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RESUMO

SOUZA, Poliana Bergamin Athayde de, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
agosto de 2014. Avaliagao de Listeria spp. eListeria monocytogenes em
melao e jabuticaba. Orientador: Nélio José de Andrade. Coorientadores: Maria
Cristina Dantas Vanetti e Wilmer Edgard LueraPena.

A demanda dos consumidores por alimentos frescos tem crescido
substancialmente nas ultimas décadas. No entanto, apesar desses produtos
preservarem melhor as caracteristicas sensoriais e nutricionais, a
contaminagao por patdgenos, como L. monocytogenes, gera preocupagoes
crescentes. A doencga infecciosa causada por esta bactéria, denominada
listeriose, apresenta baixa taxa de morbidade, porém alta de mortalidade, e
representa grande risco para individuos imunodeprimidos, gestantes, idosos e
recém-nascidos. Produtos consumidos frescos sao considerados de grande
importancia, uma vez que nao passam por etapas que garantam a eliminagao
de patdégenos, além disso, normalmente sdo mantidos sob refrigeragéo,
condicdo na qual L. monocytogenes se multiplica, possibilitando que seu
crescimento se sobressaia em relagcdo a maioria das bactérias. Diante do
exposto, a ocorréncia de L. monocytogenes foi pesquisada em duas frutas que
normalmente sdo consumidas in natura: melao e jabuticaba. O total de 150
amostras de meldo e 60 de jabuticaba, adquiridas no comércio varejista do
Municipio de Vigosa-MG, foram submetidas a analises laboratoriais. Por meio
de analise convencional, utilizando a metodologia ISO 11290-1, 21 isolados de
Listeria spp. foram encontrados nos frutos de melao, dos quais, somente 14
foram confirmados, por meio de sequenciamento génico. A presenca de L.
monocytogenes foi avaliada por analise imunoanalitica através do kit VIDAS®-
LMO e por técnica de PCR. Uma estirpe de L. monocytogenesfoi encontrada
pela reagcdao de PCR, no entanto, este resultado diferiu daquele obtido pelo
teste imunoanalitico,o0 qual indicou auséncia de L.monocytogenese apresentou
uma taxa de 3,12% de resultados falsos-negativos. A sorotipagem da cepa foi
realizada pelo Instituto Oswaldo Cruz (Fiocruz) e o sorotipo idenficado foi o
1/2b, um dos mais associados a casos de listeriose humana no mundo, o que
sugere o potencial da cepa em provocar a doenga.Os resultados obtidos

evidenciam que o meldo € uma potencial fonte deL. monocytogenes e que
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medidas de controle e prevencado deste patégeno devem ser adotadas com
maior severidade para produtos que normalmente sdo consumidos frescos,

como as frutas.
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ABSTRACT

SOUZA, Poliana Bergamin Athayde de, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
August, 2014. Evaluation of Listeria spp. and Listeria monocytogenes in
melon and jabuticaba. Advisor: Nelio José de Andrade. Co-advisors: Maria
Cristina DantasVanetti and Wilmer EdgardLuera Pefia.

Consumer demand for fresh foods has grown substantially in recent decades.
However, despite these products preserve better sensory and nutritional
characteristics, contamination by pathogens, such as L. monocytogenes,
generates increasing concerns.Infection by this bacteria, called listeriosis, has
low morbidity but high mortality, and represents a high risk to
immunocompromised individuals, pregnant women, elderly and children. Fresh
products are considered high risk, since it does not go through steps to ensure
the elimination of pathogens, in addition, are normally stored under refrigeration
condition in which L. monocytogenes can multiply by providing conditions for
growth protrudes in comparison to most bacteria. Given the above, the
occurrence of L. monocytogenes was investigated in two fruits commonly
consumed in natura: melon and jabuticaba. A total of 150 samples of melon and
60 samples jabuticaba acquired at retail in the municipality of Vigcosa-MG, were
subjected to laboratory analysis. Through conventional analysis using the
method ISO 11290-1, 21 isolates of Listeria spp. were found in the fruits of
melon, of which only 14 were confirmed by sequencing the gene. The presence
of L. monocytogenes was also evaluated by the mini-VIDAS® LMO and by
PCR. A strain of L. monocytogenes was found by PCR, however, this result
differed from that obtained by imunoanalitico test, which indicated absence of L.
monocytogenes and showed a rate of 3.12% false negative results. Serotyping
of strains was performed by the Instituto Oswaldo Cruz (Fiocruz) and the
serotyp identified was 1/2b one of the most associated with cases of human
listeriosis in the world, suggesting the potential risk of to cause disease. The
results evidence that the melon is a potential source of L. monocytogenes and
that measures to control and prevent this pathogen should be adopted with

greater persistence for products that are usually eaten fresh as fruit.

Xii



1. INTRODUGAO

A fruticultura brasileira se ampliou nos ultimos anos e ganhou mais
importancia na economia do pais. Com uma producdo de 42,6 milhdes de
toneladas por ano, o Brasil € o terceiro maior produtor de frutas do mundo,
ficando atras apenas da China e da india (BRAZILIAN FRUIT, 2013).

O mercado de frutas se expande cada vez mais e um grande destaque &
o0 meldo, que com 181.700 toneladas exportadas somente no ano de 2013,
éatualmente a fruta mais exportada do Brasil (IBRAF, 2013).

Além das frutas classicas de alto impacto na fruticultura nacional como o
melao, muitas frutas produzidas no Brasil, ainda pouco conhecidas, possuem
grande potencial de se tornarem competitivas com as espécies frutiferas
tradicionais. Dentre estas, pode-se destacar a jabuticaba, que é uma fruta
saborosa, exdtica e tipicamente brasileira.

Apesar de possuir produ¢cdo comercial baixa e restrita a determinadas
areas de ocorréncia natural, a jabuticaba apresenta grande potencial
econdbmico de comercializacdo devido as suas caracteristicas sensoriais e
nutricionais para consumo in natura, além disso,0 estimulo a produgdo vem
crescendo consideravelmente e seu consumo no Brasil aumenta a cada ano
(FIOCRUZ, 2013).

Como séao frutas amplamente consumidas na forma in natura, tanto o
melao como a jabuticaba podem se tornar prejudiciais a saude do consumidor
se carrearem bactérias patogénicas. Varios surtos de gastroenterite humana
tém sido associados ao consumo de vegetais frescos contaminados com
patdogenos. De modo geral, esses produtos ndo passam por processos que
garantama eliminagdo de micro-organismos patogénicos antes do seu
consumo, 0 que aumenta os riscos de doengas associadas ao consumo desses
alimentos.

Um dos patégenos que esta associado a contaminagdo de frutasé
Listeria monocytogenes. Este micro-organismo encontrar-seamplamente
distribuido na natureza e pode contaminar qualquer alimento fresco de origem
animal ou vegetal.

A frequéncia com que se encontra L. monocytogenes nos alimentos,

associada a elevada taxa de casos fatais da doenca (20 a 30%), torna esse

1



micro-organismo um grave problema de saude publica e uma preocupagao
para a industria de alimentos (CDC, 2013b).

No Brasil, sdo escassas as informagdes relacionadas a surtos de
listeriose com poucos registros oficiais sobre sua ocorréncia. Alisteriose
humana é subdiagnosticada e subnotificada, ndo havendo muitos registros de
casos associados ao consumo de alimentos contaminados (DESTRO, 2006;
SILVA, 2010), o que reforga a necessidade de identificar as principais fontes de
contaminacgao.

A analise microbiolégica convencional para deteccdo de L.
monocytogenes em alimentos se baseia na realizacdo de etapas depreé-
enriquecimento seletivo, para recuperagdo de células injuriadas, seguida de
semeadura em placas contendo meios seletivos para o isolamento de Listeria.
As colbnias suspeitas sao entdo submetidas a testes de confirmagdo, como
provas morfolégicas, bioquimicas e sorolégicas. Embora confiaveis e
considerados oficiais, os métodos convencionais de deteccdo podem ser
afetados por fatores ambientais e variagdes na expressado génica o que afeta o
poder discriminatério das analises. Dessa forma, técnicas alternativas,
confidveis e de alto poder discriminatorio, como métodos imunoanaliticos e
genotipicos, podem ser empregados para identificagdo de L. monocytogenes.

Avaliar a incidéncia de qualquer espécie do género Listeria também é
importante, uma vez que a presencga de Listeria spp. € amplamente utilizada
como indicativo da presenga de L. monocytogenes e normalmente sugere que
o alimento possui condigdes que podem propiciar o desenvolvimento do
patéogeno (GRAVES, et al., 2007).

Devido a natureza ubiqua de L. monocytogenes, aos recentes surtos de
listeriose associados ao consumode vegetais in natura e a importancia do
Brasil no agronegdécio mundial, estudos que avaliem a ocorréncia Listeria spp.
elL. monocytogenes,por meio de técnicas convencionais e também alternativas,
sao essenciais no estabelecimento de medidas de controle adequadas para
garantir a seguranga microbioldgica e a exploracdo comercial destes produtos.

O objetivo deste trabalho foi avaliar a presenga de Listeria spp. eL.
monocytogenes em melao ejabuticaba produzidos e comercializados no
municipio de Vigcosa-MG. A avaliacdoda presencade Listeria spp.pormeio de

metodologia convencional de analise,com posterioridentificacdo dos isolados
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obtidos,através de sequenciamento génico, e a avaliagdo da presencga deL.
monocytogenespor meio de duas técnicas alternativas, uma imunoanalitica,

utilizando o Kit VIDAS®-LMO, e outra genotipica, utilizando a técnica de PCR.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Listeria monocytogenes

O género Listeria compreende 17 espécies conhecidas (LPSN, 2014).
Dentre estas, somente L. monocytogenes & considerada consistentemente
patogénica para o homem, embora infec¢gdes ocasionais por L. innocua, L.
seeligeri, L welshimerie e L. ivanoviitenham sido relatadas (LOPES, 2013).

L. monocytogenes apresenta a seguinte classificagao taxonémica:

Filo - Firmicutes

Classe- Bacilli
Ordem - Bacillales
Familia - Listeriaceae
Género - Listeria

Espécies - L. monocytogenes

L. grayi

L. innocua

L. welshimeri
L. ivanovii

L. seeligeri
L. marthii

L. rocourtiae
L. aquatica

L. cornellensis
L. denitrificans
L.fleischmannii
L. floridensis
L. grandensis
L. murrayi

L. riparia

L. weihenstephanensis

Todas as espécies do género Listeria sao bastonetes gram-
positivos,com resultados positivos nos testes de producdo de catalase e
negativos nos testes de oxidase (BERTSCH et al. 2013).



Listeria monocytogenes esta entre os mais importantes micro-
organismos causadores de infecgdes alimentares por ser o agente etioldgico da
listeriose, doenga grave que possui elevada taxa de mortalidade (MANTILLA et
al., 2007).

