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RESUMO

Esta pesquisa teve por objetivo estudar a patogenicidade de cepas de
L. monocytogenes cultivadas a 4, 22 e 379C em células Vero,
macréfagos e embrides de galinha.

Foram utilizados dois grupos de cepas: um isolado de listeriose
humana e outro isolado de alimentos, tendo sido incluido uma cepa
padréo patogénica "Scott A" e uma cepa de L. innocua, avirulenta.

Primeiramente, determinamos algumas caracteristicas morfolégicas,
bioquimicas e sorolégicas das cepas. Todas apresentaram as
caracteristicas proprias da espécie, sendo que as amostras isoladas
de casos clinicos humanos eram pertencentes ao sorotipo 4b. As que
foram isoladas de alimentos eram pertencentes ao sorotipo 1/2a e
1/2b.

Em outra fase estudamos a cinética de invasdo e muitiplicagédo de L.
monocytogenes em cultivo de células Vero e macréfagos e o efeito da
temperatura de cultivo da bactéria neste processo.

Em macrofagos, a invasdo e multiplicacéo foi mais efetiva do que em
células Vero, e dependente do tempo apés a inoculagéo e temperatura
de cultivo das cepas. As cepas clinicas apresentaram maior
capacidade de multiplicagdo a 4 e 379C do que as isoladas de
alimentos.

A cepa 132 procedente de alimento foi mais invasiva em macroéfagos
do que as outras duas da mesma origem.

A inoculagdo de L. monocytogenes em células Vero ndo serviu para
diferenciar as cepas clinicas das alimentares, nem mostrou diferenca
entre cepas cultivadas em diferentes temperaturas.

Na Gltima etapa da pesquisa, determinamos a dose letal 50% (DLso)
para embrides de galinha.

Embrides de galinha serviram como bom modelo para o estudo da
patogenicidade de cepas cultivadas e mantidas em diferentes
temperaturas. Cepas cultivadas e mantidas a 40C se mostraram mais
patogénicas do que cepas cultivadas e mantidas em temperaturas
mais elevadas.



SUMMARY

We studied pathogenicity of L. monocytogenes strains grown at 4, 22
and 379C on Vero cells, macrophages and chicken embryos.

Two groups of strains were used: one isolated from human listeriosis
and another isolated from food, including one standard pathogenic
"Scott A" strain and one avirulent L. innocua

For all strains, it was established morphologically, some biochemical
characteristics and serogrouping. All have shown its own species
characteristics. Samples isolated from human listeriosis belonged to
serovar 4b and the ones isolated from food belonged to serovar 1/2a
and 1/2b.

The kinetics of invasion and multiplication at L. monocytogenes on Vero
and macrophage cell cuitures and the effect of the growth temperature
on the bacteria in this process was studied.

With macrophages, the invasion and multiplication were more effective
than with Vero cells, and was dependant on inoculation time and
cultivation temperature of the strains. The clinical strains showed a
better ability for multiplication at 4 and 37°C than the ones isolated
from food.

One strain from food was more invasive for macrophages than the
other two ones from the same origin.

The inoculation of L. monocytogenes on Vero cells was not useful to
differentiate the clinical from the food strains. One did not even show
any difference between strains growth at different temperatures.

The lethal dose 50% (LDsg) for chicken embryos was established for all
strains and its appear a good model to the study pathogenicity of
cultured strains kept at different temperatures. Strains cultured and kept
at 40C showed more pathogenicity than the ones cultured and kept at
higher temperatures.
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1. INTRODUGAO

Listeria monocytogenes foi descrita, pela primeira vez, em
1926, durante uma epizootia em animais de laboratério. Contudo, um
microrganismo que cormrespondia exatamente a descricdo dessa
bactéria ja tinha sido isolado de foco necrético de coetho em 1911.

Desde entdo, a L. monocytogenes tem sido reconhecida
como um patégeno oportunista causando infecgOes isoladas e
epidemias esporadicas no homem e em vérias espécies animais.

