénio ao nivel do genoma ao longo do tempo e detectar fontes de
toxinfeccéo alimentar (Corcoran et al., 2006).

Farber (1996) refere que os métodos genotipicos oferecem diversas vantagens em
comparacdo com os métodos fenotipicos convencionais, tais como: o DNA gendmico é
muito estavel, ndo sendo afectado por condicdbes ambientais e culturais que podem
influenciar as caracteristicas fenotipicas das bactérias; os métodos genotipicos tém maior
poder discriminatério. Na tabela 2 pode ver-se um resumo de algumas caracteristicas de
varios métodos fenotipicos e genotipicos.

Na escolha de um método de tipagem molecular deve ter-se particular atencéo as
seguintes caracteristicas: elevado poder discriminatério, ou seja capacidade de diferenciar
claramente entre estirpes; reprodutibilidade, sendo capaz de reproduzir os mesmos
resultados quando uma estirpe é repetidamente testada; tipeabilidade, isto é, capacidade de
tipar todos os microrganismos (Olive e Bean, 1999).

Embora um método particular de tipagem possa ter elevado poder discriminatorio e
boa reprodutibilidade, a complexidade do método e a interpretacdo dos resultados assim
como os custos envolvidos na implementacédo e utilizagdo do método podem estar para
além da capacidade do laboratério. Portanto, a escolha de um método ira depender das
necessidades, capacidade e recursos do laboratorio.

Varios métodos genotipicos tém sido aplicados com sucesso na tipagem molecular
de L. monocytogenes (Parisi et al., 2009; Pintado, 2009; Neves et al., 2008; Keto-Timonen,
2008; Somer et al., 2005; Autio et al., 2003; Keto-Timonen et al., 2003; Guerra et al., 2001;
Aarts et al., 1999; Herman, 1997; Destro et al.,, 1996). Segundo Corcoran et al. (2006) a
combinacdo de métodos fenotipicos com genadtipicos pode ser vantajoso na investigacao de
casos e surtos de listeriose, uma vez que os primeiros podem ser Uteis para uma primeira
despistagem, relativamente a existéncia de relacdo de semelhanga entre estirpes, e 0s

segundos para a confirmacédo das relacdes existentes.
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Tabela 2 - Caracteristicas de métodos de tipagem de microrganismos

Métodos de Poder Concordéancia Reprodutibilidade  Tipeabilidade  Custo
Tipagem discriminatério epidemioldgica
Serotipagem Baixo Baixa Média Média Médio
a
elevado
§ Fagotipagem Baixo Média a elevada Média a Média -
lg- elevada
2
i Perfis Baixo Média a elevada Média Baixo Baixo
plasmidicos
MEE Moderado Média Elevada Elevada Médio
RAPD Moderado Média Média Elevada Médio
Rep-PCR Moderado Média Média a Elevada Baixo
elevada
MLVA Elevado Elevada Média a Elevada Médio
elevada
PFGE Elevado Média a elevada Média a Elevada Médio
elevada
9 AFLP Moderado Média Média a Elevada Médio
(&)
= a elevado elevada
o
S PCR-RFLP Moderado Média Média Elevada Médio
QO
Ribotipagem Moderado Média Média Elevada Médio
MLST Moderado Média a elevada Elevada Elevada Médio
a
a elevado elevado
MVLST Elevado Elevada Elevada Elevada Médio
a
elevado

MEE- Multilocus Enzyme Electrophoresis; RAPD- Random Amplified Polymorphic DNA; Rep-PCR-
Repetitive-PCR; MLVA- Multiple-locus variable-number tandem repeat analysis; PFGE- Pulsed Field
Gel Electrophoresis; AFLP- Amplified Fragment Length Polymorphism; PCR-RFLP- Restriction
Fragment Length Polymorfism; MLST- Multilocus sequence typing; MVLST- Multi-virulence-locus
sequence typing.

(Adaptado de Chen e Knabel, 2008)
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Segundo Chen e Knabel (2008) a introdug&o de métodos moleculares de subtipagem
mudou muito o ambito da epidemiologia e facilitou a compreensdo da estrutura da
populagédo de L. monocytogenes e a evolucao e transmissdo deste microrganismo.

Actualmente sdo varios os métodos genotipicos utilizados, entre os quais se
destacam o0s seguintes: ribotipagem; Random Amplifield Polyphormic DNA (RAPD);
Multiplex; Pulse Field Gel Electrophoresis (PFGE); Amplifield Fragment Length
Polymorphism (AFLP) (Chen e Knabel, 2008; Autio, 2003; Gibson, 1998).

A ribotipagem é um método rapido, suficientemente automatizado para minimizar o
envolvimento do operador, no entanto requer um procedimento extenso. Segundo Graves et
al. (1994), a capacidade da ribotipagem para discriminar as estirpes de serovar 1/2 b e 4b,
pode ndo ser adequada para investigacdes epidemioldgicas.

RAPD é um método discriminatério, cujo maior problema associado é a sua baixa
reprodubilidade (Chambel et al., 2007).

De acordo com Brosh et al. (1994), PFGE é um método muito reprodutivel para
subtipagem de L. monocytogenes. O método PFGE é geralmente considerado o gold
standard dos métodos moleculares de tipagem (Olive e Bean, 1999), pois € considerado o
método de discriminagdo de estirpes mais sensivel e é um dos mais utilizados para tipagem
molecular de estirpes (Pintado, 2009). No entanto, requer equipamento e recursos humanos
especializados e é relativamente demorado, o que pode reduzir a capacidade do laboratério
em analisar um largo numero de amostras e por isso ndo é usado rotineiramente para o
rastreio inicial dos isolados (Corcoran et al., 2006; Olive e Bean, 1999).

O método AFLP tem sido aplicado com sucesso na tipagem e classificacdo de
estirpes (Savelkoul et al., 1999; Gibson et al., 1998; Vos et al., 1995). Este método tem a
vantagem de ser rapido, altamente reprodutivel, possuir elevada capacidade de resolucao e
poder ser aplicado ao DNA de qualquer origem e complexidade, sem que seja necessario
um conhecimento prévio do DNA alvo (Pintado, 2009; Vos et al., 1995). Varios estudos tém
demonstrado que o AFLP é reprodutivel e discriminativo, isto €, tem boa capacidade para
diferenciar estirpes (Keto-Timonen et al., 2003; Aarts et al., 1999; Savelkoul et al.,1999 e
Gibson et al., 1998).
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4.3. Amplified Fragment Length Polymorphism

43.1 Principio do método AFLP

O método AFLP foi originalmente desenvolvido para a tipagem de espécies vegetais
por Zabeu e Vos em 1993, e patenteado com a patente europeia 0534858A1 de propriedade
da Keygene N.V. (Wageningen, Holanda) (Vos et al., 1995). Actualmente, o método AFLP é
aplicado para tipagem de DNA de origem vegetal, animal e procariético (Gibson et al.,
1998).

AFLP é um método molecular de recolha de “impressdes digitais” (figerprinting) de
DNA, baseado na amplificacéo selectiva de fragmentos de DNA gerados pela digestdo com
enzimas de restricdo (Vos et al., 1995).

O método original de AFLP, tal como demonstra a figura 3, envolve as seguintes
etapas: (i) O DNA previamente extraido é digerido com duas enzimas de restricdo, uma com
uma frequéncia de corte média (ex. ECoRI) e a outra com elevada frequéncia de corte (ex.
Msel ou Tagl), resultando centenas de fragmentos de restricdo; (i) Cada fragmento
resultante € ligado, nas duas extremidades de restricdo, a adaptadores oligonucleotidicos de
cadeia dupla, complementares as extremidades de restricAo e concebidos para que 0s
locais de corte ndo sejam restaurados apdés a ligacdo, evitando que ocorram novas
digestbes; (iii) Segue-se a amplificacdo PCR dos fragmentos de restricdo sob estritas
condi¢cBes para permitir a ligacdo aos primers. Os primers usados para amplificagdo contém
sequéncias de DNA complementares as sequéncias de oligonucle6tidos dos adaptadores;
(iv) Os fragmentos resultantes sao separados por electroforese em gel poliacrilamida,
obtendo-se um padrdo com elevada informacéo de 20 a 400 bandas (Savelkoul et al., 1999);
(v) Os perfis de bandas obtidos a partir do gel sdo analisados visualmente ou através de

software informatico.

18



AFLP

(1) Digestdo com enzimas de restri¢c&do
!
(i) Ligacdo aos adaptadores
!
(i) Amplificacdo em PCR
!

(iv) Electroforese em Gel

l
(v) Interpretacéo do Gel

Figura 3- Etapas envolvidas no decorrer do método AFLP

4.3.2 Modifica¢cdes do método original

Segundo Keto-Timonen (2008) a combinacdo enzima e primer utilizada na analise
tem influéncia sobre o poder discriminatério do AFLP e o protocolo AFLP deve ser adaptado
a cada espécie bacteriana.

Uma alteracdo ao método inicialmente desenvolvido por Vos et al. (1995) foi descrita
por Guerra et al. (2002) e por Gibson et al. (1998), para a aplicacdo do método na andlise de
L. monocytogenes. Esta alteracdo consiste na utilizacdo de uma Unica enzima de restricao
(Eco RI) e a separacédo dos fragmentos de restricdo em gel de agarose (Guerra et al., 2002;
Gibson et al., 1998).

O desenvolvimento do método AFLP, utilizando uma Unica enzima de restricdo (Eco
RI), tal como se pode ver na figura 4, envolve as seguintes etapas: reaccao de digestado do
DNA pela enzima Eco RI; ligacdo do fragmento de restricdo ao adaptador (Eco ADH1 e Eco
ADH?2); obtenc¢&o do fragmento a ser amplificado por PCR, usando o primer Eco G (Pintado,
2009; Guerra et al., 2002; Gibson et al., 1998).
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(i) Digestdo com enzima de Eco RI 5-G|AATTC-3 e 3-CTTAA|G-5
restricéo

(if) Fragmento de restricao 3 G---/[---CTTAAY
5 AATT C---//---G 3

(iii) Ligacéo ao adaptador Eco ADH1 5 CTC GTAGAC TGC GTAC 3
EcoADH2 3  CANCICIACCICATNCIINAA 5

(iv) Primer selectivo Eco G 5 GAC TGC GTACCAATTCG 3

(v) Fragmento a amplificar

3 G--/---C TTA A 5
5 A ATT C---//---G 3’

Figura 4- Método AFLP utilizando a enzima de restrigcdo Eco RI.