Listeria monocytogenes €& uma bactéria gram-positiva, ubiquitaria,
anaerdbia facultativa, ndo formadora de esporo e intracelular facultativa, que
pode invadir e replicar-se em macrofagos e células epiteliais (DUSSURGET et
al., 2004). Foi descrita pela primeira vez por Murray, Webb e Sawnnem como a
causa de leucocitose mononuclear tipica em coelhos (MURRAY et al., 1926).
Foi isolada pela primeira vez na espécie humana no ano de 1929 por Nyfeldt
em Copenhagen (NYFELDT, 1929). Este patdégeno foi primeiramente
classificado como “Listerella”. O nome do género foi modificado para Listeria
em 1940 (JAY, 2005).

Esta bactéria se encontra na forma de bacilo pequeno, com 0,4 a 0,5 um
de diametro e 1 a 2 ym de comprimento, possui extremidades arredondadas e
ndo produz esporos ou capsulas. E mével quando cultivada em temperaturas
inferiores a 30 °C devido a presenca de flagelos (LUDWIG et al., 2009).

As colbnias de Listeria quando incubadas em meio soélido por 24 h
apresentam-se circulares, pequenas (0,5 a 1,5 mm de diametro), lisas,
ligeiramente convexas, translicidas e com os bordos definidos. Entre 3 e 7
dias de incubacéao, estas colbnias sao maiores, ligeiramente opacas, podendo
apresentar superficies rugosas (LUDWIG et al., 2009).

Os micro-organismos do género Listeria sdo comumente encontrados
em solo, vegetais em decomposicdo, agua doce, esgoto e material fecal de
varias espécies de mamiferos, aves e peixes (RYSER e DONNELLY, 2001;
JAY, 2005; GIACCONE e OTTAVIANI, 2007).

Listeria monocytogenes écapaz de se desenvolver em diversos
ambientes por ser resistente a ampla faixa de pH (4,1 — 9,6), tolerante a
concentragdes salinas elevadas (10 % a 30 %) e capaz de multiplicar-se em
meios com atividade de agua (Aw) minima de 0,93 utilizando sacarose como
fonte de carbono (JAY, 2005). Tolera congelamentos e descongelamentos
sucessivos e pode multiplicar-se em uma ampla faixa de temperatura (0°C

a45°C), apresentando crescimento 6timo entre 30°C e 37°C (LIU et al., 2007;



ROCOURT e BUCHRIESER, 2007). No entanto, ndo é capaz de resistir as
temperaturas acima de 60 °C por 30 min (LUDWIG et al., 2009).

Este micro-organismo é capaz ainda de colonizar superficies com
consequente formacgao de biofilmes o que favorece sua sobrevivéncia durante
periodos prolongados nas unidades de produgado, representando, portanto,
fonte potencial de contaminagdes para os alimentos (OLIVEIRA et al., 2010).
As espécies de Listeria sao divididas em 15 diferentes sorotipos, baseados nos
antigenos somaticos (O) e flagelares (H), 13 dos quais foram identificados emL.
monocytogenes: 1/2a, 1/2b, 1/2c, 3a, 3b, 3c, 4a, 4ab 4b, 4c, 4d, 4e e 7
(LUDWIG et al., 2009). Os sorotipos 4b, 1/2a e 1/2b sado os responsaveis por
mais de 90 % dos casos de listeriose humana. Os sorotipos 4b sao isolados
principalmente em surtos, enquanto os sorotipos 1/2a e 1/2b sao associados a
casos esporadicos (GOMES, 2014).

2.2. Listeriose

A listeriose €, reconhecidamente, um problema de saude publica. A taxa
de mortalidade chega a 70% em casos de meningite, 50% nos casos
desepticemia e superior a 80% em casos de infecgdo neonatal (FORSYTHE,
2002; GERMANO, 2008).Acomete, sobretudo, individuos
imunocomprometidos, gravidas, recém-nascidos e idosos, o que ressalta o
oportunismo deL. monocytogenes e sua importancia para a saude publica
(BARANCELLI et al.,, 2011).A listeriose tem a sua origem geralmente pela
ingestdo de alimentos contaminados, o que torna importante informagdes
corretas sobre a ocorréncia desta bactéria nos alimentos (VIEGAS, 2009).

As células ingeridas por meio de alimentos contaminados colonizam o
trato intestinal do individuo vulneravel, aderem-se a mucosa e invadem o
tecido, incluindo a placenta em mulheres gravidas, entram na corrente
sanguinea, por onde alcangam outras células susceptiveis do corpo. L.
monocytogenes € um patdgeno intracelular, desta forma, penetra as células
susceptiveis e inicia um processo de replicacdo dentro delas, em seguida, séo
fagocitadas por macréfagos, onde se multiplicam no citoplasma e espalham-se
pelo organismo (JAY, 2005).

Os sintomas mais comuns sao febre, dor de cabeca, fadiga, mal-estar,
podendo haver ou ndo presenca de nausea, vomito, dores e diarréia. Em casos
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mais graves, ocorre meningite, meningoencefalite, encefalite e septicemia. Em
casos perinatais, pode haver septicemia, morte intrauterina, nascimento
prematuro e natimortos (DONELLY, 2001; LAKE et al., 2002).

A dose infectante para humanos nao esta bem estabelecida, devido a
impossibilidade de se realizar pesquisas com voluntarios saudaveis, a variagao
da suscetibilidade, condicdo imunitaria do hospedeiro e a variabilidade na
viruléncia do patogeno (BARANCELLI et al., 2011). Além disso, o tempo entre
a ingestao do alimento contaminado e o aparecimento dos primeiros sintomas,
assim como o diagnodstico, € muito variavel, podendo levar dias até meses.
Neste periodo, as bactérias do alimento podem ter se multiplicado, podem ter
morrido ou, até mesmo, ndo existir mais o alimento para analise
(SWAMINATHAN e GERNER-SMIDT, 2007).

A Organizagao das Nagdes Unidas para Alimentacdo e Agricultura e a
Organizagdo Mundial de Saude (FAO/WHO, 2004) sugerem que contagens
inferiores a 10> UFC/g em alimentos ndo sao capazes de provocar a doenga,
mas nao excluem essa possibilidade, considerando o critério de “auséncia em
25 ou 50 g” adequado como limite de tolerancia para este micro-organismo em
alimentos.

O CDC estima que cerca de 1.600 doencas e 260 mortes por listeriose
ocorrem anualmente nos Estados Unidos (CDC, 2014a). Ja na Uniao Europeia
a analise de dados demonstrou que cerca de 1.470 casos humanos foram
relatados em 2011, com taxa de mortalidade de 12,7% (EFSA, 2013).

Apesar de o numero de casos registrados de listeriose em todo o mundo
ser alto, no Brasil ndo existem estatisticas oficiais sobre a ocorréncia desta
doencga, uma vez que sua notificacdo nao é compulsodria, o que resulta na falta
de dados que mostrem a magnitude do problema (DESTRO, 2006; SILVA et
al., 2007; CRUZ et al., 2008; BARANCELLI et al., 2011).No Brasil, a unica
categoria de alimentos com padrdo sanitario para L. monocytogenes sé&o
queijos de média, alta e muito alta umidade, para os quais a legislacao
estabelece tolerancia zero para a bactéria em 25 g de produto (BRASIL, 1996;
BRASIL, 2001).

Outros paises possuem legislagdo mais rigorosa. O governo dos EUA,
por exemplo, possui a legislagdo mais rigida e estabeleceu auséncia de L.

monocytogenes em 25 g de amostra em alimentos prontos para consumo e
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nao faz distingdo entre alimentos contaminados, seja com baixos ou altos
niveis de células viaveis (CHEN et al, 2003; JAY, 2005). O Canada
estabeleceu critérios para alimentos prontos para consumo de acordo com as
categorias em que estes se encontram(JAY, 2005).A classificacdo varia de
acordo com as condicbes que o alimento oferece para a multiplicacdo da
bactéria, tempo de vida de prateleira e temperatura de armazenamento. Os
limites legais para o numero de micro-organismos permitido variam e, para
cada situacao, sdo recomendadas diferentes acdes.

Alemanha considera a tolerancia zero € irreal e desnecessaria, sendo os
alimentos classificados em categorias, semelhantes as diretivas estabelecidas
pelo Canada. Produtos que contém contagens superiores a 10* UFC/g estéo

sujeitos a recolhimento automatico (JAY, 2005).

2.3. Listeriose no Brasil

Apesar de a listeriose ser subdiagnosticada e subnotificada alguns
registros comprovam a presenga de L. monocytogenes na espécie humana
provocando infecgdes e revelando portadores assintomaticos no Brasil. Tais
registros evidenciam que os riscos de contrair esta doenga sao reais e que o
Brasil necessita de mais estudos acerca do problema.

Em 1989, trés casos de meningite bacteriana associada a L.
monocytogenes foram diagnosticados no Instituto de Saude do Distrito Federal
(ISDF), sendo que um dos casos resultou em obito (HOFER et al., 1998).
Landgrafet al. (1999) diagnosticaram cinco casos de bebés com meningite
causada por L. monocytogenesem um grande hospital de Sdo Paulo, trés
resultaram em o6bito. Em 2002, no Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA)
verificou-se a presenca de L. monocytogenes em 50 de 148 placentas
analisadas provenientes de abortos ou partos prematuros (SCHWAB e
EDELWEISS, 2003). Também foram registrados casos de listeriose em
pacientes que realizaram transplantes de rins (HOFERet al., 1999), idosos
portadores de cirrose (TOYOSHIMA et al., 2006) e uma adolescente acometida
de cirrose (DE SA et al., 2004).

Estudos foram realizados com o intuito de verificar quais os
sorovaresmais frequentemente isolados de amostras de listeriose em

humanos.Hoferet al. (1984) revelaram o predominio do sorotipo 4b (50, 70 %)
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em 71 amostras de L. monocytogenes isoladas de processos patologicos e de
portadores humanos no Brasil entre 1969 e 1983. Durante os anos de 1969 a
2000, Hoferet al. (2006) realizaram anadlises fenotipicas de cepas de L.
monocytogenes isoladas de 255 amostras de diferentes materiais clinicos de
origem humana advindos de varias regides do pais. Foi observado que o
sorovar 4b foi o mais incidente (60,3%) seguido pelo 1/2a (29%). Lemes-
Marques et al. (2007) avaliaram 13 cepas de L. monocytogenes isoladas de
casos clinicos de listeriose ocorridos entre os anos de 1995 e 2005 na regiao
sudeste do Estado de Sao Paulo e encontraram, também, predominio do

sorotipo 4b seguido por 1/2a.

2.4. Microbiologia e seguranga das frutas e hortalicas

A demanda dos consumidores por alimentos frescos tem crescido
substancialmente nas ultimas décadas (RICO et al.,, 2007). A crescente
popularidade destes produtos tem sido atribuida as suas qualidades
nutricionais associadas com seus beneficios a saude (KLAIBER et al., 2005).
No entanto, apesar de preservarem melhor as caracteristicas sensoriais e
nutricionais, surtos de infeccdes e intoxicagdes alimentares associados a estes
tipos de alimentos tém chamado a atenc&o para a seguranga microbioldgica.