Nos Gltimos anos, a L. monocytogenes tem emergido
como um perigoso patégeno para humanos, sendo causador de
severas infecgdes incluindo septicemia, abortos, meningite e
meningoencefalite.

z

A listeriose é mais freqliente em neonatos, mulheres
gravidas e individuos imunodeficientes, sugerindo a necessidade de
fatores predisponentes do hospedeiro. Por outro lado, tem-se
diagnosticado, também, listeriose em individuos aparentemente
imunocompetentes.

A L. monocytogenes € um microorganismo psicrotréfico
que se multiplica em ampla faixa de temperatura (-0,4°C a 500C). Esta
amplamente disseminada no meio ambiente, vivendo nas mais
diversas condi¢des, podendo ser encontrada na agua, solo, vegetacao,
silagem e material fecal.

Apenas recentemente é que se correlacionaram alimentos
como fonte de L. monocytogenes para o homem. Isto se deu num surto
de listeriose ocorrido em hospitais de Boston, (EUA) em 1979, onde 20
pessoas desenvolveram a doenga, presumivelmente, devido a ingestao
de alface, tomate e salsdo crus, contaminados.

Posteriormente, outros surtos de listeriose foram
diagnosticados e confirmados em vérias partes do mundo relacionando
alimentos como fonte de infecgéo.

Inumeras pesquisas tém sido realizadas na determinagao
da ocorréncia e incidéncia de L. monocytogenes em diferentes tipos de



alimentos e no desenvolvimento de técnicas mais rapidas e precisas
para o isolamento deste agente. Ele tem sido isolado de uma grande
variedade de alimentos incluindo came bovina, carne de frango,
produtos lacteos, marinhos e produtos vegetais.

A taxa de isolamento de L. monocytogenes de alimentos €
muito elevada, mas os casos e surtos de listeriose humana sao muito
raros.

Podemos especular que, para a ocorréncia de listeriose, é
necessario combinar fatores predisponentes do hospedeiro e a
ingestdo de alimentos com alta dose infectante do agente.

Ou pode ser que apenas algumas poucas cepas de L.
monocytogenes possuem os fatores de viruléncia capazes de provocar
a doenca ou que estes fatores possam ser modulados pela
composicdo do alimento, tempo e temperatura de armazenagem.
Neste caso, seria verdadeiro supor que toda amostra isolada de
listeriose possue os fatores acima e que nem todas as amostras
isoladas de alimentos trazem os fatores de viruléncia necessarios para
causar a listeriose.

Neste trabalho exploramos a segunda hipdtese que
enfatiza a viruléncia da bactéria na ocorréncia de listeriose.

_ Para determinacéo da viruléncia de L. monocytogenes tém
sido recomendados, entre outros testes, o uso de linhagens de células
para a verificagdo de aderéncia, penetragdo e multiplicagéo
intracelular, enumeragdo de células vidveis em baco e figado e dose
letal 50% para camundongos e embrides de galinha.

Selecionamos para estudo, o teste "in vitro" com célula
macréfago por ser esta considerada uma das mais importantes na
multiplicag@o "in vivo" de L. monocytogenes;, analogamente, efetuamos
o teste com célula Vero por ndo se conhecer efetivamente o
comportamento dessa bactéria em contato com a mesma.

Finalmente, realizamos o teste "in vivo" utilizando ovos
embrionados com a finalidade de determinarmos a dose letal 50%.



2. OBJETIVOS

Desta maneira, planejamos trabalhar com dois grupos de
L. monocytogenes: um de cepas isoladas a partir de listeriose humana
e, outro, isoladas a partir de alimentos. Incluimos, no estudo, uma cepa
padrdo patogénica e uma cepa de L. innocua avirulenta, como padrao
negativo.

Nossos objetivos foram, portanto, com relagdo a estes
dois grupos de L monocytogenes:

« Estudar a cinética de invasibilidade e multiplicagdo em células
Vero e macrofagos, e o efeito de diferentes temperaturas de
cultivo da bactéria neste processo. '

« Determinar a dose letal 50% para embrides de galinha.



