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Resumo

Listeria monocytogenes é uma bactéria ubiquitaria, disseminada pelo ambiente que
pode causar uma doenca rara mas grave denominada listeriose. A taxa de mortalidade
desta doenca em humanos é de 20-30%, sendo o queijo dos alimentos mais vezes
implicado em casos esporadicos ou surtos de listeriose por todo mundo. A
contaminag¢do ambiental tem sido diversas vezes considerada como uma das principais
fontes de contaminagdo de alimentos prontos para consumo, como é o caso do queijo.

O principal objetivo deste trabalho foi estudar as possiveis fontes de contaminag¢do
por L. monocytogenes de queijos fabricados com leite cru de ovelha produzidos numa
queijaria do Sul de Portugal, com histérico de pesquisa positiva, no periodo de 2011 a
2016. Para isso realizou-se a tipagem por PFGE e serotipagem molecular de 77 isolados
de L. monocytogenes e a um conjunto de oito isolados selecionados foi efetuada a
tipagem por MLST e cgMLST. Avaliou-se ainda a atividade bactericida dos
desinfetantes quimicos utilizados na queijaria segundo a Norma EN 1040/2005. Com
este estudo pretendeu-se contribuir para a resolu¢ao do problema de contaminagdo da
queijaria por L. monocytogenes.

As culturas de L. monocytogenes (n =77) foram isoladas de queijos de ovelha
curados (n=51), queijos de ovelha a saida da prensa (n=3), leite cru de ovelha (n=9),
esfregacos de maos (n=3) e esfregacos de superficies (n=11). A tipagem molecular por
PFGE resultou em 13 perfis Ascl e 10 perfis Apal sendo o pulsotipo Ascl 007 /Apal 002
0 mais representativo (n=32) dos isolados de L. monocytogenes. No total das 77
culturas, 95% pertenciam ao PCR serogrupo Ila (n=70) e 5% pertenciam ao PCR
serogrupo IVb. Isolados de esfregacos de superficies com pulsotipo Ascl 007 /Apal 002
revelaram resisténcia ao desinfetante III (2-5%, 15 minutos). Todas as oito estirpes de
L. monocytogenes selecionadas para sequenciacdo pertencem ao CC7 (MLST), ST7
(MLST), SL7(cgMLST) e a linhagem II (MLST). Relativamente ao tipo cgMLST
obtiveram-se quatro perfis (CT2915, CT2916, CT2917 e CT2918), 0 que representa um
melhor poder discriminatério relativamente aos dois perfis PFGE previamente
identificados para estas oito estirpes. A tipagem molecular dos isolados de L.
monocytogenes revelou que o leite cru de ovelha e o ambiente da queijaria sao fontes
importantes de contaminagdo e que algumas estirpes persistiram pelo menos durante
dois anos no ambiente.

Palavras chave
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Abstract

Study of the contamination pathways of Listeria monocytogenes in a cheese factory
- PFGE, serotyping, WGS and resistance to disinfectants

Listeria monocytogenes is an ubiquitous, environment-borne bacterium that can
cause a rare but serious disease called listeriosis. The mortality rate of this disease in
humans is 20-30%, with food cheese being more often implicated in sporadic cases or
outbreaks of listeriosis worldwide. Environmental contamination has several times
been considered as one of the main sources of contamination of food ready for
consumption, as is the case of cheese.

The main objective of this work was to study the possible sources of L.
monocytogenes contamination of cheeses made from raw milk from sheep produced in
a dairy from the south of Portugal, with positive research history, from 2011 to 2016.
For this purpose, The PFGE typing and molecular serotyping of 77 L. monocytogenes
isolates and a set of eight selected isolates were typed by MLST and cgMLST. It was also
evaluated the bactericidal activity of the chemical disinfectants used in cheesemaking
according to the Norm EN 1040/2005. The aim of this study was to contribute to the
problem of contamination of cheese by L. monocytogenes.

Cultures of L. monocytogenes (n = 77) were isolated from cured sheep cheeses (n =
51), sheep cheeses exiting the press (n = 3), raw sheep milk (n = 9), hand smears (N =
3) and surface smears (n = 11). The molecular typing by PFGE resulted in 13 Ascl
profiles and 10 Apal profiles being the most representative Ascl 007 / Apal 002 pulse
(n = 32) of L. monocytogenes isolates. In all 77 cultures, 95% belonged to serogroup Ila
PCR (n =70) and 5% belonged to serogroup IVb PCR. Isolates from surface swabs with
Ascl 007 / Apal 002 pulse showed resistance to disinfectant III (2-5%, 15 minutes). All
eight strains of L. monocytogenes selected for sequencing belong to CC7 (MLST), ST7
(MLST), SL7 (cgMLST) and to lineage II (MLST). Regarding the cgMLST type, four
profiles (CT2915, CT2916, CT2917 and CT2918) were obtained, which represents a
better discriminatory power with respect to the two PFGE profiles previously
identified for these eight strains. Molecular typing of L. monocytogenes isolates
revealed that raw sheep's milk and the cottage industry are important sources of
contamination and that some strains persisted for at least two years in the
environment.

Keywords

Cheese; Isolates; Similarity; DNA; Persistence.
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Estudo das vias de contaminagdo de Listeria monocytogenes numa queijaria. PFGE, serotipagem, WGS e resisténcia a
desinfetantes.

1. Introducao

Listeria monocytogenes é uma bactéria patogénica, Gram-positiva, que pode causar
uma doenca rara (listeriose) mas grave em individuos suscetiveis com uma taxa de
mortalidade entre 20 a 30% (EFSA e ECDC, 2014). Esta bactéria tem sido isolada a
partir de alimentos e do ambiente (Spanu et al, 2015). O estudo de Almeida et al.
(2013) relatou o isolamento de L. monocytogenes de diferentes superficies de
industrias produtoras de queijo de ovelha. L. monocytogenes tem a particularidade de
se adaptar a varios ambientes hostis, como é o caso dos queijos que apresentam pH
acido, encontram-se a temperaturas de refrigeracdo e apresentam alta salinidade
(Yoon et al, 2016). A contaminacao de queijos com L. monocytogenes tem sido
apontada como causa de varios surtos de listeriose em varios paises (CDC, 2017b; Yoon
etal, 2016).

Para a investigacdo epidemiolégica, é essencial conhecer o serotipo das estirpes de
L. monocytogenes (Spanu et al, 2015). O método tradicional de serotipagem por
aglutinacao permite classificar L. monocytogenes em 13 serotipos (Seeliger e Jones,
1986), enquanto um ensaio de PCR Multiplex discrimina os serotipos 1/2a, 1/2b, 1/2c
e 4b (Doumith et al, 2004). Como a maioria dos casos de listeriose humana esta
associada aos serotipos 1/2a, 1/2b e 4b, a utilidade do teste serolégico convencional é
questionada durante as investigacdes epidemioldgicas (McLauchlin et al, 2004). A
investigacdo epidemioldgica e o rastreio das vias de contaminacdo das industrias
produtoras de queijo devem associar duas técnicas de tipagem molecular tais como
Pulse Field Gel Electrophoresis (PFGE) e serotipagem por PCR Multiplex (Doijad et al,
2015). PFGE foi considerado até ha pouco tempo o método de tipagem gold-standard
nas investigacdes epidemioldgicas, podendo ser utilizado adequadamente na
investigacdo da contaminacao com L. monocytogenes em industrias alimentares (Spanu
etal, 2015).

Atualmente, a evolugao das tecnologias de sequenciacdo tem permitido a andlise da
sequéncia total do genoma. Varios estudos baseados na metodologia Whole Genome
Sequence (WGS) para a tipagem de diversas espécies bacterianas, ja demonstraram que
esta metodologia, baseada no polimorfismo de nucleotideo unico (SNVs) (Turabelidze
etal, 2013; Eyre et al., 2012) ou no core genome Multilocus Sequence Typing (cgMLST)
(Mellmann et al., 2011; Maiden et al, 2013), representa atualmente a melhor
abordagem para a tipagem molecular. Recentemente, foi aplicado com sucesso a
tipagem de L. monocytogenes por cgMLST (Schmid et al, 2014).

A persisténcia de estirpes de L. monocytogenes durante longos periodos de tempo,
em queijarias, foi relatada por varios autores (Pintado et al., 2007; Almeida et al,, 2013;
Kabuki et al, 2004; Parisi et al, 2013). E importante realcar que estirpes persistentes
de L. monocytogenes em queijarias foram associadas a surtos de listeriose (McLauchlin
et al, 2004; Tompkin, 2002).
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Esta persisténcia de estirpes de L. monocytogenes na indudstria alimentar, esta
interligada com a ineficacia da limpeza e desinfecdo, resultando na resisténcia das
estirpes a concentragdes minimas inibitérias (CMI) dos desinfetantes (Martinez-
Suérez et al, 2016).

Tendo em conta o que foi referido anteriormente, este estudo pretendeu utilizar os
métodos de tipagem por PFGE, serotipagem PCR Multiplex e WGS de forma a investigar
quais as potenciais fontes de contaminag¢do com L. monocytogenes numa queijaria do
Sul de Portugal. Também se pretende avaliar a atividade bactericida dos desinfetantes
usados pela queijaria, nas estirpes isoladas de alimentos e amostras ambientais
provenientes da mesma queijaria.

2. Revisao Bibliografica
2.1. Listeria monocytogenes

2.1.1. Aspetos historicos

Listeria monocytogenes foi descoberta por Murray et al,, em 1924, quando estudava
uma epidemia que afetava coelhos e porcos numa quinta em Cambridge. Inicialmente,
Murray atribuiu a bactéria o nome Bacterium monocytogenes devido a monocitose
provocada por esta (Murray et al,, 1926).

Em 1927, durante as investigacdes de mortes inusitadas, observadas em gerbilos
ou ratos-do-deserto, perto de Joanesburgo, Africa do Sul, Pirie descobriu um novo
microrganismo, tendo nomeado o acontecimento como a "Doenca do Rio Tigre", pela
proximidade com o rio Tigre (Gray e Killinger, 1966; Pirie, 1927). Pirie rebatizou este
novo agente microbiano de Listerella hepatolytica: "0 organismo causador é um bacilo
Gram-positivo para o qual, a partir do seu efeito patogénico, proponho o nome
especifico hepatolytica e o nome genérico Listerella, dedicando-o em honra de Lord
Lister, um dos mais distintos nomes que se preocupam com a bacteriologia, cujo nome
ainda nao foi comemorado em nomenclatura bacteriologica" (Ryser e Marth, 2007).
Murray e Pirie enviaram as suas estirpes para a Cole¢do Nacional do Instituto Lister,
em Londres. O diretor Dr. Leningham, aferiu a semelhanca dos dois microrganismos e
colocou Murray e Pirie em contacto. Dada a semelhanca entre elas, eles decidiram
chamar a esta bactéria Listerella monocytogenes (Gray, 1966). No entanto, em 1939, a
Comissdo Judicial do Comité Internacional de Bacteriologia Sistematica rejeitou o
nome genérico Listerella porque ja tinha sido usado anteriormente para um
micetozoario em 1906, em honra de Arthur Lister (irmado mais novo de Lord Lister) e
por uma espécie de foraminifero em 1933 em honra de Joseph Jackson Lister (pai de
Lord Lister).
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Assim, Pirie em 1940, propds o nome de Listeria como homenagem a Lord Joseph
Lister (1827-1912), cirurgido inglés e pioneiro da higiene, que descobriu a origem
bacteriana da infecdo nas feridas e propds o uso de antissépticos para a desinfecao dos
utensilios, das maos dos cirurgides e das feridas (Iranzo et al, 2015; Pirie, 1940). L.
monocytogenes foi isolada pela primeira vez na espécie humana no ano de 1929 por
Nyfeldt em Copenhaga (Nyfeldt, 1929).

L. monocytogenes foi considerada como um novo agente patogénico humano em
1980, amplamente distribuido no ambiente e potencial contaminante de quase todas
as matérias-primas. Os surtos de listeriose demonstraram a gravidade desta doenga,
com altos niveis de mortalidade, na ordem de 35% (Rocourt et al, 2003),
principalmente em individuos imunodeprimidos, gravidas, recém-nascidos e idosos.

2.1.2. Taxonomia

Em 1986, no Manual de Bacteriologia Determinativa de Bergey, Listeria foi
classificada com Lactobacillus, Erysipelothrix, Brochothrix, Renibacterium, Kurthia e
Caryophanon na secao de "Bacilos regulares, Gram-positivos, ndo esporulados”
(Seeliger e Jones, 1986). A problematica da taxonomia intra e intergenérica do género
Listeria durou alguns anos (Farber e Peterkin, 1991). Com base nas semelhancas
morfologicas (bacilos, Gram-positivos, ndo esporulados), com a introducao e
desenvolvimento da taxonomia numérica, quimiotaxonomia, hibridagdo de DNA, mais
recentemente, de rRNA (RNA ribossémico) e a sequenciacio de DNA, a posicao
filogenética de Listeria tem sido determinada com mais clareza (Ryser e Marth, 2007).
Nas investigacoes iniciais, Listeria foi incluida no grupo das bactérias corineformes e
actinomicetes apresentando uma posi¢do indefinida. A partir de 1969, as bactérias do
género Listeria apresentaram-se semelhantes a varias bactérias acido-lacticas (Sohier
et al, 1948). Tém sido estudados varios marcadores quimiotaxonémicos, de forma a
reforcar a distingdo de Listeria das bactérias corineformes e a sua relacdo com as
bactérias do acido lactico. A percentagem de G + C (Guanina + Citosina) no DNA dos
isolados de Listeria monocytogenes varia de 36 a 42% (Sohier et al,, 1948), indicando
que Listeria pertence ao grupo de bactérias Gram-positivas com baixo teor de G + C
(<55%).

A analise de rRNA 16S e 23S de L. monocytogenes veio contribuir para a clarificacao
da posicdo de Listeria em relagdo a outros géneros de bactérias Gram-positivas. Os
resultados da sequenciagdo de rRNA e das propriedades quimiotaxonémicas,
propuseram uma familia separada para o género Listeria, a Listeriaceae (Ryser e Marth,
2007), como se observa na Tabela 1. Esta diferenca entre Lactobacillus e Listeria foi
confirmada pela sequenciacao do rRNA 23S de Listeria, que exibiu maior semelhanga
com Bacillus e Staphylococcus (Sallen et al,, 1996).
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Tabela 1: Caraterizacdo taxondémica de Listeria.

Classificacao Cientifica

Dominio Bacteria
Filo Firmicutes
Classe Bacilli
Ordem Bacillales
Familia Listeriaceae
Género Listeria

Fonte: Iranzo et al., (2015).

Em 2001, Glaser e colaboradores determinaram a sequéncia gendmica completa de
varias espécies de bactérias Gram-positivas. A comparag¢do do conteddo genético de L.
monocitogenes com Listeria innocua mostrou uma perfeita conservacdo da ordem e da
orientacdo relativa dos genes orto6logos, indicando alta estabilidade na organizacdo do
genoma e uma estreita relacdo filogenética (Glaser et al, 2001). Além disso, foi
observada uma sintonia elevada na organizacdao do genoma de Listeria e Bacillus. Os
mesmos resultados foram observados quando se comparou a organizacdo do genoma
de L. monocytogenes e Staphylococcus aureus (Glaser et al, 2001). Assim, este estudo
veio confirmar que Listeria exibe maior semelhang¢a com Bacillus e Staphylococcus.

2.1.3. Espécies de Listeria

Até ao ano de 1948, Listeria monocytogenes tinha sido a Unica espécie reconhecida
dentro do género Listeria, nesse mesmo ano Listeria denitrificans foi adicionada ao
género devido a sua capacidade de reduzir os nitratos (Sohier et al, 1948). Nos anos
de 1966 e 1971, foram descobertas Listeria grayi, homenageando o microbiologista
americano M. L. Gray (Larsen e Seelinger, 1966) e Listeria murrayi, cuja denominagao
é em honra do microbiologista canadiano E. G. D. Murray (Welshimer e Meredith,
1971), respetivamente. Em 1981, reportou-se Listeria inoccua, denominada assim
devido & sua inofensividade (Seeliger, 1981). Ap6s 2 anos, em 1983 exibiu-se Listeria
welshimeri, honrando H. ]. Welshimer, bacteriologista americano e Listeria seeligeri,
homenageando H. P. R. Seeliger, bacteriologista alemdo (Rocourt e Grimont, 1983).

Em 1984, entrou no género Listeria a espécie Listeria ivanovii, em homenagem a I.
Ivanovi, microbiologista bulgaro (Seeliger, 1984).
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Com a evolucdo das tecnologias e da biologia molecular, foram necessarios 26 anos
de investigacao para descobrir duas novas espécies de Listeria. Mais precisamente, em
2010 destacaram-se Listeria marthii, em honra do Professor Emérito E. H. Marth, pelas
suas pesquisas e contribui¢cdes sobre Listeria monocytogenes (Graves et al, 2010) e
Listeria rocourtiae, nomeada em honra de ]J. Rocourt, bacteriologista francesa cujo
trabalho teve um impacto importante sobre a taxonomia do género Listeria (Leclercq
etal, 2010).

No ano de 2013 foram inseridas mais duas espécies no género, Listeria
fleischmannii, cujo epiteto especifico remete para o nome de W. Fleischmann, um
pioneiro na pesquisa de Listeria em produtos lacteos (Bertsch et al, 2013) e Listeria
weihenstephanensis enaltecendo os habitantes de Freising/Weihenstephan, sul da
Alemanha, onde foi identificada (Halter et al, 2013).

Em 2014, entraram para o género as espécies Listeria floridensis, em nome do
estado dos EUA, Florida, onde foi isolada; Listeria aquatica, porque foi isolada do meio
aquatico; Listeria cornellensis, em honra a Cornell, a universidade onde se realizaram
a maioria dos estudos que levaram a sua descoberta; Listeria riparia, que provém de
“riparia” que é a vegetacao que se encontra nas margens de um rio ou riacho onde foi
isolada e Listeria grandensis, em honra do condado Grand, onde foi isolada (den Bakker
etal, 2014).

No decorrer de 2015, destacaram-se mais duas espécies, a Listeria newyorkensis,
remetendo para Newyorkensis, cidade que pertence ao Estado de Nova lorque nos
EUA, onde foi isolada e Listeria booriae em homenagem a Kathryn Boor, cientista de
alimentos dos Estados Unidos da América que deu a sua contribuicio para a
compreensao da biologia da Listeria (Weller et al, 2015).

Actualmente, o género Listeria é composto por dezassete espécies com nomes
validamente publicados conforme descrito na Tabela 2.

L. ivanovii e L. monocytogenes sdao espécies consideradas patogénicas. L. ivanovii
estd mais associada a doenca nos animais (nalguns casos foi associada a doenc¢as em
humanos) e L. monocytogenes capaz de causar doenca em animais e humanos. As outras
espécies ndo sdo consideradas patogénicas (Iranzo et al, 2015).
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Tabela 2: Espécies do género Listeria descritas ao longo dos anos.

Espécie Ano Referéncia Bibliografica
Listeria monocytogenes 1940 Pirie, 1940

Listeria denitrificans 1948 Sohier et al, 1948
Listeria grayi 1966 Larsen e Seelinger, 1966
Listeria murrayi 1971 Welshimer e Meredith, 1971
Listeria inoccua 1981 Seeliger, 1981

Listeria welshimeri 1983 Rocourt e Grimont, 1983
Listeria seeligeri 1983

Listeria Noivanovii 1984 Seeliger et al, 1984
Listeria marthii 2010 Graves etal, 2010
Listeria rocourtiae 2010 Leclerq etal, 2010
Listeria fleischmannii 2013 Bertsch etal, 2013
Listeria weihenstephanensis 2013 Halter et al, 2013
Listeria floridensis 2014

Listeria aquatica 2014

Listeria cornellensis 2014 den Bakker et al., 2014
Listeria riparia 2014

Listeria grandensis 2014

Listeria newyorkensis 2015 Weller et al, 2015
Listeria booriae 2015

Nota: A vermelho encontram-se as espécies que ja nao fazem parte do género Listeria.
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2.2. Caracteristicas morfolégicas, culturais e bioquimicas
2.2.1. Morfologia

Listeria monocytogenes é uma bactéria Gram-positiva regular com extremidades
arredondadas (0,5 pym de didmetro e 1 a 2 pm de comprimento). As células sdo
encontradas como unidades simples ou em cadeias curtas, podendo estar dispostas em
formas de Ve Y ou em palicada. Esta bactéria ndo produz esporos nem capsula (Seeliger
e Jones, 1987). A mobilidade de L. monocytogenes deve-se aos poucos flagelos
peritricos, quando incubada a temperaturas de 20 a 25 °C (Farber e Peterkin, 1991).
Quando L. monocytogenes é incubada a 20 °C, em caldo de triptose a sua mobilidade
caracteristica é “tumbling motility” ou seja em cambalhota: as células comegam com
movimentos de tor¢do o que origina rotagdes rapidas e excéntricas possibilitando a sua
mobilidade em varias direcoes.

2.2.2. Caracteristicas da cultura

Em agar nutritivo, as colénias apresentam dimensdes de 0,2 a 0,8 mm de didmetro,
lisas, cinza azulado, translucidas e ligeiramente concavas com uma textura superficial
fina e margem completa ap6s 24 horas de incubacao (Ryser e Marth, 2007). Num
periodo de 5 a 10 dias a temperaturas de refrigeracdo (2 a 4 °C), as colonias isoladas
podem ter 5 mm ou mais de diametro (Ryser e Marth, 2007). Quando as culturas de
Listeria monocytogenes incubam durante 18 a 24 h a 37 °C apresentam-se como
coldnias lisas, exibindo uma tipica tonalidade azul-verde (Lachica, 1990), facilitando a
sua identificacdo em placas contaminadas com outros microrganismos. Inoculada em
caldo nutritivo, o meio torna-se turvo apds 8 a 24 h de incubacdo a 37 °C, é produzida
uma imagem tipica de “chapéu de chuva”, a 0,5 cm abaixo da superficie, devido a
natureza microaerofilica do microrganismo (Ryser e Marth, 2007).

L. monocytogenes é capaz de se desenvolver num amplo intervalo de temperaturas
(-1.5°C a 45 °C) (Farber e Peterkin, 1991; Junttila et al, 1988; Seeliger e Jones, 1987)
sendo a sua temperatura 6tima de crescimento entre 30 °C a 37 °C. Este microrganismo
cresce em ambientes de pH 4,5 a pH 9,2, mas o pH 6timo de crescimento é 7 (Ryser e
Marth, 2007). Pode crescer a 10% (p/v) de NaCl e sobreviver a concentragdes mais
altas (Seeliger e Jones, 1986; Shahamat et al, 1980). A sobrevivéncia a pH baixo e a
altas concentracoes de sal depende fortemente da temperatura (Cole et al, 1990;
Pintado et al,, 2005). A bactéria L. monocytogenes é um dos poucos agentes patogénicos
transmitidos pelos alimentos que podem crescer com uma atividade da agua (aw)
abaixo de 0,93 (Ryser e Marth, 2007).
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Segundo Premaratne et al. (1991), os fatores de crescimento incluem cistina,
leucina, isoleucina, arginina, metionina, valina, cisteina, riboflavina, biotina, tiamina e
acido tiotico. O crescimento de L. monocytogenes é estimulado por Fe3 * e fenilalanina.
A glicose e a glutamina sdo necessarias como fontes primarias de carbono e azoto,
respetivamente.

2.2.3. Metabolismo e caracteristicas bioquimicas

Listeria monocytogenes € aerdbia, microaerofila, facultativamente anaerobia,
catalase positiva e hemolitica (Romick et al, 1996). A acetoina é um metabolito que ndo
é produzido em condi¢cdes anaerdbias. Somente hexoses e pentoses suportam o
crescimento anaerdbio. A maltose e a lactose auxiliam o crescimento de algumas
estirpes aerobicamente, mas a sacarose nao (Romick et al, 1996). O catabolismo da
glicose prossegue pela via de Embden-Meyerhof tanto em ambientes aerébios como
anaerobios (Seeliger e Jones, 1986). L. monocytogenes importa glicose por um sistema
de fosfotransferase fosfoenolpiruvato dependente, de alta afinidade e um sistema
proteico de baixa afinidade para sistema mediado (Phan-Thanh e Gormon, 1997).
Todas as espécies de Listeria sdo vermelho metilo e Voges-Proskauer positivo.
Produzem acido a partir de amigdalina, cenobiose, frutose, manose, salicina, maltose,
dextrina, alfa-metil-D-glucésido e glicerol. A producao de acido a partir de galactose,
lactose, melezitose, sorbitol, amido, sacarose e trealose é varidvel. Raramente é
produzido acido a partir de adonitol, arabinose, dulcitol, eritritol, glicogénio, inositol,
inulina, melibiose, rafinose ou sorbose. A fenilalanino-aminase, a ornitina, a lisina, o
indol, a urease, a arginina-descarboxilase e o H2S nao sdao produzidas por Listeria
monocytogenes (Ryser e Marth, 2007).

2.3. Estrutura antigénica

As espécies de Listeria possuem multiplos marcadores de superficie, tais como
somaticos (0) e flagelares (H), que sdo uteis na detecdo seroldgica. Existem 15 subtipos
de antigénios somaticos (I-XV) e 4 subtipos flagelares (A-D) (Ludwig e Schleifer, 2009)
e a combinacdo Unica destes antigénios determinam o serotipo de Listeria, como se
pode ver na Tabela 3.
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Tabela 3: Serotipos de Listeria.

Serotipos Antigénios O Antigénios H
1/2a [ 11, II1 A B
1/2b [, 11, II1 AB,C
1/2c [, 1L II1 B,D
3a 11, 111, IV, (XID), (XIIT) A B
3b 11, 111, IV, (XI1), (XIII) AB,C
3¢ 11, 111, IV, (XID), (XIII) B, D
4a I, (V), VI, IX A B, C
4ab I11, vV, VI, VIL, IX, X A B, C
4b I11, V, VI A B, C
4c I11, v, VII A B, C
4d I, (V), VI, VIII A B, C
4e 1L, V, VI (VIID), X A B, C
7 I11, XII, XIII A B, C

IIL, v, VI, (VID), X A B, C
6a 111, V, (VI), (VII), (IX), XV A B, C
6b 111, (V), (V1) (VID), IX AB,C

() Os antigénicos entre paréntesis podem n&o estar presentes em todos os isolados.

Fonte: Ludwig et al. (2009).

As espécies de Listeria sao divididas em 16 diferentes serotipos, 13 dos quais foram
identificados em Listeria monocytogenes (1/2a, 1/2b, 1/2c, 3a, 3b, 3c, 4a, 4ab 4b, 4c,
4d, 4e e 7), quatro serotipos em Listeria seeligeri (1/2b, 4c, 4d e 6b), trés em Listeria
innocua (4ab, 6a e 6b), dois em Listeria welshimeri (6a e 6b) e o serotipo 5 em Listeria
ivanovii (Ludwig et al.,, 2009).