Os vegetais que sdo consumidos in natura podem ser prejudiciais a
saude do consumidor. Estes alimentos sdo expostos a condigbes que
favorecem a contaminagdo por micro-organismos, muitas vezes patogénicos
(SIVAPALASINGAM et al., 2004; SANTOS et al.,, 2010; MCKELLAR e
DELAQUIS, 2011).

As principais bactérias patogénicas de interesse em vegetais incluem L.
monocytogenes, E. coli O157: H7 e Salmonella (KOSEKI e ISOBE, 2005). A
contaminagao pode ocorrer durante seu cultivo, pela irrigagédo, do solo ou por
meio de manipuladores, equipamentos e utensilios n&o devidamente
higienizados (SANTOS et al., 2010).

A lavagem €& considerada a intervengdo chave na redugdao da
contaminagdo por patégenos em produtos frescos. Infelizmente, tem sido
demonstrado que os processos industriais de higienizagao desses alimentos
nao garantem a total eliminacdo dos patégenos, quando presentes (NGUYEN-
A e CARLIN, 1994; SZABO et al., 2000).



Devido a caracteristica ubiquitaria do agente, a sua total eliminagao é
impossivel, porém varias medidas preventivas podem ser adotadas a fim de
evitar a contaminagao dos alimentos.

O CODEX ALIMENTARIUS COMMISSION (2007) estabeleceu o Guia
de Aplicacdo de Principios Gerais de Higiene para o Controle de L.
monocytogenes em Alimentos. O referido guia conta com se¢des que abordam
a produgao primaria, caracteristicas de layout, fluxo dos estabelecimentos,
controle das operagdes, manutencao e sanitizagdo de equipamentos, higiene
pessoal, transporte e a conscientizagdo do consumidor, reforcando o fato de
que o controle da bactéria envolve toda a cadeia e deve ser estendido até o
consumidor.

Tais medidas s6 serdo efetivas quando houver a agado conjunta da
fiscalizagdo, da industria de alimentos, do produtor e dos 6rgaos responsaveis
pela saude publica (através da conscientizagdo dos consumidores e notificacao
dos casos da doenga em humanos) (D’OVIDIO, 2014).

No Brasil muitos dos aspectos citados anteriormente sado falhos.A
legislagdo nado deixa claramente estabelecidos os critérios para L.
monocytogenes. Existe a caréncia de resultados de analises de produtos, uma
vez que nao ha um programa oficial para fiscalizagdo. Poucos sdo os dados
clinicos que tem associacdo com a bactéria, ja que a notificacdo nao é
compulséria. A fiscalizagdo dos produtores apresenta limitagdes. Finalmente,
nao existem acdes consistentes para a conscientizacdo dos consumidores
sobre 0s perigos e riscos associados aos alimentos, bem como, os cuidados a
serem observados na aquisicao e consumo de alimentos (MARTINS, 2009).

Estudos que avaliam os patégenos mais frequentes nas frutas sao
praticamente inexistentes (PENTEADO, 2003). No entanto, isto é necessario
uma vez que amaior parte da produgao brasileira de frutas vem de regides que
desconhecem ou ndao seguem a legislagdo para higiene e seguranca dos
alimentos e, por issopossuem praticas de pds colheita e comercializagado pouco
adequadas. A maioria das frutas écomercializada de forma precaria, em
comércios locais onde ficam expostos durante todo o dia, o que permite uma
rapida perda de qualidade por fatores quimicos, fisicos e microbioldgicos
(PENTEADO, 2003).
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A segurancga dos alimentos é um aspecto importante da regulamentacgéo
governamental e da saude dos consumidores. Dados da Secretaria de
Vigilancia em Saude do Ministério da Saude do Brasil indicaram que s6 no ano
de 2012, ocorreram 813 surtos e 10.609 casos de doengas causadas pela
ingestao de agua e alimentos contaminados somente no estado de Sao Paulo
(SVS, MS, 2014).Dados da Secretaria de Vigilancia em Saude do Ministério da
Saude do Brasil indicaram que s6 no ano de 2012, ocorreram 813 surtos e
10.609 casos de doengas causadas pela ingestdo de agua e alimentos
contaminados somente no estado de Sao Paulo (SVS, MS, 2014).

As infec¢des e intoxicagbes de origem alimentar tém sido uma das
maiores causas de doengas humanas durante séculos, apesar de se manterem
subnotificadas e a sua verdadeira incidéncia desconhecida. Estas doencas
adquiriram dimensao internacional devido n&o s6 a globalizagdo, como também
as alteragbes climaticas, de tecnologias de processamento de alimentos, de

habitos sociais, demograficos e econémicos (VIEGAS, 2009).

2.5. L. monocytogenes em frutas

O numero de surtos documentados de infec¢des e intoxicagdeshumanas
associadas ao consumo de frutas cruas, legumes e sucos de frutas né&o
pasteurizados tem aumentado nos ultimos anos. Estes alimentos sao fontes
potenciais de patdégenos, uma vez que sao frequentemente consumidos sem
processamento maior (BHARATHI et al., 2001; ANON, 2010).

Embora ndao se tenha dados no pais de surtos envolvendo L.
monocytogenes em frutas, sabe-se que a possibilidade de contaminagdo por
esta bactéria é alta, ja que &€ um micro-organismo ubiquo (GANDHI e
CHIKINDAS, 2007). Além disto, as frutasgeralmente possuem elevadas
concentragdes de agucares e atividade de agua, e por isso, depois de cortadas
ou danificadas, propiciam a sobrevivéncia e rapida multiplicagdo microbiana
(BEUCHAT, 1996). Surtos recentes de listeriose, principalmente nos Estados
Unidos, envolvendo frutas consumidas in natura, reforcam a importancia dos
alimentos frescos como fontes potenciais desse micro-organismo.

Vahidyet al. (1992) analisaram a presenga de Listeria spp. em 150
amostras de vegetais frescos recolhidos ao longo de um periodo de 12 meses
em varias localidades da cidade de Karachi, no Paquistdo. Foram analisadas
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30 amostras de mamao, melancia e melao e 15 amostras de pepino, tomate,
rabanete e cenoura. Os isolados suspeitos foram submetidos a métodos
convencionais de identificagdo que incluem testes morfoldgicos, bioquimicos e
sorologicos. L. monocytogenes foi isolada de duas amostras de maméo e
tomate e uma amostra de melancia e pepino.

Macgowanet al. (1994) analisaram 822 alimentos coletados em quatro
supermercados na Inglaterra e Listeria spp. foi isolada em 162 amostras de
frutas.

Sado et al. (1998) utilizaram kits rapidos para verificar a incidéncia de L.
monocytogenes, E. coli O157:H7, Salmonella, coliformes e coliformes
termotolerantes em 50 amostras de sucos vendidos a varejo. L.
monocytogenes foi isolada de duas amostras de suco nao pasteurizados, um
suco de maga e um suco de maga com framboesa.

Uchimaet al. (2008) avaliaram a incidéncia de L. monocytogenes em
caqui durante um periodo de 5 meses (de margo a julho) de dois periodos de
estacbes (anos 2005 e 2006). Os frutos foram coletados em mercados de
atacado e varejo nas ruas das cidades de Sao Paulo e Campinas, Brasil. Um
total de 582 frutos foram analisados, mas o levantamento da incidéncia
mostrou a auséncia de L. monocytogenes.

Penteado e Leitdo (2009) analisaram a presenca de Listeria spp. em 120
amostras de fruta (meldo, melancia e maméao) utilizando um método
imunoenzimatico (TECRA VIA). Nenhuma cepa de L. monocytogenes foi
encontrada, no entanto, L. innocua e L. grayii foram isoladas a partir de trés
amostras de melancia, L. ivanovii em cinco amostras de mamao e L. welshimeri
em uma amostra de meldo, quando utilizado o método canadense "Health
ProtectionBranch". Observou-se que as amostras coletadas em feiras livres
mostraram uma maior contaminacao porListeria spp. quando comparadas com
aquelas obtidas em centrais de abastecimento (CEASA) (PENTEADO e
LEITAO, 2009).

Sabe-se que as frutas sédo potenciais fontes de L. monocytogenes e
representam grande risco de doenga ao consumidor, uma vez que, com
frequéncia,sdo consumidas na forma in natura.No entanto,sdo escassas as
pesquisas que avaliem a incidéncia desse patdogeno nesses alimentos.

Atualmente nao existem estudos na literatura sobre a incidéncia de L.
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monocytogenes em jabuticaba e poucos sobre sua incidéncia em meléo,

entretanto, sabe-se que tais estudos sao relevantes.

2.6. Jabuticaba: origem, cultivo, produtividade e comercializagao

Além das frutiferas tradicionais, de grande impacto econémico, muitas
sao nativas e ainda nao totalmente exploradas comercialmente no Brasil. No
entanto, o pais possui uma das maiores areas cultivaveis do planeta, é
privilegiado pela biodiversidade de sua flora, além de uma ampla variedade de
solos e climas que permitem a exploragao de quase todas as espécies (DAL
RI, 2006).

A jabuticabeira é uma das frutiferas que tem despertado grande
interesse entre os produtores rurais devido a sua alta produtividade, rusticidade
e aproveitamento de seus frutos nas mais diversas formas (BRUNINI et al.,
2004). A utilizagédo da jabuticaba esta baseada nas caracteristicas alimenticias,
medicinais e ornamentais, destacando sua utilizacdo na alimentacdo humana
(GUEDES, 2009).

O estimulo a produgao vem crescendo consideravelmente. No Brasil seu
consumo aumenta a cada ano e outros paises da América do Sul também
cultivam a jabuticaba, como Argentina e Uruguai (FIOCRUZ, 2013).

A jabuticabeira € uma fruta exdtica originaria do centro-sul, pertencente
a familia Myrtaceae, de ocorréncia espontanea em grande parte do pais (LIMA
et al., 2008, CITADIN et al., 2010). Dentre as espécies conhecidas destacam-
se a Myrciaria cauliflora (DC) Berg (jabuticaba-agu-paulista) e a Myrciaria
Jabuticaba (Vell) Berg (jabuticaba-sabara) que produzem frutos apropriados
tanto para a industria como para consumo in natura (BRUNINI et al., 2004,
CITADIN et al. 2010; BORGES et al., 2011).