3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. CARACTERISTICAS DA ESPECIE L. monocytogenes

3.1.1. TAXONOMIA

Listeria monocytogenes foi a Unica espécie reconhecida do
género Listeria até 1961; L. denitrificans, L. grayi e L. murrayi foram
incluidas no género em 1961, 1966 e 1971, respectivamente
(ROCOURT et alii, 1982). Posteriormente, cepas ndo patogénicas de
L. monocytogenes foram reconhecidas como uma nova espécie, L.
innocua (SEELIGER, 1984; SEELIGER & JONES, 1986) e, em 1983,
outras duas espécies passaram a pertencer ao género, L. welshimer e
L. seeligeri. (SEELIGER & JONES, 1986).

Segundo SEELIGER & JONES (1986), o género Listeria
contém as espécies L. monocytogenes, L. ivanovii, L. innocua, L.
welshimeri, L. seeligeri, e as espécies L. grayi, L. murrayi e L.
denitrificans categorizadas como espécies "incertae sedis".

Recentemente, a atual posigdo taxondmica do género
Listeria inclui as espécies L. monocytogenes, L. innocua, L. seeligeri, L.
welshimeri, L. ivanovii, L. grayi, L. murrayi. L. denitrificans é excluida do
género e transferida para um novo género, Jonésia, como J.
denitrificans. O género esta estritamente relacionado com o género
Brochothrix e ambos os géneros ocupam uma posigao entre
Lactobacillus e Bacillus e estdo mais distantemente relacionados com
Streptococcus, Lactococcus, Enterococcus, Staphilococcus, Kurthia,
Gemella e Erysipelothrix. (SEELIGER, 1984; JONES & SEELIGER,
1987; ROCOURT, 1988). Com excegéo de L. grayi e L. murrayi todas
s&o contaminantes de alimentos. L. monocytogenes é patogénica para
o homem e animais. (ROCOURT, 1989; BOERLIN et alii, 1991).



L.ivanovii & patogénica principalmente para animais sendo raramente
isolada de fontes humanas.

3.1.2. MORFOLOGIA E CARACTERISTICAS CULTURAIS

L. monocytogenes apresenta forma de pequeno bastonete
regular, com 0,4 a 0,5 um de diametro e 0,5 a 2,0 um de comprimento,
extremidades arredondadas, podendo ocorrer isolada, em cadeias
curtas ou as células podem estar arranjadas em angulos formando V
entre si ou ainda em grupos que se mantém paralelos ao longo de um
eixo. Em culturas mais velhas, filamentos de 6,0 a 20 pm ou mais em
comprimento podem se desenvolver (SEELIGER & JONES, 1986).

E Gram positiva, mas em culturas velhas perde a
habilidade em reter os corantes de Gram. Nao forma capsulas, nem
esporos, movel por flagelos peritricos quando cultivadas a 20-25°C,
com movimento de tombamento ou rotatério (GRAY & KILLINGER,
1966), embora quando incubada entre 30 a 37°C ainda demonstre
alguma motilidade (LOVETT, 1989).

E um microorganismo aerobico ou facultativamente
anaerébico. As colénias com 24 horas em &gar nutriente tem diametro
de 0,5 a 1,5 mm e apresentam-se de cor cinza azulada através de
iluminagdo normal ou com brilho caracteristico verde-azulado quando
se utiliza luz obliquamente transmitida (SEELIGER & JONES, 1986).
Em &gar sangue produz zona de B-hemodlise causado por uma
hemotoxina solavel (SEELIGER, 1961).

Em meios semi-solidos e incubagdo a 25°C apresenta
crescimento em forma de guarda-chuva, 3 a 5Smm abaixo da superficie
(SEELIGER & JONES, 1986).