Exemplificacdo da reaccdo de digestado/ligacao ao adaptador e obtencédo do fragmento pronto a
ser amplificado na reac¢do PCR. (i) A enzima de restricdo Eco RI corta o DNA nos locais de
restricdo, indicados pela seta. (i) Fragmento de restricdo obtido apds a digestdo com Eco RI.
(iil) Adaptador, constituido por duas sequéncias de oligonucleétidos complementares, que se
vai ligar a cada extremidade do fragmento de restricdo. Os nucle6tidos a vermelho séo bases
inseridas no adaptador para eliminar a restricdo deste local apés a ligacdo. (iv) Primer utilizado
para reaccdo de amplificacdo. O nucle6tido sublinhado é a base selectiva inserida no primer.
(v) Fragmento pronto a amplificar numa reac¢édo PCR.

(Adaptado de Pintado (2009) e Gibson et al. (1998))

Neste caso, os padrdes resultantes pela aplicagdo do método AFLP, com uma
enzima de restricdo, sdo mais faceis de interpretar uma vez que apenas algumas bandas
sao obtidas (Keto-Timonen, 2008). Segundo Guerra et al. (2002) para L. monocytogenes 0s
perfis produzidos pela Eco R1, quando utilizado o primer Eco G, apresentam entre cinco e
oito bandas de DNA de dimensdes aproximadas de 500 até 1450 pares de base (bp).
Verifica-se também que todas as culturas de L. monocytogenes apresentam uma banda de
DNA comum com cerca de 850 bp (Pintado, 2005).

Apés a amplificacdo, os fragmentos sédo separados por eletroforese em gel de
agarose. Os fragmentos num intervalo de dimensdo adequada, s&o seleccionados para
andlise. Normalmente, os pequenos fragmentos de peso molecular inferior a 200-400 bp e

superior 1300-2000 bp séo removidos da andlise (Guerra et al. 2002).
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Guerra et al., em 2002, concluiram que os resultados obtidos com a aplicacdo do
método AFLP, com as alteragBes introduzidas pelos mesmos, para subtipagem de L.
monocytogenes, eram congruentes com os obtidos por serotipagem e fagotipagem.

4.3.3 Analise de dados obtidos por tipagem molecular

Segundo Chen e Knabel (2008) tém sido desenvolvidos diferentes softwares
informaticos para identificar a relagéo entre estirpes, com base em dados gerados por varios
métodos de tipagem molecular. Estes dados resultantes da tipagem de estirpes sdo, muitas
vezes, usados como base para apoiar descobertas durante investigagcbes de surtos
epidemioldgicos (Chen e Knabel, 2008). Numa situacdo de surto, se o numero de perfis
AFLP for limitado, os padrdes podem ser analisados visualmente, no entanto quando séo
feitas comparacdes por longos periodos de tempo € vantajosa uma analise assistida por
computador (Keto-Timonen, 2008).

Savelkoul et al. (1999) definiram intervalos de similaridade. Assim, 90 a 100% de
homologia representa estirpes idénticas, entre 60 e 90% consideram que as estirpes séo
diferentes mas pertencentes as mesmas espécies, de 40 a 60% a homologia é obtida entre
diferentes espécies, e com uma homologia inferior a 40% consideram que os isolados

pertencem a géneros diferentes.

5. Enquadramento geral e objectivos

Como ja foi referido, o consumo de alimentos contaminados com L. monocytogenes
pode provocar doenca grave (listeriose). Este microrganismo pode afectar qualquer pessoa,
no entanto os grupos de maior risco incluem mulheres gravidas, fetos e recém-nascidos,
idosos e imunocomprometidos.

Embora ndo se conhegam relatos da ocorréncia de surtos de listeriose em Portugal,
L. monocytogenes é frequentemente isolada de queijos, o que leva varios autores a
considerarem estes produtos como de elevado risco (Pintado, 2009). Como a listeriose ndo
€ uma doenca de declaracao obrigatéria em Portugal, os dados relativos a ocorréncia de L.
monocytogenes nNo Nosso pais sdo escassos, ndo se conhecendo a situacdo real nesta
matéria (Almeida et al., 2006).
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O trabalho préatico que serviu de base a realizagcdo desta dissertacdo decorreu no
Laboratério de Microbiologia inserido no Departamento de Alimentagéo e Nutricdo (DAN) do
Instituto Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge (INSA). Neste laboratério desenvolvem-se
actividades na area da seguranca alimentar, nomeadamente no que se refere a prevencéo
de doencas de origem alimentar, através da vigilancia e da prestacdo de servigcos
diferenciados, relativamente a contaminacdo microbiolégica dos alimentos prontos a
consumir e a identificacdo dos factores potencialmente responsaveis por essa
contaminacdo. Alem disso, o laboratério é também solicitado para a analise de amostras
suspeitas em casos e surtos de toxinfec¢des alimentares.

E pratica do Laboratorio de Microbiologia do DAN, perante uma suspeita de
toxinfecgdo alimentar, efectuar a pesquisa de microrganismos tendo em atengéo o tipo de
alimento envolvido na suspeita e 0s sintomas apresentados pelos doentes que consumiram
o alimento em causa. No entanto, ndo estavam implementadas, neste laboratério, métodos
de tipagem molecular que permitissem relacionar estirpes encontradas nos alimentos e nos
doentes. O Laboratério de Microbiologia tinha, por isso, necessidade de identificar e
implementar um método para caracterizar e relacionar estirpes de L. monocytogenes
encontradas nos alimentos com as de origem clinica, de modo a facilitar o esclarecimento
de casos e surtos de toxinfecc¢des alimentares.

O presente trabalho foi desenvolvido no periodo compreendido entre Maio e
Dezembro de 2009, iniciando-se com a pesquisa bibliogréafica e identificacdo dos reagentes
e material necessarios para o desenvolvimento do método AFLP. Seguiu-se um estagio, que
decorreu entre Junho e Julho de 2009, no Laboratério de Microbiologia das Aguas do INSA,
onde ja estavam implementadas técnicas de biologia molecular. Este periodo teve como
objectivo a familiarizagdo com técnicas de biologia molecular, equipamentos utilizados para
esta area e boas praticas de manuseamento de materiais, reagentes e equipamentos de
biologia molecular. Posteriormente, foram criadas as condicdes necessérias para a
implementacdo do método AFLP no Laboratério de Microbiologia do DAN. Para isso, foi
disponibilizada, no DAN, uma sala onde foram colocados 0s equipamentos necessarios ao

desenvolvimento deste método.

Os objectivos deste trabalho foram:
e Implementar o método de tipagem molecular AFLP no laboratério de Microbiologia
dos Alimentos;
e Avaliar a reprodutibilidade do método AFLP entre laboratérios testando 10 estirpes

de L. monocytogenes de perfil conhecido;
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e Caracterizar a diversidade genotipica de 27 estirpes de L. monocytogenes isoladas
de queijo de ovelha da Serra da Estrela e 28 estirpes de L. monocytogenes isoladas de
casos de listeriose humana de varios pontos do pais;

e Estudar a possivel associagdo entre as estirpes de origem alimentar com as de

origem humana.
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Il MATERIAIS E METODOS

1. Isolados bacterianos

Foi utilizado, neste estudo, um total de 65 isolados de Listeria. Dez destes isolados,
com perfil AFLP conhecido, serviram de base a implementacdo do método AFLP (tabela 3),
de entre os quais 9 eram isolados de L. monocytogenes (5 de gqueijo de ovelha da regido de
Castelo Branco, 1 de queijo de ovelha de Tolosa, 2 de leite de ovelha cru e 1 de referéncia
do National Collection of Typical Cultures, HPA, U.K (NCTC 11994)) e 1 isolado de L.
innocua de leite de ovelha cru.

Vinte e sete dos isolados de L. monocytogenes, utilizados neste trabalho, s&o
provenientes de queijo de ovelha de pasta semi-mole “Serra da Estrela” (tabela 4). Estes
isolados fazem parte da coleccao de culturas do Instituto Superior de Agronomia, tendo sido
obtidos no ambito de um projecto (Agro 292), o qual incluiu a pesquisa de L. monocytogenes
em queijos de ovelha “Serra da Estrela” recolhidos em 24 explorac¢des produtoras de queijo,
entre Margo de 2002 e Junho de 2003. Neste trabalho foram caracterizados os isolados com
serovares 1/2a, 1/2b e 1/2c.