A jabuticaba-sabardé a mais cultivada no Brasil e apresenta frutos
classificados como bacilo globoso, com 20 a 30 mm de didametro e polpa macia,
esbranquicada, suculenta e de sabor levemente acido, apresentando de uma a
quatro sementes (BRUNINI et al., 2004; LIMA et al., 2008). Essa espécie se
destaca na preferéncia popular devido a dogura dos frutos o que viabiliza o
consumo in natura, sendo comum encontra-la nos quintais como cultura
domeéstica e nao comercial (CITADIN et al., 2010; BORGES et al., 2011). Trata-
se de uma planta resistente as pragas e que pode frutificar mais de uma vez ao
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ano, no periodo da primavera e verao, se cultivada em solo com suprimento
regular de agua (BORGES et al., 2011)

A jabuticabeira pode ser encontrada em grande parte do pais, desde o
estado do Para até o Rio Grande do Sul, mas € nos estados de Sao Paulo, Rio
de Janeiro, Minas Gerais e Espirito Santo que ocorrem maiores producgdes
(LIMA, 2002; BRUNINI et al., 2004). A produgdo cresce a cada ano e a
estimativa de produgéo de jabuticaba no ano de 2013, do Instituto de Economia
Agricola, foi um recorde, aproximadamente 2,7 mil toneladas da fruta sé no estado
de Sao Paulo (RURALBR, 2013).

Durante a safra, os frutos sdo comercializados em feiras livres e
mercados municipais, geralmente expostos em condicbes precarias,
armazenados em caixa de papeldo, madeiras ou latas, mantidos sob
temperatura ambiente e comumente sem tratamento pos-colheita. Nessas
condi¢cbes, a maioria dos frutos perde o valor comercial no periodo de 2 a 3
dias (LIMA, 2002; CITADIN et al., 2010). O uso de refrigeracdo, quando bem
aplicado, é ainda um dos meios mais eficazes na manutencao da qualidade e
extensdo do periodo de comercializagao desses frutos (BRUNINI, 2004).

O curto prazo e a facilidade em que ocorre a deterioragao da jabuticaba
prejudica o uso industrial dessa fruta, sendo assim, o consumo mais comum da
jabuticaba é in natura (OLIVEIRA et al., 2003; CITADIN et al., 2010). Estes
fatos ressaltam a importancia de apurar as condigdes microbiolégicas desses

frutos que sdo, em sua maioria, consumidos sem tratamento prévio.

2.7. Melao: origem, cultivo, produtividade e comercializagao

A diversidade de frutas tropicais no mercado é crescente e a demanda
apresenta tendéncia de crescimento devido a publicacdo de pesquisas
associando o consumo de frutas com beneficios a saude humana. Dentre
estas, o meldao possui grande destaque e importadncia econdmica no
agronegocio brasileiro, sua demanda interna tende a crescer e atualmente é a
fruta mais exportada do Brasil (IBRAF, 2013).

O melédo (Cucumis melol.) é uma olericulapertencente a familia
Cucurbitaceae, cujo centro de origem é a Africa, entretanto, foi a partir da india
que ocorreu sua dispersao. Atualmente € possivel encontrar o0 meldo em

diversas regides do mundo, desde os paises mediterraneos, centro e leste da

14



Asia, sul e centro da América como, também, no centro e sul da Africa (TODA
FRUTA, 2013).

Os frutos de meldo podem apresentar grande variagdo no peso, mas
possuem em média 1,5 kg a 2 kg (EMBRAPA, 2014a).

O Brasil se destaca como um dos maiores produtores de meldao na
Ameérica do sul e atualmente € responsavel por, aproximadamente, 17 % da
produgdo mundial. Ocupa a 19? colocacdo mundial com fortes tendéncias de
crescimento na produgcdo devido ao aumento do consumo interno e das
exportagdes. Além disso, o Brasil possui tecnologia e conhecimentos que dao
suporte para expandir a producido e abastecer o mercado interno e aumentar
as exportagdes (TODA FRUTA, 2013).

A regido nordeste € a principal produtora de meldo do Brasil e contribui
com mais de 90 % da produgdo brasileira. Apresenta bons rendimentos,
principalmente nos estados da Bahia, Pernambuco, Rio Grande do Norte e
Ceara (SEBRAE 2013; EMBRAPA, 2014b). A atuagdo de grandes empresas,
que destinam boa parte da sua produgao para exportagao, € responsavel pela
expansao da cultura na regido. As condigdes climaticas favorecem o cultivo
nesta regido onde os frutos tém melhor sabor, maior teor de agucares e podem
ser cultivados o ano inteiro (SEBRAE, 2013).

Existem nove variedades botadnicas de meldo. No Brasil, cultivam-se
hibridos e cultivares comerciais pertencentes a duas variedades: Cucumis melo
var.inodorus e Cucumis melo var.cantalupensis. Os melées mais conhecidos e
apreciados pertencem ao grupo inodorus, tipo amarelo. A cultivar Valenciano e
suas selegdes Amarelo, Amarelo CAC e Eldorado 300 s&o as mais cultivadas
(SEBRAE, 2013). Os frutos do meldo amarelo sdo arredondados, possuem
casca amarela e enrugada e polpa com coloragdo esverdeada a creme. A
casca confere a este fruto grande resisténcia ao transporte e armazenamento e
uma longa conservacgao poés-colheita (CEAGESP, 2002).

Os meldes sao frutos muito consumidos na forma “in natura”, em
saladas e/ou minimamente processados o0 que torna esta fruta uma possivel
fonte de patogenos.

A contaminagdao do meldo pode ser proveniente de varias fontes, tais

como: solo, répteis, insetos, agua poluida com material fecal, fertilizantes
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organicos nao tratados, equipamentos de colheita e manipuladores
(EMBRAPA, 2014b).

O crescimento de bactérias patogénicas é improvavel na maioria das
frutas, no entanto o meldo € uma das excegdes por causa de seu pH préximo a
neutralidade, em torno de 6,5 (FOODSAFETY, 2002).Micro-organismos
patogénicos como L. monocytogenes, Salmonella, Clostridium botulinum e
Escherichia coli sao os patdgenos mais associados com a agricultura
constituindo perigos potenciais na cultura do meldo. Em particular, L.
monocytogenes representa grande risco devido a sua grande distribuicdo no
ambiente e, principalmente, por possuir capacidade de sobreviver por longos
periodos de tempo, no solo ou em material vegetal, em condigbes adversas
(EMBRAPA, 2014b).

Os melbdes podem ser submetidos a refrigeracéo para extensao da vida
util, que pode chegar até duas semanas (BRAZILIAN FRUIT, 2014), no
entanto, micro-organismos como L. monocytogenes multiplicam-se em baixas
temperaturas e podem atingir numero elevado antes do produto apresentar
caracteristicas sensoriais inadequadas. Sabe-se que técnicas de limpeza e
sanitizagdo adequadas podem reduzir a contaminagao inicial e garantir a
seguranga microbioldgica do produto, no entanto, ainda sdo pouco empregadas

antes do consumo.

2.8. Métodos de deteccao de Listeria spp.

De modo geral, as espécies do género Listeria multiplicam-se em quase
todos os meios bacteriologicos néo seletivos, no entanto, quando estas
bactérias estdo presentes em pequenas quantidades a sua detecgao pode ser
dificultada. Desta forma, a analise microbioldgica convencional se baseia na
realizacdo de etapas de enriquecimento, para recuperacido de células
injuriadas, seguida de semeadura em placas contendo meios seletivos para o
isolamento de Listeria a partir de amostras, como os alimentos. Apds o
isolamento nos meios de cultura seletivos as colbnias suspeitas, tipicas do
género, sdo submetidas a testes de confirmagao, como provas morfologicas,
bioquimicas e sorolégicas (DONNELLY e RYSER, 2001; BRASIL, 2003, SILVA
et al., 2007).
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Embora confiaveis e considerados oficiais, os métodos convencionais de
deteccao podem ser afetados por fatores ambientais e variagdes na expressao
génica o que afeta o poder discriminatério das analises. Além disso, apesar
deum resultado negativo poder ser confirmado em 3 ou 4 dias, o tempo para
um resultado positivo € geralmente de 5 a 7 dias apods coleta da amostra
(PAOLI et al., 2005). Como nem sempre é possivel armazenar os alimentos
durante 7 dias antes da distribuicdo, a industria de alimentosbusca métodos
mais rapidos para a detecgao de Listeria spp. eL. monocytogenes.

Neste contexto, técnicas alternativas, confiaveis, rapidas e de alto poder
discriminatério, como métodos imunoanaliticos e genotipicos vem sendo
amplamente utilizadas para deteccdo de Listeria spp. eL. monocytogenes.
Essas técnicas alternativas apresentam grande confiabilidade quando
comparadas com o método convencional e apesar de exigirem etapas de
enriquecimento antes das analises, para recuperagao das células injuriadas,
sao mais rapidas e permitem que o teste possa ser concluido em 48 h.

Uma abordagem geral dos métodos de deteccdo de L. monocytogenes

em alimentos € apresentada na Figura 1.
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Figura 1- Métodos de detecgao de L. monocytogenes em alimentos.
Adaptado de Gasanovet al. (2005).

2.8.1. Reagao de polimerase em cadeia (PCR)

Desenvolvida primeiramente por Kary B. Mullis em 1985 a Reacao de
Polimerase em Cadeia permite obter milhdes de cdpias de um segmento
especifico de DNA utilizando a enzima TagDNA polimerase. Esta enzima
sintetiza uma sequéncia complementar de DNA desde que um pequeno
fragmento (oligonucleotideo) ja se encontre ligado acadeia do DNA no ponto
escolhido para o inicio da sintese. Os oligonucleotideosou iniciadores definem
a sequéncia a ser replicada e o resultado obtido € a amplificacdo de uma
determinada sequéncia com bilhdes de copias (MULLIS, 1990). A reacdo €
realizada em equipamento automatizado, denominado termociclador, que
promove a alternancia de temperaturas por determinados periodos de tempo,
provocando a desnaturagcdo e sintese do DNA em ciclos repetitivos. A
visualizacdo dos produtos da amplificacao é realizada por meio de eletroforese

em gel de agarose.
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Por ser um método genotipico, a PCR permite a analise da genética
microbiana, minimizando assim as desvantagens advindas dos métodos
fenotipicos, que podem ser afetados por fatores ambientais e consequentes
variagbes na expressao génica (OLIVE e BEAN, 1999). Além disso, esta
técnica detecta quantidades muito baixas de DNA pela amplificacdo de
sequéncias que sao unicas no micro-organismo alvo, o que possibilita a
detecgdo de concentragdes muito baixas de micro-organismos patdégenos. Para
a identificagdo do micro-organismo alvo, geralmente sao utilizados genes que
codificam o rRNA, fatores de viruléncia ou genes envolvidos no metabolismo
celular.

A PCR é uma técnica que apresenta alto poder discriminatério e que
fornece resultados confiaveis e rapidos, facilitando a separagdo de um grande
numero de cepas (GRAVES et al., 2007).

2.8.2. Método imunoenzimatico

O principio de deteccado de micro-organismos por meio de imunoanalise
baseia-se na interagcdo entre antigenos e anticorpos (THOMASON, 1971;
DUFFEY et al., 1992). Entre as técnicas imunologicas, as imunoenzimaticas se
destacam, uma vez que utilizam anticorpos policlonais ou monoclonais
marcados com enzima cromogénica (REIS et al., 2001).