Multiplica-se em meio contendo 10% de NaCl ou bile
(SEELIGER, 1961) e desenvolve-se numa faixa de temperatura entre -
0.4 e 50°C (WALKER & STRINGER, 1987, JUNTTILA et alii, 1988),
sendo o otimo entre 30 e 379C (SEELIGER & JONES, 1986). O
crescimento ocorre, preferencialmente, entre pH 6 e pH 9 (SEELIGER



& JONES, 1986), podendo se desenvolver em pH 5 conforme relatado
por CONNER et alii (1 986).

Podera crescer em pH 4,4 a pH 46 em meio caldo
tripticase soja, quando incubada perto da faixa 6tima de temperatura e
por tempo suficiente para superar a lag-fase (FARBER et alii, 1989;
SORRELS et alii, 1989).

34.3. CARACTERISTICAS BIOQUIMICAS

L. monocytogenes é catalase positiva, oxidase negativa.
Fermenta glicose, produzindo, principalmente acido latico. Da teste
positivo para vermelho de metila e Voges-Proskauer. Nao utiliza citrato
exdgeno e ndo produz indol. Hidrolisa hipurato de sddio € esculina.
N3o hidrolisa uréia, gelatina e caseina . A reacdo CAMP teste é
positiva com Staphilococcus aureus e negativa com Rhodococcus equi
em agar sangue de carneiro (SEELIGER & JONES, 1986).

O contetido de G+C no ADN é de 36-39 mol.%.

_ Dos testes bioquimicos, a fermentagéo da xilose e
ramnose é essencial para a diferenciacdo das espécies de Listeria
(LOVETT, 1987a). L. monocytogenes nao fermenta xilose e manitol. A
fermentacdo da ramnose € positiva.

No Quadro 1 temos a diferenciacdo tradicional das
espécies de Listeria.



QUADRO 1 - Caracteristicas bioquimicas das espécies de Listeria

Tests ivanovii ri grayi murray denitrificans®
Dextrose + + + +
Escufina + + + +
Maltose + + + +
Manitol - - + +
Ramnose - - v .

Xilose + - - +
Hidrélise hipurato + - - -
Voges-Proskauer + + + -

Vermelho de Matila + + + +
Beta-hemdlise + - . .
Hidrétise de uréia - - - -
Rﬂu;io de nitrato - - + +
Catalase + + + +

st em TS| - - - -
CAMP pos.S.aureus - - - -
CAMP posiR. equi + - - -

* Reclassificada como Jonesia denitrificians

V= Variavel

Fonte: Adaptada de (GRAY & KILLINGER, 1966).




3.1.4. SOROTIPOS E FAGOTIPOS DE L. monocytogenes

PATERSON (1939, 1940) descreveu um método para
sorotipagem de Listeria baseado nos antigenos somético (0) e flagelar
(H) e juntamente com outros trabalhos de sorotipagem (DONKER -
VOET, 1957; SEELIGER, 1961, SEELIGER & HONE, 1979), resultou
em sete sorotipos, a saber 1/2a, 1/2b, 1/2¢, 3a, 3b, 3c e 4b. A literatura
lista ainda 4a, 4c, 4d, 4de, 4f 4g, 5 6 e 7 (RALOVICH, 1984;
McLAUCHLIN, 1987).

De todos os sorotipos, apenas 1/2a, 1/2b e 4b tem sido
associados com a doenga em humanos (SCHUCHAT et alii, 1991),
sendo que as cepas sorotipo 4b, sdo predominantes em surtos e casos
esporadicos de listeriose de origem alimentar (McLAUCHLIN, 1990;
FARBER & PETERKIN, 1991; SCHUCHAT et alii, 1991). Trabalhos
recentes tem mostrado uma associagao epidemoldgica entre listeriose
perinatal e sorotipos 1/2b, 3b e 4b (GELLIN et alli, 1991).

Desde a descoberta em 1945 (SCHULTZ, 1945) de fagos
especificos para Listeria spp., varios autores tem pesquisado o uso de
fagotipos em L. monocytogenes (AUDURIER et alli, 1984; AUDURIER
& MARTIN, 1989) e utilizado a fagotipagem em estudos de surtos de
listeriose.