Atendendo a presenca de antigénios O e H, a bactéria L. monocytogenes classifica-se
em 4 serogrupos (1/2, 3,4 e 7). Amaioria dos casos de listeriose humana esta associada
aos serotipos 1/2a, 1/2b e 4b (Borucki e Call, 2003; Jacquet et al, 2002; Liu, 2006;
Wiedmann et al, 1996). Através de métodos de tipagem genética, L. monocytogenes
pode ser separada em quatro linhagens genéticas, linhagens I a IV, constituidas por
serotipos especificos, linhagem I: serotipos 1/2b, 3b, 4b, 4d, 4e e 7; linhagem II:
serotipos 1/2a, 1/2c, 3a e 3c, linhagem III: serotipos 4b, 1/2a, 4a e 4c e linhagem IV:
serotipos 4a, 4c (Haase et al, 2014). Cerca de 96% dos casos de listeriose humana
relatados sao causados pelas linhagens I e II (serotipos 1/2a, 1/2b, 4b) (Doumith et al,
2004; Hyden et al, 2016).
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3. Listeriose

Alisteriose ocorre como infe¢do generalizada, com septicemia ou como uma infecao
localizada num sistema/orgao especifico podendo definir duas formas da doenca de
acordo com a idade do hospedeiro: maternofetal/neonatal (periodo perinatal) ou
listeriose em adultos (Schuchat et al, 1991; Vazquez-Boland et al, 2001).

A listeriose é uma infecdo zoonética originada por bactérias do género Listeria. A
maioria dos casos ocorre por ingestdo de alimentos contaminados por Listeria
monocytogenes e Listeria ivanovii mas esta Ultima é raramente associada a doenga
humana (Guillet et al, 2010).

Foram reportados casos de doenga em pessoas que contactaram diretamente com
animais infetados, manifestando-se como infecao cutanea (Tourdjman et al, 2014).
Também foi demonstrada a via de transmissdao nosocomial através da contaminagao
cruzada no periodo neonatal. McLauchlin (1996) reportou 29 casos de listeriose em
recém-nascidos no Reino Unido e 22 noutros paises que nasceram aparentemente
saudaveis e desenvolveram a doenga apds partilharem a enfermaria e os materiais
utilizados pelas mesmas enfermeiras. Em oito casos que ocorreram no mesmo hospital
e na mesma altura, foi identificado o 6leo mineral como sendo a fonte da contaminagao
(Schuchat et al, 1991).

Durante o parto, seja de humanos ou de outros animais, o elevado nimero de
microrganismos presentes no aparelho genital materno ou nos instrumentos
(contaminados durante o parto), pode conduzir a transmissdo ao recém-nascido
(McLauchlin, 1996).

Estima-se que em cada 1 600 casos de listeriose por ano, ocorram cerca de 260
mortes. A infecao é mais provavel em grupos de risco como as mulheres gravidas e os
seus recém-nascidos, adultos com idade igual ou superior a 65 anos e pessoas com
sistemas imunitarios enfraquecidos tais como doentes oncolégicos, diabéticos,
transplantados, individuos com hepatite ou virus da imunodeficiéncia humana (HIV)
(CDC, 2017b; EFSA e ECDC, 2016).

0 periodo de incubagdo de L. monocytogenes é variavel, convencionalmente de 4 a
60 dias (Goulet et al, 2013). A infecdo provocada por L. monocytogenes depende
principalmente do estado imunitario do hospedeiro, da viruléncia da estirpe, da
quantidade de in6culo e da composi¢ao do alimento, como por exemplo o teor em sal,
atividade da agua (aw) e acidez (Crum, 2002; McLauchlin, 1996).

A listeriose humana apresenta sazonalidade, ocorrendo mais casos no fim do
Verao/Outono, em contraste com a sazonalidade da listeriose animal, que apresenta
um pico na Primavera (Liu, 2008).
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Existem duas formas de manifestagdo clinica, a listeriose invasiva e a ndo-invasiva.
A listeriose invasiva, geralmente esta associada a grupos de risco (CDC, 2017b), é
manifestada por bacteremias, infecdes do sistema nervoso central (SNC) como as
meningites e infecdes neonatais. Outras formas de listeriose invasiva, mas menos
frequentes, sdo infecdes 6sseas-articulares e vasculares.

A listeriose invasiva apresenta uma mortalidade elevada, da ordem dos 20 a 30%
(Tourdjman et al,, 2014). A prevalénciade listeriose ndo-invasiva ndo é comum, mas
pode também afetar pessoas saudaveis (CDC, 2017b), porém as formas pelas quais se
manifesta sdo gastroenterites agudas, febres, infe¢des cutdneas isoladas ou
excecionalmente infe¢des oculares.

3.1. Formas de listeriose invasiva

Bacteremia é a forma mais frequente da listeriose invasiva e a mais reportada na
Unido Europeia (Tourdjman et al, 2014). Os sintomas nao sdo especificos e estdo
associados a febres, calafrios e por vezes mialgias. A febre pode ser acompanhada por
episddios de diarreia (Tourdjman et al., 2014).

Alisteriose em adultos (nao gestantes) é tipicamente associada (50-70% dos casos)
ao sistema nervoso central (SNC) apresentando, na maioria das vezes,
meningoencefalite ou meningite (Vazquez-Boland et al, 2001) e mais raramente
abcessos cerebrais (Cone et al, 2003; Dee e Lorber, 1986) e/ou na medula espinal
(Morrison e Brown, 1980). Listeria monocytogenes é a terceira principal causa de
meningite adulta, depois de Streptococcus pneumoniae e Neisseria meningitidis
(Mylonakis et al, 2002). Os sintomas mais comuns associados a infecao no SNC sdo
febre, ataxia, convulsdes, alteracdo do estado mental e perda de consciéncia (Schuchat
etal, 1991).

Na gravidez, a ocorréncia de listeriose resulta de uma situacdo de imunossupressao
celular moderada (Mylonakis et al, 2002). A infecdo geralmente ocorre durante o
ultimo terco de gestacdo, provavelmente devido a diminui¢do da imunidade celular
observada neste periodo (Swaminathan e Gerner-Smidt, 2007). Os sintomas da infecao
com L. monocytogenes durante a gravidez geralmente sao febre, por vezes associada a
mialgia, artralgia, dor de cabeca ou dor nas costas.

A gravidade da listeriose materna e neonatal esta relacionada com possiveis
complicag¢des, tais como aborto, morte fetal, parto prematuro, infecao fetal ou neonatal,
progredindo na maioria dos casos em bacteremia ou meningite neonatal. Cerca de 60%
dos casos de listeriose materna e neonatal sdo acompanhadas por sinais de infe¢do no
recém-nascido (Tourdjman et al, 2014). Em caso de transmissao ao recém-nascido, a
infecdo manifesta-se de duas formas: uma sepsia no prematuro ou recém-nascido,
associada na maioria das vezes a contamina¢ao no utero ou uma meningite tardia
ocorrendo até duas semanas ap6s o parto, geralmente associada a contaminagdo
durante o parto.

11



Ana Rita Simdes Ferraz

Outras formas invasivas, raramente descritas, sdo conhecidas como sendo infe¢des
Osseas e articulares (principalmente em idosos ou doentes imunocomprometidos),
endocardite, infecdo peritonite e miosite (Charlier et al, 2012).

3.2. Formas de listeriose nao invasiva

Em adultos saudaveis a infe¢do por Listeria monocytogenes é associada a uma
gastroenterite aguda e autolimitante caracterizada por febre, diarreia nao
sanguinolenta, nduseas, vomitos e dor de cabeca.

Varios surtos de gastroenterite febril reportados tém sido associados a L.
monocytogenes, os quais apresentam tipicamente um periodo de incubacao de 24 horas
e sintomas durante dois dias (Ooi e Lorber, 2005).

As taxas de bacteremia nas gastroenterites provocadas por L. monocytogenes nao
sdo documentadas, mas provavelmente serdo baixas (cerca de 2,5%) (Hof, 2001).

3.3. Dose minima infeciosa e mecanismos de infecao

A dose minima infeciosa ndo estd definida para os humanos. Contudo, ela pode
variar, uma vez que depende da estirpe e do estado imunitario do hospedeiro. Vazquez-
Boland et al. (2001), relataram que os alimentos implicados nalguns surtos
apresentaram concentracdes superiores a 103 UFC de Listeria monocytogenes por
grama de alimento e que concentragdes de L. monocytogenes inferiores a 102 UFC/g
representaram um baixo risco para o consumidor, contudo podem ser suficientes para
causar toxinfecdo em grupos de risco.

O processo de infecao “in vivo” por L. monocytogenes (Figura 1-A) inicia-se apo6s a
ingestdo de alimentos contaminados (Figura 1-A1l), colonizando assim o trato
digestivo. Caso a bactéria consiga atravessar a barreira intestinal (Figura 1-A2) e, ap6s
atingir os linfonodos metastaticos (MLN), consegue ter acesso a circulacao sistémica
(Figura 1-A3).

Os érgaos-alvo principais da infecdo por L. monocytogenes sdo o figado e o bago
(Figura 1-A4), que constituem reservatdrios da bactéria se a infe¢dao nao for controlada
pelo sistema imunitario. A libertacdo da bactéria na corrente sanguinea pode dar
origem a septicemia.

L. monocytogenes tem capacidade de atravessar a barreira hematoencefalica e
atingir o cérebro (Figura 1-A5), resultando em meningite ou encefalite. Nas mulheres
gravidas, a passagem da barreira placentaria (Figura 1-A6) pode levar ao aborto ou a
infecdo neonatal generalizada (Cossart e Lebreton, 2014; Gandhi e Chikindas, 2007).

Todo este mecanismo de infecao “in vivo” explica-se atendendo ao ciclo de vida
intracelular de L. monocytogenes (Figura 1-B).

L. monocytogenes invade as células hospedeiras através de um mecanismo de
“zipper”, o que requer a intera¢do das suas internalinas, InlA e InlB com os respetivos
recetores da membrana celular do hospedeiro (Figura 1-B1).
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Posteriormente, esta bactéria segrega as proteinas listeriolisina O (LLO) e
fosfatidilinositol fosfolipase C (PI-PLC), que sao responsaveis pela capacidade de
invasao e viruléncia desta bactéria, sendo capazes de lisar o vactolo fagocitico e
transitar para o citoplasma (Figura 1-B2) (Cossart e Lebreton, 2014; Vazquez-Boland
etal, 2001).

Quando a bactéria é libertada para o citoplasma, pode multiplicar-se (Figura 1-B3)
e estimular a polimerizacao da actina A (ActA), sintetizando filamentos de actina em
forma de “cauda de cometa”, que permitem a bactéria deslocar-se até a membrana
plasmatica (Figura 1-B4) e propagar-se de célula para célula (Figura 1-B5). A rutura do
vacuolo fagocitico (de duas membranas) é principalmente mediada pela acdo da LLO e
da PI-PLC (Figura 1-B6) (Cossart e Lebreton, 2014).
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Figura 1: Mecanismo de infecao por Listeria monocytogenes.

Fonte: Cossarte Lebreton, (2014).
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3.4. Diagnostico

Listeria monocytogenes pode estar presente nas fezes dos humanos portadores
assintomaticos. A bactéria foi isolada em cerca de 5% das amostras de fezes em
pacientes assintomaticos e mais frequentemente em individuos que contactam com
listeriose clinica (Swaminathan e Gerner-Smidt, 2007).

O agente da listeriose pode ser isolado a partir de uma amostra de sangue, liquido
cefaloraquidiano (LCR) (Schuchat et al, 1991), liquido amniético (Janakiraman, 2008),
placenta, mecénio, ld6quios, liquido proveniente de lavagem gastrica ou zaragatoa do
ouvido do recém-nascido, diretamente semeada numa placa de gelose de sangue e
incubada a 35 °C durante 24 horas. Pode também ser isolado a partir de uma cultura
de fezes recorrendo primeiro a um enriquecimento seletivo para Listeria e depois
inoculacdo em meio seletivo (Allerberger e Wagner, 2010). No caso de listeriose
neonatal, L. monocytogenes pode ser isolada a partir de amostras de liquido conjuntivo,
mecoénio, ouvidos, nariz, garganta, liquido amniético, placenta, sangue ou liquido
cefalorraquidiano (LCR) (Tourdjman et al, 2014).

3.5. Procedimento legal

Em Portugal, o Despacho n.2 15385-A/2016 publicado no Didrio da Reptiblica, 2.2
série — N.2 243 — 21 de dezembro de 2016, do Ministério da Saude/Dire¢ao-Geral da
Saude, obriga a notificagdo da listeriose através do SINAVE (Sistema Nacional de
Informacgdo de Vigilancia Epidemioldgica).

De acordo com este despacho, o diagnostico de listeriose a uma pessoa deve
obedecer a pelo menos um dos trés critérios:

e Listeriose no recém-nascido que resulta em morte neonatal ou listeriose no
1.2 més de vida, se evidenciar um dos seguintes critérios: granulomatose
séptica; meningite ou meningoencefalite; septicémia; dispneia; lesdes
cutaneas das membranas ou da conjuntiva.

e Listeriose durante a gravidez apresentando um dos seguintes critérios:
aborto, espontaneo ou provocado, morte neonatal ou nascimento
prematuro; febre ou sintomas gripais.

e QOutra forma de listeriose definida por pelo menos um dos critérios
seguintes: febre; meningite ou meningoencefalite; septicémia; infecdes
localizadas tais como artrite, endocardite e abcessos.
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3.6. Tratamento

A listeriose geralmente requer hospitalizacdo. Apesar de quase todas as estirpes de
Listeria monocytogenes serem suscetiveis a maioria dos antibidticos, a taxa de cura é
de apenas 70%. A escolha de eleicao é a combinacdo de aminopenicilina (amoxicilina
ou ampicilina) com aminoglicosideo (gentamicina) (Hof, 2004).

Em mulheres gravidas alérgicas a penicilina, deve ser usada vancomicina como
alternativa (Bennett et al, 2014). L. monocytogenes é naturalmente resistente as
cefalosporinas, oxacilina, fosfomicina e aztreonam, que ndao devem ser usados neste
tipo de infecdo (Charlier-Woerther et al,, 2009).

As doses prescritas sdo elevadas e a duragdo do tratamento é prolongada: 2 a 3
semanas para neonatos, 2 a 4 semanas para adultos imunodeprimidos com meningite
e bacteremia. O tempo de tratamento pode ser alargado para casos complicados, tais
como endocardite (Schlech, 2000).

3.7. Prevencao

A ampla distribuicao de Listeria monocytogenes no ambiente facilita a sua entrada
nas industrias alimentares e, atendendo as suas caracteristicas (multiplicagdo a
temperaturas de refrigeracdo, producao de biofilmes), contribui para que L.
monocytogenes consiga persistir nas instalacdes por longos periodos de tempo. Assim,
a entrada de L. monocytogenes nas industrias é inevitavel, mas a contaminag¢do dos
alimentos pode ser reduzida através de uma higiene minuciosa (Schlech, 2000).

Para eliminar os agentes patogénicos da cadeia alimentar é fundamental um
controlo apertado em todas as variaveis de uma unidade fabril, bem como a respetiva
monitorizacdo. Deve apostar-se na formacdo dos trabalhadores, pois sdao eles os
responsaveis pela produgdo e/ou transformacao dos produtos alimentares. Estes, além
de serem potenciais fontes de entrada de microrganismos nas instalacdes, podem
igualmente ser responsaveis pelas contamina¢des cruzadas, quando sao
negligenciadas as boas praticas de fabrico (BPF) dos alimentos e as boas praticas de
higiene (BPH) (Iranzo et al, 2015).

A educacdo dos consumidores é de extrema importancia para a prevencao da
listeriose, que afeta preferencialmente os grupos de risco (mulheres gravidas e recém-
nascidos, idosos e doentes imunocomprometidos).

A prevencao da listeriose é fundamental para estes individuos, evitando o consumo
de alguns alimentos, bem como o cumprimento de certas regras de higiene no
manuseamento e preparacao dos alimentos em casa. A comunidade médica deve dar o
primeiro passo na informacao das pessoas (Liu, 2008).
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3.8. Epidemiologia

Segundo o Relatério da Unido Europeia (UE) sobre as doencas e as fontes de
zoonoses, agentes zoonoéticos e surtos de origem alimentar em 2015 da EFSA, durante
o periodo 2008-2015, observou-se um padrdao sazonal nos casos de listeriose
notificados na unido europeia/agéncia europeia do ambiente (EEA), com picos de
Verao grandes seguidos de picos de Inverno mais baixos (EFSA e ECDC, 2016).

Apesar da significativa tendéncia de aumento neste periodo, o nimero de casos
estabilizou em 2015. Onze Estados-Membros (Franc¢a, Alemanha, Grécia, Hungria,
Malta, Paises Baixos, Polénia, Roménia, Eslovaquia, Eslovénia e Suécia) apresentaram
tendéncias crescentes desde 2008. Nenhum dos Estados-Membros registou uma
tendéncia decrescente entre 2008 e 2015 (EFSA e ECDC, 2016) . Dezoito Estados-
Membros, incluindo Portugal, forneceram pela primeira vez informagdes sobre as
hospitaliza¢des para todos ou a maioria dos seus casos.

Verificou-se um aumento de 38,0% de todos os casos confirmados em 2014 para
449% em 2015 (EFSA e ECDC, 2016). Entre os casos confirmados, 97,4% foram
hospitalizados (EFSA e ECDC, 2016). A listeriose tem a maior propor¢do de casos
hospitalizados de todas as zoonoses sob vigilancia da UE.

O resultado foi relatado para 1 524 casos confirmados (69,1%). Dezanove Estados-
Membros relataram 270 mortes por listeriose em 2015, o maior nimero de 6bitos
anuais registados desde 2008 (média anual: 166 6bitos). A letalidade global da UE
entre os casos com resultado conhecido foi de 17,7%. A Franga registou o maior
numero de casos fatais (75), seguida da Alemanha (45). As infe¢cdes por Listeria
monocytogenes foram mais comummente relatadas na faixa etaria acima de 64 anos. A
proporc¢do de casos nessa faixa etaria tem aumentado de 56,2% em 2008 para 64,1%
em 2015, e especialmente na faixa etaria acima de 84 anos com um aumento de 7,3%
para 12,8% (EFSA e ECDC, 2016).

4. Listeria monocytogenes - Disseminacao ambiental

Listeria monocytogenes apresenta uma distribuicao ambiental generalizada, desde
o solo, vegetacdo em decomposicao, lamas, aguas fluviais, esgoto e alimentacao animal.
O seu reservatoério natural é o meio ambiente (Seeliger e Jones, 1987) mas também
funcionam como reservatodrio os animais domeésticos e selvagens (EFSA e ECDC, 2014).
Este microrganismo tem a capacidade de persistir em ambientes que coloniza, por
vezes por longos periodos de tempo.

4.1. Listeria monocytogenes nos animais

Listeria monocytogenes pode infetar muitas espécies de animais, incluindo
mamiferos, peixes, aves e crustaceos. Enquanto a maioria dos animais infetados sdo
portadores assintomaticos, a listeriose é principalmente sintomdtica em ruminantes,
incluindo bovinos, ovinos e caprinos (Hunt et al,, 2013). Nestes animais, a doenc¢a pode
manifestar-se como encefalite, bacteremia ou causar abortos.

16



Estudo das vias de contaminagdo de Listeria monocytogenes numa queijaria. PFGE, serotipagem, WGS e resisténcia a
desinfetantes.

Alguns estudos referem que a exposicdo oral dos animais ruminantes a alimentos
contaminados pode levar ao desenvolvimento de mastites e posteriormente a
contaminacdo do leite, com alteragdes organoléticas minimas (Tourdjman et al, 2014).
Existe uma correlacao entre a prevaléncia de L. monocytogenes no animal, no ambiente

de processamento do leite e a alimentacdo animal a base de silagem.

O isolamento de L. monocytogenes foi 3 a 7 vezes mais provavel em exploragdes que
forneceram silagem durante todo o ano do que em exploracdes que ndo o fizeram
(Schoder etal, 2011).

Os animais infetados por L. monocytogenes por longos periodos de tempo, podem
por sua vez contaminar o seu préprio ambiente (Lida et al, 1991). Na exploracdo, a
contaminac¢do de L. monocytogenes pode propagar-se do ambiente para os animais e
também de animal para animal (Ho et al, 2007).

A contaminacdo do equipamento de ordenha com fezes também pode ocorrer.
Durante o armazenamento de leite cru, L. monocytogenes pode crescer e multiplicar-
se, mesmo em condig¢des refrigeradas (Yilmaz et al, 2009).

A infecao do ubere por L. monocytogenes é mais comummente relatada em ovinos e
caprinos (Low e Donachie, 1997), principalmente as mastites que podem causar a
contaminacao do leite cru (Walker e Morgan, 1993). O leite cru pode ser contaminado
pelo ambiente ou pela excrec¢do direta no leite (Pintado et al., 2009; Hunt et al,, 2013),
levando a contaminacgao de produtos alimentares feitos com leite cru, como é o caso do
queijo.

4.2. Listeria monocytogenes nos alimentos

Ao longo dos anos, os diversos surtos de listeriose relatados, tém tido origem nos
alimentos (Farber e Peterkin, 1991). A elevada prevaléncia de Listeria monocytogenes
em alimentos e a elevada taxa de mortalidade associada a listeriose, fazem com que
esta bactéria seja considerada um perigo para a saude publica (Farber e Peterkin,
1991).

A matriz alimentar pode afetar o crescimento de L. monocytogenes, assim como a
acidez gastrica pode comprometer a sobrevivéncia do agente patogénico (McLauchlin
et al, 2004). Contudo, a listeriose tem sido associada a uma ampla gama de produtos
horticolas, de carnes, laticinios e frutos do mar indicando uma ampla gama de
interacdes com diferentes matrizes alimentares (McLauchlin et al, 2004). Alguns
alimentos proporcionam microambientes que protegem o microrganismo, como € o
caso de alimentos com alto teor de gordura (McLauchlin et al, 2004).

L. monocytogenes esta presente em diversos tipos de animais, vegetais ou dguas. Por
este motivo é frequente a contaminacdo de matérias-primas e de alimentos nao
processados, sendo os alimentos ndo sujeitos a tratamento térmico mais suscetiveis de
permitir a presenga desta bactéria.
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Embora os produtos carneos de charcutaria, prontos para consumo e os queijos de
pasta mole tenham sido inicialmente considerados como as principais categorias de
alimentos de alto risco de listeriose em seres humanos, os resultados dos inquéritos de
pesquisa de alimentos e as investigacdes de surtos no mundo, na década passada,
ampliaram significativamente a lista de alimentos implicados, acrescentando diversos
produtos prontos para consumo, como produtos lacteos, de peixe e da pesca, mas
também frutas e saladas (Garner e Kathariou, 2016).

Atualmente, os alimentos prontos para consumo sao 0s que causam maior
preocupagdo, uma vez que oferecem caracteristicas que permitem o crescimento de L.
monocytogenes, tais como serem altamente processados, apresentarem uma data de
durabilidade minima alargada, serem conservados a temperaturas de refrigeracdo e
consumidos sem nenhum processamento térmico.

Estes alimentos, particularmente aqueles que sdo compostos por carne e saladas,
preparados e/ou vendidos por vendedores nas ruas tém sido reconhecidos como
potenciais veiculos de doencas de origem alimentar (Iannetti et al, 2016).

L. monocytogenes pode contaminar os alimentos em diferentes fases de producao.
Os alimentos mais perigosos sdo os consumidos crus ou deficientemente cozinhados,
como peixe fumado, leite cru ou queijos feitos com leite cru. Os alimentos submetidos
a um processamento térmico durante a sua prepara¢do também podem sofrer
contaminagdo cruzada por L. monocytogenes.

De acordo com o Regulamento (CE) n.2 2073/2005, e subsequentes alteracoes, os
critérios microbiolégicos aplicaveis aos géneros alimenticios para L. monocytogenes
sdo os seguintes:

e Em alimentos prontos para consumo destinados a lactentes e destinados a
fins medicinais especificos, L. monocytogenes ndo deve estar presente em 25
g de alimento, nos produtos colocados no mercado durante o seu periodo de
vida util.

Nota: Nao se aplica aos alimentos prontos para consumo que tenham
recebido um tratamento térmico ou outro tratamento eficaz para eliminar L.
monocytogenes; produtos horticolas e frutas frescos, ndo cortados e nao
transformados, excluindo sementes germinadas; pao, bolachas e produtos
similares; aguas engarrafadas ou embaladas, refrigerantes, cerveja, cidra,
vinho, bebidas espirituosas e produtos similares; acticar, mel e produtos de
confeitaria, incluindo produtos de cacau e de chocolate e moluscos bivalves
vivos.

¢ Em alimentos prontos para consumo suscetiveis de permitir o crescimento
de L. monocytogenes, exceto os destinados a lactentes e a fins medicinais
especificos, ndo deve estar presente em niveis que excedam as 100 UFC/g,
nos produtos colocados no mercado durante o periodo de vida util do
alimento. Os alimentos prontos para consumo suscetiveis de permitir o
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crescimento de L. monocytogenes, exceto os destinados a lactentes e a fins
medicinais especificos, devem apresentar auséncia em 25g, antes de o
alimento deixar de estar sob o controlo imediato do operador da empresa
do sector alimentar que o produziu.

e Em alimentos prontos para consumo ndo suscetiveis de permitir o
crescimento de L. monocytogenes, exceto os destinados a lactentes e a fins
medicinais especificos, ndo deve estar presente em niveis que excedam as
100 UFC/g, nos produtos colocados no mercado durante o periodo de vida
util do alimento.

Nota: Os produtos com um pH < 4,4 ou com aw< 0,92, os produtos com um
pH < 5,0 e com aw< 0,94 e os produtos com um periodo de vida util inferior
a 5 dias sao automaticamente considerados como pertencentes a esta
categoria. Podem também pertencer a esta categoria outros tipos de
produtos, sujeitos a justificacao cientifica.

4.3. Incidéncia

O padrao epidemiolégico da listeriose baseia-se em surtos ocasionais (Rocourt et
al, 2003). O estudo de Noordhout et al. (2014) foi o primeiro a estimar o nimero global
de casos de listeriose humana. Estimou-se que, a nivel mundial, em 2010, a listeriose
resultou em 23 150 casos, tendo 5 463 culminado em morte.

4.3.1. Incidéncia em Portugal

Almeida et al. (2006) realizaram um estudo retrospetivo sobre a listeriose em
Portugal e compilaram os casos identificados entre os anos de 1994 e 2003. De acordo
com este estudo foram registados 35 casos de listeriose com uma taxa de mortalidade
de 37,5%. Segundo este estudo o ano com mais casos foi o de 2003, com uma incidéncia
de pelo menos 1,4 casos por milhdo de habitantes. Este valor representa apenas uma
estimativa pois nem todas as unidades de saide do pais foram contactadas. Contudo,
quando existe suspeita de listeriose é obrigatorio, desde dezembro de 2016 notificar
os casos de listeriose as autoridades de saude.

Em 2010, Almeida e colaboradores compilaram os casos de listeriose
diagnosticados em Portugal entre 1994 e 2007. Foram identificados 95 casos de
listeriose, durante o periodo do estudo. A partir das informag¢des disponiveis em 81
casos, 85,2 e 14,8% correspondiam a infe¢des materno-neonatal (MN) e ndo-MN,
respetivamente.

Para os 69 casos nao-MN confirmados foram isoladas estirpes a partir de amostras
de sangue (58,0%), de liquido cefalorraquidiano (34,8%) e a partir de outras amostras
(7,2%). Arazao de sexo (masculino/feminino) de casos confirmados nao-MN foi de 2,3.
A idade média dos casos ndo-MN foi de 60 anos, com 38 casos (55,9%) (Almeida et al,
2010).
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Pita (2012) investigou o surto ocorrido em Lisboa e Vale do Tejo que decorreu entre
outubro de 2010 e mar¢o de 2011 em Portugal. No total foram analisadas 167
amostras, entre as quais 57 zaragatoas e 110 amostras de géneros alimenticios; 42
estabelecimentos de retalho foram inspecionados, cobrindo 20 localidades, e seis
industrias foram fiscalizadas, encaminhando para uma aproximacao ao foco (ou um
dos focos) do surto ocorrido. Na sequéncia das amostras positivas de queijo de vaca e
cabra fresco produzidas por uma das industrias de lacticinios fiscalizadas, foram
tipadas por PFGE e apresentaram o mesmo pulsotipo detetado a nivel hospitalar nos
seres humanos infetados. Tais resultados indicam que provavelmente os doentes
desenvolveram a doenca ap6s o consumo deste alimento contaminado.