Foram também usados neste estudo 28 isolados de L. monocytogenes, com origem
em casos clinicos de listeriose (tabela 5). Estes isolados de origem humana foram cedidos
por hospitais de 3 regides do pais, sendo 15 da regido centro, 9 da regido norte e 4 da

regido sul.
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Tabela 3 — Isolados de Listeria com perfil AFLP conhecido

Ano Grupo Perfil
Referéncia Origem Espécie de Serovar serovar
. AFLP
isolamento (PCR)
Queijo
M37 Castelo . monocytogenes 1995 ND 1/2b, 3b,7 XV
Branco
Queijo
M38 Castelo . monocytogenes 1995 1/2a 1/2a, 3a XIV
Branco
Queijo
M44 Castelo . monocytogenes 1995 ND 1/2b, 3b,7 V-1
Branco
Queijo
M52 Castelo . monocytogenes 1995 4b 4b, 4d, 4e |
Branco
Queijo
M39 Castelo . monocytogenes 1995 ND 4b, 4d, 4e V-1
Branco
PM6 Queijo . monocytogenes 1998 4b 4b, 4d, 4e IV-1+1
Tolosa
D3 Leite de L. innocua 2000 6b XX
ovelha cru
D6 Leite de . monocytogenes 2000 4b 4b, 4d, 4e V
ovelha cru
D15 Leite de . monocytogenes 2000 1/2b | 1/2b,3b,7 I
ovelha cru
ISA 3001/ Queijo
NCTC11994 tipo mole . monocytogenes 4b 4b, 4d, 4e V

Legenda: ND — N&o determinado
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Tabela 4- Isolados de Listeria monocytogenes de queijo de ovelha “Serra da Estrela”

Referéncia Espécie Data de Proveniéncia Serovar
isolamento (Exploracéo)
ISA 3130 . monocytogenes 9-7-2002 B 1/2a
ISA 3063 . monocytogenes | 26-3-2002 B 1/2b
ISA 3064 . monocytogenes | 26-3-2002 B 1/2b
ISA 3065 . monocytogenes | 26-3-2002 B 1/2b
ISA 3066 . monocytogenes 2-4-2002 B 1/2b
ISA 3067 . monocytogenes 2-4-2002 B 1/2b
ISA 3068 . monocytogenes 2-4-2002 B 1/2b
ISA 3081 . monocytogenes | 30-4-2002 B 1/2b
ISA 3083 . monocytogenes | 30-4-2002 B 1/2b
ISA 3085 . monocytogenes | 30-4-2002 B 1/2b
ISA 3119 . monocytogenes 4-6-2002 B 1/2b
ISA 3120 . monocytogenes 4-6-2002 B 1/2b
ISA 3124 . monocytogenes | 28-5-2002 B 1/2b
ISA 3125 . monocytogenes | 28-5-2002 B 1/2b
ISA 3276 . monocytogenes | 15-1-2003 G 1/2b
ISA 3277 . monocytogenes | 15-1-2003 G 1/2b
ISA 3278 . monocytogenes 15-1-2003 G 1/2b
ISA 3230 . monocytogenes | 26-11-2002 E 1/2¢c
ISA 3231 . monocytogenes | 26-11-2002 E 1/2¢c
ISA 3239 . monocytogenes | 26-11-2002 E 1/2c
ISA 3240 . monocytogenes | 26-11-2002 E 1/2¢c
ISA 3582 . monocytogenes | 26-3-2003 E 1/2¢c
ISA 3603 . monocytogenes 26-3-2003 E 1/2c
ISA 3641 . monocytogenes | 26-3-2003 E 1/2c
ISA 3659 . monocytogenes | 26-3-2003 E 1/2c
ISA 3880 . monocytogenes 16-6-2003 E 1/2c
ISA 3900 . monocytogenes 16-6-2003 E 1/2c
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Tabela 5 - Isolados de Listeria monocytogenes de origem humana de 3 regides do pais

Referéncia Espécie Data de Proveniéncia | Serovar
isolamento (Regiéo)
ISA 3845 L. monocytogenes 31-03-2000 Centro 4b
ISA 3846 L. monocytogenes 15-06-2000 Centro 4b
ISA 3847 L. monocytogenes 13-04-2000 Centro 4b
ISA 3848 L. monocytogenes 16-10-2000 Centro 4b
ISA 3849 L. monocytogenes 14-03-2002 Centro 1/2b
ISA 3850 L. monocytogenes 24-05-2001 Centro 4b
ISA 3851 L. monocytogenes 07-11-2001 Centro 1/2b
ISA 3852 L. monocytogenes 13-01-1999 Centro 4b
ISA 3853 L. monocytogenes 20-09-1999 Centro 4b
ISA 3855 L. monocytogenes 09-09-1997 Centro 4b
ISA 3856 L. monocytogenes 24-07-1997 Centro 4b
ISA 3857 L. monocytogenes 20-10-1997 Centro 4b
ISA 3858 L. monocytogenes 08-04-1998 Centro 4b
ISA 3859 L. monocytogenes 16-07-1999 Centro 4b
ISA 3860 L. monocytogenes 25-02-2003 Centro 4b
A- INSA_L L. monocytogenes 2000 Sul ND
B- INSA L L. monocytogenes 2000 Sul ND
C- INSA L L. monocytogenes 2000 Sul ND
D - INSA_P L. monocytogenes 13-06-2003 Norte ND
E - INSA_P L. monocytogenes 13-06-2003 Norte ND
F- INSA P L. monocytogenes 21-10-2003 Norte ND
G- INSA P L. monocytogenes 03-05-2004 Norte ND
H- INSA_P L. monocytogenes 13-06-2003 Norte ND
- INSA_P L. monocytogenes 13-06-2003 Norte ND
J- INSA_P L. monocytogenes 28-11-2003 Norte ND
K- INSA_P L. monocytogenes 16-06-2003 Norte ND
L- INSA_P L. monocytogenes 21-10-2003 Norte ND
M- INSA_L L. monocytogenes 07-11-2009 Sul ND

Legenda: ND — N&o determinado
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2. Constituicdo da coleccéo de trabalho

Apbs a recepcao dos isolados de Listeria no Laboratério de Microbiologia, foram
repicadas coldnias para meio de enriquecimento liquido Brain Heart Infusion (BHI) e foram a
incubar em estufa de 37 °C durante 24 £+ 2 h.

A partir do meio BHI procedeu-se ao isolamento, com ansa, de cada cultura em 3
tubos inclinados com meio sélido Triptone Soya Agar (TSA) (Laboratoires AES™, Bruz,
Franca) e incubaram-se a 37 °C durante 24 + 2 h. Os tubos foram posteriormente
conservados a 4 °C até ao momento da sua utilizacdo. A partir do BHI, cada cultura foi
transferida com ansa para 3 tubos de Tripticase Soya Broth (TSB) + 20% glicerol, que foram
guardados em camara de congelacéo a -80 °C.

3. Confirmacé&o das caracteristicas culturais e da pureza

Antes de proceder a extraccdo de DNA, a partir do meio TSA em tubo inclinado
repicaram-se e inocularam-se as culturas em meio sélido Agar Listeria segundo Ottaviani &
Agosti (ALOA) (Laboratoires AES™, Bruz, Franca) para confirmar as caracteristicas da
espécie L. monocytogenes. As colbnias caracteristicas de L. monocytogenes apresentam,
neste meio, um halo opaco, que as distingue das outras espécies pertencentes a este
género (figura 5). Paralelamente, para obtencao de colénias puras e isoladas inocularam-se
as culturas em Triptone Soya Agar (TSA) e em Colombia Agar com 5 % de sangue de
cavalo (COH) (bioMerieux® SA, Marcy L'Etoile, Franga), para verificar a producéo de
hemdlise. As placas assim obtidas foram incubadas em estufa a 37 °C durante 24 + 2 h,
sendo confirmadas, apés este periodo, as caracteristicas de L. monocytogenes assim como

a pureza das culturas.
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Figura 5- Coldnias caracteristicas de Listeria monocytogenes em meio ALOA

4. Extraccdo de DNA

Para efectuar a extracgdo de DNA foi utilizado o kit de extrac¢do Mo Bio UltraClean ™
Microbial DNA Isolation (Diversilab™, bioMérieux, inc., USA) (figura 6). Este kit & constituido
por 3 diferentes tipos de microtubos e pelas seguintes solugdes: solugdo MicroBead (contém
sais e um tampdao que estabiliza e homogeniza a dispersdo das células microbianas antes
da lise); solucdo MD1 (contém dodecil sulfato de sodio (SDS) e outros reagentes
necessarios para a lise celular); solugdo MD2 (contém um reagente para precipitar restos
celulares e proteinas de matérias organicas e inorgénicas, para permitir a remocao da
contaminacgdo que pode reduzir a pureza do DNA); solugdo MD3 (é uma solugéo altamente
concentrada de sal, condicdo necessaria para ligar o DNA & membrana do Spin Filter na
etapa seguinte); solugdo MD4 (solugéo de lavagem com etanol para limpar o DNA que esta
ligado & membrana do Spin Filter. Esta solugdo de lavagem remove os residuos de sal, e
outros contaminantes, permitindo que o DNA permaneca ligado & membrana do Spin Filter);
solucdo MD5 (tampao de eluicdo isento de sal que passa através da membrana do Spin

Filter, permitindo a libertacdo do DNA, pois este s6 fica na membrana na presenca de sal).
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Figura 6- Kit para extracdo de DNA Mo Bio UltraClean™

A partir das placas de TSA, referidas no ponto anterior, retiraram-se com ansa cerca
de 10 pl de cultura fresca. As células foram transferidas para um tubo MicroBead contendo
300 pl de solucdo MicroBead, e adicionaram-se 50 ul de solugdo MD1. Homogeneizou-se a
solucdo obtida no homogeneizador (IKA® Vortex — Genius 3) durante 10 min & velocidade
méxima e de seguida centrifugou-se em centrifuga (Eppendorf 58 4R) durante 30 seg a
velocidade de 10000 x g. Transferiu-se em seguida o sobrenadante para microtubo de 2,0
ml contendo 100 pl de solucdo MD2. Homogeneizou-se durante 5 seg e incubou-se durante,
no minimo, 15 min a 4 °C. Centrifugou-se 1 min a 10000 x g. Num novo microtubo de 2,0 ml
adicionou-se 450 pl da solucdo MD3 e 200 upl do sobrenadante do passo anterior.
Homogeneizou-se esta mistura e procedeu-se a uma centrifugacdo rapida. Para um tubo
contendo um filtro (tubo Spin Filter) pipetaram-se 650 pl da solugcdo anterior que se
centrifugou durante 30 seg a 10000 x g. Retirou-se o filtro, eliminou-se o sobrenadante e
recolocou-se o filtro no mesmo microtubo. Adicionaram-se 300 pl de solugdo MD4 e
centrifugou-se durante o mesmo periodo de tempo e a mesma velocidade. Depois de
eliminar o sobrenadante recolocou-se o filtro no mesmo microtubo e voltou a centrifugar-se
durante 60 seg a 10000 x g. De seguida, eliminou-se o sobrenadante e o microtubo, ficando
0 DNA no filtro. Colocou-se o filtro num novo microtubo de 2,0 ml e adicionaram-se 35 pl da
solucdo MD5. Efectuou-se uma centrifugacéo final por 30 seg a 10000 x g e eliminou-se o
filtro. Guardou-se o tubo contendo o DNA bacteriano extraido a -20 °C.
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5. Amplified Fragment Lenght Polimorphism

5.1 Preparacado dos adaptadores e do primer

Na tabela 6 podem visualizar-se as caracteristicas dos adaptadores Eco ADH1, Eco
ADH2 e primer Eco G (Metabion International AG, Martinsried, Deutschland) usados neste
método.