A fagotipagem é limitada pela baixa porcentagem de
cepas tipaveis de sorotipo 1/2 e pela falta de fagos para oS outros
sorotipos (AUDURIER et alii, 1984: AUDURIER & MARTIN, 1989;
ROCOQURT & CATIMEL, 1989).

Segundo McLAUGHLIN (1987), somente 64% de sorotipos
de Listeria podem ser tipados por bacteriéfagos. Recentemente, uma
nova série de fagos derivados de fontes ambientais e cepas
lisogénicas tem sido descrita (LOESSNER & BUSSE, 1990).



3.2. HABITAT

Relatos sugerem que o habitat primario do microrganismo
seja o solo e a vegetagdo onde tem existéncia saprofitica, podendo
contaminar homem e animais através de vérias rotas e varias fontes
(WEIS & SEELIGER, 1975). Encontra-se amplamente disseminado no
meio ambiente, estando presente em paises de clima temperado e
tropical.

O nicho ecolégico de L. monocytogenes é dificil definir; o
microrganismo é encontrado em solo cultivado ou nao (WELSHIMER &
DONKER-VOET, 1971; WEIS, 1975a; WEIS & SEELIGER, 1975;
HOFER & POVOA, 1984), vegetagdo, silagem e forragem
(WELSHIMER, 1968; WELSHIMER & DONKER-VOET, 1971; WEIS
1975 a, b; WEIS & SEELIGER, 1975; FENLON, 1986: SKOVGAARD &
MORGEN, 1988); hortaligas para consumo humano (HOFER, 1975 a;
STEINBRUEGGE et alii, 1988; HEISICK et alii, 1989, a, b), mamiferos
domésticos e selvagens (GRAY & KILLINGER, 1966: WEIS 1975, b;
WEIS & SEELIGER, 1975; HOFER, 1983; DOMINGUEZ RODRIGUEZ
et alii, 1984; COTTIN et alii, 1985, SKOVGAARD & MORGEN, 1988,
SKOVGAARD & NORRUNG, 1989), aves domésticas e silvestres
(GRAY & KILLINGER, 1966; GREGORIO & EVELAND, 1975;
KWANTES & ISAAC, 1975; WEIS, 1975 b; WEIS & SEELIGER, 1975;
DIJKSTRA, 1978; FENLON, 1986; SKOVGAARD & MORGEN, 1988);
peixes, crustaceos, mariscos e ras (GRAY & KILLINGER, 1966),
efluentes, tratados ou ndo, lodo de esgoto, agua de rio (HOFER, 1975
b: KAMPELMACHER & NOORLE JANSEN, 1975; WATKINS &
SLEATH, 1981; GEVENICH et alii, 1985) e de fezes de portadores
humanos ou animais, aparentemente sadios (KAMPELMARCHER &
NOORLE JANSEN, 1972; DURST & BERENCSI, 1975; GREGORIO &
EVELAND, 1975; MANEV et alii, 1975; KAMPELMACHER et alii, 1976;
HOFER, 1983; SKOVGAARD & NORRUNG, 1989).



Listeria monocytogenes também tem sido isolada de
outras fontes como usinas processadoras de leite e produtos lacteos
(SURAK & BAREFOOT, 1987, COX et ali, 1989) e industrias
processadoras de carnes (WATKINS & SLEATH, 1981: FLOWERS,
apud MEAT, 1987; SKOVGAARD & MORGEN, 1988).

3.2.1. MODOS DE TRANSMISSAO

A forma de transmissdo da doenca ao homem ainda nao .
esta bem estabelecida.

Embora alguns autores sustentem o conceito de
transmissdo zoondtica da listeriose (RALOVICH, 1984, HYSLOP &
OSBORNE, 1959; MITSCHERLICH & MARTH, 1984, HIRD, 1987), a
transmissdo de animais para o homem raramente tem sido provada
(WELSHIMER, 1981).