4.3.2. Prevaléncia nos alimentos

De acordo com o relatorio da Unido Europeia sobre tendéncias e fontes de zoonoses,
agentes zoonoticos e surtos de origem alimentar em 2015 (EFSA e ECDC, 2016)
conclui-se que entre as amostras de produtos da pesca prontos para consumo, colhidas
em industrias alimentares, o nivel de ndao conformidades (3,5% das amostras
individuais e 2,9% dos lotes) foi o mais baixo comparado com os anos anteriores.
Contudo, os produtos piscicolas prontos para consumo sdo a categoria de alimentos
que apresenta o nivel mais alto de ndo conformidades. Na distribuicao, o nivel de nao
conformidades (0,3% das amostras individuais e 1,4 % dos lotes) foi muito mais baixo
do que o observado nos alimentos colhidos na industria transformadora.

Nos queijos de pasta mole e semi-dura, o baixo nivel de incumprimento foi
observado nas amostras com origem na industria transformadora (1,3% das amostras
individuais e 0,6% dos lotes). Dezasseis amostras foram colhidas na industria
transformadora, oito das quais ndo cumpriram o critério microbiolégico “ausente em
25 g de alimento” de acordo com o Regulamento (CE) n.2 2073/2005. Na distribuicao,
os niveis de ndo conformidades foram baixos em amostras de lotes (1,0%) e muito mais
baixos em amostras individuais (0,2%).

Supde-se que os queijos de pasta dura ndo suportem o crescimento de L.
monocytogenes. Todas as unidades testadas respeitaram o critério de < 100 UFC/g
tanto na industria como na distribui¢do (EFSA e ECDC, 2016).

Entre as amostras de alimentos prontos para consumo de origem carnea, com
excecdo das salsichas fermentadas, observaram-se baixos niveis de ndo conformidades
na transformacao (2,1% de amostras individuais e 1,6% de lotes).

Na distribuicao, todos os lotes testados foram encontrados em conformidade e os
niveis muito baixos de nio-conformidade foram relatados em amostras individuais
(<0,1%) (EFSA e ECDC, 2016).

Considera-se que as salsichas fermentadas nao suportam o crescimento de L.
monocytogenes e que todos os produtos testados cumprem o critério de seguranca
alimentar < 100 UFC/g tanto na industria como na distribuicdo (EFSA e ECDC, 2016).
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Tal como nos anos anteriores, todas as amostras de alimentos prontos para
consumo, destinados a lactentes e para fins medicinais especiais estavam em
conformidade com os critérios de seguranca alimentar de L. monocytogenes, tanto na
transformacdo como no comércio. A percentagem de unidades individuais nao
conformes das principais categorias de alimentos prontos para consumo observam-se
na Figura 2. Em 2015, as categorias de alimentos prontos para consumo com os niveis
mais elevados de incumprimento no comércio retalhista foram os «produtos da pesca»
(0,3% de amostras individuais e 1,4% de lotes) e «queijos de pasta mole e semi-dura»
(0,2% de amostras individuais e 1,0% de lotes) (EFSA e ECDC, 2016).
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Figura 2: Proporcao de amostras individuais da indUstria alimentar e distribuicdo ndao conformes com os critérios de
seguranca alimentar da EU para Listeria monocytogenes, 2011-2015. RTE: pronto a consumir. Entre parénteses, o
numero de Estados Membros (EM) que relataram dados sobre a categoria especifica de alimentos em 2015 e o nimero
total das unidades testadas (n).

Fonte: EFSA e ECDC, (2016).
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Nos Estados Unidos da América, o Centro de Controlo e Prevencao de Doenca
(Centers for Disease Control and Prevention, CDC), é a agéncia de saude publica
responsavel por reportar os surtos multissectoriais de alimentos envolvendo L.
monocytogenes desde 1998. Atendendo a informacao disponivel online no Foodborne
Outbreak Online Database (FOOD Tool) é possivel verificar as ocorréncias de listeriose
nos Estados Unidos da América e os alimentos associados, como evidencia a Tabela 4.

Tabela 4: Ocorréncia de listeriose de 2011 a 2017 nos Estados Unidos da América.

Alimento e N2 de Ano Ocorréncia
Hospitalizados Mortes

Meloa 143 33 2011
Queijo fresco 22 4 2012
Queijo pasta mole 6 1 2013
Produtos lacteos 7 1 2014
Queijo 4 1 2014
Rebentos de feijao 2 2014
Gelados 10 3 2015
Queijos pasta mole 28 3 2015
Saladas embaladas 19 1 2016
Leite cru 2 1 2016
Vegetais congelados 9 3 2016
Queijo pasta mole 2 2 2017
Fonte: “Foodborne Outbreak Online Database (FOOD Tool)”,

https://wwwn.cdc.gov/foodborneoutbreaks/.

5. Listeria monocytogenes na industria queijeira

Os alimentos envolvidos em surtos de listeriose sdo, na sua maioria,
industrializados (Barancelli et al, 2011). A produgédo do leite favorece a contaminagao
dos produtos lacteos por Listeria monocytogenes. O leite cru pode ser uma fonte de
introducao de L. monocytogenes na industria (Waak et al, 2002) mas existem outras
potenciais fontes de contaminacdo como as solas das botas e vestuario dos
colaboradores, os utensilios, equipamentos e superficies contaminadas, o sistema de
ventilacao, os ralos e os carros de transporte (Rocourt e Cossart, 1997; Swaminathan,
2001).
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Varios surtos de listeriose tém sido associados ao consumo de leite cru ou produtos
feitos com leite cru resultando em varias centenas de casos (Lundén et al, 2004). O
leite cru pode ser contaminado com L. monocytogenes através da excrecdo pelo ubere,
dos equipamentos de ordenha mal higienizados e de animais com mastite.

A mastite congénita parece rara, mas pode resultar numa elevada concentragao de
L. monocytogenes no leite. Existem descri¢gdes de L. monocytogenes em queijos feitos a
partir de leite cru onde a fonte de contaminac¢do era apenas um animal no rebanho de
ordenha com mastite subclinica provocada por L. monocytogenes (Delhalle et al,, 2012;
Pintado et al, 2009; Schoder et al,, 2008 ).

As instalagdes e os equipamentos das industrias alimentares constituem uma fonte
de contaminacao, sobretudo quando nao sao postas em pratica as boas praticas de
fabrico (BPF), e de higiene (BPH) o que favorece o aparecimento de focos de
contaminac¢do (Tompkin, 2002). Existe interesse por parte da industria queijeira na
detecao de L. monocytogenes, devido a associacdo da bactéria presente no ambiente de
processamento com o produto final.

Estudos de biologia molecular tém mostrado que algumas estirpes de L.
monocytogenes persistem nas industrias, onde permanecem residentes por meses ou
anos (Di Ciccio et al, 20012; Le Monnier e Leclerq, 2009), constituindo fontes
permanentes de contaminagdao (Tompkin, 2002). A persisténcia da bactéria no
ambiente industrial esta relacionada com a adaptabilidade desta bem como a sua
facilidade na formacao de biofilmes (Doijad et al,, 2015). Dado que a persisténcia de L.
monocytogenes nas instalagdes industriais pode ser continua, o seu controlo deve ser
realizado aplicando procedimentos de higienizacdao e BPF (Tompkin, 2002).

Em Portugal é obrigatério a implementagado de sistemas de auto controlo, baseados
nos principios do sistema Hazard Analysis and Critical Control Point (HACCP) a todos
os operadores do sector alimentar, tendo de se reger pelo Regulamento (CE) n.2
852/2004, relativo a higiene dos géneros alimenticios, de forma a reduzir a
contaminag¢do ambiental e minimizar a contaminag¢do dos produtos, prevenindo assim
casos de listeriose humana (ILSI, 2005) ou outras doencas que ponham em causa a
saude do consumidor.

5.1. Producao de queijo

Ha uma longa tradicao de queijos em Portugal, tendo o consumo anual total de
queijo per capita sido de 11,8 kg, em 2015 (INE, 2016). A producdo de queijo implica
varias fases, que vao desde a preparacao da matéria-prima até ao acabamento final do
queijo.

Segundo a norma geral do Codex Alimentarius para o queijo, queijo é um produto
maturado ou ndo maturado de pasta mole, semi-dura, dura ou extra-dura, podendo ser
revestido e no qual a relagdo proteina/caseina do soro ndo excede a do leite.
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0 queijo pode ser obtido por coagulacao total ou parcial da proteina do leite, do leite
desnatado, do leite parcialmente desnatado, da nata, do soro ou leitelho, ou de qualquer
combinacao destes, através da acdo de coalho ou de outros agentes coagulantes
adequados e por drenagem parcial do soro resultante da coagulacao.

0 queijo é um produto que se carateriza pelo conjunto de ag¢des fisicas, quimicas e
microbiolégicas exercidas sobre o leite e os seus componentes, por via de diversos
fatores de transformacgao e agentes quimicos e biologicos, naturais do leite, adquiridos
ao longo da transformacgdo, ou ainda adicionados ao longo do processo de fabrico.

O consumidor associa a qualidade do queijo aos sinais intrinsecos do mesmo como
a cor, textura, aparéncia e consisténcia (Steenkamp e Van Trijp, 1996). No caso dos
produtos tradicionais, a qualidade esta intimamente ligada a riqueza e diversidade
sensorial, dificil de traduzir por palavras mas que um apreciador consegue "sentir" e
"desfrutar”, embora, na conjuntura atual, os aspetos relacionados com a seguranga
alimentar ndo possam, também neste caso, deixar de ser considerados (Martins e
Vasconcelos, 2003).

Seguidamente, estdo descritas as etapas gerais da producdo dos queijos tradicionais
portugueses.

O processo de fabrico inicia-se com a rece¢do do leite na queijaria. Durante a
trasfega do leite, devera proceder-se simultaneamente a filtragdo do mesmo, através
de um filtro préprio ou pano adequado para retencdo de casuais sujidades. O
Regulamento (CE) n? 1662/2006 refere que no caso de o leite ndo ser processado
imediatamente apo6s a recegdo, deve ser refrigerado abaixo dos 6°C até a sua
transformacdo. Segundo a alinea 1, do ponto 1, do capitulo 1 do regulamento
anteriormente referido o leite cru deve provir de animais que:

e ndo apresentem quaisquer sintomas de doengas infecciosas transmissiveis
aos seres humanos através do leite;

e se encontrem em bom estado geral de saude, ndo apresentem sinais de
doenga que possam resultar na contaminacao do leite e, em especial, nao
sofram de qualquer infeccdo do tracto genital com descarga, de enterite com
diarreia e febre ou de uma inflamagao reconhecivel do tbere;

e ndo apresentem qualquer ferida do ubere susceptivel de afectar o leite;

e ao0s quais nao tenham sido administradas substdncias ou produtos ndo
autorizados e que nao tenham sido objecto de um tratamento ilegal na
acepcao da Directiva 96/23/CE;

e emrelacdo aos quais, em caso de administracao de substancias ou produtos
autorizados, tenha sido respeitado o intervalo de segurancga prescrito para
esses produtos ou substancias.

A coagulagdo é o fenomeno fundamental do fabrico de queijo. A tradigdao queijeira
nacional utiliza a coagulacdo enzimatica.
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Os coagulantes normalmente utilizados sdo complexos enzimaticos que podem ser
de origem animal, o comum coalho, ou de origem vegetal, o conhecido cardo, muito
ligado aos queijos de ovelha portugueses com Denominacdo de Origem Protegida
(DOP) e considerado um dos fatores responsaveis pela tipicidade de alguns queijos
tradicionais (Martins e Vasconcelos, 2003).

O tipo de leite é outro fator importante no processo de coagulacdao, nomeadamente
o seu teor de caseina e de calcio, bem como as caracteristicas das caseinas, que sdo
responsaveis pela eficacia da transformagdo, mas também pelas caracteristicas da
coalhada e do futuro queijo. E ao nivel do teor e das caracteristicas especificas das
caseinas que podemos encontrar a grande diferenca entre os queijos de vaca, de ovelha
e de cabra (Martins e Vasconcelos, 2003). O comportamento do leite das trés espécies
¢ bastante diferente no processo de coagulacao interferindo nas caracteristicas do
queijo.

Outro fator importante € o tipo de coagulante. A sua acao nao se reduz a fase
enzimatica da coagulacdo, mas executa-se até ao final da mesma e, posteriormente, ao
nivel da maturagdo do queijo, por intermédio da fra¢do residual que permanece no
produto. O tipo de coagulante é caracterizado pela relacao C/P (atividade especifica de
coagulacdo/atividade proteolitica ndo especifica) (Martins e Vasconcelos, 2003).

E adicionado sal a coalhada com o objetivo de condimentar o produto mas também
de baixar o aw por osmose, de forma a conservar o produto, evitando a sua deterioragdo
microbiolégica (Guinee e Fox, 2004). Os métodos de salga sdo variaveis, destacando-se
a submersdo dos queijos em tanques de salmoura, a salga na massa e a salga a seco
(Guinee e Fox, 2004).

O dessoramento pressupde a expulsdo do soro para que se consiga um produto
moldavel (Martins e Vasconcelos, 2003). Para o dessoramento, usam-se diversos
processos, como o corte da coalhada, de modo a aumentar a superficie de expulsao do
soro, a temperatura, a agitacdo da coalhada e a prensagem manual que facilita a saida
do soro.

De seguida faz-se a moldagem, isto é, a massa é colocada em cinchos ou formas
montadas com diversos moldes que ddo a forma e o tamanho final que se pretende para
o queijo. Apds a moldagem é realizada uma prensagem, que tem como objetivo apertar
a massa expulsando mais soro. A intensidade e a dura¢do da prensagem sdo fatores a
considerar, consoante a variedade do queijo. A prensagem normalmente é realizada
por processo mecanico (Martins e Vasconcelos, 2003).

Os tempos de cura variam com as caracteristicas desejaveis para os queijos. Em
ambiente industrial, a cura é efetuada em camaras climatizadas que recriam as
melhores condi¢des de cura, independentemente das condigdes ambientais externas
(Noronha et al, 2005).
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Apés o periodo de cura desejado, o queijo é lavado e rotulado. A rotulagem deve

estar de acordo com o Regulamento (CE) n.2 1169/2011 relativo a prestacao de
informacao aos consumidores sobre os géneros alimenticios.

Na Figura 3, esta representado um fluxograma tipico do fabrico de queijo de ovelha.

Refrigeragao Aquecimento Coagulagio Corte/dessoramento

da coalhada

U e l

Leite Agente Enchimento dos cinchos
coagulante l

-

Prensagem mecanica

|

Retirada dos cinchos e
colocagdo em tabuleiros

|

Camara de cura

Legenda: l
[[] Matérias Primas Lavagem / cintagem
Processo produtivo l

Rotulagem e expedigdo Embalamento/rotulagem

!

Expedicao

Figura 3: Fluxograma geral da producao de queijo.

Fonte: Ferreira (2010).
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5.2. HACCP na industria queijeira

Conforme referido anteriormente, em Portugal é obrigatdria a implementacao de
sistemas de autocontrolo baseados nos principios do sistema HACCP. Esta
obrigatoriedade esta prevista no Regulamento (CE) n.2 852/2004, relativo a higiene
dos géneros alimenticios. No artigo 52 deste regulamento ndo se estabelece
unicamente a obrigatoriedade da implementagao do sistema, como também se indica
a necessidade de manter os procedimentos permanentes baseados no HACCP.

HACCP é um sistema que permite o controlo dos alimentos, baseado na prevencao.
Resumindo, o sistema HACCP ¢ aplicado através de uma série de passos simples que
consistem em “compreender o produto”, questionando o que o torna seguro,
compreender o ambiente operacional e as atividades do processo; identificar
potenciais perigos e decidir onde estes podem ocorrer no processo; instalar medidas
preventivas com limites de seguranca definidos; monitorizar os pontos de controlo e
formular registos (Mortimore e Wallace, 2013).

Todos os tipos de perigos a segurancga alimentar sao considerados como parte do
sistema HACCP - biolégicos, quimicos e fisicos. A aplicacdo efetiva de um sistema de
seguranca alimentar baseado no sistema HACCP devera fornecer aos operadores da
industria alimentar, a confianca de que os alimentos que produzem sdo seguros
(Mortimore e Wallace, 2013).

O objetivo é assegurar a producdo de um alimento de qualidade e comprova-la,
através de documentos elaborados. Como tal, é necessario identificar, avaliar e
controlar os perigos provenientes das matérias-primas bem como os perigos inerentes
a cada etapa de producdo. Desta forma, é necessario identificar os pontos criticos de
controlo (PCC’s) onde pode ser assinalado qualquer aspeto sobre o qual se podem
adotar medidas preventivas ou de controlo e onde a falta desse controlo pode resultar
num risco para o consumidor (Mortimore e Wallace, 2013).

5.3. Listeria monocytogenes em queijos

Da andlise de dados de surtos notificados internacionalmente entre 1988 e 2007
verifica-se que 337, de um total de 4 093, estavam associados a produtos lacteos e 6,6%
foram atribuidos a Listeria monocytogenes (Greig e Ravel, 2009). O queijo tem sido
implicado em alguns dos principais surtos de listeriose relatados em todo o mundo
(Bille et al, 2006; Warriner e Namvar, 2009).

L. monocytogenes foi detetada em diferentes tipos de queijo portugués com taxas de
contaminagdo variando de 1,6% a 26,2% (Almeida et al, 2007). Pintado et al. (2005)
estudou 63 queijos de pasta mole elaborados a partir de leite cru de ovelha com
métodos tradicionais, na provincia da Beira Baixa (Portugal), no periodo de 1995-
1996. Nos 63 queijos estudados detetou L. monocytogenes em 29 (46%).
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Dada a capacidade de L. monocytogenes crescer/sobreviver a temperaturas entre 0
°C e 45 °C, a valores de pH variando entre 4,5 e 9 e em meio salino com 10 a 20% (p/v)
de NaCl (Le Monnier e Leclerq, 2009), a prevencao do estabelecimento de L.
monocytogenes numa industria queijeira é essencial.

6. Persisténcia de Listeria monocytogenes na industria
alimentar

A listeriose estd frequentemente associada a alimentos prontos para consumo
(RTE) (Iannetti et al, 2016). Os alimentos RTE que possuem a capacidade de promover
o crescimento de Listeria monocytogenes, como o queijo, tém sido envolvidos em casos
de listeriose humana. Um exemplo disso é o surto de listeriose nos EUA em marg¢o do
ano corrente (CDC, 2017a) que causou dois mortos, sendo o queijo o alimento
responsavel.

A contaminac¢do do ambiente de producao das industrias tem sido relatada como a
principal via de contaminacdo dos alimentos RTE por L. monocytogenes (Carpentier e
Cerf, 2011). As industrias produtoras de queijo sao caracterizadas por apresentarem
condig¢oes favoraveis ao crescimento de L. monocytogenes (Spanu et al.,, 2015).

Estirpes de L. monocytogenes tém sido frequentemente isoladas dos pavimentos,
dos ralos, dos equipamentos e superficies da industria alimentar, nomeadamente dos
locais refrigerados, embora estes sejam rotineiramente limpos e desinfetados levando
a consideragdo que se trata de uma contaminac¢do das instalacdes (Carpentier e Cerf,
2011). Na revisao bibliografica de Mgretrg e Langsrud (2004), sdo citados 21 estudos
nos quais a persisténcia de estirpes de L. monocytogenes foi demonstrada ou assumida.

Tem-se observado que os biofilmes de L. monocytogenes resistem a limpeza,
desinfecdo, dessecagdo e radiagdo UV, aumentando a sua probabilidade de persistir nas
instalacdes das industrias produtoras de queijo (Lee et al, 2017). Um estudo realizado
por Doijad et al. (2015) revelou que L. monocytogenes pode formar biofilmes em
superficies industriais em 24 h, que aparentemente a formacao de biofilmes depende
de estirpes individuais e do seu crescimento e que as fissuras presentes nas superficies
industriais de contacto com alimentos fornecem um local ideal para a formacdo de
biofilmes. Embora a maioria das estirpes de L. monocytogenes formasse biofilmes
moderados a fracos, o ambiente de producao de alimentos pode abrigar biofilmes
multicelulares, aumentando a prevaléncia de L. monocytogenes.

Assim, o controlo total de L. monocytogenes nas instalacbes de industrias
produtoras de alimentos prontos para consumo, como é o caso do queijo, é
extremamente dificil (Carpentier e Cerf, 2011).

A melhoria da higiene na indudstria alimentar, passa por projetar os procedimentos
de higiene de forma mais frequente e eficaz, escolher os desinfetantes mais indicados
para cada tipo de industria, bem como a forma de aplicacdo e a concentracdo do
desinfetante mais eficaz.
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A higienizacdo de equipamentos e instalagdes consiste numa série de operacgoes de

limpeza e desinfecio destinadas a manutencdao das condi¢cdes de higiene das
superficies em contacto com o queijo e do ambiente de trabalho.

6.1. Limpeza

A primeira parte do programa de higienizacdo é a limpeza, cujo objetivo é a
separacdo ou o desprendimento de qualquer tipo de sujidade aderente as superficies,
objetos e utensilios e a sua posterior eliminagdo, juntamente com a solugao de limpeza,
durante a fase de enxaguamento. A limpeza permite eliminar a sujidade de origem
organica e inorganica, de forma a preparar as superficies para uma boa atua¢do dos
desinfetantes. Além disso, uma boa limpeza permite a redu¢do da quantidade de
microrganismos presentes nas superficies (Holah, 1995). A eficacia da fase de limpeza
depende da combinac¢do de quatro fatores, classicamente representados no circulo de
Sinner (Figura 4) (Iranzo et al, 2015).

Energia
mecanica

Produto Temperatura

Figura 4: Circulo de Sinner, representando os fatores relevantes nas operacdes de limpeza.

Fonte: Iranzo et al. (2015).

De acordo com este esquema, os fatores que determinam a eficacia da limpeza sdo
o tempo de atuacdo da solugdo de limpeza, a temperatura da solugdo, a quantidade e

natureza do detergente usado e a energia mecanica aplicada durante o processo de
limpeza.
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Estes parametros estdo estritamente interligados, o que quer dizer que se houver
uma diminuicao no tempo de limpeza, necessariamente se tera que aumentar a
temperatura, a quantidade de detergente e a energia mecanica utilizada (Iranzo et al,
2015). A sujidade é geralmente constituida por um aglomerado de particulas
heterogéneas, tanto do ponto de vista da origem, como da sua natureza quimica,
dimensao e estrutura fisica, unidas entre si por uma substancia aderente denominada
matriz. O conhecimento do tipo de sujidade a eliminar permitira escolher os produtos,
sistemas e condi¢des mais adequadas de forma a otimizar a limpeza (Iranzo et al,
2015).

Os detergentes utilizados no processo de limpeza podem ser agrupados em trés
grupos, atendendo ao seu pH. Como representado na Tabela 5, existem detergentes
acidos, neutros e alcalinos.

Tabela 5: Categorias dos detergentes utilizados no processo de limpeza.

Detergentes Principio ativo Aplicacao

‘. Acidos fortes (ex: acido Residuos inorganicos, como
Acidos

sulfurico, fosférico ou nitrico) incrustagoes calcarias
Substancias neutras Equipamentos e pavimentos
Neutros sensiveis aos produtos
COITosivos
Hidréxidos alcalinos: Hidréxido Residuos  organicos, como
Alcalinos de so6dio ou hidréxido de gorduras, proteinas, e

potassio polissacarideos

Fonte: Iranzo et al. (2015).

Outra classificacdo dos detergentes baseia-se na sua capacidade de formar espuma
durante a aplicacdo. A capacidade de formacao de espuma, embora ndo acrescente
nenhum efeito adicional de limpeza, facilita as operagdes uma vez que aumenta o
tempo de contacto da solucao de limpeza em superficies inclinadas e verticais, permite
identificar as zonas onde nao se aplicou a solucdo de limpeza e permite detetar a
auséncia de detergente na solucdo (Iranzo et al,, 2015). Assim, utilizam-se detergentes
espumantes para a limpeza de superficies abertas e de facil acesso como os cinchos, a
francela e a prensa numa industria produtora de queijo.

No caso de equipamentos com circuitos, cubas e tanques, a formagao de espuma
ndo é desejavel, por isso usam-se detergentes que ndao geram espuma ou que
contenham na sua composicao tensioativos (Iranzo et al., 2015).

31



Ana Rita Simdes Ferraz

6.2. Desinfecao

Enquanto a limpeza tem por objetivo a elimina¢do de residuos de todo o tipo, a
desinfecdo centra-se em eliminar ou inativar os microrganismos presentes, até
alcancar niveis que se considerem seguros.

A manutencdo da higiene nas instalagdes das industrias alimentares é
principalmente baseada na aplicacdo de desinfetantes nas superficies de contacto com
os alimentos, precedida pela limpeza com diferentes detergentes para facilitar a agdo
dos desinfetantes. Os produtos desinfetantes apresentam uma classificagdo geral
semelhante a dos detergentes relativamente a sua capacidade de formacao de espuma,
0 que determina as suas areas de aplicacdo (Iranzo et al, 2015). No caso dos
desinfetantes, a sua composi¢cdo quimica é a chave no momento de selecionar o produto
mais adequado as necessidades da industria alimentar.

Em particular, a substancia ativa biocida ou a combina¢do das mesmas, determina
a capacidade biocida do desinfetante que ira afetar diversos componentes da estrutura
celular das bactérias. Na Tabela 6 apresentam-se as substancias ativas biocidas mais
utilizadas na industria alimentar.

Tabela 6: Substancias ativas biocidas dos desinfetantes comummente utilizados nas indUstrias alimentares e os seus
mecanismos de atuacao.

Substincia biocida Alvo celular Mecanismo de atuaciao

Parede celular, membrana

Glutaraldeido . Lo
citoplasmatica

Cruzamento de proteinas

Compostos quaternarios Danos na bicamada fosfolipidica da

Membrana citoplasmatica

de amdnia membrana citoplasmatica
_— Inibicao da sintese de DNA, oxidagdo dos
Halogénios Componentes celulares . . ;
grupos tiol em enzimas e proteinas
L. . L. Rutura das cadeias de DNA, oxidacdo dos
Peroxido de hidrogénio Componentes celulares ) . cas
grupos tiol em enzimas e proteinas.
o - Degradacio de grupos tiol em enzimas e
Acido paracético Componentes celulares .
proteinas.
Libertacdo de lipossacarideosda parede
Biguanida polimérica Membrana citoplasma celular das bactérias Gram negativas, extracao
de ides potassio do citoplasma.
. e Degradacido da membrana citoplasmatica,
« . Membrana citoplasmaticae . gracagao P .
Alcoois interferéncia com o metabolismo celular e lise

roteinas
p celular.

Fonte: McDonnell e Russell, (1999).
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6.2.1. Eficacia dos desinfetantes contra Listeria monocytogenes

Y

Listeria monocytogenes pode sobreviver a desinfe¢do, multiplicar-se a
temperaturas de refrigeracdo e formar biofilmes (Gandhi e Chikindas, 2007).