Tabela 6 -Caracteristicas dos adaptadores Eco ADH1 e Eco ADH2 e primer Eco G

Nome Sequéncia Concentracéo Concentracéo final
inicial (solucéo de
(solucéo stock) Eleene)
Adaptador:  5-CTC GTA GAC TGC GTA CC-3 100 uMm 10 uM
Eco ADH1
Adaptador: 5-AAT TGG TAC GCA GTC TAC-3’ 100 pM 10 pM
Eco ADH2
Primer: 5-GAC TGC GTA CCA ATT CG-3 100 pM 10 uM
Eco G

Os adaptadores e o primer sdo comercializados sob a forma liofilizada e foram
reconstituidos com agua bidestilada estéril, de acordo com as instru¢des que acompanham
0s reagentes, ficando com uma concentracéo inicial de 100 puM.

Para aplicacao deste método é requerida uma concentracédo de 10 uM para cada um
dos adaptadores e para o primer. Por este motivo constituiram-se solu¢cbes de trabalho de
10 pM. Assim, pipetaram-se 10 pl da solugéo stock para um eppendorf de 1,5 ml e juntaram-
se 90 ul agua bidestilada estéril.

Todos estes trabalhos foram realizados na camara de seguranga biolégica equipada
com Ultra-Violetas (U.V.) (figura 7).
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Figura 7- Camara de seguranca biolégica

5.2 Reaccdo de digestdo de DNA com enzima de restricdo e ligacdo aos adaptadores

5.2.1 Preparacdo da mistura para a reaccéo de digestéo/ligacdo

Num tubo eppendorf de 1,5 ml preparou-se a mistura para a reac¢cado de digestéo de
DNA com enzima de restricdo Eco RI (Metabion International AG, Martinsried, Deutschland)
e ligagédo aos adaptadores Eco ADH1 e Eco ADH2, na presenca da T4 DNA ligase buffer e

T4 DNA ligase (Invitrogen, Carlsbad, USA), de acordo com o indicado na tabela 7.
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Tabela 7 - Mistura para a reacc¢éo de digestdo de DNA e ligacdo aos adaptadores

Reagentes Concentracéo Concentracéo Mistura para 1
stock final tubo eppendorf

Agua bidestilada estéril 12 ul

Eco RI 10 U/l 100 U 10w

T4 DNA ligase buffer 5X 4 pl

Eco ADH1 100 puM 10 uM 4l

Eco ADH2 100 pM 10 uM 4l

T4 DNA ligase 1 U/l 1U 1ul

Retiraram-se 35 ul da mistura anterior para um tubo de 0,2 ml e juntaram-se 5 pl do
DNA extraido, como referido no ponto 4.
Preparou-se um controlo negativo com 5 pl de agua bidestilada estéril e 35 ul de

volume da mistura anterior.

5.2.2 Digestéo de DNA e ligacdo dos adaptadores

O que se escreve em seguida é o resultado de ensaios em que se testou a utilizagédo
de banhos de &gua e do termociclador na reaccdo de digestdo de DNA e ligacdo aos

adaptadores, com o objectivo de optimizar as condigfes de ensaio.

Os tubos contendo a mistura de reac¢céo e o DNA foram colocados no termociclador
Gene Amp® - PCR System 9700 (Applied Biosystems, Foster City, USA) (figura 8) e
programou-se o0 termociclador para a etapa de digestdo de DNA seguida de ligacdo aos

adaptadores, de acordo com as condi¢des descritas na tabela 8.
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Tabela 8 - Etapas da reaccdo de digestdo de DNA / ligacdo aos adaptadores

Etapas Temperatura Duracéo

Incubacéo 37°C 90 min
nactvagio gocc  10min
Arefecimento ac

5.3 Reaccéo de amplificacdo em termociclador

5.3.1 Diluicdo da solucdo contendo os fragmentos de restricéo

Efectuou-se a diluicdo da solugdo contendo os fragmentos de restricdo, obtidos no
ponto anterior, em tubos eppendorf de 0,5 ml, juntando 8 ul de agua bidestilada estéril com 2

pl da solucéo obtida no ponto anterior.

Figura 8 — Termociclador Gene Amp® - PCR System 9700 (Applied Biosystems)
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5.3.2 Preparacédo da mistura para areaccdo de amplificacdo

Num tubo eppendorf de 1,5 ml preparou-se a mistura para a reac¢do de amplificagéo
em termaociclador, conforme indicado na tabela 9.

Tabela 9 - Mistura para a reaccéo de amplificacdo em termociclador

Reagentes Concentracéo Concentracdo  Mistura para 1
stock final tubo eppendorf

Agua bidestilada estéril 16,5 ul

Eco G 100 pM 10 uM 2,5 ul

MgCl, 25 mM 50 mM 1 pl

Foram distribuidas aliquotas de 20 ul da mistura preparada anteriormente para tubos
de 0,2 ml puReTaq™ Ready-to-go™ PCR beads (GE Healthcare, Buckinghamshire, United
Kingdom), que contém na sua constituicdo dNTPs (dATP, dCTP, dGTP e dTTP) e DNA
polimerase. De seguida adicionaram-se 5 ul da solucdo, contendo os fragmentos de

restricdo, obtida no ponto 5.2.

5.3.3 Amplificacdo dos fragmentos de restricdo em termociclador

Colocaram-se os tubos para PCR no termociclador e programou-se o termociclador

para que a amplificacdo dos fragmentos ocorra nas condi¢fes descritas na tabela 10.
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Tabela 10 - Etapas para amplificacdo de fragmentos de restricdo em termociclador

Etapas Temperatura Duracéo Ciclos
Pré - desnaturagéo 94 °C 4 min 1
Desnaragio o4cc twin
Hibridac&o 60 °C 1 min 35
Extensé&o 72°C 2,5 min
Amefecimento . ac r

Temperatura da tampa: 105 °C

6. Electroforese em gel de agarose

O que vai ser descrito em seguida resultou de varios ensaios em que se testaram
diferentes condigbes (percentagem de agarose, voltagem, concentragcdo de corante

GelRed™), com o objectivo de optimizar as condicdes de ensaio.

6.1 Preparacéo das solugbes de trabalho

6.1.1 Solucédo azul de bromofenol
Para a preparacdo da solucdo de indicador de corrida, juntaram-se 3 ml de glicerol

(Applichem GmbH, Denamarc) a 25 mg de indicador azul de bromofenol (Acros organics,

Belgium) e perfez-se o volume até 10 ml com agua bidestilada estéril.

6.1.2 Solucéo de marcador

Preparou-se uma solucéo de trabalho com 100 pl de volume total, contendo 20 pl de
solucdo de azul bromofenol (preparada como descrito em 6.1.1), 75 pl de agua bidestilada
estéril e 5 pl de marcador 100bp DNA Ladder (1 pg/ pl) (Invitrogen, Carlbad, USA).
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6.1.3 Solucéo para coloracao do gel

Para a solucdo corante juntou-se 2,34 g de NaCl (Riedel de Haen, Seelze,
Denamarc), 80 ul de GelRed™ Nucleic Acid Gel Stain (Biotium, Hayward, USA) e perfez-se
até 400 ml de 4gua destilada.

6.1.4 Tampao Tris-Acetato-EDTA 1x

O tampéo Tris-Acetato-EDTA (TAE) 50x, para o gel de agarose e tina de
eletroforese, foi diluido na proporgcdo de 1:50. Para tal adicionaram-se 490 ml de &gua
destilada a 10 ml de tamp&o TAE 50x.

6.1.5 Gel de agarose 2%

Foi preparado um gel de agarose a 2% com 70 ml de tampdo TAE 1x e 1,4 g de
agarose Seakeam® LE (Lonza, Rockand, EUA). Fundiu-se o gel no microondas durante 2
min a poténcia de 700 W. Deixou-se arrefecer sem deixar solidificar.

Verteu-se o gel de agarose fundido no tabuleiro de 10 cm x 15 cm, da tina de
electroforese Wide Mini-sub Cell GT (BioRad, Hemel Hempstead, United Kingdom), onde se
tinha ja colocado o pente de 15 dentes. Deixou-se solidificar o gel de agarose, retirou-se o

pente e cobriu-se o gel com tampéo TAE 1x para evitar a desidratagéo do gel.

6.2 Preparacdo das amostras e aplicagcdo no gel

Para a optimizacdo da corrida electroforética, utilizou-se a solugdo de marcador DNA
Ladder, no gel de agarose, devido ao facto deste ter a vantagem de possuir um perfil
conhecido.

Para a caracterizacdo das amostras procedeu-se como descrito em seguida.
Misturaram-se 15 ul da amostra amplificada em termociclador com 2 pl de solucdo azul de
bromofenol.

Encheram-se os pocos do gel com 10 pl de cada amostra e com 10 pl de solugéo de

trabalho de marcador, com mostra a figura 9.
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Figura 9 — Posicdo das amostras e do marcador no gel de agarose

M — Marcador; C.P. — Controlo Positivo; C.N. — Controlo Negativo; 1 a 10 - Amostras

6.3 Electroforese

Figura 10 — Tina de electroforese e respectiva fonte de alimentacéao

Para a corrida electroforética, ligaram-se os cabos da fonte de alimentacéo a tina de
electroforese, como mostra a figura 10, de modo que a migragcdo do DNA, que tem carga

negativa, ocorra na direcgdo do polo positivo (figura 11).