A maior especificidade da imunoanalise € dada em fung¢ao do tipo de
reacao realizada que pode ser do tipo sanduiche direto, sanduiche indireto,
competicdo e imunocaptura, dependendo da pesquisa efetuada (Manual do kit
VIDAS® Bio-mérieux, 2007). Os antigenos pesquisados podem ser o0s
somaticos (O), capsulares (Vi) ou flagelares (H). No caso de L. monocytogenes
0s antigenos pesquisados sdo os somaticos e flagelares (ROBIN et al., 2006;
SILVA et al., 2007).

Um exemplo de método imunoenzimatico de confiangca € o sistema
qualitativo de rea¢des imunoenzimaticas, o VIDAS ® (Bio - Merieux) que utiliza
uma mistura de anticorpos monoclonais de captura de grande afinidade e
permite a detec¢ao de antigenos de viruléncia pela técnica ELFA (Ensaio com
enzima ligada a composto fluorescente) (KERDAHI e ISTAFANOS, 2000; VAZ -
VELHO et al., 2000). A reacao tipo sanduiche entre o anticorpo ligado ao

antigeno confirma a presenga do micro-organismo. O anticorpo € marcado com
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a enzima fosfatase alcalina que hidrolisa o substrato 4-metil umbeliferil fosfato
presente no meio que se transforma em umbeliferona emitindo fluorescéncia a
450 nm quando excitado a 370 nm. O teste possui elevada sensibilidade visto
que a minima formagdo do hidrolisado produz sinais de fluorescéncia
detectaveis (MANUAL DO KIT VIDAS® Biolab-Mérieux, 2007).

O teste comercial, o VIDAS ® ensaio LMO (Bio-Mérieux ) apresenta
grande sucesso na deteccdo de L. monocytogenes. E um ensaio qualitativo,
mas, quanto maior for a quantidade de antigeno, maior € a intensidade da
fluorescéncia capturada (JANZTEN, 2006).

2.8.3. Sequenciamento génico

A demanda por um método que permitisse desvendar a informacao
codificada no genoma humano impulsionou a evolugdo das técnicas de
sequenciamento. O sequenciamento de DNA é uma série de métodos
bioquimicos que tém como finalidade determinar a ordem das bases
nitrogenadas adenina (A), guanina (G), citosina (C) e timina (T) da molécula de
DNA, seja de um unico gene ou do genoma completo de um organismo
(PREVET, 2013).

As sequéncias de DNA sido ‘'lidas" por equipamentos de
sequenciamento automatico, capazes de ler até 1000 nucleotideos ou bases de
uma so vez. Entdo, um algoritmo de montagem de genoma é utilizado para
reunir todas as partes e coloca-las na ordem original, detectando todos os
locais onde existem coincidéncias entre fragmentos distintos de DNA. As partes
coincidentes podem ser fundidas, unindo duas sequencias de DNA. O processo
€ repetido até montar a sequéncia completa (DARNELL et al., 1990).

A tecnologia de sequenciamento foi descrita pela primeira vez por
Sanger em 1977 como um método para a determinagdo de sequéncias de
nucleotidios (SANGER et al., 1977). O método de Sanger é atualmente o mais
empregado e consiste na sintese enzimatica de uma fita complementar de
DNA, cujo crescimento € interrompido pela adicdo de nucleotideos
modificados, chamados didesoxiribonucleotideos.

O sequenciamento pelo método dideoxy ou método do término do
crescimento da cadeia, desenvolvido por Sanger, foi a base para o atual

sequenciamento de  terceira geracdo  que proporcionou uma
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acentuadaevolugao tecnoldgica marcada por um elevado rendimento num curto

espaco de tempo, além de custos reduzidos (MORENO, 2013).

2.8.4. Sorotipagem

Os métodos de detecgdo apresentados anteriormente nao diferenciam
os sorotipos de L. monocytogenes presentes (DIAS, 2008). Deste modo para
determinacao do sorotipo das cepas isoladas € necessario a utilizagdo de uma
técnica de sorotipagem.

A sorotipagem é uma técnica fenotipica, ou seja, diferencia as cepas por
meio da caracterizagdo dos produtos da expressao génica (TENOVER et al.,
1997). E uma das técnicas mais tradicionais utilizada para promover a
diferenciacdo de cepas de patdgenos de origem alimentar e baseia-se na
reagao antigeno-anticorpo. Nesta técnica anticorpos especificos sdo utilizados
para identificar antigenos homaologos do micro-organismo (WIEDMANN, 2002).
Esta metodologia baseia-se na variagdo dos antigenos somaticos (O) e
flagelares (H) presentes na bactéria.

A sorotipagem de L. monocytogenes € importante para a caracterizagéo
e correlacdo entre os principais sorotipos envolvidos em casos/surtos de
listeriose. Dos 13 sorovares de L. monocytogenes capazes de causar doenga,
90% dos casos de listeriose humana sédo causados pelos sorotipos 1/2a, 1/2b e
4b, sendo este ultimo responsavel pela maioria (GELLIN e BROOME, 1989;
SWAMINATHAN, 2001).
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Amostragem

Cada amostrade meldo constituiu uma unidade da fruta, com peso de
aproximadamente 1,5 a 2 kg. Ja para a jabuticaba, cada unidade amostral foi
composta pela quantidade de jabuticabas necessarias para se atingir o peso de
250 g. As frutas maduras foram adquiridas em centros de venda
(supermercados, minimercados e feiras) ou coletadas diretamente das plantas,
na cidade de Vigosa-MG. Essas amostras foram coletadas em sacos plasticos
esterilizados e enviadas para o Laboratério de Microbiologia de Alimentos e
Higiene Industrial do Departamento de Tecnologia de Alimentos da
Universidade Federal de Vigosa (DTA/UFV).

Para o calculo do tamanho da amostra, para amostragem aleatoria
simples por meio de estudo de prevaléncia, utilizou-se a férmula descrita
abaixo (MUNIZ e ABREU, 1999):

n=2*2Z[P (1-P)] / (D*D) (1)

Onde:

n= Tamanho da amostra

Z= Valor da distribuicdo normal padrao correspondente ao nivel de
confianga desejado (Z= 1,96 para Intervalo de Confianga de 95%)

P= Prevaléncia esperada

D= Erro maximo aceitavel na estimativa

Como base de calculo para a estimativa do valor de prevaléncia foram
utilizados alguns estudos encontrados na literatura que avaliaram a incidéncia
de L. monocytogenes em frutas e produtos de frutas. Com base nestes estudos
foi observado que as frutas ou produtos de frutas contaminados
corresponderam a aproximadamente2% da populagdo amostral. Assim, para o
valor de P, tomou-se como base uma prevaléncia estimada de 2%. O valor do
erro admitido (D) foi definido como igual a 5% e o de Z como 1,96 (para a =
0,05 e IC = 95%). O tamanho minimo calculado para a amostra foi de 30

unidades amostrais.
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Foi possivel coletar e analisar um total de 150unidades amostrais de
meldo e 60 unidades amostrais de jabuticaba. Tais amostrasforament&o

analisadas quanto a presenca de Listeria spp.eL. monocytogenes.

3.2. Avaliagdo da incidéncia de Listeriaspp.pela metodologia
convencional

Apos a chegada ao laboratério, asamostras foram lavadas sob
condi¢cdes assépticas utilizando-se agua esterilizadaem volume aproximado ao
peso da unidade amostral, pois acredita-se que a contaminag¢ao por Listeria
seja superficial. A solugédo de lavagem foi posteriormente filtrada em membrana
de 0,45 pm. Seguindo a metodologia oficial da ISO 11290-1 para a detecc¢éo de
Listeriaspp.,0 sedimento retido na membrana foidiluido em25mL de caldo Half-
Fraser (HF) sem a adicdo dos agentes seletivos, seguindo-se incubacédo a
20+£2°C/1h para recuperagéo de células injuriadas. Apds este periodo, o caldo
HF foiadicionado do suplemento seletivo Half Fraser (citrato de ferro amoniacal,
acido nalidixicoe acriflavina) e incubado por 24h a 30°C. Posteriormente, 1mL
do caldo HF foi transferido para tubos de caldo Fraser (FR), incubando-se a
30+£1°C/24+3h.

Aliquotas do caldo FR foram transferidaspor estrias para placas de Agar
Palcam (PAL) e Agar Oxford (OX), com incubacdo a 37+1 °C/ 24+3h. Apds a
incubacao, as coldnias presuntivas de Listeria spp. com 2 a 3 mm de diametro
e com halos castanhos ou negros, devido a hidrolise da esculina, foram
estriadas em placas contendo AgarTriptonade SojacomExtrato de Levedura a
0,6% (TSA-YE 0,6%) e incubadas a 37+1°C/24+3h.

Apesar de haver agentes seletivos presentes nos meios utilizados para o
isolamento e identificacdo de Listeria spp.,outros organismos podem crescer e
alguns deles podem apresentar uma morfologia da colénia semelhante. Dessa
forma, as colbnias suspeitas devem ser investigadas quanto as caracteristicas
tipicas do género (RYSER e MARTH, 2004). Os isolados presuntivos foram
entdo submetidas aos seguintes testes bioquimicos para identificacdo de
Listeria spp.: coloragdo de Gram, catalase e motilidade.

Para o teste de coloragdo de Gram utilizou-se colbnias previamente
cultivadasem placas contendo TSA-YE 0,6e incubadas a 37 £ 1 °C/24 £ 3 h.
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Para a realizagao do teste de catalase, uma colénia foi colocada sobre
uma lamina de vidro. Em seguida, adicionou-se uma gota de peroxido de
hidrogénio a 3%, homogeneizando-se a colonia. O teste & positivo quando se
observa a formacéao de bolhas de ar (GANDHI e CHIKINDAS, 2007).

Para a prova de motilidade utilizou-se o meio Sulfeto-Indol-Motilidade
(SIM). Com auxilio de uma agulha o meio foi inoculado até dois tercos com
uma coldnia isolada da bactéria e incubado a 25°C, por um periodo de até 7
dias.A motilidade é positiva quando o meio apresenta motilidade tipica de
Listeria, ou seja, aspecto de “guarda-chuva” no tergco superior do agar(HOLT et
al., 1994).

3.3. Avaliagdo da incidéncia de L.monocytogenespelo método
imunoenzimatico

Todas as amostras de melao ejabuticaba foram avaliadas pelo método
rapido de detecgdo imunoanalitico VIDAS®-LMO quanto & presenca de L.
monocytogenes.

Foram analisadas nove amostras por vez. Sendo assim, recolheu-se 0,5
mL do caldo de enriquecimento secundario de cada amostra, o volume total de
4,5 mL recolhido foi centrifugado a 5.000 rpm/ 15 min, o sobrenadante foi
descartado e o pellet ressuspendido em agua destilada até volume de 0,5 mL.
Este volume final foi aquecido a 95-100°C/ 1-2 min e analisado no
imunoanalisadorMini-VIDAS® pelo Kit VIDAS®-LMO quanto a presenca de L.

monocytogenes.