Os biofilmes sao dificeis de remover dos equipamentos de processamento de
alimentos e as bactérias nos biofilmes sdo muitas vezes mais resistentes aos
detergentes e desinfetantes do que as células plancténicas (Carpentier e Cerf, 2011;
Donlan, 2002). Estudos anteriores identificaram numerosos genes associados a
formagdo de biofilmes por L. monocytogenes a 30°C-37°C, em vez de temperaturas
associadas ao processamento de alimentos (10°C -20°C). Nao se sabe se os genes
envolvidos na formacao dos biofilmes diferem nas temperaturas de processamento dos
alimentos, mas pode ser provavel, considerando que a temperatura ambiental altera a
hidrofobicidade da superficie celular, a motilidade e a expressao de outros fatores
genéticos (Piercey et al, 2016) em L. monocytogenes.

Suspeita-se que a persisténcia esteja ligada a resisténcia de estirpes aos
desinfetantes. No entanto, ainda ndo existe consenso quanto ao termo resisténcia.
Segundo Carpentier e Cerf (2011) o termo "resisténcia” é utilizado para descrever uma
situacao em que, quando se aplica um desinfetante com a concentragdo recomendada
como bactericida, a extensdao da morte observada é menor do que o esperado.

A industria alimentar esta efetivamente interessada na destruicdo/morte de uma
proporc¢ao adequada da populagao bacteriana e, por conseguinte, deve sempre aplicar
a concentracdo recomendada pelas instrucgdes de utilizacdo, a chamada "concentracdo
em utilizacdo", podendo ser igual ou superior a concentracdo minima bactericida
(CMB), determinado de acordo com as normas do Comité Europeu de Normaliza¢do
(CEN). No entanto, a maioria dos autores, embora também usem a palavra
"resisténcia”, relacionam-na com experiéncias realizadas em concentragdes subletais
proximas da concentracdo minima inibitoria (CMI).

6.2.2. Atividade bactericida dos desinfetantes quimicos

Os métodos europeus normalizados para avaliar a atividade bactericida de um
desinfetante baseiam-se na determinag¢do da concentragdo de desinfetante que produz
um determinado numero de redu¢des decimais (denominadas redugdes 1g) de uma
populacdo microbiana suspensa em meio liquido, durante um determinado tempo e
uma determinada temperatura (com ou sem a presenca de uma substancia de
interferéncia). As substancias de interferéncia podem ser proteinas, hidratos de
carbono e/ou lipidos que se podem misturar com o desinfetante de forma a reduzir a
concentracdao de moléculas disponiveis para interagir com as bactérias.

As bactérias sobreviventes sdo contabilizadas num meio contendo um agente
quenching para neutralizar o desinfetante testado e permitir distinguir as bactérias
cujo crescimento foi inibido das bactérias que foram mortas.

A Norma Europeia EN 1040/2005 é um dos protocolos elaborados pelo CEN, que se
baseia num método de suspensdo quantitativa. O método foi especialmente
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desenvolvido para avaliar a atividade bactericida basica de desinfetantes quimicos e
antisséticos e descreve a metodologia e requisitos necessarios para a elaboracao do
teste.

7. Métodos laboratoriais

7.1. Métodos convencionais

A nivel mundial existem varios métodos de isolamento de Listeria monocytogenes.
Nos EUA, o método convencional aplicado é “Isolation and Identification of Listeria
monocytogenes from Red Meat, Poultry, Ready-To-Eat Siluriformes (Fish) and Egg
Products, and Environmental Samples” do Food Safety and Inspection Service (FSIS) e
do United States Department of Agriculture (USDA) (USDA e FSIS, 2017, Hitchins et al,
2016).

Na Europa, as Normas ISO 11290-1 e ISO 11290-2, para a pesquisa e contagem de
L. monocytogenes, respetivamente, recomendadas pelo Regulamento (CE) n.2
2073/2005 e subsequentes alteracdes, sdo utilizadas pelo Laboratério de
Microbiologia do Departamento de Alimentacdo e Nutricdo, Instituto Nacional de
Saude Doutor Ricardo Jorge, IP. O método para a detecdo de L. monocytogenes consiste
numa etapa de enriquecimento primario, seguido de um enriquecimento secundario e,
posteriormente, inoculacdo em dois meios sélidos seletivos: 0 meio cromogéneo ALOA
(Agar Listeria according to Ottaviani and Agosti) e outro a escolha do laboratdrio (tal
como o Oxford Agar ou o PALCAM Agar). As colénias de L. monocytogenes no meio
ALOA sao verde-azuladas, com cerca de 1 mm de didmetro, e apresentam-se rodeadas
por um halo opaco (Figura 5-A.). No meio Oxford Agar as colénias de Listeria spp.
apresentam um halo negro a sua volta (devido a hidroélise da esculina do meio) e sdo
umbilicadas ap6s 48 horas de incubacao (Figura 5-B).

A contagem de L. monocytogenes pelo método estabelecido na Norma ISO 11290-2
permite determinar o numero de Unidades Formadoras de Colonia (UFC) de L.
monocytogenes por grama de amostra, através da sementeira das dilui¢des necessarias
em meios solidos seletivos como ALOA ou Oxford Agar. Ap6s o isolamento das colonias
suspeitas nos meios seletivos, deve ser efetuado o teste de coloracdao de Gram (Figura
5-D) e o teste de mobilidade. L. monocytogenes é produtora de hemolisinas, exibindo
um halo de 3-hemdlise em gelose sangue (Figura 5-C), utiliza a ramnose como fonte de
acucares e exibe positividade no teste CAMP (Christie Atkins Munch Peterson) (Ludwig
e Schleifer, 2009).
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Figura 5: Meios solidos seletivos para Listeria. A: ALOA, B: Oxford, C: Hemdlise, D: Coloracao Gram.

Fonte prépria.

7.2. Métodos Rapidos

Devido a necessidade de a industria expedir rapidamente para o mercado o produto
que esta em processo de analise, desenvolveram-se numerosas técnicas de analise que
reduzem os tempos de obtencdo de resultados. Na década de 70 os métodos rapidos
(alternativos) fizeram crescer o mercado e tornar os métodos rapidos cada vez mais
especificos e sensiveis. O sistema VIDAS® (bioMérieux® SA, Marcy 1'Etoile, Franga) é
um teste imunoenzimatico, “ELISA” (Enzyme Linked Immunono Sorbent Assay) que se
baseia em reagdes anticorpo-antigénio detetaveis através de rea¢des enzimaticas.
VIDAS® LMO2 (bioMérieux® SA, Marcy I'Etoile, Fran¢a) é um kit de desempenho
elevado projetado para a detegdo especifica de L. monocytogenes em produtos
alimentares, em 48 horas. Este método rapido tem-se destacado pela simplicidade,
especificidade, sensibilidade e conveniéncia como método de triagem (Franco, 2006),
sendo muito utilizado na industria alimentar e em laboratérios, estando validado de
acordo com a Norma ISO 16140-2:2016.

Outros métodos rapidos para a pesquisa e identificacio de L. monocytogenes
baseiam-se em Kits fabricados por varias empresas que desenvolveram técnicas de
diagnostico de laboratoério (Iranzo et al, 2015). Alguns dos métodos rapidos estdo
identificados na Tabela 7.
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Tabela 7: Métodos rapidos para a pesquisa e identificacao/confirmacao de Listeria monocytogenes disponiveis no mercado.

Método Nivel ID Principio Duracao Empresa Utilizacao
MICRO-ID L. monocytogenes  Reagdo enzimatica 24 h Organon Confirmacgao
Listeria . Teknika

L. innocua
Vitek - System L. monocytogenes  Provas bioquimicas 24 h bioMérieux  Confirmacdo

L. innocua
Api Listeria L. monocytogenes  Provas bioquimicas 24 h bioMérieux  Confirmagio
MicroLog L. monocytogenes  Uso de substratos 4o0u24h Biolog Confirmacao
System como fonte de

carbono
MICROBACT L. monocytogenes  Utilizacdo de hidratos 4-6 ou24h Microgen Confirmacgao
12L de carbono e prova
de microhemolise

Sherlock L. monocytogenes  Padrdes de acidos 90 min Microbial Confirmacgao
Microbial L inn gordos ID
Identification - tnnocua
System (MIS)
Listeria Tek Listeria spp. ELISA 50h Organon Detecao
ELISA Teknika
Vidas Listeria L. monocytogenes  ELISA 24 h bioMérieux  Detecdo
monocytogenes
(LMX)
Transia Plate L. L. monocytogenes  ELISA 50h Diffchamb Detecdo

monocytogenes

Fonte: Iranzo et al, (2015).
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7.3. Métodos de tipagem molecular

Atualmente, os métodos de tipagem moleculares mais utilizados sdo os seguintes:
serotipagem; ribotipagem; fagotipagem; pulsed field gel electrophoresis (PFGE);
amplified fragment length polymorphism (AFLP); random amplified polymorphic DNA
(RAPD); REP and ERIC elements-based PCR; multilocus sequence typing (MLST);
multilocus enzyme electrophoresis (MLEE) e whole genome sequencing (WGS) (Jadhav
etal, 2012).

Dado que o presente trabalho assenta em trés destes métodos de tipagem, PFGE,
serotipagem e WGS, estes irdo ser seguidamente abordados com mais detalhe.

7.3.1. Pulsed Field Gel Electrophoresis (PFGE)

As técnicas de eletroforese em gel de agarose permitem a separagao de fragmentos
de DNA fornecendo enormes vantagens na biologia molecular. No entanto, até 1984,
estas técnicas de eletroforese eram incapazes de separar fragmentos de DNA muito
grandes de forma eficaz (Schwartz e Cantor, 1984). Em 1984, na Universidade da
Columbia, foi desenvolvido um sistema de eletroforese baseado no principio da
reorientacdo alternada do campo elétrico que utiliza campos elétricos pulsados,
dispostos na perpendicular em relacao a dire¢ao do gel (Schwartz e Cantor, 1984).

Varias modalidades da metodologia PFGE foram descritas incluindo a eletroforese
em gel de campo ortogonal (Carle e Olson, 1984), eletroforese de campo alternada
transversal (Gardiner et al, 1986), eletroforese em gel de inversao de campo (FIGE)
(Carle et al, 1986) e a eletroforese de campo elétrico (CHEF) (Chu et al, 1986).
Atendendo que todos estes métodos sdo alternativos a eletroforese em campo pulsado,
apenas o CHEF é hoje utilizado na maioria dos laboratérios (Goering, 2010).

O sistema CHEF caracteriza-se por oferecer uma disposicdo de 24 elétrodos (Figura
6) produzindo um gradiente de eletroforese altamente uniforme, for¢cando os
fragmentos de DNA a mudarem continuamente de dire¢do, utilizando pulsos com um
angulo de 120°. Esta configuracao produz uma migracdo de DNA equidistante para a
esquerda e para a direita do centro de gel de agarose resultando numa migragdo
retilinea ao longo do gel. Como em todos os métodos de eletroforese, o CHEF é
influenciado por fatores como a concentracdo e a espessura do gel de agarose, a
composicdo do tampao e a forga do campo elétrico (V/cm) (Goering, 2010).

37



Ana Rita Simdes Ferraz

¥+ ++ ¥+ ++

Figura 6: Funcionamento do sistema CHEF.

Fonte prépria.

Neste sistema, um aumento gradual no tempo do impulso elétrico em diferentes
dire¢des permite a separacao de fragmentos de DNA maiores (isto €, de 10 kb a 10 Mb),
resultantes da digestdo do DNA com enzimas de restricdo que efetuam cortes pouco
frequentes no DNA. As enzimas de restricao geralmente utilizadas para digestdo de L.
monocytogenes sao a Ascl e Apal (Wiedmann, 2002).

As enzimas de restricao Ascl e Apal geram, respetivamente, 6 a 12 e 14 a 17
fragmentos na gama de separacao da PFGE. As combinac¢des dos perfis gerados pelas
duas enzimas sdo utilizadas para caracterizar as estirpes (Felix et al, 2012). A Tabela
8 evidencia a especificidade de cada enzima utilizada no método PFGE.

Tabela 8: Caracteristicas das enzimas de restricao utilizadas.

Enzima de Temperatura de

<~ Seccdo de corte no DNA .~ Microrganismo
restricao restricao

5"..GICGCGC...3’

Ascl 37°C L. monocytogenes
3"...CGCGCTG...5’
5"...GGGCCIC...3’

Apal 25°C L. monocytogenes
3"...CTCCGGG...5
5..TICTAGA..3’

Xbal 370C Salmonella
3"..AGATCIT...5’ Braenderup H9812

Fonte: Product information (Thermo Scientific, Vilnius, Lituania).

Para controlar a restricdo é utilizada a estirpe de referéncia Salmonella Braenderup
H9812, estabelecida pelo protocolo PulseNet para PFGE de L. monocytogenes. Esta
bactéria é digerida pela enzima Xbal, tendo o resultado desta digestdo a funcao de
enquadrar o perfil analisado para permitir um processo de normalizagdo eficiente,
devendo ser colocado a pelo menos cada 6 amostras, respeitando a coloca¢do a cada
extremidade do gel.
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O perfil PFGE do marcador (Figura 7) deve ser visivel e facilmente interpretado de
forma a ser possivel posicionar todas as suas bandas com precisdao. As bandas do
marcador servem como referéncia aquando a identificacdo das bandas obtidas pela
digestao do DNA de L. monocytogenes pela Ascl e Apal (Felix et al.,, 2012).

A tipagem por PFGE tem sido aceite como o método “Gold Standard” para a
avaliagcdo das relagdes epidemiolégicas para a maioria das bactérias clinicamente
relevantes (Goering, 2010). E considerada uma ferramenta valiosa na rastreabilidade
das semelhancgas entre estirpes de L. monocytogenes isoladas dos alimentos e/ou
industrias alimentares (Fox et al, 2011).

Arede PulseNet International tem proposto ao longo dos anos, varios protocolos de
PFGE padronizados para o estudo de bactérias patogénicas transmitidas por alimentos,
incluindo L. monocytogenes, permitindo a criacdo de bases de dados para a comparagao
de estirpes em todo o mundo (Martin et al, 2006).

Peso

Banda | molecular
(Kb)
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456,3
397,4
384,5
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11 | 44,6
12 | 36,6
13 | 32,8
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W ) =~ | | | W] M

Figura 7: Representacéo e identificacdo do nimero de bandas e respetivo peso molecular obtidos para
Salmonella Braenderup H9812 apos digestao com a enzima Xbal.

Fonte: Felix et al, (2012).
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7.3.2. Serotipagem

A serotipagem foi o primeiro método de tipagem molecular utilizado em Listeria
monocytogenes. A serotipagem classica de L. monocytogenes é baseada em reacdes de
aglutinacao utilizando antissoros especificos para diferentes antigénios presentes na
superficie das células. Os antissoros sao obtidos a partir de coelhos imunizados com
diferentes serotipos de L. monocytogenes. O método de serotipagem é baseado em
antigénios somaticos (0) e flagelares (H). Os antigénios O sdo estruturas diferenciadas
da parede celular, como os acidos lipoteicbicos e proteinas membranares, e os
antigénios H sao estruturas diferenciadas dos flagelos (Sjoman, 2010).

A serotipagem convencional tem a desvantagem de depender da qualidade dos
antissoros preparados com estirpes padronizadas, de ser um método dispendioso,
demorado, apresentando baixa reprodutibilidade, que requer mao-de-obra qualificada
capaz de detetar as reacoes de aglutinacdao (Doumith et al, 2004).

Para contornar estas limita¢des, foi desenvolvido um ensaio de PCR Multiplex
incluindo os genes marcadores Imo0737, Imo1118, ORF2819, ORF2110 e prs para a
separac¢do molecular dos quatro principais serotipos (1/2a, 1/2b, 1/2c e 4b) (Doumith
et al, 2004). Os genes selecionados para o ensaio de PCR Multiplex, funcionam como
marcadores facilitando a avaliacdao dos serotipos das estirpes de L. monocytogenes.

A amplificagdo dos genes marcadores permite a separacao das estirpes em quatro
PCR serogrupos. O PCR serogrupo Ila compreende os serotipos 1/2a e 3a (amplificacao
dos genes prs e Imo0737); O PCR serogrupo IIb contém os serotipos 1/2b, 3b e 7
(amplificacdo dos genes prs e ORF2819); O PCR serogrupo Ilc abrange os serotipos 1 /
2c e 3c (amplificacado dos genes prs, Imo0737 e Imo1118); O PCR serogrupo IVb
compreende os serotipos 4b, 4d e 4e (amplificagcdo dos genes prs, ORF2819 e ORF2110)
(Doumith et al.,, 2004) (Tabela 9).

Tabela 9: Genes marcadores amplificados em cada PCR serogrupo de Listeria monocytogenes.

S ) PCR Amplificacao dos genes marcadores por PCR Multiplex
erotipos Serogrupos  Imo1118 Imo0737 ORF2110 ORF2819 prs
1/2a,3a Ila - + - - +
1/2b,3b,7 IIb - - - + +
1/2c¢, 3c Ilc + + - - +
4b, 4d, 4e IVb - - + + +
Listeria spp. - - - - +

Fonte: Doumith et al, (2004).

Doumith et al. (2004) propuseram assim uma alternativa a serotipagem classica,
em particular para a vigilancia a longo prazo e como primeiro método de tipagem em
investigacdes epidemiologicas.
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7.4. Whole genome sequencing (WGS)

Cada organismo tem uma sequéncia de DNA unica que é composta pelas bases
azotadas Adenina (A), Timina (T), Citosina (C) e Guanina (G). A determinacao da ordem
das bases forma a sua sequéncia. Assim, a sequenciacdo do genoma inteiro - whole
genome sequencing (WGS) é um procedimento laboratorial que determina a ordem das
bases no genoma de um organismo.

A sequenciacdo do genoma inteiro (WGS) emergiu como uma poderosa tecnologia
para a comparacao de isolados na analise de surtos (Hyden et al., 2016; Kwong et al,
2016).

Kwong et al. (2016) avaliaram a utilizacdo de WGS como ensaio de rotina e
compararam com o uso de métodos de tipagem, incluindo PFGE, MLST, MLVA e
serotipagem, para a vigilancia epidemiolégica de Listeria monocytogenes. Concluiram
que a WGS tem a capacidade de ser superior as abordagens atuais recorrendo aos
métodos de tipagem acima referidos podendo ser o futuro para a vigilancia
epidemioldgica de L. monocytogenes.

De uma forma resumida, a WGS consiste em extrair o DNA da bactéria, sendo depois
cortado com enzimas de restricio em pequenos fragmentos que sdo posteriormente
amplificados por PCR. Em seguida é feita a sequenciacao automatica dos fragmentos
amplificados tendo em conta a sua composicao em A, T, C, G. Com a ajuda de um
software especifico é feita a leitura das sequéncias e o seu agrupamento de forma a
conseguir ter a sequenciacdo do genoma inteiro.

Em 2013, o CDC comecou a usar a WGS para investigar surtos causados por L.
monocytogenes. Desde entdo, este método tem permitido aos cientistas detetar mais
clusters de L. monocytogenes, resolver mais surtos de listeriose enquanto estes ainda
sdo pequenos e associar casos clinicos a provaveis fontes alimentares de contaminacao
(CDC, 2017¢).

Em 2015, no INSA, a evidéncia e investigacdo de um surto de listeriose com origem
em géneros alimenticios prontos para consumo, foram complementadas através da
sequenciacdo total do genoma dos isolados. A técnica de PFGE é cada vez menos
utilizada nos Laboratérios de Referéncia a nivel europeu, tendo vindo a ser substituida
pela sequenciagdo total do genoma (WGS). A sua aplicacdao no Laboratério Nacional de
Referéncia de Infe¢des Gastrintestinais permitiu em 2015 a confirmacao laboratorial
de um surto de listeriose (Silveira et al,, 2016).

A recente evolucdo das tecnologias WGS, tem permitido o desenvolvimento de
metodologias de tipagem molecular de alta resolucdo para a caraterizagdo de linhagens
de L. monocytogenes (Ruppitsch et al, 2015a; Pightling et al, 2015; Kwong et al,, 2016;
Maury et al, 2016).
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A tipagem de L. monocytogenes baseada em core genome multilocus sequence typing
(cgMLST) representa uma expansao do método classico 7geneMLST (Salcedo et al,
2003) sendo superior em todos os aspetos nas investigacdes epidemiologicas quando
comparada com os métodos atuais PFGE e AFLP (Schmid et al,, 2014; Ruppitsch et al,
2015b). A sequenciacdo do genoma permite ndo sé a caraterizacdo numa resolugdo
muito alta, como também facilita a extracao rapida de dados especificos, tornando
assim a tipagem por cgMLST bastante promissora como o novo “Gold Standard” para a
caraterizagdo rapida e precisa de L. monocytogenes (Kwong et al,, 2016). A tipagem por
cgMLST é o método utilizado actualmente pelo Instituto Pasteur de Paris para
caraterizar estirpes de L. monocytogenes.

Moura et al. (2016) aplicaram a metodologia cgMLST para um grande niimero de
estirpes de L. monocytogenes de diferentes origens (a nivel geografico, temporal e
epidemioldgico). Este estudo permitiu decifrar a estrutura populacional e a taxa
evolutiva de L. monocytogenes, demonstrar a transmissao internacional de estirpes de
L. monocytogenes e desenvolver uma nomenclatura unificada baseada em genomas de
estirpes de L. monocytogenes, acessivel através de uma plataforma de bioinformatica
aberta, permitindo a colaboragdo internacional em pesquisa e vigilancia de saude
publica com base na sequenciacao do genoma de alto rendimento.

8. Introducéo ao trabalho laboratorial

O trabalho pratico em que se baseou a realizacao deste relatério de estagio teve
lugar no Laboratério de Microbiologia do Departamento de Alimentagao e Nutrigdo
(DAN), Instituto Nacional de Satilde Doutor Ricardo Jorge, IP. (INSA). Este laboratoério
desenvolve atividades nas areas da seguranca alimentar e toxicologia através de
investigacdo e desenvolvimento, vigilancia, referéncia, prestacao de servicos
diferenciados, formacao, informacao e consultoria.

Contribui para o desenvolvimento de planos de prevencao e controlo de doengas de
origem alimentar, bem como assegura a recolha, compilacgao e transmissdo de dados a
Direcdo-Geral de Alimentacdo e Veterinaria (DGAV), para efeitos de comunicacao a
Autoridade Europeia de Seguranca Alimentar (EFSA).

Perante uma suspeita de toxinfe¢do alimentar, o Laboratério de Microbiologia do
DAN, realiza a pesquisa de microrganismos, tendo em atencdo o tipo de alimento
envolvido suspeito e os sintomas apresentados pelos doentes que consumiram o
alimento em causa.

A realizacdo do presente trabalho pratico decorreu entre 12 de setembro de 2016
e 28 de fevereiro de 2017, na sequéncia da contaminacao ocasional do produto final
(queijo), com Listeria monocytogenes, proveniente de um cliente (queijaria) do Sul do
pais.

Desde 2011, o Laboratério de Microbiologia do DAN, tem vindo a monitorizar o
produto final proveniente desta queijaria, tendo sido detetada ocasionalmente
presencga de L. monocytogenes.
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Com o objetivo de investigar qual a origem da contaminacdo e, desta forma,
contribuir para a erradicagdo do problema, o laboratdrio iniciou a investigacao com o
estudo da tipagem de L. monocytogenes utilizando o método PFGE, segundo o protocolo
PulseNet. Foram estudadas no INSA, 77 culturas por PFGE, das quais 38 foram
analisadas no periodo de estagio acima referido. As culturas de L. monocytogenes foram
isoladas de superficies da queijaria, de leite cru e do produto final (queijo).

Posteriormente, dado o problema de persisténcia de L. monocytogenes na queijaria,
efetuou-se no INSA, o estudo da eficacia dos desinfetantes usados na queijaria num
conjunto de culturas de L. monocytogenes previamente selecionadas. Para este estudo
aplicou-se a Norma EN 1040/2005.

Além destas duas atividades praticas também se realizou na ESA/IPCB a
serotipagem de um conjunto de isolados de L. monocytogenes previamente
selecionados, através de um ensaio de PCR Multiplex desenvolvido no Instituto Pasteur
de Paris por Doumith et al. (2004).

Como complemento deste trabalho pratico, foram enviadas amostras para o
Instituto Pasteur de Paris, para sequenciacao por WGS e analise posterior para tipagem
MLST e cgMLST.

9. Materiais e métodos

9.1. Pesquisa de Listeria monocytogenes em superficies

Em outubro de 2016 foram efetuados 34 esfregacos a diferentes superficies no
interior da queijaria, usando quer zaragatoa quer esponja, de acordo com o
procedimento interno DAN URMI-PEO1L. Este procedimento estd de acordo com a
Norma ISO 18593:2004 e esta de acordo com a Guidelines on sampling the food
processing area and equipment for the detection of Listeria monocytogenes, de 2012.

Pretendeu-se efetuar uma andlise a todas as salas da queijaria, desde a rececao do
leite cru até a expedicdo do queijo, com o intuito de verificar as possiveis vias de
contamina¢do da queijaria por esta bactéria. Assim, do total de amostras colhidas,
dezoito provieram de superficies higienizadas e dezasseis de superficies nao
higienizadas.

A distribuicdo dos pontos de colheita foram os seguintes: sala de rececao do leite
(n=1), sala de producao do queijo (n=21), camaras de cura (n=5), sala de lavagem do
queijo (n=4), sala de selagem (n=1) e sala de expedicao (n=2).

Apds chegada ao Laboratoério de Microbiologia do Departamento de Alimentagao e
Nutricdo do INSA, foi feita a pesquisa de Listeria monocytogenes usando o método
VIDAS LMO2 (bioMérieux® SA, Marcy l'Etoile, Franga), com confirmacao dos
resultados positivos segundo a Norma EN ISO 11290-1:1996, AMD 2004.
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A partir de cada amostra com pesquisa positiva para L. monocytogenes foi purificada
e conservada uma cultura para posterior serotipagem e tipagem molecular por PFGE.

9.2. Isolados bacterianos

Para além das culturas de Listeria monocytogenes isoladas no decurso deste
trabalho a partir de esfregacos efetuados em outubro de 2016, foram igualmente
usadas 68 culturas provenientes da mesma queijaria, de amostras analisadas entre
2011 e 2016. Estas culturas tiveram origem a partir de amostras de queijo de ovelha
(n=54), leite cru de ovelha (n=9), esfregagos de maos (n=3) e de superficies (n=2).

Estas culturas encontravam-se crioconservados a -20 °C, em meio Tripticase Soya
Broth (TSB) com 20% (v/v) de glicerol.

9.3 Tipagem por PFGE

A eletroforese de campo pulsado (PFGE) apresenta um elevado poder
discriminatorio e elevada taxa de reprodutibilidade.

As enzimas de macrorestricao Ascl e Apal possibilitaram a tipagem das 77 culturas
de Listeria monocytogenes, em estudo. Para analisar as relagdes genéticas entre os 77
perfis obtidos com cada uma das enzimas foi utilizado o software BioNumerics
(BioNumerics® - Version 3.5, Applied Maths, Sint-Martens-Latem, Bélgica). A analise
de clusters foi calculada pelo método Unweighted Pair Group Method with Arithmetic
Mean (UPGMA) usando um coeficiente Dice e otimizacdo ajustados a 0,5-1,5%, com
uma tolerancia de posicao de 1,0-1,5 % para a comparacao de bandas, tendo as bandas
incertas sido ignoradas (Martin et al., 2006).