Seleccionou-se a voltagem (80 V) e ligou-se a fonte de alimentacdo. A electroforese

decorreu durante 1h 30min.
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Figura 11- Sentido da migracéo dos fragmentos de DNA em direc¢cao ao pélo positivo

6.4 Coloragao do gel

Apos a electroforese, procedeu-se a coloracdo do gel de agarose, mergulhando o gel

na solucdo corante Gel Red™, ao abrigo da luz, durante 10 min.

7. Revelagado do gel de agarose

A revelacdo do gel foi feita através do transiluminador UV transillumination
(BioRad™) no sistema Gel Doc 2000 e a imagem foi visualizada através do Software

Quantity One. A imagem de cada gel foi guardada sob o formato Tiff.

8. Analise com o software BioNumerics

A imagem do gel guardada em formato Tiff foi analisada com o software
BioNumerics®, versdo 3.5, (Applied Maths, Belgium). A semelhanca entre as amostras foi
estimada pelo coeficiente de Dice e a partir da matriz de similaridade obteve-se o
dendrograma pelo método UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Means).

Todas as imagens foram normalizadas utilizando as bandas 600 bp, 1000 bp e 1500

bp como posicBes de referéncia externa.
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Il RESULTADOS E DISCUSSAO

Um total de 65 isolados de L. monocytogenes de queijo, de leite cru e de casos
clinicos foram submetidos a analise pelo método AFLP.

Destes, 9 isolados (de queijo e de leite cru) serviram como base para a montagem do
método e para avaliar a reprodutibilidade interlaboratorial. A estirpe de referéncia (ISA 3001
- NCTC 11994) serviu também para a determinacéo da reprodutibilidade interna.

Apéds a implementacdo do método, foram caracterizados neste trabalho 27 isolados
de L. monocytogenes de amostras de queijo de ovelha “Serra da Estrela” e 28 de origem
clinica de trés regides distintas do pais, cujas datas de isolamento se sobrepdem
parcialmente com as datas de isolamento dos isolados alimentares. Foi aqui investigada a
existéncia de eventuais relacdes entre as estirpes de queijos “Serra da Estrela” e de origem
humana, uma vez que o queijo de pasta mole apresenta frequentemente contaminagao por
L. monocytogenes e é consumido em todo o territério nacional.

Foi utilizado o programa Bionumerics, o qual facilitou a andlise dos resultados
obtidos pelo método AFLP, permitindo a construgcdo de dendrogramas, 0 que segundo
Chambel et al. (2007) pode ser muito Gtil quando usado um grande numero de estirpes. Os
dendrogramas permitiram agrupar os isolados em clusters, considerando-se que fazem

parte do mesmo cluster estirpes idénticas entre si.

1. Implementacédo e optimizagdo do método

O método AFLP decorreu desde o inicio sempre nas mesmas condi¢des, a excepgao
das condicOes da reaccdo de digestdo e ligagdo aos adaptadores. Foram utilizados, no
inicio, 2 banhos de agua, um a 37 °C e outro a 80 °C. Posteriormente abandonou-se esta
pratica e passou-se a fazer esta reac¢do em termociclador, visto ser mais pratica e fiavel em
termos de variacdo de temperatura e tempo de exposi¢ao a estas temperaturas.

Os resultados obtidos inicialmente por electroforese em gel de agarose ndo foram os
ideais, pois as bandas de maior peso molecular ndo se distinguiam umas das outras,
tornando-se dificil a sua identificacdo. Por isso, para a optimizacdo dos resultados obtidos
por electroforese foram testadas varias condicdes até a obtencdo da condi¢édo ideal. O

marcador utilizado, 100 bp DNA Ladder (Invitrogen) apresenta um perfil de bandas com
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pesos moleculares conhecidos. E constituido por 15 fragmentos de extremidades cegas
entre 100 bp e 1500 bp em multiplos de 100 e um fragmento adicional com 2072 bp. A
banda com 600 bp é aproximadamente 2 a 3 vezes mais brilhante do que as restantes
bandas, com excepcao da banda de 2072 bp, tal como é demonstrado no perfil nUmero 3 da
figura 12.

Na fase de optimizag&o testaram-se diferentes concentragdes de agarose (1%, 1,5%
e 2%), ndo se tendo verificado uma diferenca notéria na separacdo das bandas. Apesar
disso, optou-se por se fazer a electroforese num gel de agarose a 2%, visto ser esta a
indicag&o do fabricante do marcador.

Quando se testaram diferentes voltagens (60 V, 70 V e 80 V), ndo se notaram
melhorias significativas na separagdo das bandas, variando apenas o tempo de corrida.
Assim, e de forma a minimizar o tempo de corrida da electroforese, Optou-se pela voltagem
de 80 V.

Foram também testadas varias concentracdes do corante GelRed™

incorporado no
gel de agarose (1:10, 1:50 e 1:100). Verificou-se uma melhor separa¢do aquando do uso de
uma concentracéo de 1:100, no entanto, este n&o foi considerado um resultado ideal (perfil
2, figura 12). O melhor resultado foi conseguido quando se corou o gel apés a electroforese,

dTM

usando-se uma solucdo corante com o GelRed'™, tendo-se optado por esta Ultima condicao.
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Figura 12- Perfil do marcador de 100bp DNA Ladder (Invitrogen) em gel de agarose
1- Gel de agarose incorporado de GelRed™ na proporcdo de 1:10; 2- Gel de agarose
incorporado de GelRed™ na proporcdo de 1:100; 3- Gel de agarose corado com

GelRed™ apés electroforese.

2. Reprodutibilidade

2.1 Reprodutibilidade interlaboratorial

Dez isolados de L. monocytogenes foram submetidos a tipagem molecular por AFLP,
seguindo o método descrito no capitulo Il (Materiais e métodos), com o objectivo de analisar
a reprodutibilidade do método AFLP entre laboratdrios distintos. Estas 10 amostras tinham
sido analisadas anteriormente por AFLP por Pintado (2005), sendo por isso conhecidos os
seus perfis AFLP.

A reprodutibilidade interlaboratorial foi confirmada por analise visual, comparando os
perfis dos varios isolados observados no gel da figura 13 com os perfis AFLP obtidos por
Pintado, quando utilizou os mesmos isolados. Observam-se perfis idénticos quando séo

comparadas as bandas com pesos moleculares entre 400 e 1500 bp.
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Figura 13 - Perfis AFLP das estirpes de L. monocytogenes (perfis 1, 2, 3, 4,5, 6, 7, 8) e L.
innocua (perfil 9) usadas na implementacao do método AFLP

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

Confirma-se assim o referido por Keto-Timonen et al. (2003) de que a
reprodutibilidade do método AFLP é elevada, obtendo-se perfis semelhantes, para estirpes

de referéncia, obtidos em diferentes electroforeses.

2.2 Reprodutibilidade interna

A reprodutibilidade interna dos ensaios foi avaliada através da utilizacdo de uma
estirpe referéncia (ISA 3001 - NCTC 11994) de perfil conhecido que foi sendo utilizada como
controlo positivo ao longo dos ensaios. Esta reprodutibilidade foi avaliada através do
programa Bionumerics e, tal como se pode ver no dendrograma (figura 14) a semelhanca

entre perfis obtidos em diferentes géis é de 100%.
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Dice (Opt:3.00%) (Tol 1.0%-1.0%) (H>0.0% S>0.0%) [0.0%-100.0%]
AFLP AFLP

L100

3001 L.monocytog. 4b .NCTC11994
.3001 L.monocytog. 4b NCTC11994
3001 L.monocytog. 4b .NCTC11994
.3001 L.monocytog. 4b .NCTC11994
3001 L.monocytog. 4b .NCTC11994
.3001 L.monocytog. 4b .NCTC11994

Figura 14- Dendrograma resultante da analise por AFLP, da estirpe de Listeria monocytogenes
3001 (NCTC 11994), obtida em diferentes electroforeses

Matriz de similaridade calculada por UPGMA com o coeficiente de Dice.

Nos controlos negativos, nos quais foi utilizado agua em vez de lisado celular, néo foi

detectada amplificacéo de produtos, confirmando a auséncia de contaminacoes.

3. Estirpes de Listeria monocytogenes de queijo de ovelha “Serra da Estrela”

Os 27 isolados de L. monocytogenes de queijo de ovelha “Serra da Estrela” foram
submetidos a andlise pelo método AFLP, de acordo com o descrito no capitulo Il (Materiais
e métodos). Os perfis obtidos, para cada estirpe, podem ser observados pelas fotos obtidas
a partir da revelacao dos géis de agarose, que se encontram nas figuras 15, 16 e 17.

O numero de bandas por perfil variou de 7 a 11, e o peso molecular das bandas
variou, aproximadamente, entre 400 bp e 1500 bp. Verifica-se a existéncia de uma banda

comum a todas os perfis com 850 bp, aproximadamente.
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Figura 15 - Perfis AFLP dos isolados de L. monocytogenes de queijo “Serra da Estrela”
1- ISA 3130; 2- ISA 3063; 3- ISA 3064; 4- ISA 3065; 5- ISA 3066; 6- ISA 3067; 7- ISA
3068; 8- ISA 3081; M- Marcador de 100 bp.