3.4. Identificagao genética dos isolados bacterianos
Os isolados de Listeria spp. suspeitos obtidos pelo método convencional
foram analisados por meio de técnica de PCR e sequenciamento genético.Para

a realizagao dessasanalisesfoi feita extracdo de DNA dos isolados.

3.4.1. Extragcdo de DNA das amostras

Para extragdo do DNA, as cepas foram ativadas em caldo BHI a 37
°C/24 h. Apods ativagcado,imL do caldo de crescimento de cada cultura foi
transferido para tubos eppendorfde 1,5 mL para extracdo de DNA. O DNA
genbmico das estirpes bacterianas foi extraido utilizando o kitPromega
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(WizardGenomic, DNA PurificationKif) de acordo com as instrugbes do
fabricante. As amostras foram mantidas a, aproximadamente,-20°C até o

momento do uso.

3.4.2. Amplificagao de genes especificos de L. monocytogenes
As sequéncias dos oligonucleotideosutilizados na reagédo de PCR

encontram-se na Tabela 1.

Tabela 1- Oligonucleotideos utilizados nas reagbes de PCR para identificagcdo de L.

monocytogenes
Produto Concentragao
Espécie Gene Oligonucleotideo Sequencias (5'-3") de PCR (M) ¢ Referéncia
(pb)
Imo1030-F GCTTGTATTCACTTGGATTTGTCTGG
L. Ryuet al.,
monocytogenes Imo1030 509 0.56 2013

Imo1030-R ACCATCCGCATATCTCAGCCAACT

Utilizou-se um total de 25 pL de mistura de PCR que consistiu de
reagente 10x BufferGreenadicionado de MgCl, (Promega®, Estados
Unidos),uma misturade dNTP a 10 mM(dATP, dCTP, dGTP e dTTP)
(Promega®, Estados Unidos), um par de cada oligonucleotideo, com diferentes
concentracbes para cada reacado, 25 ng de uma mistura de DNA molde,
0,2uLdeTaq polimerasea 5 U/uL. O volume foi completado com agua ultrapura
esterilizada, livre de DNase e RNase.

Como controle positivo,foi utilizadauma cepa de referéncia de L.
monocytogenes(ATCC 7644). Como controle negativo, utilizou-se uma cepa
ATCC de Bacillussubtilis.Outro controle consistiu da mistura dos reagentes
substituindo o lisado de células por agua ultrapura esterilizada.

A PCR foi realizada com uma desnaturacéo inicial a 94 °C durante 5
min, 35 ciclos de desnaturacao a 94 °Cdurante 30 s, hibridagédo a 60 °C durante
30s, extensdo a 72 ° C durante 30 s e extensao final de 72°C durante 5 min
(RYUet al., 2013).

Amplicons obtidos no PCR foram submetidos a eletroforese sobre um
gel de agarose a 3,0% (p/v), utilizando um tampao Tris-acetato-EDTA (TAE)

corado comGelRedNucleicAcid Gel Stain (Promega®, Estados Unidos), em
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uma diferenca potencial de 80V. Foi usado um marcador de peso molecular
com fragmentos multiplos de 100pb(Promega®, Estados Unidos) para
estimativa do tamanho dos produtos de PCR. Para visualizar o resultado o gel

foi exposto a luz ultravioleta em um transluminador.

3.4.3.Sequenciamento génico dos isolados obtidos

A obtencéo do fragmento de DNA a ser purificado e sequenciado foi feita
por meio da amplificacdo de parte do gene 16S rDNA utilizando o par de
oligonucleotideos universais 1492R (5' TACGGYTACCTTGTTACGACTT 3') e
P027 (5" GAG AGT TTG ATC CTG GCT CAG 3’), os quais dao origem a
fragmentos com cerca de 1500 pb. As reacbes de amplificagdo foram
realizadas em microtubos em um volume final de 50 pL contendo: 2uL de DNA,
5 pL do reagente 5x BufferGreen(Promega®, Estados Unidos) 1,4 uL de uma
mistura de dNTP a 10mM (dATP, dCTP, dGTP e dTTP) (Promega®, Estados
Unidos) 0,4 uL de Taq Polimerase a 5 U/uL (Promega®, Estados Unidos), 1uL
MgCl, a 25mM, e 1 pL de cada oligonucleotideo (concentragéo final de 0,1
Mm). O restante do volume foi completado com agua ultrapurificada
esterilizada.

A reacado de PCR foi realizada em termocicladorAxygenmaxygene (CLP,
Estados Unidos). As condigbes de amplificagdo seguiram o seguinte protocolo:
4 min de desnaturacao a 94 °C; 35 ciclos de amplificacdo a 94 °C por 30 s;
anelamento a 63 °C por 1 min e extensao a 72 °C por 1,5 min e 72 °C por 7
min. Os fragmentos gerados foram submetidos a uma eletroforese em gel de
agarose 1% (p/v), em tampao TAE 0,5x, corados com GelRed(Promega®,
Estados Unidos) e visualizados sob luz ultra-violeta. Os produtos da PCR foram
enviados para sequenciamento na empresa Macrogen Inc. (Coréia do Sul).

As sequéncias bidirecionais obtidas foram comparadas a sua fita
complementar gerando uma fita consenso pelo software DNA Baser 3.5.4

(http://www.dnabaser.com/index.html). A sequéncia obtida de cada isolado foi

submetida a analise comparativa com sequéncias depositadas no banco de
dados GENBANK (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) do National Center

for Biotechnologylnformation(NCBI) e alinhadas utilizando o software BLAST,

disponivel pela rede mundial de computadores. Admitiu-se concordancia de no

minimo 95% para confirmacéao da especificidade da sequéncia.
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3.5. Sorotipagem

As cepas de L. monocytogenes foram enviadas a sec¢ao de bacteriologia
do Instituto Oswaldo Cruz (Fiocruz) para sorotipagem utilizando-se os soros O
e H.
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES

41. Avaliacao da incidéncia de Listeriaspp. pela metodologia
convencional

A partir do método oficial da ISO 11290-1 para recuperagdo de
Listeriaspp. foi possivel obter 21 isolados suspeitos de pertencerem ao género

Listeria, todos provenientes dos frutos de melao (Tabela 2).

Tabela 2- Distribuicdo da frequéncia de ocorréncia de Listeria spp. em amostras de melao e

jabuticaba pelo método de analise convencional

Fruta Ausente Listeriaspp. Total de amostras avaliadas
Melao 129 (86%) 21 (14%) 150
Jabuticaba 60 (100%) 0 (0%) 60
Total 189 (90%) 21 (10%) 210

Todos esses isolados apresentaram resultados positivos nos testes de
produgdo de catalase, além deapresentarem colbnias com caracteristicas
tipicas do género Listeria. Dentre estes, apesar de somente16 apresentaram-
se como bastonetes gram-positivos, moveis e com crescimento caracteristico
em formato de guarda-chuva, quandoincubados em meio SIM na temperatura
de 25°C, todos foram agrupados como suspeitos de pertencerem ao género
Listeria, devido aos problemas que os testes fenotipicos podem apresentar,
levando a resultados falsos negativos.

Embora confiaveis e considerados oficiais, os métodos convencionais de
deteccao, podem ser afetados por fatores ambientais, que geram variagdes na
expressao génica, dessa forma os isolados, obtidos pelo método oficial da ISO
11290-1, foram posteriormente submetidos ao sequenciamento da regido
amplificada do gene 16S rDNA, com o objetivo de identificar e agrupar
filogeneticamente os isolados obtidos, além de confirmar o numero de isolados

realmente pertencentes ao género Listeria.
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4.2. Avaliagcao da incidéncia de L. monocytogenespela metodologia
imunoenzimatica

A incidéncia de L. monocytogenes foi avaliada por meio do teste rapido
de deteccdo imunoanalitico VIDAS®-LMO. De acordo com os resultados
obtidos nenhuma das amostrasanalisadas pela metodologia convencional,
apresentou resultado positivo para a presenga de L. monocytogenes.

Apesar do métodoimunoenzimatico ter indicado auséncia do
patdgeno,em presenca de muitos isolados suspeitos obtidos pela metodologia
oficial, cabe ressaltar que a metodologia convencional foi empregada com o
objetivo de recuperar células de Listeria spp. € nem sempreuma amostra
positiva para Listeria sp.estda necessariamente contaminada por L.
monocytogenes.

Alguns autores compararam a metodologia oficial com o método rapido
de analise utilizando o kit mini-VIDAS e concluiram que a técnica
imunoanalitica possui elevada sensibilidade, especificidade e eficacia, podendo
ser empregada em substituicdo as analises convencionais para a triagem de
amostras.Dentre eles, Vaz-Velho et al. (2000) avaliaram, comparativamente, a
metodologia mini-VIDAS®-LMO e a técnica convencional na pesquisa de L.
monocytogenese encontraram 96 % de especificidade e 73 % de sensibilidade
para o método rapido. Além disso, concluiram que a técnica imunoldgica possui
algumas vantagens em relacédo a técnica convencional como maior rapidez e
especificidade e sensibilidade comparaveis. Ja Benetti et al. (2013) avaliaram,
comparativamente, as duas metodologias na pesquisa de Listeria spp.
eencontraram,para o teste rapido,sensibilidade e especificidade de 96,7% e
94,70%, respectivamente.

Os dados de analise comparativa entre os métodosmini-VIDASe o
dalSO 11290-1 apresentados em tais estudos indicam que ambos os métodos

sdo similares e eficazes na deteccéo de Listeriasp.
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4.3. Identificagao genética dos isolados

4.3.1. Amplificagao de genes especificos de L. monocytogenes

Os 21 isolados suspeitos de pertencerem ao género Listeriaobtidos pelo
método oficial de recuperagdo de Listeriaspp. foram testados quanto a
presencga de L. monocytogenes e L. innocua por meio de analise de PCR.

Os produtos da PCR visualizados por separagéao eletroforética em gel de
agarose para detecgao de L. monocytogenes estao apresentados na figura 2. A
analise foi realizada em triplicata para avaliar a reprodutibilidade e consisténcia
dos resultados.

M 12 3 45 67 8 910 1112 13 14 1516 1718 19 2021 22 22 4

S00 pb

Figura 2- Visualizagao do produto de PCR para identificagcdo de L. monocytogenes.

M: Marcador de peso molecular com fragmentos multiplos de 100 pb, canaleta 1: Controle
positivo utilizando uma cepa de L. monocytogenes (ATCC 7644), canaleta 2: Controle negativo
(cepa de Bacillussubtilis), canaleta 3: Controle (mistura dos reagentes substituindo o lisado de

células por agua ultrapura esterilizada), canaletas 4 a 24: amostras dos 21 isolados suspeitos.