A tipagem molecular por PFGE de todas as culturas de L. monocytogenes isoladas na
queijaria entre 2011 e 2016 foi realizada segundo o “Standard Operating Procedure for
PulseNet of Listeria monocytogenes, CDC_PNLO04_abril2013".

Do total de 77 culturas de L. monocytogenes usadas na tipagem molecular por PFGE,
38 foram tipadas no ambito deste trabalho (Tabela 10) e as restantes 39 tinham sido
previamente tipadas pelo Laboratério de Microbiologia do DAN.
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Tabela 10: Culturas de Listeria monocytogenes com perfil Ascl/Apal desconhecido.

Referéncia Origem Data Isolamento
1 Queijo de ovelha curado 25-10-2011
2 Queijo de ovelha curado 14-02-2012
3 Queijo de ovelha curado 29-05-2012
4 Queijo de ovelha curado 29-05-2012
5 Queijo de ovelha curado 29-05-2012
6 Queijo de ovelha curado 29-05-2012
7 Queijo de ovelha curado 29-05-2012
8 Queijo de ovelha curado 11-06-2012
9 Queijo de ovelha curado 11-06-2012

10 Queijo de ovelha curado 11-06-2012
11 Queijo de ovelha curado 11-06-2012
12 Queijo de ovelha curado 03-09-2012
13 Queijo de ovelha curado 03-09-2012
14 Queijo de ovelha curado 03-09-2012
15 Queijo de ovelha curado 03-09-2012
16 Queijo de ovelha curado 03-09-2012
17 Queijo de ovelha curado 13-03-2013
18 Queijo de ovelha curado 08-05-2014
19 Leite cru de ovelha - prod. B 26-11-2015
20 Esfregaco - parede cdmara 3 26-10-2016
21 Esfregaco - ralo camara 3 26-10-2016
22 Esfregaco - escovas lavagem 26-10-2016
23 Esfregaco - cuba lavagem 26-10-2016
24 Esfregaco - ralo sala de lavagem 26-10-2016
25 Esfregaco - parede cimara 4 26-10-2016
26 Esfregaco - ralo camara 4 26-10-2016
27 Esfregaco - paredes camara 6 26-10-2016
28 Esfregaco - lava-maos expedicdo 26-10-2016
29 Queijo de ovelha curado 28-07-2016
30 Queijo de ovelha curado 28-07-2016
31 Queijo de ovelha curado 28-07-2016
32 Queijo de ovelha curado 28-07-2016
33 Queijo de ovelha curado 28-07-2016
34 Queijo de ovelha curado 11-08-2016
35 Queijo de ovelha curado 11-08-2016
36 Queijo de ovelha curado 11-08-2016
37 Queijo de ovelha curado 11-08-2016
38 Queijo de ovelha curado 11-08-2016
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9.3.1. Preparacao das suspensdes bacterianas

9.3.1.1. Listeria monocytogenes

Repicaram-se as 38 culturas de Listeria monocytogenes, do meio Tripticase Soya
Broth (TSB) com 20% glicerol, para o meio sélido Agar Listeria segundo Ottaviani &
Agosti (ALOA) - COMPASS® LISTERIA AGAR (Biokar-Diagnostics, Pantin Cedex,
Franca) e incubou-se a 37 °C durante 24-48 h para verificar a pureza das culturas. Em
seguida, inoculou-se uma coloénia isolada de L. monocytogenes em Colombia Agar com
5 % de sangue de carneiro (COS) (bioMérieux® SA, Marcy |I'Etoile, Franga), para
verificar a capacidade hemolitica apds incubacdo overnight (14-18h) a 37°C.

Com uma ansa de 10 uL, arrastou-se cultura da placa de COS, ressuspenderam-se as
células em 2 mL de tampao TE (10 mM Tris: 1 mM EDTA, pH 8,0) em tubos estéreis (4
mL), de fundo redondo com tampa. Com pipeta de Pasteur transferiu-se a suspensao
celular para uma cuvete de espectrofotometro plastica, e acertou-se a absorvéncia
(A=610 nm) a cerca de 1.00. Apds o acerto, transferiu-se a suspensdo para tubos
Eppendorf de fundo redondo e manteve-se a suspensao no gelo.

9.3.1.2 Salmonella Braenderup H9812

A estirpe utilizada como marcador é Salmonella Braenderup H9812, estando
conservada da mesma forma que as culturas de Listeria monocytogenes, ou seja, em
criotubos a -20 °C, em meio Tripticase Soya Broth (TSB) com 20% (v/v) de glicerol.
Quando necessaria, repicou-se a cultura de S. Braenderup para meio sélido Triptone
Soya Agar (TSA) (Biokar-Diagnostics, Pantin Cedex, Franga) e incubou-se overnight a
37 °C.

Com uma ansa de 10 uL, arrastou-se cultura da placa de TSA e ressuspenderam-se
as células em 2 mL de solugao TSB (100 mM Tris-HCL: 100 mM EDTA, pH 8,0), em tubos
estéreis (4 mL), de fundo redondo com tampa. Com pipeta de Pasteur transferiu-se a
suspensdo celular para uma cuvete de espectrofotémetro e acertou-se a absorvancia
(A=610 nm) a cerca de 1.00. Apds o acerto, transferiu-se a suspensdo para tubos
Eppendorf de fundo redondo e manteve-se a suspensao no gelo.

9.3.2. Preparacao dos discos de agarose

9.3.2.1. Listeria monocytogenes

Para a preparacao dos discos de agarose foram usadas seringas de plastico de 1 mL,
as quais se cortou a ponta, de forma a servir de molde aos discos. A cada seringa,
correspondia uma amostra. Assim, cada seringa continha uma mistura de 400 uL de
suspensdo celular de Listeria monocytogenes, 20 uL de lisozima (Merck, Darmstadyt,
Alemanha) (20 mg/mL), 20 uL de Proteinase K (AppliChem, Darmstadt, Alemanha) (20
mg/mL) e 400 uL de solugdo de Seakem Gold Agarose (Lonza, Walkersville, EUA) a 1%,
aquecida a 55 °C.
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9.3.2.2. Salmonella Braenderup H9812

Para a preparacao dos discos de agarose, usou-se uma mistura de 400 ulL de
suspensdo celular de S. Braenderup, 20 uL de Proteinase K (AppliChem, Darmstadyt,
Alemanha) (20 mg/mL) e 400 uL de solucdo de Seakem Gold Agarose (Lonza,
Walkersville, EUA) a 1%, aquecida a 55 °C.

Deixaram-se arrefecer as seringas com a extremidade cortada voltada para cima,
até solidificar (5 min.), seguidamente colocaram-se em posicdo horizontal e levaram-
se ao congelador (4 min.). Para terminar deixaram-se repousar na horizontal, a
temperatura ambiente, durante 15 minutos.

9.3.3. Corte dos discos e lise celular

Colocou-se cada seringa em cima de uma lamina de vidro, com a ajuda de uma
lamela, cortou-se o gel em fatias com cerca de 1,5 mm de espessura até obter cerca de
10 discos por seringa. Cinco discos, de cada amostra, foram colocados em tubos Falcon
de 50 mL, previamente identificados, contendo 5 mL de solucdo de lise celular
constituida por 5 mL de solucao Tris EDTA-N-Lautilsarcosina (TES) e 25 uL de
Proteinase K (AppliChem, Darmstadt, Alemanha) (20 mg/mL). Incubaram-se depois os
discos nos tubos Falcon overnight em banho de agua a 54-55 °C com agitacao de 150-
175 rpm.

9.3.4. Lavagens

Ap0ds o periodo de lise celular, os discos foram transferidos para seringas de 20 mL
(sem embolo) previamente identificadas e submetidos a lavagens.

Efetuaram-se duas lavagens, colocando 10 mL de 4gua ultra pura estéril obtida pelo
sistema de purificacdo de dgua Milli-Q Advantage A10 (Millipore, Massachusetts, EUA),
aquecida a 50°C, na seringa contendo os discos, durante 10-15 min cada, no banho a
50°C com agitacdo. Seguidamente, realizaram-se quatro lavagens, colocando 10 mL de
tampdo TE, aquecido a 50°C na seringa contendo os discos, durante 10-15 min, no
banho com agua a 50°C e com agitacdo. Rejeitou-se o tampao TE e, com a ajuda de uma
ansa de 10 uL, retiraram-se os discos para um novo tubo Falcon (15 mL), previamente
identificado, contendo 5 mL de tampao TE. Guardaram-se os tubos a 4 °C até serem
usados.
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9.3.5. Digestao do DNA com enzimas de restricao

9.3.5.1. Listeria monocytogenes

Primeiramente, foi efetuada uma pré-restricdo com os tampdes de equilibrio das
enzimas de restricao Ascl e Apal (Thermo Scientific, Vilnius, Lituania).

Para isso, na camara de seguranca bioldgica, mediu-se 180 uL de dgua bidestilada
estéril (B Braun, Queluz de Baixo, Portugal) para um tubo Eppendorf de 2 mL, de fundo
redondo e adicionou-se 20 uL do tampdo de enzima, perfazendo um volume total de
200 uL. Procedeu-se da mesma forma tanto para o tampao da enzima Ascl (Buffer
Tango) (Thermo Scientific, Vilnius, Lituania) como da Apal (Buffer B) (Thermo
Scientific, Vilnius, Lituania).

Com a ajuda de uma ansa de 10 uL, retirou-se um disco de cada amostra do tubo
Falcon (15 mL) e mergulhou-se no tampao de equilibrio de cada enzima. Incubaram-se
as amostras a digerir com Ascl na estufa a 37 °C e as amostras a digerir com Apal na
estufa a 25 °C, durante 5-10 minutos.

Apos este periodo de incubacgdo, aspirou-se, com o auxilio da micropipeta, o tampao
de equilibrio, sem danificar o disco. Em seguida, retirou-se cada disco para o Eppendorf
contendo a solugao de restricdo correspondente a cada enzima de restricdo (Tabela 11)
e incubaram-se as amostras a digerir com Ascl na estufa a 37 °C e as amostras a digerir
com Apal na estufa a 25 °C, durante 3 horas.

Tabela 11: Componentes da solucao de restricao para as enzimas Ascl, Xbal e Apal.

Quantidade por Quantidade por
Solucao de restricao amostra digerida amostra digerida
por Ascl/Xbal (uL)  por Apal (uL)

Agua bidestilada estéril (B Braun,

Queluz de Baixo, Portugal) 177,5 179,0
Tampao de enzima (Thermo

Scientific, Vilnius, Litudnia) 20,0 20,0
Enzima 2,5=25 Unit. 1,0=50 Unit.

Fonte: Protocolo “Standard Operating Procedure for PulseNet of Listeria monocytogenes,
CDC_PNLO04_abril2013, pagina 11.

9.3.5.2. Salmonella Braenderup H9812

A pré-restricdo do marcador foi realizada da mesma forma que as amostras de
Listeria monocytogenes. Contudo, o tampao de equilibrio utilizado é igual para as
enzimas Ascl e Xbal (Buffer Tango) (Thermo Scientific, Vilnius, Lituania) incubando-se
igualmente a 37 °C, durante 5-10 minutos.
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Apbs este periodo de incubacao, aspirou-se, com o auxilio da micropipeta, o tampao
de equilibrio, sem danificar o disco. Em seguida, retirou-se cada disco para o Eppendorf
contendo a solugcdo de restricao correspondente a enzima Xbal (Tabela 11) e
incubaram-se as amostras na estufa a 37 °C, durante 3 horas.

9.3.6. Eletroforese de campo pulsado

9.3.6.1. Preparacao e carregamento do gel de agarose

Primeiramente, preparou-se cerca de 4 litros de tampao de eletroforese (TBE 0,5x),
em frascos SCHOTT de 1 L. Guardaram-se trés frascos a 4 °C e um frasco a temperatura
ambiente.

Em seguida, preparou-se o gel de PFGE. Pesou-se cerca de 1 g de Seakem Gold
Agarose (Lonza, Walkersville, EUA) e adicionou-se a 100 mL de TBE 0,5x num frasco
SCHOTT (500 mL). Aqueceu-se a solucao no micro-ondas a 620 W durante 60 segundos,
repetindo-se o procedimento de 15 em 15 segundos até dissolver totalmente. Colocou-
se o frasco com a agarose fundida em banho de agua a 55-60 °C, durante 15 minutos.
Apdés arrefecimento, verteu-se a agarose para o berc¢o e guardou-se cerca de 6-10 mL
no banho de agua, para lacrar os pocos. A agarose colocada no berco polimerizou
durante cerca de 45 minutos.

Apéds o tempo de polimerizacdo, retirou-se o pente de 15 pogos. Com o auxilio de
uma ansa descartavel de 10 uL retirou-se um disco, previamente emergido em 200 uL
de TBE 0,5%, e com a ajuda de uma lamela fez-se deslizar o disco para dentro do
respetivo pogo.

Organizou-se sempre o gel de forma a colocar trés discos marcadores (um em cada
extremidade do gel e outro ao centro), de forma a facilitar a leitura e posterior
tratamento dos resultados. Apds colocacdo dos discos, lacraram-se os pogos com a
agarose guardada no banho de agua a 55-60 °C, desenformou-se o gel e colocou-se o
mesmo na tina de eletroforese.

9.3.6.2. Programacao do equipamento de PFGE

Enquanto o gel polimerizava era preparado o equipamento PFGE composto pela
tina de eletroforese (Electrophoresis Cell, BioRad™) (Figura 8-A), o equipamento CHEF
Mapper (CHEF-DR® II Drive Module, BioRad™) (Figura 8-B) e o refrigerador (Cooling
module, BioRad™) (Figura 8-C). Colocou-se cerca de 0,5 L de tampao TBE 0,5x na tina
de eletroforese e ligou-se a bomba (Variable Speed Pump, BioRad™) (Figura 8-D),
durante 5 minutos, de forma a lavar o sistema.
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Apés a lavagem do sistema, retirou-se o tampao de lavagem e verteu-se 2,5 L de
novo TBE 0,5x a 4 °C, para a tina de PFGE, ligou-se o refrigerador e programou-se para
14 °C. De seguida ligou-se a bomba a 80 L /min de forma a circular o tampao e atingir a
temperatura programada no refrigerador.

Aquando da colocacao do gel carregado no centro da tina, programou-se o
equipamento CHEF Mapper da seguinte forma: voltagem 6 V/cm, tempo de impulso
inicial 4,0 segundos, tempo de impulso final 40,0 segundos e tempo de corrida 19
horas. Apés verificagdo de toda as variantes da programacao, era dado inicio a corrida.

s o ———— -

Figura 8: Equipamentos utilizados na técnica de tipagem por PFGE. A: Eletrophoresis cell, B: “CHEF Maper”, C: Colling
Module, D: Variable Speed Pump.

Fonte prépria.

9.3.7. Coloracao e revelacao do gel

Apdbs o tempo de corrida, retirou-se o gel da tina e colocou-se num tabuleiro
contendo uma solucdo de GelRed™ (Biotium, Fremont, EUA), durante 25 minutos com
agitacao.

A revelagdo do gel foi feita num transiluminador UV (BioRad™) e a foto do gel foi
visualizada no sistema Gel Doc 2000 e guardada em formato TIFF. Na Figura 9 pode ser
visualizado um exemplo de imagem obtida por PFGE.
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Figura 9: Exemplo de fotografia de gel, obtida por PFGE.

Fonte prépria.

9.3.8. Tratamento dos dados da tipagem por PFGE

A andlise e comparacdo dos resultados (fotos dos géis) obtidos por PFGE, foi
realizada no software BioNumerics (BioNumerics® - Version 3.5, Applied Maths, Sint-
Martens-Latem, Bélgica).

As bandas atribuidas automaticamente pelo software foram verificadas
visualmente e corrigidas manualmente quando necessario. Para cada enzima de
restricdo foi selecionada uma tolerancia da posicdo da banda de 1,2. A andlise das
similaridades entre as varias culturas isoladas da queijaria foi feita usando o
coeficiente de Dice, com uma toleradncia de posicao de 1%, e o algoritmico Unweighted
pair group with arithmetic means (UPGMA).

9.4. Serotipagem por PCR Multiplex

Este ensaio foi realizado no Laboratério de Microbiologia e no Laboratério de
Biologia da Escola Superior Agraria do Instituto Politécnico de Castelo Branco.

0 método aplicado consiste num ensaio PCR Multiplex, o qual permite a separagao
dos quatro serotipos mais prevalentes (1/2a, 1/2b, 1/2c e 4b) de Listeria
monocytogenes. O método apresentado é baseado em Doumith et al. (2004), com
algumas modifica¢des (Pintado e Gouldo, 2011).

9.4.1. Culturas bacterianas

Tendo em conta que a data de realizacdo da serotipagem ja era conhecido o
pulsotipo de todas as culturas sujeitas a tipagem por PFGE, foi efetuada uma selecao de
apenas 31 culturas para serotipagem por PCR Multiplex. Como critério de selecdo foi
escolhida uma cultura por ano de isolamento, por origem e por pulsotipo.
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Com base no critério anteriormente definido, foram selecionadas para a
serotipagem as culturas com as referéncias 1, 2, 3, 8, 12, 17, 18, 19, 20, 21, 29, 30, 33,
34, 38,39,42,43,45,46,47,48,52,55,57,58,62,66,70,73 e 74.

9.4.2. Extracdao de DNA

A partir de colénias em meio solido TSA, recolheu-se, com uma ansa descartavel de
1 pL, trés a cinco coldnias para um tubo Eppendorf, onde previamente tinha sido
colocado 50 uL de uma solugao a 0,25% de dodecil sulfato de s6dio em 0,05 N de NaOH
estéril, colocou-se o microtubo em banho de agua a 99 °C, durante 15 minutos.
Adicionou-se 100 uL de dgua ultra pura estéril (Gibco®, Life techonogies™, Paisley,
Inglaterra) e homogeneizou-se. Apds a extracdo de DNA das culturas de L.
monocytogenes em estudo, procedeu-se a amplificagdo do DNA.

9.4.3. Amplificacao do DNA por PCR Multiplex

Em tubos de 0,2 mL de PuReTaq Ready-to-Go PCR Beands (GE Healthcare,
Buckinghamshire, Inglaterra) colocou-se 1,5 uL. de DNA, 2,5 uL do primer prs 2 uM
Forward (For.) e Reverse (Rev.), 2,5 uL do primer Imo1118 15 uM (For. e Rev.), 2,5 uL
do primer Imo0737 10 uM (For. e Rev.), 2,5 uL do primer ORF2819 10 uM (For. e Rev.),
2,5 uL. do primer ORF2110 10 uM (For. e Rev.) e 11 uL de agua ultrapura (Gibco®, Life
techonogies™, Paisley, Inglaterra). Cada PuReTaq Ready-to-Go PCR Beands contém
estabilizantes, BSA, dATP, dCTP, dGTP, dTTP, ~ 2,5 unidades de pureTaq DNA
polimerase e tampao de reagao.

Submeteu-se a mistura obtida a um processo de desnaturagao inicial a 94 °C
durante 3 minutos, seguida de 35 ciclos sucessivos com a sequéncia seguinte: 0,40
minutos a 94 °C para a desnaturacao, 1,15 minutos a 53 °C para a liga¢ao dos primers e
1,15 minutos a 72 °C para a amplificagdo. Seguiu-se um ciclo final de 7 minutos a 72 °C.
Por ultimo, deu-se o arrefecimento a 4 °C. A amplificacdo foi realizada num
termociclador Tgradiente (Biometra, Gottingen, Alemanha) e teve a duracdo de 2
horas, 28 minutos e 12 segundos.

9.4.4. Separacao dos fragmentos de DNA por eletroforese convencional

A separacgdo dos produtos do PCR do DNA de cada uma das amostras foi realizada
por eletroforese em gel de agarose (Bioron, Ludwigshafen, Alemanha) a 2%. Apos a
preparacdo, o gel foi vertido no tabuleiro da tina de eletroforese (BioRad™ Wide mini
subcell GT) na qual se colocou previamente o pente adequado (15 pogos).
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Carregaram-se as amostras no gel, de acordo com a seguinte sequéncia: no primeiro
poco, no po¢o do meio e no ultimo pogo colocou-se 8 uL. de marcador (100 bp DNA
Ladder, Introgen, Vilnius, Lituania), previamente preparado com gel loading. Nos
restantes pocos colocou-se 5 ul. da mistura constituida pela amostra de DNA
amplificado adicionada de 3 uL de solucao de deposicdo, gel loading buffer (Sigma-
Aldrich, Missouri, EUA), destinando-se esta a conferir peso a amostra, mantendo-a
dentro do pogo do gel.

A corrida de eletroforese realizou-se na tina de eletroforese acima referida,
contendo tampdo TAE 1x (Gibco®, Life techonogies™, Paisley, Inglaterra), durante 1
hora e 45 minutosa 90 V.

9.4.5. Coloracao e revelacao do gel de agarose

Apés término da corrida de eletroforese, o gel de agarose foi colocado num banho
com brometo de etidio, durante 20 minutos. Observou-se posteriormente o gel por
transiluminacdo UV e fotografou-se com uma camara digital (Kodack DC 290),
devidamente adaptada, tendo as imagens sido guardadas em formato TIFF.

9.5. Whole genome sequencing (WGS)

Em janeiro de 2017 as 77 culturas de Listeria monocytogenes usadas neste estudo
foram enviadas para o Instituto Pasteur de Paris para caracterizagdo molecular. Todas
as estirpes enviadas foram sujeitas a tipagem por PCR Multiplex e a um conjunto
selecionado de oito destas estirpes (referéncias 1, 18, 25, 28, 44, 51, 71 e 76) foi
efetuada a sequenciacao total do genoma (WGS), sendo posteriormente analisado
tendo em conta a determinacdo dos tipos MLST e cgMLST. A metodologia de
sequenciagdo utilizada foi baseada em Moura et al. (2016).

9.6. Avaliacao da atividade bactericida dos desinfetantes quimicos

Para a realizagdo da avalia¢do acima referida, teve-se como referéncia o protocolo
descrito pela Norma EN 1040/2005, relativa a avaliacao da atividade bactericida dos
desinfetantes quimicos e antissépticos através de um teste de suspensao quantitativa.

9.6.1 Principio do teste

Uma amostra do desinfetante, tal qual como fornecido (concentracdo maxima:
80%) e/ou diluido em agua, é adicionado a uma suspensao bacteriana teste. A mistura
€ mantida a 20 £ 1 °C durante 5 min + 10 seg. (condi¢Ges teste obrigatorias).

No final do tempo de contacto, é retirada uma aliquota e a atividade bactericida
e/ou bacteriostatica nessa por¢cao é imediatamente neutralizada pelo método de
diluicdo/neutralizagdo. O nimero de bactérias sobreviventes em cada amostra é
determinado e a reducdo da carga bacteriana é calculada.
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9.6.2. Culturas usadas no ensaio

Neste estudo, pretendeu-se avaliar a atividade bactericida de quatro desinfetantes
utilizados e disponibilizados pela queijaria (Tabela 12). Para a realizacdo deste ensaio
selecionou-se pelo menos uma cultura por pulsotipo, por tipo de amostra e por ano de
isolamento. Com base nos critérios anteriormente definidos, foram selecionadas para
este estudo as culturas com as referéncias 1, 2, 3,4, 8,12, 13, 15,17, 18, 19, 20, 21, 22,
23,24, 25, 26,27, 28, 29, 33, 34, 35, 38, 39, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53,
54, 55, 57, 61, 65, 66, 67, 70, 71, 73, 74, 75, 76 e 77. No total avaliou-se a atividade
bactericida dos desinfetantes em 52 culturas de Listeria monocytogenes.

Para se obter a cultura de trabalho das bactérias teste, repicou-se uma ansa de cada
cultura a partir do meio TSB com 20% glicerol, conservado a - 20 °C, para o meio sélido
TSA e incubou-se a 37 °C durante 24 horas. Ap6s o periodo de incubacao, preparou-se
uma segunda subcultura a partir da primeira subcultura, da mesma forma. A partir
desta segunda subcultura, preparou-se uma terceira seguindo o mesmo procedimento.
A segunda e, quando necessario, a terceira subculturas foram as culturas de trabalho.

A validacdo do método foi realizada com as estirpes de referéncia indicadas na
Norma EN 1040/2005, Pseudomonas aeruginosa NCTC 10662 e Staphylococcus aureus
NCTC 10788, e com uma estirpe de L. monocytogenes ATCC 13932 de forma a validar o
meétodo para L. monocytogenes.

Tabela 12: Caracteristicas dos produtos (detergentes/desinfetantes) testados.

Frequéncia de

Produto Substancia biocida Instrucées de aplicacao Zona de aplicacao L
aplicacao
1. Aplicar numa concentracio de 2-3%.
A ; Ani Sala fabrico
I Pe,r(_>x1do de h}c%rogemo 2. Durante 10 a 30 minutos. Semanal
e acido peracético Sala rececdo leite
3. Enxaguar com agua fria e potavel.
1. Aplicar numa concentragio de 2-5% Camaras de cura
com agua a temperatura maxima de 70 -
oC Sala expedicdo
Halogénios (hipoclorito . o
1t de sodio) 2. Deixar 15 a 20 minutos. Sala fabrico Diario
3. Enxaguar com agua de preferéncia Sala recegdo leite
quente. Sala lavagem
1. Esfregar os objetos mergulhados
numa solucdo a 2%.
- Sala fabrico
III gompqst_os quaternarloszl Esperar 15 minutos. Diario
e amonia Sala rececdo leite
3. Enxaguamento final com 4gua de
qualidade potavel.
Compostos quaternarios Sala fabrico
v de aménia, halogénios Higiene das maos. Sala lavagem Diario

(digluconato de
clorexidina) Sala expedicdo
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9.6.3. Solucées dos desinfetantes em teste

As solucoes teste dos produtos desinfetantes foram preparadas com agua destilada
esterilizada, num minimo de trés concentracdes diferentes. Sendo um requisito da
Norma EN 1040/2005, a concentracdao mais alta testada foi 80%, seguida de 5 e 2% por
serem as concentracdes recomendadas pelos fornecedores dos desinfetantes I, IIl e o
detergente/desinfetante II.

O detergente/desinfetante IV, sendo um desinfetante de maos é utilizado tal e qual,
sem recurso a dilui¢des. Por isso a concentracdo mais alta testada foi 100%, seguida de
80% pelo requisito acima enumerado e 70% para completar o minimo de trés
concentragdes exigidas pela norma. Como todos os produtos testados eram liquidos,
foram preparadas dilui¢des em agua, volume/volume, usando frascos volumétricos.

As solugdes teste foram preparadas na hora e usadas num prazo maximo de duas
horas. Todas as solu¢des apresentavam uma homogeneidade fisica que permaneceu
estavel durante todo o procedimento.

9.6.4. Solucées dos neutralizantes testados
Para a selecao do neutralizante a usar nos testes de diluigdo/neutralizagdo, foram

testados trés neutralizantes (Tabela 13).

Tabela 13: Esquema da composicdo quimica dos neutralizantes testados.

Neutralizantes
Composicao
A B C
Tampao fosfato 0,25 mol/L
Tween 80 30g/L
L-Histidina 1g/L
Tiossulfato de Sodio 5g/L

Para preparar o neutralizante A pesou-se 34 g de dihidrogénio-fosfato de potassio
(KH2PO4) e colocou-se num frasco SCHOTT com 500 mL agua destilada esterilizada.
Ajustou-se o pH (7,2 = 0,2) com hidroxido de s6dio (NaOH) 1M e perfez-se com agua
até 1000 mL.