Figura 16- Perfis AFLP dos isolados de L. monocytogenes de queijo “Serra da

Estrela”
1- ISA 3083; 2- ISA 3085; 3- ISA 3119; 4- ISA 3120; 5- ISA 3124; 6- ISA 3276; 7- ISA

3277; 8- ISA 3278; 9- ISA 3125; C(+)- ISA 3001; C(-)- Controlo negativo; M- Marcador de
100bp
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Figura 17- Perfis AFLP dos isolados de L. monocytogenes de queijo “Serra da

Estrela”
1- ISA 3230; 2- ISA 3231; 3- ISA 3239; 4- ISA 3240; 5- ISA 3582; 6- ISA 3603; 7- ISA
3641; 8- ISA 3659; 9- ISA 3880; 10- ISA 3900; C(+)- ISA 3001; M- Marcador de 100bp.

As fotos obtidas foram gravadas em formato tiff. e analisadas através do programa
informatico Bionumerics. Através deste programa, os isolados de L. monocytogenes do
gueijo de ovelha “Serra da Estrela” foram agrupados em clusters, num dendrograma, que
permitem caracterizar a diversidade genotipica destes isolados, relacionando os isolados
entre si e atribuindo uma percentagem de semelhanga entre eles. O seguinte dendrograma
mostra as relagfes existentes entre os 27 isolados de L. monocytogenes do queijo “Serra da
Estrela” (figura 18).
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Dice (Opt:3.00%) (Tol 1.0%-1.0%) (H>0.0% S>0.0%) [0.0%-100.0%]
AFLP AFLP

86
~100

88
90
92
Foa
96
o8

3231 L.monoc. 2002  1/2c Queijo Serra da Es.
.3230 L.monoc. 2002  1/2c Queijo Serra da Es.
13239 L.monoc. 2002  1/2c Queijo Serra da Es.
.3240 L.monoc. 2002  1/2c Queijo Serra da Es.
.3582 L.monoc. 2003 1/2c Queijo Serra da Es.
.3603 L.monoc. 2003  1/2c Queijo Serra da Es.
.3641 L.monoc. 2003 1/2c Queijo Serra da Es.
.3880 L.monoc. 2003 1/2c Queijo Serra da Es.
.3900 L.monoc. 2003  1/2c Queijo Serra da Es.
.3659 L.monoc. 2003  1/2c Queijo Serra da Es.
3130 L.monoc. 2002 1/2a Queijo Serra da Es.
3276 L.monoc. 2003 1/2b Queijo Serra da Es.
3271 L.monoc. 2003  1/2b Queijo Serra da Es.
3278 L.monoc. 2003 1/2b  Queijo Serra da Es.
.3063 L.monoc. 2002  1/2b Queijo Serra da Es.
.3064 L.monoc. 2002  1/2b Queijo Serra da Es.
.3066 L.monoc. 2002  1/2b Queijo Serra da Es.
.3067 L.monoc. 2002  1/2b Queijo Serra da Es.
.3068 L.monoc. 2002  1/2b Queijo Serra da Es.
.3081 L.monoc. 2002  1/2b Queijo Serra da Es.
.3065 L.monoc. 2002  1/2b Queijo Serra da Es.
.3083 L.monoc. 2002  1/2b Queijo Serra da Es.
.3085 L.monoc. 2002  1/2b Queijo Serra da Es.
3119 L.monoc. 2002  1/2b Queijo Serra da Es.
3120 L.monoc. 2002  1/2b Queijo Serra da Es.
3124 L.monoc. 2002  1/2b Queijo Serra da Es.
3125 L.monoc. 2002  1/2b Queijo Serra da Es.

Figura 18 - Dendrograma resultante da analise por AFLP, dos isolados de Listeria
monocytogenes de queijo “Serra da Estrela”

Matriz de similaridade calculada por UPGMA com o coeficiente de Dice.

Pela analise da figura 18, verifica-se que os isolados de L. monocytogenes de queijo
de ovelha “Serra da Estrela” se agrupam em 4 clusters. Um destes clusters abrange apenas
uma estirpe (1/2a), ao passo que cada um dos outros trés clusters retine varias estirpes.

Dentro de cada um dos trés clusters, as estirpes apresentam 100% de semelhanca entre si.
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O primeiro cluster engloba os 10 isolados de L. monocytogenes com serovar 1/2c, o
segundo cluster tem apenas um isolado com serovar 1/2a, do terceiro cluster fazem parte 3
isolados com serovar 1/2b e o quarto cluster engloba 13 isolados com serovar 1/2b. Os 4
clusters foram agrupados na tabela seguinte (tabela 11).

Tabela 11- Relacéo entre os clusters obtidos por AFLP, o serovar e a exploragéo de origem

dos isolados de queijo “Serra da Estrela”

Cluster AFLP N° de isolados s Exploracéo de
. erovar ;
obtido por por cluster origem
1 10 12 c E
2 1 1/2 a B
3 3 12 b G
4 13 1/2b B

Verifica-se assim que todos os isolados de queijo “Serra da Estrela” com serovar
1/2c séo idénticos entre si, apresentando 100% de similaridade entre si quando analisados
por AFLP. Verifica-se que o grau de similaridade entre os isolados com serovares 1/2c e
1/2a é de 89% e que a semelhanca entre os isolados 1/2c e 1/2 b € de 86%.

O isolado com serovar 1/2a apresenta um perfil diferente dos isolados com outros
serovares, estando mais préximo dos isolados 1/2c (89% de similaridade entre 1/2a e 1/2c)
do que dos isolados 1/2b (86% de similaridade entre 1/2a e 1/2b). Esta proximidade pode
ser observada na figura 18, onde aparentemente se visualizam dois grandes grupos. No
primeiro grupo estdo reunidas as estirpes com serovares 1/2a e 1/2c, pertencentes a
linhagem Il e o segundo grupo compreende as estirpes de serovar 1/2b, pertencentes a
linhagem I, a qual, segundo Liu (2006), compreende as estirpes de L. monocytogenes mais
virulentas. Este agrupamento esta de acordo com os resultados apresentados por Leite et
al. (2006) que apresentavam o mesmo tipo de agrupamento, por serovares, ao nivel das

linhagens.

Trés dos isolados com serovar 1/2b apresentam perfis diferentes dos restantes
isolados com 0 mesmo serovar. Por andlise das fotos dos géis verifica-se que estas estirpes

apresentam apenas uma banda de diferenca entre si. Esta diferenga pode dever-se ao facto
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desses trés isolados serem provenientes de queijos recolhidos na exploracdo G, enquanto
todos os outros isolados de serovar 1/2b provirem de queijos obtidos numa outra exploracdo
(B) (tabela 11).

Savelkoul et al. (1999) consideram que estirpes que tenham entre 90 e 100% de
semelhanga entre si sdo consideradas idénticas e, como tal os dois tipos de estirpes de
queijo com serovar 1/2b, com uma relagao de similaridade de 93%, podem ser considerados
idénticos entre si. Ainda, segundo os mesmos autores, estirpes com grau de similaridade
entre 60 e 90% sdo consideradas diferentes mas pertencentes a mesma espécie. Pode
assim considerar-se que as estirpes de L.monocytogenes com serovares 1/2a, 1/2b e 1/2c,

sao diferentes entre si.

Os 27 isolados de L. monocytogenes provenientes de queijo “Serra da Estrela”,
utilizados neste trabalho, foram anteriormente caracterizados pelo método PFGE por Leite et
al. (2006). Estes autores observaram a distribuicdo dos isolados de serovares 1/2a, 1/2b e
1/2c por trés diferentes perfis PFGE. Assim, contrariamente ao que seria de supor, o método
AFLP (4 tipos) mostrou neste estudo um maior poder discriminatério entre os isolados de L.

monocytogenes do que a tipagem molecular por PFGE (3 tipos).

Num estudo realizado por Pintado (2005) foram analisados, pelo método AFLP, 24
isolados de L. monocytogenes com serovares 1/2, provenientes de queijo de ovelha de
Castelo Branco. Destes, 23 isolados apresentavam serovar 1/2b e 1 pertencia ao serovar
1/2a. Os isolados 1/2b de queijo de Castelo Branco pertenciam a dois tipos AFLP diferentes:
19 foram classificados por Pintado, como tipo AFLP XV e 4 foram classificados como tipo
AFLP IV-1. Através da comparacdo visual dos isolados 1/2b de Castelo Branco com o0s
isolados analisados neste trabalho, verifica-se que os isolados classificados como tipo AFLP
XV sao idénticos aos 13 isolados de queijo “Serra da Estrela” com serovar 1/2b,

provenientes da exploracgao B.
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4. Estirpes de Listeria monocytogenes de origem humana

Os 28 isolados de L. monocytogenes de origem humana foram analisados pelo
método AFLP, de acordo com o descrito no capitulo Il (Materiais e métodos). Os perfis das
estirpes de origem humana, obtidos pelo método AFLP, podem ser observados nas figuras
19, 20 e 21.

O numero de bandas por perfil variou de 7 a 11, e o peso molecular das bandas

variou, aproximadamente, entre 400 bp e 1500 bp.

Figura 19- Perfis AFLP dos isolados de Listeria monocytogenes de origem humana

1- A-INSA_L; 2 — B-INSA_L; 3 - C-INSA_L; 4 — ISA 3845; 5 — ISA 3846; 6 — ISA 3847; 7—
ISA 3848; 8 — ISA 3849; 9- ISA 3850; C(+)- ISA 3001; C(-)- Controlo negativo; M- Marcador
de 100bp.
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Figura 20- Perfis AFLP dos isolados de Listeria monocytogenes de origem humana

1 - D-INSA _P; 2 — E-INSA_P; 3 — F-INSA_P; 4 — G-INSA_P; 5- H-INSA_P; 6- I-INSA P ; 7- J-
INSA P ; 8- K-INSA P ; 9- L-INSA P ; 10- M-INSA_L; C(+)- ISA 3001; C(-)- Controlo negativo;
M- Marcador de 100bp.

Figura 21- Perfis AFLP dos de Listeria monocytogenes de origem humana
1 —ISA 3851; 2 — ISA 3852; 3 — ISA 3853; 4 — ISA 3855; 5 — ISA 3856; 6- ISA 3857; 7- ISA 3858;
8- ISA 3859; 9- 3860; C(+)- ISA 3001; M- Marcador de 100bp.
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As fotos obtidas foram gravadas em formato tiff. e analisadas através do programa
informatico Bionumerics. O seguinte dendrograma mostra os 28 isolados de L.

monocytogenes de origem humana e as relagdes existentes entre eles (figura 22).