O par de iniciadores utilizado apresentou elevada especificidade com a
estirpe utilizada como controle positivo (canaleta 1), produzindoamplicons de
PCR de tamanho esperado (509 pb). As sequencias dos iniciadores utilizados
estdo apresentados na Tabela 1.

A eletroforese em gel confirmou que o par de iniciadores foi especifico,

ampliando somente os produtos de PCR desejados. Isto implica que o
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oligonucleotideo utilizado é especifico para a detecgdo da espécie L.
monocytogenes e nao gera resultados falsos positivos.

A canaleta quatro apresentou uma banda que consistiu de amplicon
especifico deL. monocytogenes (509 pb). Desta forma, dentre os 21 isolados,
uma estirpe de L. monocytogenes foi encontrada por meio da reagédo de PCR.
Este resultado diferiu daquele obtido pelo teste imunoanalitico, utilizando o kit
VIDAS®-LMO, queindicou auséncia de L.monocytogenes em todas as amostras
de frutas analisadas.

Sabe-se que tanto o método imunoenzimatico, utilizando o kitmini-
VIDAS, quanto a técnica de PCR s&o excelentes métodos de deteccdo de
Listeriasp. e podem ser empregados para triagem de amostras (MORO et al.,
2007). No entanto, por apresentar limite de deteccao inferior a técnica de
imunoanalise, a PCR é um método mais sensivel (MORO et al., 2007). Neste
sentido, €& possivel que o nivel de recuperagdo das células de L.
monocytogenes, obtido pelas etapas de enriquecimento, tenha sido suficiente
para possibilitar a detecgao pela técnica de PCR e insuficiente para possibilitar
a detecgdo pelo método imunoenzimatico.Uma recuperacgéo insuficiente de
células de L. monocytogenesnos caldos de enriquecimento pode ocorrer devido
a presenca de outras espécies do génerolisteria, que sao capazes de se
multiplicar nos meios de enriquecimento seletivo, levando a repressaodo
crescimento do patdégeno, reduzindo sua recuperacdo e impedindo sua
deteccao.

De acordo com os resultados obtidos,a taxa de falsos-negativos,
estimada para o teste imunoanalitico,foi de 5% (1/20). Vaz-Velho et al. (2000),
que avaliaram comparativamente a metodologia mini-VIDAS®-LMO e a
convencional na pesquisa de L. monocytogenes, encontraram uma taxa de
falsos-positivos de 5,26% e de falsos-negativos de 3,12%, maior que a
encontrada neste estudo.

Os oligonucleotideos especificos para L. monocytogenesutilizados neste
estudo foram os mesmos utilizadospor Ryuet al. (2013), que desenvolveram
uma reacado de PCR multiplex para a deteccao rapida e simultdnea de seis
especies de Listeria isoladas de carne processada.No estudo de Ryuet al.

(2013), a reacédo de PCR multiplex foi aplicada com sucesso para 93 isolados
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de Listeria, dos quais foram identificadas 81 cepas de L. monocytogenes, 10
cepas de L. innocua e duas cepas de L. welshimeri.

A sensibilidade e especificidade da reacdo de Ryuet al. (2013) foi
testada com cepas de referéncia e a eletroforese em gel de agarose confirmou
que todos os pares de iniciadores utilizados amplificaram os produtos de PCR
desejados. Isto implica que os pares de iniciadores utilizados por Ryuet al.
(2013) sao especificos para a detecgdo das espécies de Listeria pesquisadas,

0 que impossibilita resultados falsos-positivos.

4.3.2. Identificagdao dos isolados obtidos por meio de sequenciamento
génico

O sequenciamento da regidao amplificada do gene 16S rDNAfoi realizado
com o objetivo de identificar e agrupar filogeneticamente os isolados obtidos,
além de confirmar o numero de isolados realmente pertencentes ao género
Listeria.

Os resultados do alinhamento comparativo das sequéncias obtidas estéao

apresentados na Tabela 3.
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Tabela 3- Espécies de maior similaridade com os isolados sequenciados, de acordo com o

alinhamento utilizando sequéncias contidas no banco de dados GenBank (NCBI).

Similaridade Numero de
Isolado Espécie com maior similaridade Cédigo
(%) nucleotideos

1 Listeria monocytogenes 99 NR_102780.1 1351
2 Listeriafleischmanniisubsp. coloradonensis 96 NR_109543.1 770
3 Microbacteriumindicum 97 NR_042459.1 770
4 Listeriafleischmanniisubsp. coloradonensis 97 NR_109543.1 1.404
5 Listeriafleischmanniisubsp. coloradonensis 97 NR_109543.1 910
6 Listeriafleischmanniisubsp. coloradonensis 97 NR_109543.1 1403
7 Listeriafleischmanniisubsp. coloradonensis 97 NR_109543.1 490
8 Listeriafleischmanniisubsp. coloradonensis 97 NR_109543.1 644
9 Enterococcusfaecium 99 NR_102790.1 980
10 Enterococcushirae 98 NR_075022.1 940
11 Falha no sequenciamento - - -
12 Listeriafleischmanniisubsp. coloradonensis 96 NR_109543.1 945
13 Staphylococcussaprophyticussubsp.saprophyticus 95 NR_074999.1 1464
14 Enterobacterasburiae 99 NR_074722.1 840
15 Enterococcushirae 100 NR_075022.1 791
16 Listeriafleischmanniisubsp. coloradonensis 97 NR_109543.1 850
17 Listeriafleischmanniisubsp. coloradonensis 97 NR_109543.1 772
18 Listeriafleischmanniisubsp. coloradonensis 97 NR_109543.1 950
19 Listeriafleischmanniisubsp. coloradonensis 96 NR_109543.1 1343
20 Listeriafleischmanniisubsp. coloradonensis 97 NR_109543.1 979
21 Listeriafleischmanniisubsp. coloradonensis 98 NR_109543.1 769

Os resultados obtidos pelo sequenciamento indicaram que o isolado
1apresenta sequéncia com alta similaridade a da bactéria identificada como L.
monocytogenes (NR_102780.1), confirmando a identidade deste patégeno e o

resultado obtido anteriormente pela analise de PCR.
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Treze isolados apresentaram sequéncia similar a da bactéria identificada
como L. fleischmanniisubsp. coloradonensis, confirmando no total, 14 espécies
do género Listeria.

O sequenciamento indicou que seis dos isolados suspeitos pelo método
convencional ndo pertenciam ao género Listeria. Os isolados de numero 3, 9
10, 13, 14 e 15 tiveram alta similaridade génica com as
espéciesMicrobacteriumindicum,Enterococcusfaecium,Enterococcushirae,Stap
hylococcussaprophyticus, Enterobacterasburiaee Enterococcushirae,
respectivamente, de acordo com busca no banco de dados GenBank.

De acordo com os resultados obtidos pela metodologia oficial da ISO-
11290-1 as amostras de meldo apresentaram ocorréncia de 14% de
Listeria spp. (21/150). No entanto, como pbéde ser observado, apos analise
de sequenciamento génico, esta incidéncia foi reduzida para 9,33% (14/150). A
identidade de um dos isolados suspeitos ndo pdde ser confirmada devido a
baixa amplificagdo do gene 16S no processo de sequenciamento.

Penteado e Leitdo (2009) encontraram incidéncia de 5% de Listeria spp.
em amostras de melao, valor proximo ao encontrado neste estudo. Segundo os
autores a contaminacdo foi maior em amostras coletadas em feiras livres
quando comparadas com aquelas obtidas em centrais de abastecimento
(CEASA). Assim como Penteado e Leitdo (2009), observou-se nesse trabalho
que os meldes provenientes das feiras livres foram os que apresentaram
contaminagao por Listeria spp. Das 150 amostras de melao analisadas neste
estudo, 87 foram coletadas em feiras, o que pode ter contribuido para a alta
incidéncia de Listeria spp. Normalmente em feiras livres as frutas ficam ao ar
livre e s&o muito manipuladas, além de ndo passarem por nenhum processo de
limpeza ou sanitizagédo, o que favorece os maiores niveis de contaminagao das
frutas.

Dentre os micro-organismos isolados, os de numero 9, 10 e 15,
apresentaram sequéncias similares as de bactérias do género Enterococcus,
de acordo com busca no banco de dados GenBank. A identificacdo de
bactérias deste género e desperta interesse, uma vez que algumas de suas
espécies estdo associadas a infecgdes hospitalares em todo o mundo (CDC,
2014c).



O género Enterococcus pertence a um grupo de bactérias heterogéneas
que inclui mais de trinta espécies, dentre as quais destacam-seE. faecalis e
E.faecium como as mais frequentemente encontradas em alimentos enquanto
que outras espécies como E.durans, E. hirae e E.gallinarum s&o isoladas com
menor frequéncia (TEIXEIRA et al., 2007; PANGALLO et al.,, 2008). As
bactérias do género Enterococcus sao naturais do trato gastrointestinal dos
seres humanos e animais, além de muitas espécies serem encontradas
também no meio ambiente em geral (TEIXEIRA e FACKLAM, 2003).

Ao contrario da maioria das bactérias acido-laticas, o género
Enterococcus nédo é considerado GRAS (Geralmente Reconhecidos como
Seguros). Sao consideradas importantes em tecnologia de queijos, mas tém
surgido como patdégenos oportunistas, especialmente em hospedeiros
imunocomprometidos (GALES et al., 2009; BENDER et al., 2009; LIN et al.,
2012).

Enterococcus, principalmente E.faecalis (80 a 90%) e E.faecium (5 a
15%), séo considerados a segunda maior causa de infecgbes hospitalares nos
Estados Unidos, sendo responsaveis por causar endocardite bacteriana,
infecgdes intestinais e infec¢des urinarias (MOURA et al., 2006, CDC, 2014c).

Um fator importante para a saude publica é que as bactérias do género
Enterococcus possuem formas de resisténcia intrinseca e adquirida a varios
antibidticos, o que reduz significativamente as opc¢des de tratamento a
infeccbes causadas por eles (HENRIQUE, 2008). Devido as diversas infec¢des
provocadas por E. faecium e sua resisténcia ao antibiético vancomicina, este
micro-organismos € atualmente considerado um patdégeno emergente e
desafiante patdégeno hospitalar (CVE, 2014). Neste sentido, como foi
detectadaa presenca de uma cepa deste micro-organismo nas amostras de
meldes estudadas, a preocupacdo do consumidor com relacdo a esta fruta

pode se tornar maior.

4.3.3. Avaliacao de similaridade genética entre os isolados
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Devido a identificagdo do isolado 1como L. monocytogenes, foi realizado
o alinhamento de sua sequéncia com as sequéncias de outros isolados

encontrados neste trabalho. Os resultados estdo expressos na tabela 4.