A preparacgao do neutralizante B consistiu em pesar 30 g de Tween 80 (polisorbato
80) e 1 g de L-Histidina. Colocou-se a dissolver num copo de vidro com 500 mL agua
destilada esterilizada. Ajustou-se o pH (7,2 + 0,2) com hidréxido de s6dio (NaOH) 1M
e perfez-se com adgua até 1 000 mL.
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O neutralizante C preparou-se pesando 5 g de tiossulfato de s6dio (Na2S203) num
copo de vidro e adicionou-se em seguida 500 mL agua destilada esterilizada. Ajustou-
se o pH (7,2 £ 0,2) com hidréxido de s6dio (NaOH) 1M e perfez-se com agua até 1 000
mL.

Todos os neutralizantes foram esterilizados em autoclave por acao do calor hiumido,
durante 15 minutos a 121 °C.

9.6.5. Condicdes experimentais

A temperatura utilizada em todos os testes foi a temperatura obrigatdéria da Norma
EN 1040/2005, ou seja, 20 = 1 °C.

Os tempos de contacto utilizados em todos os testes foi o tempo de contacto
obrigatério da norma acima referida, ou seja, 5 minutos + 5 segundos e o tempo médio
de atuacdo descrito pelos fornecedores dos detergentes/desinfetantes testados que foi
de 15 minutos * 5 segundos.

9.6.6. Suspensdes teste “N”

Para cada microrganismo testado foram preparadas duas suspensdes diferentes: a
“suspensao teste” para efetuar o teste e a “suspensao de validagdo” para efetuar os
controlos e a validacao do método.

Assim, para preparar a “suspensao teste” colocou-se 10 mL do diluente Triptona Sal
(Biokar, Cedex, Franca) num frasco de 100 mL com 5 g de esferas de vidro. Transferiu-
se com uma ansa de 10 uL, cultura de trabalho para o diluente. As células foram
suspensas, friccionando a ansa contra a parede do frasco para libertar as células antes
de as imergir no diluente. Agitou-se o frasco durante 3 minutos usando um agitador
tipo Vortex. Transferiu-se a suspensdo (sem as esferas de vidro) para outro tubo.
Ajustou-se o numero de células na suspensao até um valor dentro do intervalo 1,5 x
108 UFC/mL a 5 x 108 UFC/mL, usando o aparelho Densimat (BioMérieux, Marcy-
I’Etoile, Franca). Em seguida, colocou-se a suspensdo teste no banho de dgua a 20 °C.
Para efetuar a contagem prepararam-se diluicoes de 10-¢ e 10-7 das suspensoes teste,
usando o diluente. Retirou-se uma aliquota de 1,0 mL de cada dilui¢ao em duplicado e
inoculou-se usando a técnica de sementeira por incorpora¢do, em placas de Petri
separadas e previamente identificadas, adicionando 15 a 20 mL de TSA fundido e
arrefecido a 45 * 1°C. Incubou-se e efetuou-se a contagem (de acordo com a alinea
9.6.12).

9.6.7. Suspensao de validacao “Nv”

Para preparar a suspensao de validagao, diluiu-se a suspensao teste com o diluente
até obter um valor entre 3,0 x 102 UFC/mL e 1,6 x 103 UFC/mL (cerca de % (1+3) da
diluicdo 10-3).
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Para a contagem, preparou-se uma diluicao de 10-1 da qual se retirou uma aliquota
de 1,0 mL em duplicado e inoculou-se usando a técnica de sementeira por
incorporacao. Incubou-se e efetuou-se a contagem (de acordo com a alinea 9.6.12).

9.6.8. Controlo “A” (Validacao das condicbes experimentais)

Pipetou-se 1,0 mL de agua destilada esterilizada para o tubo de ensaio
esterelizados, adicionou-se 1,0 mL da suspensao teste, colocou-se o tubo no banho de
agua a 20 °C e iniciou-se imediatamente a cronometragem, durante 2 minutos = 10
segundos. No final do tempo de contacto (t), retirou-se uma aliquota de 1,0 mL da
mistura “A” em duplicado, inoculou-se usando a técnica de sementeira descrita na
alinea anterior. Incubou-se e efetuaram-se as contagens (de acordo com a alinea
9.6.12).

9.6.9. Controlo “B” (Verificacdo da auséncia de toxicidade do neutralizante)

Pipetou-se 8,0 mL do neutralizante e 1,0 mL de dgua destilada esterilizada para o
tubo de ensaio esterelizado, em seguida adicionou-se 1,0 mL da suspensdo de
validacdo. Iniciou-se a cronometragem no inicio da adicdo, misturando e colocando o
tubo no banho de agua a 20 + 1 °C durante 5 minutos * 10 segundos. Por fim, retirou-
se uma aliquota de 1,0 mL da mistura “B” em duplicado e inoculou-se recorrendo a
técnica de sementeira por incorporacdo descrita na alinea 9.6.4. Incubou-se e
efetuaram-se as contagens (de acordo com a alinea 9.6.12).

9.6.10. Controlo “C” (Validacao da diluicdo-neutralizagao)

Para um tubo de ensaio esterilizado, pipetou-se 1,0 mL da agua destilada
esterilizada e adicionou-se 1,0 mL do diluente Triptona Sal. Deu-se inicio a
cronometragem, adicionando-se 8,0 mL da solugdo teste do produto na concentragao
mais elevada usada no teste. Agitou-se e colocou-se o tubo no banho de agua a 20 + 1°C.
No final dos 5 min * 10 segundos, transferiu-se 1,0 mL da mistura para um tubo
contendo 8,0 mL de neutralizante. Iniciou-se a cronometragem imediatamente, agitou-
se e colocou-se o tubo no banho a 20 + 1 °C durante 5 min + 10 segundos.

Apés a reacdo do neutralizante com a solugdo teste do produto em estudo,
adicionou-se 1,0 mL da suspensdo teste e agitou-se. Colocou-se o tubo no banho de
agua a temperatura descrita anteriormente durante 30 + 1 min. No final do tempo,
retirou-se 1.0 mL da mistura “C”, em duplicado, e inoculou-se usando a técnica de
sementeira por incorporacao. Incubou-se e efetuaram-se as contagens (de acordo com
a alinea 9.6.12).
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9.6.11. Teste “Na” (Determinacao da concentracgao bactericida)

Num tubo de ensaio esterilizado, pipetou-se 1,0 mL da agua destilada esterilizada,
adicionou-se 1,0 mL de suspensdo teste, homogeneizou-se e deu-se inicio a
cronometragem, 2 min * 10 s no banho de agua a 20 * 1°C. Em seguida, adicionou-se
8,0 mL da solugdo teste do produto nas respetivas concentragoes usadas no teste.
Agitou-se e colocou-se o tubo no banho de 4gua a 20 * 1°C.

No final do tempo de contacto em estudo, transferiu-se 1,0 mL da mistura para um
tubo de ensaio contendo 8,0 mL de neutralizante. Iniciou-se a cronometragem
imediatamente, agitou-se e colocou-se o tubo no banho a 20 * 1 °C durante o tempo de
contacto em estudo. No final do tempo, retirou-se 1.0 mL da mistura “Na”, em
duplicado, e inoculou-se usando a técnica de sementeira por incorporacao. Incubou-se
e efetuaram-se as contagens (de acordo com a alinea 9.6.12).

9.6.12. Incubacdo e contagem

As placas de Petri inoculadas por incorporagdo foram todas incubadas durante
24+24 horas a 37 £ 1 °C. Rejeitaram-se sempre as placas incontaveis as primeiras 24 h,
assumindo sempre as contagens obtidas no segundo periodo de 24 horas de incubacao.

Os limites para a contagem de coldnias bacterianas em placas de Petri sdo 15 e 300
(limites minimo e maximo, respetivamente). De acordo com a Norma EN 1040/2005,
o desvio aceitavel é 10%, portanto, o limite minimo de contagem considerado foi 14 e
o limite maximo foi 330.

9.6.12.1. Determinacao dos valores Vc
0 valor Vc corresponde ao numero de UFC contaveis em 1 mL de amostra.

Quando a contagem de coldnias foi superior a 330, registou-se o nimero como
“>330”; quando o valor Vc foi inferior a 14, registou-se a contagem, mas substituiu-se
por “<14” para calcular o Na).

Primeiro determinaram-se os valores Vc, seguidamente calcularam-se N, NO, Na,
Nv, Nv0, A, B e C. Por fim, calculou-se a reducao R.
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9.6.12.2. Calculo do N e NO

N corresponde ao numero de células por mL na suspensao teste. Apos validagao de
duas diluicdes da suspensdo teste, calculou-se o nimero de UFC/mL como média
ponderada das contagens, usando a seguinte equacao:

c
N =
(n; +0,1n,)10-°

onde,

C é o somatério dos valores das contagens Vc;

nl é o numero de placas com contagens Vc da menor diluicdo (10-6);

n2 é o numero de placas com contagens Vc da maior diluicdo (10-7);

10-6 é o fator de dilui¢do correspondente a menor diluicao.

Os resultados obtidos foram arredondados a dois algarismos significativos. Assim,

o ndmero de UFC/mL foi expresso num valor numérico entre 1,0 e 9,9 multiplicado
pela poténcia de base 10 e expoente apropriado.

9.6.12.3. Calculo de Na

Na é o numero de sobreviventes por mL na mistura teste no final do tempo de
contacto e antes da neutralizacdo. E dez vezes superior ao valor Vc, devido a adi¢do do
neutralizante e da dgua.

Calculou-se Na usando a seguinte equagao:

10c¢
N=_"—

n

onde,

c € 0 somatorio dos valores da contagem Vc;

n é o numero de valores da contagem Vc.

9.6.12.4. Calculo de Nv e NvO

Nv corresponde ao numero de células por mL na suspensdo de validacao. E dez
vezes maior que as contagens dos valores Vc devido ao passo de diluicao de 10-1.

NvO0 é o numero de células por mL nas misturas B e C no inicio do tempo de contacto.
Corresponde a um décimo (1/10) da média ponderada dos valores Vc do Nv.
As equagdes para o calculo de Nv e Nv0 sdo as seguintes:
10c c
Nv = — NvQ = —
n n

sendo,
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¢ o somatorio dos valores da contagem Vc;

n o numero de valores da contagem Vc.

9.6.12.5. Calculode A,Be C

O célculo de 4, B e C foi realizado segundo a seguinte equacao:

C
AB,C=—
n

onde,
¢ é o somatorio dos valores da contagem Vc;

n é o numero de valores da contagem Vec.

9.6.12.6. Calculo da reducao bacteriana “R”
A reducgdo bacteriana (R = NO/Na) é expressa em logaritmo.

Para cada cultura bacteriana, registou-se o nimero de UFC/mL na suspensdo teste
N e no teste Na e calculou-se NO.

Para cada concentragao de produto e condigdo experimental, calculou-se e registou-
se a reducao logaritmica decimal (Ig), separadamente, usando a equacao:

LgR=LgNy,—Lg Na
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10. Resultados e Discussao

10.1. Resultados da pesquisa de Listeria monocytogenes em
superficies da queijaria

Os resultados da pesquisa de Listeria monocytogenes nas 34 superficies da queijaria,
efetuadas em outubro de 2016, encontram-se nas Tabelas 14 e 15.

Tabela 14: Resultados da pesquisa de Listeria monocytogenes aos esfregacos efetuados a sala de rececéo do leite e sala
de producao da queijaria, em 2016.

Pesquisa de

Descricio da superficie Ponto de colheita Método Superficie
L. monocytogenes

Bilha de transporte do leite  Sala rececido do leite Esponja Higienizada Negativo
Interior i da c1.1ba 1 de Saladeprodugio Esponja Higienizada Negativo
coagulacao do leite
Interior ) da c1_1ba 3 de Saladeprodugio Esponja Higienizada Negativo
coagulacao do leite
Bocal da cuba 1 Sala de produgédo Zaragatoa Higienizada Negativo
Bocal da cuba 2 Sala de produgédo Zaragatoa Higienizada Negativo
Interior ) da c1_1ba 2 de Salade produgido Esponja Higienizada Negativo
coagulacao do leite
Bocal da cuba 3 Sala de produgao Zaragatoa Higienizada Negativo
Ralo pequeno Sala de produgdo Zaragatoa  Nao higienizada Negativo
Ralo grande Sala de produgio Zaragatoa  Nio higienizada Negativo
Bocal da mangueira Sala de produgio Zaragatoa  Nio higienizada Negativo
Clnch’os.de inox com tampa Sala de produgido Zaragatoa Higienizada Negativo
de plastico
Cinchos de inox Sala de produgéo Zaragatoa Higienizada Negativo
Ta.mpas (de plastico) dos Sala de produgio Zaragatoa Higienizada Negativo
chinchos
Rede _plastlca de um dos Salade produgio Zaragatoa Higienizada Negativo
tabuleiros
Tabuleiros de plastico Sala de produgédo Zaragatoa Higienizada Negativo
Lava maos - valvula 5 Sala de produgdo Esponja Néo higienizada Negativo
Enchedora de cinchos Sala de produgio Esponja Higienizada Negativo
Pas que auxiliam no Salade produgio , L .
enchimento dos cinchos Esponja Higienizada Negativo
Molde do requeijao Sala de produgédo Zaragatoa Higienizada Negativo
Molde do queijo fresco Sala de produgdo Zaragatoa Higienizada Negativo
Panela do requeijao Sala de produgao Esponja N3ao higienizada Negativo
Pia de lavagem de utensilios Sala de produgio Esponja Nio higienizada Negativo

-valvula 6
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Tabela 15: Resultados da pesquisa de Listeria monocytogenes aos esfregacos efetuados nas camaras de cura, na sala de
lavagem do queijo, na sala de selagem e na sala de expedicao da queijaria, em 2016.

Pesquisa de

Descric¢io da superficie Ponto de colheita Método Superficie
L. monocytogenes

Paredes da cimara 3 Camara 3 Esponja Nio higienizada Positivo
Ralo da camara 3 Camara 3 Zaragatoa  Nio higienizada Positivo
Esct?'vas de lavagem dos Salalavagem queijo Zaragatoa  Ndao Higienizada Positivo
queijos
Interlor"da cuba de lavagem Sala lavagem queijo Esponja Niio higienizada Positivo
dos queijos
Lava maos - valvula 12 Sala lavagem queijo Esponja Néo higienizada Negativo
Ral(?'da sala de lavagem dos Sala lavagem queijo Zaragatoa  Nio higienizada Positivo
queijos
Paredes da camara 4 Camara 4 Esponja Néo higienizada Positivo
Ralo da camara 4 Camara 4 Zaragatoa  Nao higienizada Positivo
Paredes da camara 6 Camara 6 Esponja Néo higienizada Positivo
Ban_c_ada de selagem do Salade selagem Esponja Higienizada Negativo
queijo fresco
Lava mdos da sala de Saladeexpedigdo Esponja NZo higienizada Positivo
expedicao
Sola das botas de um dos Sala de expedicido Zaragatoa  Nio higienizada Negativo

colaboradores

Os resultados mostraram que 0,0% das 17 superficies higienizadas e 53,0% das 17
superficies nao higienizadas apresentaram presenca de L. monocytogenes. No global
26,5% das 34 superficies analisadas apresentaram resultados positivos para pesquisa
de L. monocytogenes.

Considerando as 9 superficies onde foi detetada a bactéria L. monocytogenes, todas
correspondiam a superficies ndo higienizadas existentes nas camaras 3, 4 e 6, na sala
de lavagem do queijo, nas escovas de lavagem do queijo e na sala de expedicdo. As
camaras 3 e 4 sdo destinadas a cura de queijos de pasta mole fabricados com leite cru
de ovelha, enquanto a camara 6 é destinada a conservacao de queijo fresco e requeijao
de ovelha. Apenas os queijos de leite cru de ovelha sdo lavados na sala de lavagem com
as escovas, nas quais foi detetada a presenca de L. monocytogenes. Na sala de expedicao
é efetuada a rotulagem e embalamento de todos os alimentos produzidos pela
queijaria.

Spanu et al. (2015) estudaram a prevaléncia de L. monocytogenes e outras Listeria
spp. em treze industrias de queijo de ovelha na ilha italiana da Sardenha, e obtiveram
pesquisa positiva para L. monocytogenes em 44,5% das amostras obtidas (n=409).
Entre as amostras positivas para L. monocytogenes, a maioria (n=109) das amostras foi
isolada dos ralos.
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No nosso estudo, cerca de 14,7% dos esfregacos realizados as superficies da
queijaria correspondem a ralos (n=5), sendo que 71,0% desses ralos evidenciaram
resultados positivos para pesquisa de L. monocytogenes.

Atendendo a totalidade de esfregacos que apresentaram resultado positivo para
pesquisa de L. monocytogenes, 33,3% correspoderam a esfregacos realizados em ralos,
33,3% corresponderam a paredes de camaras de cura do queijo, 22,2% a esfregacos
realizados na sala de lavagem do queijo e 11,2% ao esfregaco realizado na sala de
expedicao.

Da analise dos resultados positivos para a pesquisa de L. monocytogenes nas
superficies da queijaria, consegue-se perceber que existe uma relacdo entre a
sala/cadmara e o respetivo ralo. Isto é, foi detetada L. monocytogenes nas paredes da
camara 3 e ralo da camara 3, o mesmo se passou para a camara 4 e a sala de lavagem
dos queijos, evidenciando a persisténcia desta bactéria nas instalacdes da queijaria.
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10.2. PFGE

As Figuras 10 e 11 mostram os dendrogramas de todas as culturas com base na

digestdo com as enzimas de macrorestri¢ao Ascl e Apal, respetivamente.

Dice (Opt:1.00%) (Tol 1.2%-1.2%) (H>0.0% $>0.0%) [0.0%-100.0%]
SCI

50
60

57 Queijo de ovelha curado 2015/03 Ascl 001 Apal 002 1/2a, 3a
73 Esfregaco - Carrinho Transporte 2015/03 Ascl 002 Apal 002 1/2a, 3a
1 Queijo de ovelha curado 2011/10 Ascl 003 Apal 004 1/2a, 3a
12,13, 14, 15,16 Queijo de ovelha curado 2012/09 Ascl 003 Apal 004 1/2a, 3a
17 Queijo de ovelha curado 2013/03 Ascl 003 Apal 004 1/2a, 3a
18 Queijo de ovelha curado 2014/05 Ascl 003 Apal 004 1/2a, 3a
19 Leite cru de ovelha - Prod. B 2015/11 Ascl 003 Apal 002 1/2a, 3a
29 Queijo de ovelha curado 2016/07 Ascl 003 Apal 001 1/2a, 3a
30, 31,32 Queijo de ovelha curado 2016/07 Ascl 003 Apal 001 1/2a, 3a
42 Leite cru de ovelha - Prod. D 2015/01 Ascl 003 Apal 002 1/2a, 3a
46 Leite cru de ovelha - Prod. B 2015/03 Ascl 003 Apal 001 1/2a, 3a
47 Queijo de ovelha - saida da prensa  2015/03 Ascl 003 Apal 002 1/2a, 3a
49 Leite cri de ovelha - Prod. B 2015/06 Ascl 003 Apal 002 1/2a, 3a
53 Leite cri de ovelha - Tanque 2 2015/03 Ascl 003 Apal 001 1/2a, 3a
54 Esfregago Maos C 2015/03 Ascl 003 Apal 002 1/2a, 3a
70, 72 Queijo de ovelha curado 2015/03 Ascl 003 Apal 002 1/2a, 3a
75 Queijo de ovelha curado 2016/01 Ascl 003 Apal 002 1/2a, 3a
52 Leite cru de ovelha - Prod. A 2015104 Ascl 005 Apal 005 1724, 3a
33 Queijo de ovelha curado 2016/07 Ascl 008 Apal 001 1/2a, 3a
50 Leite cri de ovelha - Tangue 2 2015/04 1/2a_3a
21 Esfregaco - Ralo Camara 3 2016/10 Ascl 007 Apal 002 1/2a, 3a
22 Esgregaco - Escovas Lavagem 2016/10 Ascl 007 Apal 002 1/2a, 3a
23 Esfregago - Cuba Lavagem 2016/10 Ascl 007 Apal 002 1/2a, 3a
24 Esfregago - Ralo Sala Lavagem 2016/10 Ascl 007 Apal 002 1/2a, 3a
25 Esfregaco - Parede Camara 4 2016/10 Ascl 007 Apal 002 1/2a, 3a
26 Esfregaco - Ralo Camara 4 2016/10 Ascl 007 Apal 002 1/2a, 3a
27 Esfregaco - Parede Camara 6 2016/10 Ascl 007 Apal 002 1/2a, 3a
28 Esfregago - Lava-méos Expedicdo  2016/10 Ascl 007 Apal 002 1/2a, 3a
34, 35, 36, 37,38 Queijo de ovelha curado 2016/08 Ascl 007 Apal 002 1/2a, 3a
39, 66, 68, 69 Queijo de ovelha curado 2015/02 Ascl 007 Apal 002 1/2a, 3a
40, 58,59, 60, 61 Queijo de ovelha curado 2015/02 Ascl 007 Apal 002 1/2a, 3a
41,62, 63, 64,65 Queijo de ovelha curado 2015/02 Ascl 007 Apal 002 1/2a, 3a
44 Esfregago Maos A 2015/01 Ascl 007 Apal 002 1/2a, 3a
51 Leite cra de ovelha - Tanque 1 2015/04 Ascl 007 Apal 002 1/2a, 3a
67 Queijo de ovelha curado 2015/02 Ascl 007 Apal 003 1/2a, 3a
71 Queijo de ovelha curado 2015/03 Ascl 007 Apal 002 1/2a, 3a
76,77 Queijo de ovelha curado 2016/01 Ascl 007 Apal 002 1/2a, 3a
55, 56 Queijo de ovelha - saida da prensa  2015/03 Ascl 009 Apal 001 1/Z2a, 3a
74 Esfregago - Ralo Camara 5 2015/03 Ascl 009 Apal 002 1/2a, 3a
3,4,5,6,7 Queijo de ovelha curado 2012/05 Ascl 010 Apal 006 1/2a, 3a
20 Esfregaco - Parede Camara 3 2016/10 Ascl 011 Apal 007 4b, 4d, 4e
8,9, 10, 11 Queijo de ovelha curado 2012/06 Ascl 011 Apal 009 4b, 4d, 4e
48 Queijo de ovelha curado 2015/03 Ascl 012 Apal 003 1/2a, 3a
43 Leite cru de ovelha - Prod. C 2015/01 Ascl 013 Apal 008 4b, 4d, 4e
45 Esfregago Mzos B 2015/01 Ascl 006 Apal 003 1/2a, 3a
2 Queijo de ovelha curado 2012/02 Ascl 004 Apal 010 4b, 4d, 4e

Figura 10: Dendrograma (UPGMA cluster baseado no coeficiente de correlacao) dos perfis PFGE de 77 culturas de Listeria
monocytogenes, digeridas com Ascl. O BioNumerics versao 3.5 foi utilizado com otimizacdo de 1,0 % e tolerancia 1,2 % para a comparacao
de bandas. Encontram-se indicados a referéncia dos isolados, bem como a origem, a data de isolamento, o perfil Ascl, o perfil Apal e o
serogrupo de cada cultura. a- Isolados com perfil Ascl 003, b-Isolados com perfil Asc/ 007.
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Atendendo a Figura 10, é possivel verificar a similaridade entre os perfis Ascl.
Assim, o perfil Ascl 001 e Ascl 002 tém 87,51% de similaridade; os perfis Ascl 003 e
Ascl 005, 94,12%; Ascl 008 e Ascl 007, 92,95% entre si e 82,41% com Ascl 009. Estes
sete perfis apresentam 76,26 % de similaridade com o perfil Ascl 010. Estes 8 perfis
Ascl sdo similares em 73,43% com os restantes.

Analisando o dendrograma respeitante a enzima de restrigdo Ascl (Figura 10), é
possivel observar que os perfis Ascl 003 e Ascl 007 se destacam por representarem
71,4% do total de culturas de L. monocytogenes sujeitas a tipagem por PFGE (55 de um
total de 77). De entre os dois perfis, o Ascl 007 foi identificado em 33 culturas (42,8%)
e o perfil Ascl 003 foi identificado em 22 culturas (28,6%).

O perfil Ascl 003 corresponde a isolados de queijo de ovelha curado (n=15), queijo
a saida da prensa (n=1), leite cru de ovelha (n=5) e esfregaco de maos (n=1), sendo este
um perfil de L. monocytogenes persistente durante os anos 2011-2016. De facto, é
possivel encontrar este perfil em isolados de queijo obtidos nos anos 2011 (n=1), 2012
(n=5), 2013 (n=1), 2014 (n=1), 2015 (n=3) e 2016 (n=5). Para além do queijo, também
se obteve este perfil de leite proveniente de dois produtores de leite cru de ovelha e de
leite cru do tanque, no ano 2015, e ainda de esfregaco as mdos de um operador da
queijaria, também no ano de 2015.

Com o perfil Ascl 007 existem isolados de esfregacos de superficie (n=8), queijo de
ovelha curado (n=23), leite cru de ovelha (n=1) e esfregacos de maos (n=1), sendo o
perfil mais recorrente nos anos 2015 e 2016.

Na Figura 11 é possivel observar a similaridade entre os perfis obtidos por PFGE
ap6s digestdo do DNA com a enzima de restricdo Apal. Verifica-se que os perfis Apal
001 e Apal 002 s3ao os mais representativos e apresentam uma similaridade entre si de
95,15%. Ja o perfil Apal 003 é similar em 93,74% com os anteriores. Os perfis Apal 001,
Apal 002, Apal 003, Apal 004 e Apal 005 apresentam similaridade entre si de 86,26%.

Como referido anteriormente, os perfis Apal 001 e Apal 002 destacam-se no
dendrograma apresentado na Figura 11 por serem os perfis associados a 68,8% das
culturas de L. monocytogenes tipadas por PFGE. Em particular, o perfil Apal 002
identificou-se em 55,8% dos 77 isolados de L. monocytogenes.