Dice (Opt:3.00%) (Tol 1.0%-L0%) (H>0.0% $>0.0%) 0.0%-100.0%]
AFLP AFLP

72
F7a
F7e
F7s
;so
;82
—84
—86
Fss

3849 L.monocytogenes2002  1/2b Humana

3857 L.monocytogenes1997  4b  Humana
B-INSA_L L.monocytogenes2000 Humana
CINSA_L L.monocytogenes2000 Humana
3848 L.monocytogenes2002  4b  Humana
H-INSA_P L.monocytogenes2003 Humana
3850 L.monocytogenes2001  4b  Humana
A-INSA_L L.monocytogenes2000 Humana
3847 L.monocytogenes2000  4b  Humana
F-INSA_P L.monocytogenes2003 Humana
1 L-INSA_PL.monocytogenes2003 Humana
3858 L.monocytogenes1998  4b  Humana
.G-INSA_P L.monocytogenes2004 Humana
J-INSA_P L.monocytogenes2003 Humana

3845 L.monocytogenes2000  4b  Humana
3846 L.monocytogenes2000  4b  Humana

D-INSA_P L.monocytogenes2003 Humana
E-INSA_P L.monocytogenes2003 Humana
3853 L.monocytogenes1999  4b  Humana
— K-INSA_P L.monocytogenes2003 Humana

3855 L.monocytogenes1997  4b  Humana
3859 L.monocytogenes1999  4b  Humana
.3860 L.monocytogenes2003  4b  Humana
M-INSA_L L.monocytogenes2009 Humana
3856 L.monocytogenes1997  4b  Humana
3852 L.monocytogenes1999  4b  Humana
3851 L.monocytogenes2001  1/2b Humana
J-INSA_P L.monocytogenes 2003 Humana

Figura 22 - Dendrograma resultante da analise por AFLP, dos isolados de Listeria
monocytogenes de origem humana
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Matriz de similaridade calculada por UPGMA com o coeficiente de Dice.

Considera-se, pela analise da figura 22, que os isolados de L. monocytogenes de

origem humana se agrupam em 15 clusters. Destes clusters 10 sdo constituidos por apenas

uma estirpe e 5 retinem estirpes com 100% de semelhanca entre si. Os 15 clusters foram

agrupados na seguinte tabela (tabela 12).

Tabela 12- Relagéo entre os clusters de L. monocytogenes, obtidos por AFLP, e a regido de

origem dos isolados clinicos

Cluster obtido | N° de isolados Serovar Regido de Ano de
por AFLP por cluster origem isolamento
1/2b (1 2002
1 2 (@) Centro
4b (1) 1997
4b (1) Centro (1) 2002
2 4 Sul (2) 2000
ND (3)
Norte (1) 2003
3 1 4b Centro 2001
1998
. : 4b (2) Centro (2) 2000
Norte (2) 2003
ND (3)
Sul (1) 2000
1 ND Norte 2004
6 1 ND Norte 2003
1999
7 5 4b (3) Centro (3) 2000 (2)
ND (2) Norte (2) 2003
8 1 ND Norte 2003
9 1 4ab Centro 1997
10 1 4b Centro 1999
11 1 4b Centro 2003
12 > 4b (1) Centro (1) 1997
ND (1) Sul (1) 2009
13 1 4ab Centro 1999
14 1 1/2b Centro 2001
15 1 ND Norte 2003
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Legenda: ND — N&do determinado; Entre parénteses esta indicado o nimero de isolados por serovar,

por regido de origem ou ano de isolamento.

Os 28 isolados de L. monocytogenes de origem humana foram agrupados em 15
clusters, verificando-se assim uma diversidade genética razoavel nos isolados de origem
humana, mesmo nos identificados com o mesmo serovar. Por analise do dendrograma
verifica-se que existem isolados idénticos entre si, com 100% de similaridade, e que a
relacdo mais distante entre isolados apresenta uma semelhanca de 70% (J-INSA_P) com os
restantes isolados.

Dentro dos isolados com serovar conhecido n&o se observa um particular
agrupamento de isolados por serovar. Inclusive, o primeiro cluster agrupa dois isolados (ISA
3849 e ISA 3857) com serovares diferentes (1/2b e 4b).

Verifica-se que todos os clusters contendo mais do que um isolado, a excep¢édo do
primeiro, englobam isolados provenientes de diferentes regides do pais. Assim, ndo se
observa uma relacéo entre estirpes e regioes.

Pode também observar-se que, dentro dos varios clusters, os isolados se encontram
dispersos pelo tempo. Cada cluster, com mais do que um isolado, relne estirpes isoladas
em varios anos. Curiosamente o cluster 12 agrupa duas estirpes isoladas com uma
diferenca de 12 anos entre si, uma em 1997 e outra em 2009. N&o se observa assim relagéo

entre isolados e datas de isolamento.

Dos 28 isolados de L. monocytogenes analisados neste trabalho por AFLP, 15
tinham ja sido tipados por PFGE por Leite et al. (2006). Segundo estes autores, quando foi
aplicado o método PFGE, ndo foi observada qualquer relagdo entre estirpes de origem
humana. Para facilitar a comparacdo dos resultados obtidos por PFGE com AFLP, foi
construido um dendrograma com os resultados obtidos por AFLP (figura 23).
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Dice (Opt:3.00%) (Tol 1.0%-1.0%) (H>0.0% $>0.096) [0.096-100.0%]
AFLP AFLP

o
o < © «Q o o < © @ o
SR PRV PR PRV (RIS LOUIP (PR LRI LR

.3845  L.monocytog. 2000 4b  Humana
3846 L.monocytog. 2000 4b Humana
3853 L.monocytog. 1999  4b  Humana
3855 L.monocytog. 1997 4b  Humana
3859 L.monocytog. 1999  4b  Humana
3860  L.monocytog. 2003  4b  Humana
3852 L.monocytog. 1999  4b  Humana
3856  L.monocytog. 1997 4b  Humana
3849 L.monocytog. 2002  1/2b Humana
3857 L.monocytog. 1997  4b  Humana
.3848  L.monocytog. 2002 4b  Humana
3850  L.monocytog. 2001  4b  Humana
3847  L.monocytog. 2000 4b Humana
3858 L.monocytog. 1998  4b  Humana
3851 L.monocytog. 2001  1/2b Humana

!
—_
o

o
o

Figura 23 — Dendrograma resultante da analise por AFLP, dos isolados de Listeria
monocytogenes de origem humana (com tipo PFGE conhecido)
Andlise efectuada por Bionumerics. Matriz de similaridade calculada por UPGMA com o coeficiente

de Dice.

Assim, quando é utilizado o método AFLP, observa-se o agrupamento dos isolados
em 10 tipos diferentes. Neste caso, apesar da andlise por AFLP se ter revelado ser um
método discriminativo permitindo a diferenciacéo entre isolados (10 tipos), o0 método PFGE
mostrou ser mais discriminativo, por ter diferenciado um maior nimero de isolados (15

tipos).

5. Relagao entre isolados de origem humana e de queijos “Serra da Estrela”

Para averiguar eventuais relacdes entre isolados de L. monocytogenes de origem
clinica e de queijo “Serra da Estrela”, os perfis obtidos por AFLP foram introduzidos no
programa Bionumerics e foi construido um dendrograma que engloba a informacéo dos 55

isolados de origem clinica e alimentar (figura 24).
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Dice (Opt:3.00%) (Tol 1.0%-1.0%) (H>0.0% S>0.0%) [0.0%-100.0%]
AFLP

AFLP

R 2 8 8 8 8
I h i ? ?

=100

.3849
.3857
B-INSA_L
.C-INSA_L
.3848
H-INSA_P
.3850
AINSA_L
.3847
F-INSA_P
L-INSA_P
.3858
.3276
3277
3278
.3063
.3064
.3066
.3067
.3068
.3081
.3065
.3083
.3085
3119
.3120
3124
3125
.3851
3231
.3230
.3239
.3240
.3582
.3603
.3641
.3880
.3900
.3659
.3130
.G-INSA_P
I-INSA_P
.3845
.3846
.D-INSA_P
E-INSA_P
.3853
K-INSA_P
.3855
.3859
.3860
M-INSA_L
.3856
.3852
J-INSA_P

L.monocytogenes
L.monocytogenes
L.monocytogenes
L.monocytogenes
L.monocytogenes
L.monocytogenes
L.monocytogenes
L.monocytogenes
L.monocytogenes
L.monocytogenes
L.monocytogenes
L.monocytogenes
L.monocytogenes
L.monocytogenes
L.monocytogenes
L.monocytogenes
L.monocytogenes
L.monocytogenes
L.monocytogenes
L.monocytogenes
L.monocytogenes
L.monocytogenes
L.monocytogenes
L.monocytogenes
L.monocytogenes
L.monocytogenes
L.monocytogenes
L.monocytogenes
L.monocytogenes
L.monocytogenes
L.monocytogenes
L.monocytogenes
L.monocytogenes
L.monocytogenes
L.monocytogenes
L.monocytogenes
L.monocytogenes
L.monocytogenes
L.monocytogenes
L.monocytogenes
L.monocytogenes
L.monocytogenes
L.monocytogenes
L.monocytogenes
L.monocytogenes
L.monocytogenes
L.monocytogenes
L.monocytogenes
L.monocytogenes
L.monocytogenes
L.monocytogenes
L.monocytogenes
L.monocytogenes
L.monocytogenes
L.monocytogenes

2002
1997
2000
2000
2002
2003
2001
2000
2000
2003
2003
1998
2003
2003
2003
2002
2002
2002
2002
2002
2002
2002
2002
2002
2002
2002
2002
2002
2001
2002
2002
2002
2002
2003
2003
2003
2003
2003
2003
2002
2004
2003
2000
2000
2003
2003
1999
2003
1997
1999
2003
2009
1997
1999
2003