Tabela 4- Similaridade do patégeno L. monocytogenes com alguns dos demais isolados

Isolado Alinhamento (%) Similaridade (%)
4 99 96
19 99 96
6 99 95
8 99 95
10 100 95
15 100 95
2 100 95
9 100 94
13 100 93
14 100 82
3 100 82

Nem todas as sequéncias obtidas dos isolados foram utilizadas no
alinhamento com o patdgeno L. monocytogenes (isolado 3) pois, ao serem
sequenciadas, regides distintas do gene foram amplificadas para essas
amostras. As amostras nao alinhadas foram as de numero 5, 7, 11, 12, 16, 17,
18, 20 e 21. Apesar destas amostras ndo serem aplicadas, os isolados
utilizados foram capazes de representar todas as espécies bacterianas
identificadas neste estudo.

A alta similaridade génica dos isolados descritos na tabela 4 com L.
monocytogenes,isolado 1, indica que tais micro-organismos podem apresentar
caracteristicas de colénias semelhantes ou respostas fenotipicas parecidas nos
testes bioquimicos. Sendo assim, apesar de os isolados de numero 3, 9, 10,
13, 14 e 15 ndo apresentarem sequéncias compativeis com a sequéncia de
qualquer bactéria do género Listeria, apresentaram alta similaridade génica
com o isolado 1 (L. monocytogenes), o que pode ter levado esses micro-
organismos a apresentarem comportamentos fenotipicos semelhantes ao
género Listeria nos meios seletivos utilizados pelo método convencional,

induzindo aos resultados falso-positivos encontrados.
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Para entender melhor as relagdes evolutivas entre as varias espécies e
as suas proximidades filogénicas foi gerado um filograma radial das sequéncias
de DNA e dos alinhamentos resultantes desta (Figura 3). Para tanto foi utilizado
o programa TreeDyn198,3(CHEVENET et al., 2006).

7,.,.
3
o

Figura 3- Arvore filogenética construida a partir das sequencias do gene 16S das espécies

identificadas.

A arvore filogenética representa graficamente as relagbes evolutivas
entre varias espécies e consiste de nds conectados por bragos. Nos terminais
representam sequéncias ou organismos que estao sendo estudados, enquanto
que nos internos representam os hipotéticos ancestrais (PAGE e HOLMES,
1998; YANG, 2006).

De acordo com o filograma gerado foi possivel verificar que os isolados
de numero 1, 4, 6, 8 e 19 (L.fleischmannii)possuem alta similaridade genética

entre si e possuem relagdes evolutivas similares, uma vez que localizam-se
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muito proximos no filograma e se originam da mesma bifurcagdo (ou nd). O
mesmo ocorre entre os isolados de numero 9, 10 e 15 (Enterococcus).

A matriz apresentada nao foi adaptada para avaliar a distancia
filogenética exata entre os isolados, no entanto,pela distdncia dos bragos e
pelos resultados apresentados na tabela 4 é possivel identificar que o isolado
de numero 1,L. monocytogenes, possui maior similaridade com os isolados
identificados como pertencentes as espécies de L.fleischmanni e Enterococcus,
seguido dos isolados identificados como pertencentes as espécies

Staphylococcussaprophyticus, Microbacteriumindicume Enterobacterasburiae.

4.4. Sorotipagem da cepa de L. monocytogenes isolada de melao

Este procedimento foi realizado com o objetivo de estabelecer a
correlagdo dos sorotipos presentes nas frutas com os sorotipos de maior
patogenicidade.

De acordo com o Laboratério de Zoonoses Bacterianas do Instituto
Oswaldo Cruz o isolado de numero 1, L. monocytogenes, encontradona
amostra de melao, apresentou sorotipagem 1/2b.

Sabe-se que nem todas as cepas de L. monocytogenes sao igualmente
capazes de causar doengas em seres humanos. A espécie L. monocytogenes
possui13 diferentes sorotipos, no entanto, os sorotipos 4b, 1/2a e 1/2b sdo os
responsaveis por mais de 90 % dos casos de listeriose humana (GOULET ET
AL., 2006; LIANOU et al., 2006; LIU, 2006; GOMES, 2014). Dessa forma, a
sorotipagem indicou que a cepa de L. monocytogenes encontrada é
potencialmente perigosa, uma vez que seu sorotipo, 1/2b, esta amplamente

associado com grande parte dos surtos de listeriose em humanos no mundo.

4.5.Perigo associado ao melao e jabuticaba

No presente trabalho ndo foi detectada a presencga de Listeriaspp. nas
amostras de jabuticaba. Ja nas amostras de meldo foi detectada uma
ocorréncia de 9,33% (14/150), sendo que das 14 espécies de Listeria
confirmadas, uma era do patégeno L. monocytogenes.

A presenca de 14 espécies do género Listerianos frutos de meléo indica
que o ambiente é propicio para o crescimento de L. monocytogenes, uma vez

que as restricdbes para a sobrevivéncia e multiplicacdo sdo semelhantes entre
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as espeécies do género, e, apesar de uma unica cepa de L. monocytogenester
sido encontrada, sabe-se que sua presenca pode ter sido subestimada devido
a presenca dessas outras espécies do género, que sido capazes de se
multiplicar nos meios de enriquecimento seletivo, e podem reprimir o
crescimento do patdgeno, impedindo sua detecgao.

Devido a importancia que a bactéria L. monocytogenes representa a
saude publica, mesmo a deteccdo de uma unica cepa nas amostras €
suficiente para inferir que o alimento contaminado pode ser prejudicial a saude
do consumidor. A preocupacado se deve ao fato de que o meldo é muito
consumido na forma in natura e frequentemente ndo é submetido a qualquer
tratamento que assegure a eliminagdo desta bactéria. Além disso, esta fruta é
usualmente refrigerada por longos periodos de tempo, 0 que pode elevar os
numeros desse patdogeno a valores inaceitaveis.

Apesar da deteccao delisteria spp. nas amostras de meldo analisadas,
da presenca de uma cepa de L. monocyotegenes e ao recente surto associado
ao consumo desta fruta(CDC, 2011b), existem ainda poucos estudos na
literatura que avaliam a incidéncia de Listeria spp.ou L. monocytogenes em
mel&o.

Vahidyet al. (1992) e Penteado e Leitdo (2009) também avaliaram a
presenga de L. monocytogenes em meldo, no entanto nenhuma cepa do
patdogeno foi encontrada nas amostras estudadas por estes autores. Ja
Penteado e Leitdo (2009) encontraram somente uma das espécies do género
Listeria, L. welshimeri, mas concluiram que os frutos de meldo sédo bons
substratos para a sobrevivéncia e multiplicacdo de qualquer espécie do género
Listeria.

Com relagéo a jabuticaba, por ser uma fruta exética e pouco explorada
comercialmente, é ainda muito pouco estudada ndo tendo relatos sobre a
incidéncia de Listeria nessa fruta. No entanto, por ser consumida in natura,
normalmente com a casca e sem prévia sanitizagado, sabe-se que a avaliagao
da incidéncia de patégenos, como L. monocytogenes, € importante.

Neste estudo nao foi detectada a presengca do género Listeria em
nenhuma das 60 amostras de jabuticaba analisadas. Esta auséncia pode ser
explicada devido ao rapido tempo de formacao dos frutos e a curta vida util (até
7 dias ap6s a colheita) o que impede um grande tempo de exposi¢ao dos frutos
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as diversas fontes de contaminacao. Além disso, devido a baixa disponibilidade
do fruto nos comércios locais, as amostras foram coletadas direto da planta e
levadas para a analise, o que reduz substancialmente as fontes de
contaminagao poés-colheita e por manipuladores.

Sobierajski (2014) afirma que processos fermentativos podem comecar a
ocorrer na polpa e casca da jabuticaba até no mesmo dia da colheita, o que
pode evitar a multiplicagdo de Listeria devido a competicdo com altas
concentracdes de lactobacilos.

Neste estudo, ao todo, foram analisadas 210 amostras de frutas. A
incidéncia total de L. monocytogenes foi de 0,47%, abaixo da média
encontrada por autores que analisaram L. monocytogenes em frutas (~ 2%).

O melao é uma fruta mais potencialmente susceptivel a contaminagao
por L. monocytogenes, ja que é cultivada no solo, uma das principais fontes
deste patdgeno, no entanto outra importante fonte de contaminagdo vem sendo
considerada, que sao os refrigeradores industriais, varejistas ou domésticos.
Eles podem possibilitar a contaminagdo cruzada entre os alimentos, ja que L.
monocytogenes consegue sobreviver e multiplicar em condicbes de
refrigeragcdo. O que preocupa neste caso, € o fato de que frutas como meléo e
jabuticaba podem ser armazenadas sob baixas temperaturas e, apds o
armazenamento, serem consumidas sem qualquer tratamento.

Embora o crescimento de micro-organismos psicrotroficossob
refrigeracao seja lento, os produtos que tém uma vida util maior, como o melao,
podem conter L. monocytogenes em numeros elevados no final de sua vida de
prateleira (FOODSAFETY, 2002).

Estudos que avaliam a presenca de L. monocytogenes em
refrigeradores evidenciam este problema de contaminagdo. Sergelidiset al.
(1997) estudaram a prevaléncia de Listeria sp. em refrigeradores domésticos,
varejistas e industriais, na Grécia e encontraram 1,5% das amostras positivas
para L. monocytogenes. Ja Jackson et al. (2007) na Irlanda, analisaram 342
refrigeradores domeésticos e encontraram 1,2% contaminados com L.
monocytogenes.

Sabe-se que a ocorréncia de Listeria spp. eL. monocytogenesem
vegetais € baixa quando comparada com sua incidéncia em produtos carneos

ou lacteos, no entanto, nos ultimos anos o numero de surtos associados ao
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consumo desses alimentos tém aumentado. A importancia das frutas como
fonte do patdégeno ganhou maioratengdo quando o surto alimentar mais fatal
dos Estados Unidos envolveu o consumo de melbes contaminados por L.
monocytogenesem 2011 (CDC, 2011b),diante disso, se torna imprescindivel

identificar as principais frutas que podem veicular esse patdgeno.
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5. CONCLUSAO

Como foi possivel identificar 14 espécies de Listeria spp. nas amostras
de meldo, podemos concluir que esta fruta suporta bem o crescimento de
qualquer espécie do género Listeria, incluindo o patégeno L. monocytogenes, e
que por ser uma potencial fonte deste patdégeno,medidas de controle e
prevencao devem ser adotadas com maior severidade para esta fruta.

Com relagdo aos métodos empregados para detecgdo de L.
monocytogenes, apesar do teste imunoanalitico n&o ter sido capaz de detectar
a presenga da cepa de L. monocytogenes, ele apresentou uma taxa de falsos-
negativos ainda dentro do limite proposto pelo método, estando apto para ser
utilizado em triagem de amostras.

Podemos concluir que mesmo que varios estudos comparativos tenham
sido relatados, nenhum esquema de deteccao demonstra tanta superioridade a
ponto de ser adotado universalmente e estudos demonstram que tanto a
metodologia convencional, quanto as metodologias alternativas, como as
técnicas de imunoanalise e de PCR, sao reconhecidamente eficazes na

deteccao de patogenos.
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