O perfil Apal 001 representa isolados de queijo de ovelha curado (n=5), queijo de
ovelha a saida da prensa (n=2), leite cru de ovelha do produtor B e do tanque 2 (n=3).
O perfil Apal 002 corresponde a isolados de queijo de ovelha curado (n=26), queijo de
ovelha a saida da prensa (n=1), leite cru de ovelha (n=4), esfregacos de superficies
(n=10) e esfregacos de maos (n=2). Ambos os perfis persistiram durante os anos 2015
e 2016 e estao associados apenas a isolados obtidos nos anos 2015 e 2016.
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Dice (Opt:1.00%) (Tol 1.2%-1.2%) (H>0.0% $>0.0%) [0.0%-100.0%]
APAI APAI

70

60

20 Esfregago - Parede Camara 3 2016/10 Ascl 011 Apal 007 4p 4d. 4e
43 Leite cru de ovelha - Prod. C 2015/01 Ascl 013 Apal 008 4[3; 4d; 4e
8,9, 10, 11 Queijo de ovelha curado 2012/06 Ascl 011 Apal 009 4b, 4d, 4e
3,4,5,6,7 Queijo de ovelha curado 2012/05 Ascl 010 Apal 006 1/2a, 3a
29 Queijo de ovelha curado 2016/07 Ascl 003 Apal 001 1/2a, 3a
30, 31, 32 Queijo de ovelha curado 2016/07 Ascl 003 Apal 001 1/2a, 3a
46 Leite cru de ovelha - Prod. B 2015/03 Ascl 003 Apal 001 1/2a, 3a
53 Leite cru de ovelha - Tanque 2 2015/03 Ascl 003 Apal 001 1/2a, 3a
33 Queijo de ovelha curado 2016/07 Ascl 008 Apal 001 1/2a, 3a
50 Leite cru de ovelha - Tanque 2 2015/04 Ascl 008 Apal 001 1/2a, 3a
55, 56 Queijo de ovelha - saida da prensa 2015/03 Ascl 009 Apal 001 1/2a. 3a
57 Queijo de ovelha curado 2015/03 Ascl 001 Apal 002 1/2a, 3a
73 Esfregago - Carrinho Transporte 2015/03 Ascl 002 Apal 002 1/2a, 3a
19 Leite cra de ovelha - Prod. B 2015/11 Ascl 003 Apal 002 1/2a, 3a
42 Leite cra de ovelha - Prod. D 2015/01 Ascl 003 Apal 002 1/2a, 3a
47 Queijo de ovelha - saida da prensa 2015/03 Ascl 003 Apal 002 1/2a, 3a
49 Leite cra de ovelha - Prod. B 2015/06 Ascl 003 Apal 002 1/2a, 3a
54 Esfregago Maos C 2015/03 Ascl 003 Apal 002 1/2a, 3a
70,72 Queijo de ovelha curado 2015/03 Ascl 003 Apal 002 1/2a, 3a
75 Queijo de ovelha curado 2016/01 Ascl 003 Apal 002 1/2a, 3a
21 Esfregago - Ralo Camara 3 2016/10 Ascl 007 Apal 002 1/2a, 3a
22 Esgregaco - Escovas Lavagem 2016/10 Ascl 007 Apal 002 1/2a, 3a
23 Esfregago - Cuba Lavagem 2016/10 Ascl 007 Apal 002 1/2a, 3a
24 Esfregaco - Ralo Sala Lavagem 2016/10 Ascl 007 Apal 002 1/2a, 3a
25 Esfregaco - Parede Camara 4 2016/10 Ascl 007 Apal 002 1/2a, 3a
26 Esfregaco - Ralo Camara 4 2016/10 Ascl 007 Apal 002 1/2a, 3a
27 Esfregago - Parede Camara 6 2016/10 Ascl 007 Apal 002 1/2a, 3a
28 Esfregaco - Lava-maos Expedicdo 2016/10 Ascl 007 Apal 002 1/2a, 3a
34, 35, 36, 37, 38 Queijo de ovelha curado 2016/08 Ascl 007 Apal 002 1/2a, 3a
39, 66, 68, 69 Queijo de ovelha curado 2015/02 Ascl 007 Apal 002 1/2a, 3a
40, 58, 59, 60, 61 Queijo de ovelha curado 2015/02 Ascl 007 Apal 002 1/2a, 3a
41, 62, 63, 64, 65 Queijo de ovelha curado 2015/02 Ascl 007 Apal 002 1/2a, 3a
44 Esfregago Méos A 2015/01 Ascl 007 Apal 002 1/2a, 3a
51 Leite cru de ovelha - Tanque 1 2015/04 Ascl 007 Apal 002 1/2a, 3a
71 Queijo de ovelha curado 2015/03 Ascl 007 Apal 002 1/2a, 3a
76,77 Queijo de ovelha curado 2016/01 Ascl 007 Apal 002 1/2a, 3a
74 Esfregago - Ralo Camara 5 2015/03 Ascl 009 Apal 002 1/2a, 3a
45 Esfregago Maos B 2015/01 Ascl 006 Apal 003 1/2a, 3a
67 Queijo de ovelha curado 2015/02 Ascl 007 Apal 003 1/2a, 3a
48 Queijo de ovelha curado 2015/03 Ascl 012 Apal 003 1/2a, 3a
1 Queijo de ovelha curado 2011/10 Ascl 003 Apal 004 1/2a, 3a
12, 13, 14, 15, 16 Queijo de ovelha curado 2012/09 Ascl 003 Apal 004 1/2a, 3a
17 Queijo de ovelha curado 2013/03 Ascl 003 Apal 004 1/2a, 3a
18 Queijo de ovelha curado 2014/05 Ascl 003 Apal 004 1/2a, 3a
52 Leite cru de ovelha - Prod. A 2015/04 Ascl 005 Apal 005 1/2a, 3a
2 Queijo de ovelha curado 2012/02 Ascl 004 Apal 010 4b, 4d, 4e

Figura 11: Dendrograma (UPGMA cluster baseado no coeficiente de correlacao) dos perfis PFGE de 77 culturas de Listeria
monocytogenes, digeridos com Apal. O BioNumerics verséo 3.5 foi utilizado com otimizacao de 1,0 % e tolerancia 1,2 % para a comparacao
de bandas. Encontram-se indicados a referéncia dos isolados, bem como a origem, a data de isolamento, o perfil Ascl, o perfil Apal e o
serogrupo de cada isolado.

A andlise das duas figuras permite concluir que, da aplicagdo da enzima de restricdao
Ascl as 77 culturas de L. monocytogenes, resultaram 13 diferentes pulsotipos e da
aplicacdo da enzima Apal resultaram 10 diferentes pulsotipos.
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A Tabela 16, evidencia a disposi¢ao cronolégica (2011-2016) dos perfis Ascl e Apal
das 77 culturas de L.a monocytogenes tendo em conta o ano de isolamento (2011, 2012,
2013, 2014, 2015 e 2016), o tipo de amostra (Q-queijo, L-leite ou S-superficie) e o
numero de isolados com cada um dos perfis Ascl/Apal.

Podemos verificar, que foi possivel discriminar 18 diferentes perfis Ascl/Apal.
Destes 18 pulsotipos obtidos, os perfis Ascl 003/Apal 002 e Ascl 007 /Apal 002 sdo
comuns a isolados provenientes de queijo, leite e superficies.

Tabela 16: Distribuicao dos perfis Ascl / Apal das 77 culturas de Listeria monocytogenes tendo em conta o ano de
isolamento (2011, 2012, 2013, 2014, 2015 e 2016), o tipo de amostra (Q-queijo, L-leite ou S-superficie) e o nUmero de
isolados com esse perfil (niUmero a seguir ao ano).

Apal 001  Apai 002 Apal003  Apal004  Apal005 Apal006  Apal007 Apal008 Apal009  Apal 010 TOTAL

Ascl 001 Q-2015-1 1
Ascl 002 S-2015-1 1
Ascl 003 L-2015-2 L-2015-3 Q-2011-1 22
Q-2016-4 Q-2015-3 Q-2012-5

S-2015-1 Q-2013-1

Q-2016-1 Q-2014-1
Ascl 004 Q-2012-1 1
Ascl 005 L-2015-1 1
Ascl 006 5-2015-1 1
Ascl 007 L-2015-1 Q-2015-1 33

Q-2015-15

S-2015-1

Q-2016-7

S-2016-8
Ascl 008 L-2015-1 2

Q-2016-1

Ascl 009 Q-2015-2 S-2015-1 3
Ascl 010 Q-2012-5 5
Ascl 011 5-2016-1 Q-2012-4 5
Ascl 012 Q-2015-1 1
Ascl 013 L-2015-1 1
TOTAL 10 43 3 8 1 5 1 1 4 1 77

Durante os anos de 2011-2014, o pulsotipo mais persistente foi Ascl 003 /Apal 004.
Os isolados que apresentam este pulsotipo, neste periodo, tém origem em queijo de
ovelha curado. Contudo, entre 2011 e 2014, nio se analisaram amostras de leite cru
provenientes dos produtores, ficando por esclarecer o foco da contaminacgao. Verifica-
se também que 12 dos 18 pulsotipos estao associados a apenas um ou dois isolados.

No ano 2015, verificou-se que os pulsotipos dominantes foram Ascl 003 /Apal 002,
Ascl 003/ Apal 001 e Ascl 007/ Apal 002. As culturas de L. monocytogenes com
pulsotipo Ascl 003/Apal 002 foram isoladas de queijo de ovelha curado (n=1), queijo
de ovelha a saida da prensa (n=1), leite cru de ovelha (n=3) sendo um isolado do
produtor D e dois do produtor C e de esfregacos de maos (n=1).
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O leite cru pode ser uma fonte de introdugdo de L. monocytogenes na industria
(Waak et al, 2002), tal como se verifica neste caso, embora sendo curioso o leite provir
de dois produtores distintos. Segundo Schoder et al, (2011) a presenca de L.
monocytogenes é mais provavel em exploracdes que forneceram forragem durante
todo o ano do que em exploragdes que nado o fizeram, podendo esta ser a razao da
contaminacdo do leite cru, pois o isolamento da estirpe de L. monocytogenes com este
pulsotipo ocorreu em dois periodos distanciados no mesmo ano (principio e fim do
ano) que sao relativos ao Inverno onde as pastagens sao escassas e os produtores tém
que recorrer a luzerna (Medicago sativa) e palha para alimentar os animais.

Isolados de L. monocytogenes com o pulsotipo Ascl 003/ Apal 001, tiveram origem
em queijo de ovelha curado (n=4), em leite cru de ovelha do produtor B (n=1) e em
leite do tanque 2 (n=1). O pulsotipo AscI 007/ Apal 002, foi isolado de queijo de ovelha
curado (n=15), leite cru de ovelha (n=1) e esfregacos de maos (n=1).

Em 2016, isolou-se L. monocytogenes com pulsotipo Ascl 003/ Apal 001, de dois
queijos de ovelha curado. Foram isolados, nesse mesmo ano, queijos de ovelha curados
(n=7) e esfregacos de superficie (n=8) com o pulsotipo Ascl 007/ Apal 002.

Tendo sido isoladas culturas de L. monocytogenes com pulsotipo AscI 007 / Apal 002
de esfregacos de superficie (n=8), esfregacos de maos (n=1), leite cru de ovelha (n=1)
e queijos de ovelha curados (n=22), confirma-se a entrada da bactéria na queijaria
através do leite cru (Waak et al,, 2002), o que originou uma contamina¢do ambiental
(Rocourt e Cossart, 1997; Swaminathan, 2001) nas instalagcbes da queijaria, que
persiste desde o ano 2015, contabilizando assim 2 anos de contaminag¢do com estirpes
desse pulsotipo, confirmando a persisténcia de L. monocytogenes em queijarias durante
longos periodos (Pintado et al., 2007; Almeida et al, 2013; Senczek et al, 2000; Spanu
etal, 2015).

10.3. Serotipagem por PCR Multiplex

Atendendo a que o método de tipagem por PFGE tem elevado poder discriminatério
(Almeida et al, 2013; Felix et al, 2012; Graves e Swaminathan, 2001), considerou-se
que o mesmo pulsotipo apresenta o mesmo serotipo (Figuras 10 e 11, Tabelas 19, 20 e
21), tal como se confirma com os resultados da serotipagem por PCR Multiplex, obtidos
pelo Instituto Pasteur de Paris, para o total das 77 amostras de Listeria monocytogenes.

Na Figura 12 encontra-se um exemplo de imagem obtida neste trabalho, onde é
possivel identificar o PCR serogrupo Ila (1/2a, 3a), associado as culturas de L.
monocytogenes com as referéncias 1, 3, 12, 17, 18, 19 e o PCR serogrupo IVb (4b, 4d,
4e), associado as culturas de L. monocytogenes com as referéncias 2 e 8.
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Figura 12: Imagem obtida apds amplificacao e separacéo eletroforética dos genes marcadores e de 8 produtos PCR
Multiplex de DNA isolados de queijo de ovelha curado (1 a 18) e leite cru de ovelha (19). As estirpes de L. monocytogenes
A, B, C e D foram usadas como referéncia e correspondem, respetivamente, ao PCR serogrupo lla (serotipos 1/2a, 3a),
ao PCR serogrupo IVb (serotipos 4b, 4d, 4e), ao PCR serogrupo llb (serotipos 1/2b, 3b, 7) e ao PCR serogrupo llc (serotipos
1/2c, 3c¢).

As Tabelas 17, 18 e 19 mostram a disposi¢do do resultado da serotipagem por PCR
Multiplex obtido para as estirpes de L. monocytogenes isoladas em 2011-2014, 2015 e

2016, respectivamente.

Tabela 17: Descricao cronoldgica dos isolados de Listeria monocytogenes, a sua origem, os seus perfis Ascl e Apal, e o
respetivo PCR serogrupo nos anos 2011-2014.

Referéncia Origem lsoll;zfznto Perfil Ascl Perfil Apal Serzgll'{upo
1 Queijo de ovelha curado  25-10-2011  Asc/ 003  Apal 004 Ila
2 Queijo de ovelha curado  14-02-2012  AscI 004  Apal 010 IVb
3,4,5,6,7 Queijo de ovelha curado  29-05-2012  AscI 010  Apal 006 Ila
8,9,10,11 Queijo de ovelha curado  11-06-2012  AscI011  Apal 009 IVb
12,13,14,15,16 Queijo de ovelha curado 03-09-2012  AscI 003  Apal 004 Ila
17 Queijo de ovelha curado  13-03-2013  Asc/ 003  Apal 004 Ila
18 Queijo de ovelha curado  08-05-2014  Ascl 003  Apal 004 Ila

Analisando a Tabela 17, verifica-se que durante o periodo 2011-2014, os isolados
de L. monocytogenes apresentam o PCR serogrupo Ila (contendo os serotipos 1/2a, 3a)
(n=13) e o PCR serogrupo IVb (contendo os serotipos 4b, 4d, 4e) (n=5), tendo todas a
mesma origem: queijo de ovelha curado. Os isolados com PCR serogrupo IVb, datam de
2012 (n=5), apresentando pulsotipos especificos: Ascl 004/ Apal 010 e Ascl 011/ Apal

009.

Contudo, nao se isolou L. monocytogenes de leite cru nem de amostras ambientais,

ficando assim por explicar o foco da contaminacao do produto final da queijaria, no
periodo 2011-2014, como anteriormente referido.
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Tabela 18: Descricdo cronolégica dos isolados de Listeria monocytogenes, a sua origem, os seus perfis Ascl e Apal e o
respetivo PCR serogrupo, no ano 2015.

Referéncia Origem lsol]:z::nto Perfil Ascl Perfil Apal Serzg‘;po
44 Esfregaco maos A 09-01-2015 AscI 007  Apal 002 Ila
45 Esfregaco maos B 09-01-2015 AscI 006  Apal 003 Ila
42 Leite cru de ovelha - prod.D  20-01-2015 AscI 003  Apal 002 Ila
43 Leite cru de ovelha - prod. C 20-01-2015 Ascl 013  Apal 008 IVb
39, 66, 68, 69 Queijo de ovelha curado 12-02-2015 Ascl 007  Apal 002 IIa
40, 58,59, 60, 61 Queijo de ovelha curado 12-02-2015 AscI 007  Apal 002 IIa
41,62,63, 64,65 Queijo de ovelha curado 12-02-2015 Ascl 007  Apal 002 IIa
67 Queijo de ovelha curado 12-02-2015 Ascl 007  Apal 003 Ila
48 Queijo de ovelha curado 02-03-2015 Ascl 012  Apal 003 Ila
57 Queijo de ovelha curado 02-03-2015 AscI 001  Apal 002 Ila
70,72 Queijo de ovelha curado 02-03-2015 AscI 003 Apal 002 Ila
71 Queijo de ovelha curado 02-03-2015 AscI 007  Apal 002 Ila
46 Leite cru de ovelha - prod. B 12-03-2015 Ascl 003 Apal 001 Ila
47 Queijo de ovelha - saida da prensa 12-03-2015 AscI 003  Apal 002 Ila
55,56 Queijo de ovelha - saida da prensa 12-03-2015 AscI009  Apal 001 Ila
54 Esfregaco maos C 17-03-2015 AscI 003  Apal 002 Ila
73 Esfregaco - carrinho transporte 17-03-2015 Ascl 002  Apal 002 Ila
74 Esfregaco - ralo camara 5 17-03-2015 Ascl 009  Apal 002 Ila
53 Leite cru de ovelha - tanque 2 26-03-2015 AscI 003  Apal 001 Ila
50 Leite cru de ovelha - tanque 2 09-04-2015 AscI 008  Apal 001 Ila
51 Leite cru de ovelha - tanque 1 09-04-2015 AscI 007  Apal 002 Ila
52 Leite cru de ovelha - prod. A 09-04-2015 AscI 005  Apal 005 Ila
49 Leite cru de ovelha - prod. B 09-06-2015 AscI 003  Apal 002 Ila
19 Leite cru de ovelha - prod. B 26-11-2015 AscI 003  Apal 002 Ila

Osisolados de L. monocytogenes que datam de 2015 (Tabela 18), apresentaram PCR
serogrupo Ila (n=35) e IVb (n=1). Foram identificados 12 pulsotipos com PCR
serogrupo Ila nas estirpes de L. monocytogenes isoladas em 2015, sendo os pulsotipos
Ascl 007/ Apal 002 (n=15), Ascl 003/ Apal 002 (n=7) e Ascl 003/ Apal 001 (n=2) os
mais representativos. O pulsotipo Ascl 013/ Apal 008 é Unico e corresponde a um
isolado de L. monocytogenes com PCR serogrupo IVb.
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Tabela 19: Descricao cronologica dos isolados de Listeria monocytogenes, a sua origem, os seus perfis Ascl e Apal, e o
respetivo PCR serogrupo, no ano 2016.

Referéncia Origem ISOII;?I::ntO Perfil Ascl Perfil Apal Serzgﬁlpo

75 Queijo de ovelha curado ~ 28-01-2016 AscI 003  Apal 002 Ila

76,77 Queijo de ovelha curado  28-01-2016 AscI 007  Apal 002 Ila

29 Queijo de ovelha curado ~ 28-07-2016 AscI 003  Apal 001 Ila

30,31, 32 Queijo de ovelha curado 28-07-2016 Ascl 003  Apal 001 Ila

33 Queijo de ovelha curado  28-07-2016 AscI 008  Apal 001 Ila

34, 35,36,37,38 Queijo de ovelha curado 11-08-2016 AsclI 007  Apal 002 Ila

20 Esfregaco - Parede Camara 3 26-10-2016 Asc/011  Apal 007 IVb

21 Esfregaco - Ralo Camara3 26-10-2016 Ascl 007  Apal 002 [la

22 Esfregaco - Escovas Lavagem 26-10-2016 Ascl 007  Apal 002 I1a

23 Esfregaco - Cuba Lavagem 26-10-2016 Ascl 007  Apal 002 Ila

24 Esfregaco - Ralo Sala de 26-10-2016  AscI 007  Apal 002 Ila
Lavagem

25 Esfregaco - Parede Camara4 26-10-2016 Ascl 007  Apal 002 Ila

26 Esfregaco - Ralo CAmara4 26-10-2016 Ascl 007  Apal 002 Ila

27 Esfregaco - Paredes Camara 6 26-10-2016 AscI 007  Apal 002 Ila

28 Esfregaco - Lava-Maos 26-10-2016  AscI 007  Apal 002 Ila
Expedicao

As estirpes de L. monocytogenes isoladas em 2016 (Tabela 19), apresentam PCR
serogrupo Ila (n=21) e IVb (n=1). Isolados de L. monocytogenes com PCR serogrupo
[Ia, correspondem a 4 pulsotipos diferentes, AscI 003/ Apal 001 (n=2), Ascl 003/ Apal
002 (n=1), Ascl 007/ Apal 002 (n=15), Ascl 008/ Apal 001 (n=1). O isolado com PCR
serogrupo IVb apresenta pulsotipo AscI 011/ Apal 007.

A presenca do pulsotipo AscI 011/ Apal 007 com PCR serogrupo IVb nas paredes da
camara 3 representa um risco ao nivel da cura de queijos de ovelha nesta camara de
refrigeracdo uma vez que podem ocorrer contaminagdes cruzadas que culminam na
contamina¢do do queijo de ovelha curado, pondo em causa a satide publica.

Atendendo as Tabelas 18 e 19, verfica-se que o pulsotipo Ascl 007/ Apal 002,
persistiu na queijaria durante 2015-2016, completando 2 anos de contaminagdo por L.
monocytogenes. Assim, determinou-se que dos 77 isolados de L. monocytogenes 5,2%
(n=4) das culturas apresentam PCR serogrupo IVb e as restantes 94,8% (n=73)
apresentam o PCR serogrupo Ila. Os isolados com PCR serogrupo Vb, datam de 2012
(n=2), 2015 (n=1) e 2016 (n=1), apresentando pulsotipos especificos: Ascl 004/ Apal
010, AscI 011/ Apal 009, Ascl 013/ Apal 008 e Ascl 011/ Apal 007.
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Estudos filogenéticos revelaram que L. monocytogenes apresenta quatro linhagens
filogenéticas (I-1V), constituidas por serotipos especificos. A linhagem [ é constituida
pelos serotipos 1/2b, 3b, 4b, 4d, 4e, e 7 (Haase et al, 2014) na qual se insere o
serogrupo 4b, 4d, 4e. Assim, pode concluir-se que 9,1% das culturas de L.
monocytogenes pertencem a linhagem I. As restantes culturas de L. monocytogenes
pertencem ao serogrupo 1/2a, 3a, inserindo-se na linhagem II (serotipos 1/2a, 1/2c,
3a, e 3c) (Haase et al, 2014). Cerca de 96% dos surtos de listeriose reportados sao
causados por estirpes com linhagem I e II (serotipos 4b, 1/2a, 1/2b) (Doumith et al,
2004), indicando que todas as estirpes de L. monocytogenes estudadas podem originar
listeriose.

10.4. Whole genome sequencing (WGS)

Foi efetuada a serotipagem por PCR Multiplex as 77 estirpes de Listeria
monocytogenes.

Os resultados da sequenciacdo mostraram que as oito estirpes de L. monocytogenes
pertencem ao complexo clonal CC7 (cgMLST) e ao tipo ST7 (MLST). Foram
identificados quatro tipos cgMLST entre as oito estirpes: CT2915, CT2916, CT2917,
CT2918, como se verifica na Tabela 20.

Tabela 20: Relacdo das trés metodologias de tipagem molecular efetuadas a oito estirpes de Listeria monocytogenes.

Amostra Tipagem molecular Resultados sequenciacio do genoma
alelos
Referéncia Origem Isc?lzltt?l:r?to PFGE (M(I:.(;T] Serggfupo (MSI'.I;T) Linhagem(cgl\(’:[{ST] (chSIlI:ST) if:lgeﬂ:‘i?i'f::j:s

25 fasrf;s%:af’ - parede 26/10/2016 is;; 10&72/ cc7 Ila ST7 11 CT2915  SL7 13
28 Ei;fg;%‘;' lava-mdos ¢ 1102016 ‘:S;; 10(?072/ cc7 lla ST7 I CT2915 SL7 9
44 Esfregaco maos A 09/01/2015 1:445;;10(?072/ CC7 Ila ST7 II CT2915 SL7 13
71 Queijo de ovelha curado 02/03/2015 ?451;;10(?072/ CcCc7 Ila ST7 11 CT2915 SL7 31
76 Queijo de ovelha curado 08/01/2015 1215;;10(?072/ Ccc7 Ila ST7 11 CT2915 SL7 7
51 tL:;t;uf‘l‘ deovelha- 4,04 /2015 f‘qﬁ 1000072/ cc7 lla ST7 I CT2916 SL7 21

Queijo de ovelha curado 25/10/2011 ispfélo(?(i{ Ccc7 Ila ST7 11 CT2917 SL7 7
18 Queijo de ovelha curado 08/05/2014 IZS;;[OSSA{ CcCc7 Ila ST7 11 CT2918 SL7 9

Atendendo a Tabela 20, verifica-se que as oito estirpes de L. monocytogenes
sequenciadas apresentam o mesmo PCR serogrupo Ila, o mesmo complexo clonal CC7
(cgMLST) e a mesma linhagem II. No entanto, verifica-se também que as estirpes com
referéncia 1 e 18 apresentam o mesmo pulsotipo Ascl 003 /Apal 004 mas diferente tipo
cgMLST (CT2917 para a estirpe com a referéncia 1 e CT2918 para a estirpe com a
referéncia 18). Estas duas referéncias correspondem respetivamente a dois isolados
de queijo com origem em 2011 e 2014, verificando-se que, apesar da grande
similaridade genética entre eles, ndo podemos considerar tratar-se de um caso de
persisténcia.
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Considerando as restantes estirpes sequenciadas, relativas aos anos 2015 e 2016, e
com as referéncias 25, 28,44, 51, 71, 76, verificamos que todas apresentavam um perfil
PFGE do tipo Ascl 007 /Apal 002. Neste caso, a genotipagem diferenciou a estirpe de L.
monocytogenes com a referéncia 51 (proveniente de leite cru de ovelha obtido em
2015) das restantes estirpes de 2015 e 2016. A estirpe 51 apresentou o tipo cgMLST
CT2916 e as estirpes 25, 28,44, 71 e 76 apresentaram o tipo cgMLST CT2915.

O facto de as estirpes de L. monocytogenes com as referéncias 25 (esfregaco de
parede da camara 4, 2016), 28 (esfregaco lava-maos, 2016), 44 (maos de manipulador
da queijaria, 2015), 71 (queijo, 2015) e 76 (queijo, 2016) apresentarem o mesmo tipo
cgMLST CT2915 leva-nos a concluir que esta é uma estirpe persistente no ambiente da
queijaria e que estad na origem da contaminagdo dos queijos produzidos pela queijaria
durante os anos 2015 e 2016. Conclui-se também, como ja era de esperar, que o método
de tipagem por cgMLST tem um maior poder discriminatério do que o PFGE (Moura et
al, 2016).

Para avaliar as relagdes genéticas entre os oito isolados de L. monocytogenes
comparou-se os perfis alélicos que compdem a sequéncia cgMLST (Figuras 13 e 14).
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Figura 13: Analise baseada em cgMLST dos oito isolados de Listeria monocytogenes. Arvores de abrangéncia minima
completa - GoeBURST (realizadas com PHYLOViZ) exibindo as relacdes genéticas dos 8 isolados de Listeria monocytogenes.
As arvores sao codificadas por cores de acordo com nomes de isolados (A), a linhagem filogenética (B), o PCR serpgrupo
(C) e a linhagem (D). Cada circulo representa um clone (nomes de isolados mostrados no painel A) com um perfil cgMLST
exclusivo.

Na Figura 13 estdo representadas as relagdes genéticas entre as oito estirpes de L.
monocytogenes (Figura 13-A), na qual é possivel verificar que as estirpes apresentam
a mesma linhagem filogenética (Figura 13-B), o mesmo PCR serogrupo: lla (Figura 13-
C) e a mesma linhagem: II (Figura 13-D).
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Figura 14: Analise baseada em cgMLST dos oito isolados de Listeria monocytogenes. Arvores de abrangéncia minima
completa - GoeBURST (realizadas com PHYLOViZ) exibindo as relacées genéticas dos 8 isolados de Listeria monocytogenes.
As arvores sao codificadas por cores de acordo com nomes de isolados (A), tipo cgMLST (B), ST’s (MLST)(C) e complexo
clonal (MLST) (D). Cada circulo representa um clone (nomes de isolados mostrados no painel A) com um perfil cgMLST
exclusivo. Os nimeros nas linhas de conexao no painel C representam distancias alélicas entre clones.

Na Figura 14 estdo representadas as relagdes genéticas entre os oito isolados de L.
monocytogenes tendo em conta o tipo cgMLST (Figura 14-B), evidenciando a existéncia
de quatro tipos de cgMLST, a designacao ST (Figura 14-C), mostrando que os isolados
apresentam todos ST7 e o complexo clonal (CC) (Figura 14-D), exibindo o mesmo CC7
para todos os isolados. A Figura 14-C apresenta o valor absoluto das distancias alélicas
entre os isolados.