1/2b Humana

4b  Humana
Humana
Humana
4b  Humana
Humana
4b  Humana
Humana
4b  Humana
Humana
Humana
4b  Humana

1/2b Queijo Serra da Estrela
1/2b Queijo Serra da Estrela
1/2b Queijo Serra da Estrela
1/2b Queijo Serra da Estrela
1/2b Queijo Serra da Estrela
1/2b Queijo Serra da Estrela
1/2b Queijo Serra da Estrela
1/2b Queijo Serra da Estrela
1/2b Queijo Serra da Estrela
1/2b Queijo Serra da Estrela
1/2b Queijo Serra da Estrela
1/2b Queijo Serra da Estrela
1/2b Queijo Serra da Estrela
1/2b Queijo Serra da Estrela
1/2b Queijo Serra da Estrela
1/2b Queijo Serra da Estrela
1/2b Humana

1/2c Queijo Serra da Estrela
1/2¢c Queijo Serra da Estrela
1/2¢ Queijo Serra da Estrela
1/2c Queijo Serra da Estrela
1/2c Queijo Serra da Estrela
1/2¢c Queijo Serra da Estrela
1/2¢ Queijo Serra da Estrela
1/2c Queijo Serra da Estrela
1/2c Queijo Serra da Estrela
1/2c Queijo Serra da Estrela
1/2a Queijo Serra da Estrela

Humana
Humana
4b  Humana
4b  Humana
Humana
Humana
4b  Humana
Humana
4b  Humana
4b  Humana
4b  Humana
Humana
4b  Humana
4b  Humana
Humana

Figura 24- Dendrograma mostrando a relagdo entre isolados de Listeria monocytogenes de
queijo de ovelha “Serra da Estrela” e de origem humana, resultante da analise por AFLP
Matriz de similaridade calculada por UPGMA com o coeficiente de Dice.
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Pela analise do dendrograma (figura 24), verifica-se a divisdo dos isolados de L.
monocytogenes de queijos e de origem humana em 19 clusters. Observa-se que ndo ha
perfis AFLP comuns entre estes isolados. O mesmo foi verificado por Leite et al. (2006)
quando compararam L.monocytogenes de origem clinica com isolados de queijo.

A relacdo de semelhanca mais proxima entre estirpes de queijo e de origem humana
é de 92% e verifica-se entre uma estirpe de origem humana com o serovar 1/2b (ISA 3851)
e os isolados de queijo “Serra da Estrela” com o mesmo serovar. Segue-se um grau de
similaridade de 86% entre os isolados de queijo 1/2b e 4 dos clusters constituidos por
isolados de origem humana (com serovares 1/2b, 4 b e outros ndo determinados).

A relacdo de similaridade mais proxima entre isolados de queijo com serovares 1/2a
e 1/2c com estirpes de origem humana é de 84%, aproximadamente.

A relacdo de semelhanca mais afastada entre isolados de queijo e de origem
alimentar é de cerca de 68%, e é observada entre o isolado de origem humana J-INSA P e

todos os restantes isolados.
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IV CONCLUSAO

Actualmente, em Portugal ndo ha vigilancia para infec¢ces por L. monocytogenes e,
consequentemente, ndo existem muitos estudos acerca da listeriose e da sua relagdo com
alimentos. Por este motivo, pretendeu-se com este trabalho caracterizar a diversidade
genotipica de estirpes de L. monocytogenes isoladas a partir de casos de listeriose humana,
cedidas por hospitais de 3 regibes do pais, e observar a sua distribuicdo no espaco e no
tempo.

Paralelamente, pretendeu-se averiguar possiveis relacdes de similaridade entre
estirpes de L. monocytogenes isoladas de casos de listeriose, recolhidas em hospitais de 3
regides do pais, e estirpes de L. monocytogenes queijo de ovelha “Serra da Estrela”. A
escolha deste tipo de alimento, para apurar eventuais relacdes com casos clinicos de
listeriose humana, deveu-se ao facto de ser um produto distribuido e consumido em todo o
territério nacional e possuir caracteristicas que permitem o crescimento de L.
monocytogenes, tais como, entre outras, ser armazenado a temperaturas de refrigeracéo,
ser um produto laborado a partir de leite cru e ndo sofrer qualquer tratamento térmico que
permita a erradicagcdo deste microrganismo.

Para caracterizar genotipicamente estirpes de L. monocytogenes provenientes de
casos de listeriose humana e de queijo “Serra da Estrela” foi implementado o método de
tipagem molecular AFLP. Este método foi escolhido devido a sua reconhecida
reprodutibilidade, poder discriminatério e por ser um método relativamente rapido,
permitindo a obtencdo de uma resposta ao fim de 24 h. Estudos anteriores demonstraram
gue € um método reprodutivel e com boa capacidade para diferenciar estirpes (Olive e
Bean, 1999). O uso de métodos de tipagem molecular ou genotipicos rapidos, reprodutiveis
e discriminatorios sdo importantes na conducao da vigilancia epidemiologica e deteccdo de
surtos de listeriose humana (Sauders et al., 2003).

Confirmou-se a reprodutibilidade interna e entre diferentes laboratérios. A
reprodutibilidade foi confirmada testando 10 estirpes de L. monocytogenes de perfil AFLP
conhecido.

Os 27 isolados de L. monocytogenes provenientes de queijo “Serra da Estrela”,
pertencentes a 3 serovares diferentes (1/2a, 1/2b e 1/2c) foram agrupadas em 4 tipos AFLP
diferentes. Foram identificadas estirpes, com serovares 1/2b, distintas em exploracdes
distintas. O agrupamento de um grande numero de isolados em clusters pode indicar que

estes sejam 0s mais comuns e recorrentes nas exploracdes onde sao encontrados.
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Algumas das 28 estirpes de L. monocytogenes isoladas de casos de listeriose
humana séo idénticas entre si, tendo sido observados 15 tipos AFLP diferentes. Os clusters
contendo mais do que um isolado, sdo constituidos por estirpes provenientes de regides
diferentes, isoladas em diferentes anos. Pode-se assim, pbr a hipétese de que existem
estirpes mais comuns e recorrentes distribuidas pelo territério nacional, que podem
eventualmente ter origem no mesmo tipo de alimento. Veja-se, por exemplo, o caso de uma
estirpe de L. monocytogenes isolada na regido centro em 1997, que € idéntica a uma estirpe
isolada no sul do pais em 2009. Isto vem comprovar a teoria de Sauders et al. (2003), de
que alguns surtos de listeriose tém sido representados como clusters geograficos
associados com o consumo localizado de um alimento contaminado, enquanto outros focos
incluem casos dispersos territorialmente, causados por uma ampla distribuigcdo de alimentos
contaminados.

Nao h& qualquer associagcdo entre os isolados de L. monocytogenes de origem
humana e os isolados provenientes de queijo da “Serra da Estrela” estudados. Podendo-se
colocar a hip6tese de que os isolados de queijo estudados ndo estiveram envolvidos nos
casos de listeriose em questdo. No entanto, neste estudo foram analisados apenas isolados
de queijo “Serra da Estrela” com serovares 1/2, que fazem parte de um conjunto de isolados
obtidos no ambito de um projecto que inclui também isolados de L. monocytogenes de
serovar 4b, como tal serd importante comparar no futuro os isolados clinicos com os
isolados provenientes de queijo de serovar 4b.

Relativamente aos isolados de queijo “Serra da Estrela” foram identificados neste
trabalho 4 tipos AFLP e apenas 3 tipos PFGE foram identificados por Leite et al. (2006),
quando analisado os mesmos isolados. Tal vem contrariar diversos autores, que consideram
o método PFGE mais discriminativo que o AFLP. No entanto, por comparacédo de 15 das
estirpes de origem humana, foram identificados 15 tipos PFGE e 10 tipos AFLP, o que vai
de encontro ao descrito na bibliografia.

Dezanove isolados de L. monocytogenes, com serovares 1/2b, provenientes de
gueijo de ovelha de Castelo Branco, analisados por AFLP por Pintado (2005), sédo idénticos
a 13 isolados, com serovar 1/2b, oriundos de queijo “Serra da Estrela”. Assim, parece que a
mesma estirpe se encontra disseminada nas regides de Castelo Branco e Serra da Estrela,

0 que pode ser explicado pela proximidade das regides entre si.

A listeriose ndo é uma doenca de declaracdo obrigatéria em Portugal, por isso é
desconhecida a incidéncia desta doenga no nosso pais. Pode-se concluir que o
microrganismo L.monocytogenes se encontra disperso por vérias regides do pais, mas nédo

h& uma associacédo desta doenga com os alimentos que a provocam. Para que se possa ter
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conhecimento da ocorréncia de casos ou surtos de listeriose e poder levar-se a cabo a
investigacdo dos alimentos associados, € essencial que sejam implementados sistemas
oficiais de vigilancia eficazes. Existem expectativas de que a recente criacdo do sistema
nacional de informacao de vigilancia epidemioldgica, denominado SINAVE (An6nimo, 2009),
venha alterar esta situacdo. Além disto, € imprescindivel alertar o pessoal médico para a
problematica da listeriose, pois 0s casos de listeriose sdo muitas vezes mascarados com
sintomas gripais, principalmente no caso de gravidas.

Relativamente aos queijos, é importante alertar o produtor para a problemética da
presenca de Listeria em queijos e as consequéncias que dai provém quer a nivel de saude
pablica quer a nivel econdmico. E muito Gtil a formag&o e apoio técnico ao produtor, na
identificacdo dos pontos criticos de controlo, implementacdo de boas praticas de fabrico,
tendo especial atencdo a limpeza e desinfeccdo de instalacdes e equipamentos, tudo isto

com o objectivo de minimizar a contaminacg&o de queijos com L. monocytogenes.
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