Chen et al. (2016), analisaram por cgMLST isolados de diferentes surtos de
listeriose de fonte comum, no qual identificaram isolados de L. monocytogenes com
perfil CC7/ST7 de trés surtos: um surto com meloas em multiplos estados dos EUA em
2011 (CDC, 2017a), um surto de cabeca de queijo ou cabeca de xara (paté feito com as
partes moles da cabeca do porco) em 2010 (CDC, 2017a) e um surto em 2014-2016, na
[talia. Apesar dos surtos referidos atras estarem associados ao complexo clonal CC7, o
mesmo identificado nas estirpes estudadas neste trabalho, este complexo clonal nado é
considerado hipervirulento, o que podera justificar a inexisténcia de casos de listeriose
em Portugal associados ao consumo destes queijos. Maury et al. (2016) concluiram que
L. monocytogenes apresenta um reduzido numero de clones principais e que, destes, os
complexos clonais CC1, CC2, CC4 e CC6 sao hipervirulentos, representando quase
metade das estirpes de origem clinica, enquanto CC9 e CC121 sdo hipovirulentos e
representam mais de 40% das estirpes isoladas de amostras alimentares.
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Por outro lado, Kucerova et al. (2016) estudaram 100 estirpes associadas a surtos
de listeriose nos EUA entre 1983 e 2016 e concluiram que a seguir as estirpes de L.
monocytogenes da linhagem I (associadas a 65% dos casos de listeriose), as estirpes da
linhagem II foram responsaveis por 33% dos casos de listeriose, sendo o ST7/CC7 o
perfil mais frequentemente encontrado nas estirpes da linhagem ILI.

10.5. Atividade bactericida dos desinfetantes quimicos

A avaliacdo da atividade bactericida dos desinfetantes quimicos foi realizada
segundo o procedimento descrito na Norma EN 1040/2005.

Foi realizada a validacdo do método para Listeria monocytogenes para os quatro
detergentes/desinfetantes em estudo.

Assim, os resultados da validacdo para cada detergente/desinfetante (I, II, Il e IV)
encontram-se nos Anexos I, I, III e IV, respetivamente.

Apés validacdo do método e escolha do neutralizante, testaram-se 52 das 77
culturas de L. monocytogenes estudadas neste trabalho, conforme o critério descrito no
ponto 9.6.2. A origem destas 52 culturas, todas provenientes da mesma queijaria, é a
seguinte: queijo de ovelha curado (n=27), queijos de ovelha a saida da prensa (n=2),
leite cru de ovelha (n=9), esfregacos de maos (n=3) e esfregacos de superficie (n=11).

Para a avaliacdo da atividade bactericida, foram testados 3
detergentes/desinfetantes (I, II, III) em 49 isolados e 1 detergente/desinfetante (IV)
apenas nas 3 estirpes de L. monocytogenes isoladas de esfregacos de maos, por este ser
uma lo¢do para lavagem de maos com acao desinfetante.

Para obtenc¢do dos resultados foram realizados os calculos para obtencao do valor
da reducdo logaritmica “R”, conforme indicado na Norma EN 1040/2005.

Assim, todas as concentracdes do detergente/desinfetante IV demonstraram
atividade bactericida em todos os isolados de L. monocytogenes testados (n=3).
Atendendo a estes resultados, confirma-se que o detergente/desinfetante IV é eficaz na
lavagem e desinfecdo das maos dos operadores da queijaria.

A Tabela 21 apresenta os resultados obtidos apoés avaliacdo da actividade
bactericida dos detergentes/desinfetantes I, II e III.
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Tabela 21: Nimero de isolados de Listeria monocytogenes que resistiram a atividade bactericida das concentragdes teste
dos desinfetantes I, Il e lll, apds o tempo de contacto (5 e 15 minutos).

Numero (%) de isolados de L.

N=49 Contcet;rtlzazg:ﬁo monocytogenes que resistiram
5 min 15 min
80% 0 0
Desinfetante I 504 2.0% (n=1) 0
2% 2,0% (n=1) 0
Detergente/Desinfetante 80% 0 0
II 5% 4,1%(n=2) 0
2% 6,1% (n=3) 6,1% (n=3)
80% 0 0
Desinfetante III 504 8,1% ( n=4) 6,1% (n=3)
2% 10,2% (n=5) 8,1% (n=4)

A Tabela 22 evidencia os isolados de L. monocytogenes que apresentaram
resisténcia a accao do desinfetante I, detergente/desinfetante II e desinfetante III, nas
concentragdes de 5 e 2%, ap6s os tempos de contacto de 5 e 15 minutos relacionando

com o serogrupo de cada isolado bacteriano.

Tabela 22: Isolados de Listeria monocytogenes que apresentaram resisténcia “X” aos detergentes/desinfetantes testados
e respetivo PCR serogrupo “X1”-resisténcia ao desinfetante I, “X2”-resisténcia ao detergente/desinfetante Il, “X3”-

resisténcia ao desinfetante IlI.

Deter./Desinf. Concentragao
Ref Origem Tempo de PCR
contacto Serogrupo
I II III 5% 2%
Esfregaco ao ralo (s. .
24 X3 X3 X3 15 min lla
lavagem)
Esf 3 pared 12
25 - r6acoaparede X3 X3 X3 15 min
(cdmara 4)
5 min (X1) lla
o St a %
15 min (X2)
R lla
27 Esfrega(;o a parede X2 X3 X2 X2, 15 min
(camara 6) X3
; | lla
2g  Cofregacoaolava X2 X3 x2 %% 15min
maos (s. expedicdo) X3
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Os resultados evidenciam a resisténcia de 5 estirpes de L. monocytogenes (24, 25,
26, 27 e 28), isoladas de esfregacos de superficie das instalagdes da queijaria aos
desinfetantes I e Il e ao detergente/desinfetante II (Tabela 22).

0 desinfetante I nao apresentou atividade bactericida na estirpe 26, isolada do ralo
da camara 4. Esta estirpe de L. monocytogenes foi resistente as concentracdes de 2% e
5%, ap6s 5 minutos de contacto. No entanto, o desinfetante I evidenciou atividade
bactericida sob a estirpe 26 nas concentracdes de 2 e 5% ap6s 15 minutos de contacto.

Segundo as recomendacdes de utilizacdo (Tabela 12) do desinfetante [, a
concentracgdo de utilizacdo é de 2-3% durante 10-30 minutos. Contudo, atendendo aos
resultados obtidos, é de realgar que a concentragdo minima bactericida (CMB) do
desinfetante passou de 2 para 5%, para o tempo de contacto de 15 minutos, o qual pode
ser utilizado atendendo ao intervalo de tempos de contacto (10-30 min) recomendado
pelo fabricante. O desinfetante I tem como substancias biocidas o perdxido de
hidrogénio e o acido paracético. Varias hipoteses de mecanismos de resisténcia ao
perdxido de hidrogénio (H202) tém sido estudadas (Boura et al, 2016; Lou e Yousef,
1997; Rea et al., 2004; Rea et al, 2005).

A resisténcia de L. monocytogenes a concentra¢gdes minimas bactericidas de (H202)
pode ser parcialmente explicada pela inducdo de um fator sigma (o°), que é
responsavel pelo reconhecimento da RNA polimerase, o que explica a resisténcia a
ambientes adversos (Hengge-Aronis, 1993; Kolter et al, 1993).

Rea e os seus colaboradores (2004), demonstraram o papel de PerR no ciclo
infecioso de L. monocytogenes. PerR é uma proteina metaloreguladora que consiste em
dois dominios de ligagdo a iGes metalicos, com o ido zinco tem um papel estrutural e
com o iao Fe ou Mn apresenta um papel regulador. PerR regula uma série de genes que
desempenham um papel critico na defesa contra o peréxido de hidrogénio (H202)
(Gaballa e Helmann, 2002; Herbig e Helmann, 2001). Em 2005, Rea et al, estudaram a
sensibilidade de L. monocytogenes ao H202 devido ao papel de PerR na defesa contra a
acao do peroxido de hidrogénio. Concluiram que a eliminacdo do gene que codifica para
PerR, diminui a aptiddo da célula, o que resulta numa taxa de crescimento mais lenta e
aumento da sensibilidade ao H202. Contudo, impde uma pressao de seleccao na célula,
0 que resulta numa mutag¢do secundaria nao identificada, diminuindo a regulacdo de
PerR para um nivel que restaura a aptidao da célula aumentando a resisténcia ao
perodxido de hidrogénio.

Boura e os seus colaboradores (2016) investigaram o papel do regulador SigB na
resisténcia ao perdxido de hidrogénio, por parte de L. monocytogenes. SigB é o
regulador central de genes de stresse em bactérias Gram-positivas, como L.
monocytogenes. Este regulador desempenha um papel importante na resisténcia a
varias condi¢cdes de stresse como acido, calor, sal, dcidos biliares (Sue et al, 2004;
Ferreira et al, 2001; Ferreira et al, 2003), bem como o stresse oxidativo causado pelo
H20: (Ferreira et al, 2001; Oliver et al,, 2010).
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Este estudo mostrou que, embora o SigB seja importante para a resisténcia no geral,
houve um desvio importante desse padrao que ocorreu quando as estirpes de L.
monocytogenes estiveram em contacto com o peroxido de hidrogénio em condicGes
aerdbias em fase estaciondria. Isto porque o H202 é um subproduto do crescimento
aerdbio, sendo de esperar respostas celulares contra ele (por exemplo, atividade de
catalase) em condig¢des aerdbicas (van Schaik et al, 2005).

Em condi¢des anaerdbicas, ndo se espera que haja formacdo de H202, o que pode
resultar na auséncia de respostas ao peroxido de hidrogénio. A expressdo de SigB é
afetada pela fase de crescimento celular, uma vez que culturas de L. monocytogenes
cultivadas aerobicamente, na fase semi-exponencial foram altamente sensiveis a
baixas concentragdes (1%) de H202, superando em sensibilidade as cultivadas
anaerobicamente (Boura et al, 2016). Conclui-se, portanto que a expressao do
regulador SigB depende de varios fatores como a presenca/auséncia de oxigénio e a
fase de crescimento das células de L. monocytogenes.

O detergente/desinfetante [l ndo apresentou atividade bactericida sobre as estirpes
26, 27 e 28 (Tabela 25). A estirpe 26, isolada do ralo da camara 4, resistiu ao
detergente/desinfetante Il na concentragdo de 2% apds 15 minutos de contacto, mas
na concentracao de 5%, o detergente/desinfetante Il evidenciou atividade bactericida
sob a estirpe 26 tanto apds 5 como 15 minutos de contacto. As estirpes 27 e 28 de L.
monocytogenes foram isoladas de esfregacos da parede da camara 6 e lava maos da
zona de expedicdo, respetivamente. Ambas apresentaram o mesmo comportamento de
resisténcia ao detergente/desinfetante II. Quando sujeitas a atividade do
detergente/desinfetante I, as estirpes 27 e 28 foram resistentes para concentracoes
de 2 e 5 % apds 15 minutos de contacto. Atendendo as regras de utilizacdo do
detergente/desinfetante II (concentracao de 2%, durante 15-20 minutos) e aos
resultados obtidos para as estirpes 26, 27 e 28, é possivel observar que a CMB
recomendada ja ndo apresenta atividade bactericida apds 15 minutos de contacto, para
as 3 estirpes. Nao se avaliou a atividade bactericida do detergente/desinfetante Il a 2%
durante 20 minutos de contacto, mas estudou-se a concentracdo de 5% apods 15
minutos de contacto o que evidenciou que as 3 estirpes toleram uma concentragdo de
5% apds 15 minutos de contacto. Conclui-se entdo que nem a concentracao de 2%
(CMB), recomendada para o detergente/desinfetante II, nem a 5% conseguem exercer
atividade bactericida sobre as estirpes 26, 27 e 28 de L. monocytogenes isoladas das
instalacdes da queijaria.

A substancia biocida presente no detergente/desinfetante II é hipoclorito de sddio.
A sobrevivéncia de L. monocytogenes a solugdes salinas € atribuida, principalmente, a
acumulacdo de trés solutos compativeis: glicina betaina, carnitina e prolina (Beumer et
al, 1994). A acumulacdo de glicina betaina e carnitina ocorre através de dois
transportadores de betaina glicina codificados pelo gene betL, pelo operdo ghu e um
transportador de carnitina codificado pelo operdo opuC. Tanto o betL como o opuC tém
promotores ¢ - dependentes (Fraser et al., 2000; Sleator et al,, 1999).
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A auséncia de o® compromete a capacidade de L. monocytogenes de utilizar a glicina
betaina ou a carnitina como um soluto compativel (Becker et al, 1998). Gardan et al,
(2003) estudaram a capacidade de L. monocytogenes para resistir a solucoes salinas e
alcalinas. Estes investigadores concluiram que em L. monocytogenes, a expressao do
fator o® é fortemente induzida pelo stresse salino e, consequentemente, a expressao
dos genes sob o controlo deste fator sigma também é induzida pelo stresse alcalino
(Gardan et al., 2003).

Foram identificados dois genes, ClpC e CIpP, codificando uma ATPase de CIpC e uma
serina protease de CIpP, respectivamente, (Gaillot et al,, 2000; Rouquette et al.,, 1998).
A transcricdo dos genes, CIpC e CIpP, que codificam uma ATPase de CIpC e uma serina
protease de CIpP, respectivamente, confere resisténcia as condi¢cbes ambientais
adversas, no geral. Um estudo, identificou o gene reld, que codifica a (p) ppGpp
sintetase, como um gene envolvido na osmotolerancia por meio de um mecanismo
diferente do mecanismo que envolve a acumulacao de solutos compativeis (Okada et
al, 2002). Foi também demonstrado que a proteina Ctc de L. monocytogenes esta
envolvida na osmotolerancia na auséncia de quaisquer solutos compativeis no
ambiente (Gaillot et al, 2000; Gardan et al, 2003). Assim, verifica-se que os
mecanismos de resisténcia a solugdes como o hipoclorito de s6dio sdo complexos e os
estudos efetuados nao nos informam de forma clara os mecanismos utilizados por L.
monocytogenes.

0 desinfetante IIl ndo evidenciou actividade bactericida nas estirpes 24, 25, 27 e 28.
As estirpes 24 e 25 correspondem, respetivamente, a estirpes isoladas de esfregaco ao
ralo da sala de lavagem e esfregaco da parede da cdmara 4. Ambas apresentaram
resisténcia ao desinfetante III, nas concentracdes de 2 e 5%, apds o tempo de contacto
de 15 minutos. O desinfetante III ndo apresentou atividade bactericida sobre as
estirpes 27 e 28 de L. monocytogenes, isoladas de esfregaco as paredes da camara 6 e
lava maos da sala de expedicdo, respetivamente, na concentracao de 2% apos 15
minutos de contacto.

Relacionando as recomendacgdes de utilizacao do desinfetante III, que indicam uma
concentracdo de 2%, durante 15 minutos, com os resultados obtidos do estudo da
atividade bactericida dos mesmos, verifica-se que para as estirpes 24, 25, 27 e 28 de L.
monocytogenes, a concentracdo minima bactericida (CMB) recomendada pelo
fornecedor do desinfetante III, ndo é eficaz. No entanto, este estudo mostra que a
concentracao 5% deve ser a utilizada na desinfecdo das paredes da camara 6 bem como
no lava maos da sala de expedicdo, por esta ser considerada a CMB. Contudo, para
determinar a CMB a utilizar na desinfecdo da sala de lavagens e das paredes da camara
4, teriam que ser estudadas concentragdes acima dos 5%, bem como tempos de
contacto acima de 15 minutos.
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0 desinfetante III, enquadra-se na categoria de compostos de amdnia quaternarios
(QAC’s), sendo um tipo de desinfetante muito utilizado nas industrias alimentares. Na
industria alimentar, L. monocytogenes é sujeita a diferentes desinfetantes em
concentragdes minimas inibitdrias. Contudo, alguns desinfetantes ndo sdo totalmente
biodegradados, permitindo assim a persisténcia de L. monocytogenes por longos
periodos de tempo nas instalagdes de processamento de alimentos. Por exemplo, a
biodegracdo dos QAC’s requer condi¢cdes aerdbias, o que resulta em flutuacées nas
concentragdes dos desinfetantes (Tezel e Pavlostathis, 2015). Como resultado da
frequente exposicdo a concentragdes minimas inibitorias de QAC’s, as estirpes de L.
monocytogenes vao persistindo e desenvolvendo resisténcia a estes desinfetantes ao
longo do tempo (Ortiz et al, 2016).

O cloreto de benzalcénio (BC) é um tipo de QAC comummente utilizado, o qual
contém uma mistura de moléculas com comprimentos de cadeia alquilo de C12-C16.
Tem sido demonstrado que L. monocytogenes possui pelo menos dois determinantes
genéticos que melhoram a sua tolerdncia aos QAC'’s, gacH (Miiller et al., 2013; Miiller et
al, 2014) e bcrABC (Dutta et al, 2013). Recentemente, foi demonstrado que o
transposdo Tn6188 é responsavel pelo aumento da tolerdncia aos QAC’s através da
transcricdo de qacH, contribuindo para a sobrevivéncia e persisténcia de L.
monocytogenes (Miiller et al, 2014), nas instala¢des da industria alimentar. O estudo
de Mgretrg et al. (2017), também veio demonstrar que os genes que conduzem ao
aumento da tolerancia aos QAC’s sdo comummente encontrados em estirpes de L.
monocytogenes isoladas das instalagdes da industria alimentar. Estes genes de efluxo
permitem a adaptacdo e crescimento de L. monocytogenes na presenca de
concentragdes residuais de QAC’s em nichos onde a bactéria é exposta a concentracdes
subletais de desinfectantes. O enxaguamento completo apdés a desinfeccao ou a
alternancia com outro tipo de desinfectante pode evitar a acumulacido de isolados de L.
monocytogenes tolerantes aos compostos de amonia quaternarios, na industria
alimentar.

As estirpes resistentes ao desinfetante III, pertencem ao PCR serogrupo Ila (1/2a,
3) e pulsotipo Ascl 007 /Apa 002, que é o pulsotipo mais comum nas estirpes de L.
monocytogenes estudadas. Este pulsotipo também foi isolado de leite cru de ovelha e
de queijo de ovelha curado, encontrando-se na queijaria durante 2 anos, 2015-2016.

Assim, este estudo vem relatar mais um caso de persisténcia de L. monocytogenes,
numa queijaria, onde a principal entrada da bactéria na queijaria apontada é o leite cru
de ovelha, que através de contaminagdes cruzadas disseminou a bactéria pelas
superficies da queijaria.
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11. Consideracdes Finais e Conclusado

Os objetivos do presente trabalho consistiram em realizar a tipagem molecular de
77 estirpes de Listeria monocytogenes por PFGE, serotipagem PCR Multiplex e WGS,
isoladas de diferentes origens tanto alimentares (leite e queijo) como ambientais
(esfregacos de maos e superficies) de uma queijaria no periodo de 2011 a 2016 como
também avaliar a atividade bactericida dos desinfetantes utilizados pela queijaria
sobre os pulsotipos de L. monocytogenes encontrados, contribuindo para a
compreensao da persisténcia de L. monocytogenes na queijaria. Todos os objetivos
foram satisfeitos.

As estirpes de L. monocytogenes com as referéncias 25 (esfregaco de parede da
camara 4, 2016), 28 (esfregaco lava-maos, 2016), 44 (maos de manipulador da
queijaria, 2015), 71 (queijo, 2015) e 76 (queijo, 2016) apresentaram 0 mesmo
pulsotipo Ascl 007 /Apal 002 e o mesmo tipo cgMLST CT2915.

A avaliacdo da actividade bactericida mostrou que as estirpes 24 (esfregaco ralo
sala lavagem, 2016), 25 (esfregaco parede camara 4, 2016), 26 (esfregaco ralo cimara
4, 2016), 27 (esfregaco parede camara 6, 2016) e 28 (esfregaco lava maos, 2016)
apresentaram resisténcia ao desinfetante III cuja substdncia biocida sdo os compostos
quaternarios de amonia. Tendo em conta que estas cinco estirpes apresentaram o
mesmo pulsotipo Ascl 007 /Apal 002 e as estirpes com referéncia 25 e 28 o mesmo tipo
cgMLST CT2915.

O presente estudo permitiu concluir que estirpes com CT2915 e pulsotipo
Ascl007 /Apal002 foram persistentes no ambiente de producao da queijaria, podendo
estar na origem da contaminagao por L. monocytogenes de alguns lotes dos queijos
produzidos, analisados no INSA em 2015 e 2016.
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Anexo |: Resultados da validacao do Desinfetante |
Estirpe: Listeria monocytogenes ATCC 13932

Validacao e controlos

Suspensao de Controlo das cond. .
validacio (Nyo) | experimentais (A) Controlo do neutralizante (B)
v, | 83 Ve | 177 V¢ Neut. 2330 | * deBé > O,_5 XX
_ _ A de Ny4? Sim
x=71 x=187,5 — . —
v 59 Vv 198 Ve Neut. ~330 XxdeBé=05xx
c2 c2 B de Nyo? Sim
30 <xdeNyy, | xdeAé=05xxde | V. Neut. 330 xdeBé=05xx
<1607 Sim Nyo? Sim C de Ny(? Sim
Validacao do método (C)
Vei 1 O _ xdeCé=0,5xxde
Neut. A Vo, | 0 x=0 Niyo? Néio
Veg | 41 | _ xdeCé=0,5xxde
Neut. B V., |39 x=40 Niyo? Sim
Ver | O _ xdeCé=0,5xxde
Neut. C Vo, | 0 x=0 Nyyo? Néio
Suspensao
Suspensiao- | N Vel | Ve2 | xwm = 2,40 x 10%,1gN = 8,38
teste 106 | 254 | 232 | Ny=N/10;1g N,=7,38
(NeN,) 107 |21 22 7,17<1g Ny< 7,70 ? Sim

Teste da atividade bactericida do produto

Concentracao Na= LgR Tempo de
do produto Ver | Vez %% 10 IgNa (gN,=7,38) contacto
(%) 0= (min)
80 0 0 <140 <2,15 >5,23 5
5 0 0 <140 <2,15 >5,23 5
2 0 0 <140 <2,15 >5,23 5
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Anexo ll: Resultados da validacao do Detergente/Desinfetante Il

Estirpe: Listeria monocytogenes ATCC 13932

Validacao e controlos

Suspensao de Controlo das cond. .
validacio (Nyo) | experimentais (4) Controlo do neutralizante (B)
v, | 83 Ve | 177 V¢ Neut. >330 | ¥ deBé > O,_5 XX
_ _ A de Nyy? Sim
x=71 x¥=187,5 — " —
v 59 Vv 198 Ve Neut. ~330 XxdeBé=05xx
c2 c2 B de Ny? Sim
31 <xdeNyy, | xdeAé=05xxde | V. Neut. 330 xdeBé=05xx
<1607 Sim Nyo? Sim C de Ny(? Sim
Validacao do método (C)
Vel _ xdeCé=0,5xxde
Neut. A 7 x=0 Nyo? Nio
Ver | 75 | xdeCé=0,5xxde
Neut. B x=72 .
Veo | 69 Nyo? Sim
Very | O _ xdeCé=0,5xxde
Neut. C Ve, | 0 x=0 Nyyo? Néio
Suspensao
Suspensiao- | N Vel | Ve2 | xwm = 2,40 x 10%,1gN = 8,38
teste 10° | 254 | 232 | Ny=N/10;1g N,=7,38
(NeN,) 107 |21 22 7,17<1g Ny< 7,70 ? Sim

Teste da atividade bactericida do produto

Concentragao Na= LgR Tempo de
do produto Ver | Vez %% 10 IgNa (I2N,=7,38) contacto
(%) o (min)
80 0 0 <140 <2,15 >5,23 5
5 2 0 1 0 7,38 5
2 113 | 102 107,5 2,03 5,35 5
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Anexo lll: Resultados da validacao do Desinfetante lll

Estirpe: Listeria monocytogenes ATCC 13932

Validacao e controlos

Suspensao de Controlo das cond. .
validacio (Nyo) | experimentais (4) Controlo do neutralizante (B)
v, | 83 Ve | 177 V¢ Neut. 2330 | * deBé > O,_5 XX
_ _ A de Ny4? Sim
x=71 x=187,5 — . —
v 59 Vv 198 Ve Neut. ~330 xdeBé=20,5xx
c2 c2 B de Ny? Sim
32 <xdeNyy, | xdeAé=05xxde | V. Neut. 330 xdeBé=05xx
<1607 Sim Nyo? Sim C de Ny(? Sim
Validacdo do método (C)
Ve | 41 | xdeCé=0,5xxde
Neut. A V., | 43 x=42 Niyo? Sim
Vei 1 O _ xdeCé=0,5xxde
Neut. B v, | 0 x=0 Niyo? Néio
Ver | O _ xdeCé=0,5xxde
Neut. C Vo, | 0 x=0 Nyyo? Néio
Suspensao
Suspensiao- | N Vel | Ve2 | xwm = 2,40 x 10%,1gN = 8,38
teste 106 | 254 | 232 | Ny=N/10;1g N,=7,38
(NeN,) 107 |21 22 7,17<1g Ny< 7,70 ? Sim

Teste da atividade bactericida do produto

Concentragao Na= LgR Tempo de
do produto Ve Vea %10 IgNa (IgN,=7,38) contacto
(%) o (min)
80 0 0 <140 <2,15 >5,23 5
5 >330 | >330| >6600 >3,81 <3,57 5
2 >330 | >330| >6600 >3,81 <3,57 5
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Estudo das vias de contaminagdo de Listeria monocytogenes numa queijaria. PFGE, serotipagem, WGS e resisténcia a
desinfetantes.

Anexo IV: Resultados da validacdao do Detergente/Desinfetante IV

Estirpe: Listeria monocytogenes ATCC 13932

Validacao e controlos

Suspensao de Controlo das cond. .
validacio (Nyo) | experimentais (4) Controlo do neutralizante (B)
v, | 83 Ve | 177 V¢ Neut. >330 | ¥ deBé > O,_5 XX
_ _ A de Nyy? Sim
x=71 x¥=187,5 — " —
v 59 Vv 198 Ve Neut. ~330 XxdeBé=05xx
c2 c2 B de Nyo? Sim
33 <xdeNyy, | xdeAé=05xxde | V. Neut. 330 xdeBé=05xx
<160? Sim Ny? Sim C de Ny(? Sim
Validacao do método (C)
Vei 1 O _ xdeCé=0,5xxde
Neut. A Vo, | 0 x=0 Niyo? Néo
Ve | 50 | _ xdeCé=0,5xxde
Neut. B Ve, | 56 x=53 Nio? Sim
Very | O _ xdeCé=0,5xxde
Neut. C Ve, | 0 x=0 Nyyo? Néio
Suspensao
Suspensiao- | N Vel | Ve2 | xwm = 2,40 x 10%,1gN = 8,38
teste 10° | 254 | 232 | Ny=N/10;1g N,=7,38
(NeN,) 107 |21 22 7,17<1g Ny< 7,70 ? Sim

Teste da atividade bactericida do produto

Concentragao Na= LgR Tempo de
do produto Ver | Vez %% 10 IgNa (I2N,=7,38) contacto
(%) o (min)
100 0 0 <140 <2,15 >5,23 5
80 0 0 <140 <2,15 >5,23 5
70 0 0 <140 <2,15 >5,23 5
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