O grupo de trabalhos em listeriose de origem alimentar da
Organizagdo Mundial da Satde (WORLD HEALTH ORGANIZATION,
1988) afirma que a doenca é transmitida por meios ndo zoondticos.
Segundo o grupo, L. monocytogenes & um microrganismo ambiental
cuja forma fundamental de transmissdo ao homem ¢é através de
alimentos contaminados durante a produgéo e processamento.

Experimentos em animais tém confirmado que uma das
principais fontes de contaminagao é o alimento. Surtos recentes em
humanos tém sugerido a mesma forma de transmissdo (CANADA,
1981 a,b; SCHLECH et alii, 1983; DAVIES et alii, 1984; SCHLECH &
LAVIGNE, 1984; CDC 1985; FDA, 1985; FLEMING et alii, 1985;
LISTERIOSIS, 1986; RECENT, 1986).

SEELIGER et alii (apud GRAY & KILLINGER, 1966)
sugerem um possivel ciclo de infecgdo no homem:” fezes humanas
infectadas —> contaminacdo do solo— contaminacdo de legumes
everduras por solo ou fezes contaminadas — infecgao oral.” Para
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ruminantes: * animal infectado — excregdo de L. monocytogenes por
fezes e urina —» contaminagdo do solo, sobrevivéncia em estrume,
poeiras, sujidades — propagagdo sob condigdes ambientais
favoraveis, como silagem neutra ou alcalina (impropriamente
fermentada) — infecgdo oral -

Embora a origem e o modo de transmissdo de todas as
formas de listeriose seja complexo, (RYSER & MARTH, 1991),usando
dados obtidos da literatura tragaram as vaérias rotas de infecgao
(Figura 1).

Figura 1 - Rotas de transmissao de L. monocytogenes segundo RYSER & MARTH
(1991)

Vegetal— o Silagem——Leite Produtos Lécteos

Pezes

—Vepetal

. —Alimento merinho
S0lo ———=Animal ——=Carne _Inseto
\—-_,_‘_}]omem Poeu‘u

—Su;:dadea
—Homem

Agus—«——Fezes Feto Recem -nascido
Crisngs
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3.3. Listeria monocytogenes EM ALIMENTOS

3.3.1. OCORRENCIA

Listeria monocytogenes tem sido isolada de uma grande
variedade de alimentos, tais como: leite cru (DOMINGUEZ
RODRIGUEZ et alii, 1985; LOVETT et alii, 1987 b; LIEWEN &
PLAUTZ, 1988; FARBER et alii, 1987; FARBER et alii, 1988 a; SLADE
et alii, 1988; FENLON & WILSON, 1989), leite pasteurizado
(FERNANDEZ GARAYZABAL et alii, 1986), queijos de diversos tipos
(TERPLAN et alii, 1986; BECKERS et alii, 1987; COMI et alii, 1987,
" FARBER et alii, 1987, BREER & SCHOPFER, 1988; CANTONI et alii,
1988 a; CANTONI et alii, 1988 b; COMI & CANTONI, 1988; GILBERT
& PINI, 1988 ; PINI & GILBERT, 1988 b; DESTRO, 1990), carnes €
derivados (DURST & BERENCSI, 1975; KWANTES & ISSAC, 1975;
GITTER, 1976; COMI & CANTONI, 1985; NICOLAS, 1985; FLOWERS
(apud MEAT, 1987); BREER & SCHOPFER, 1988; CANTONI et alii,
1988 b; KARCHES & TEUFEL 1988; McCLAIN & LEE, 1988; PINI &
GILBERT, 1988 a; SCHIMDT et alii, 1988; SKOVGAARD & MORGEN,
1988; TRUSCOTT & McNAB, 1988, BUCHANAN et alii, 1989:
SKOVGAARD & NORRUNG, 1989; LEISTNER et alii, 1989;
SCHIMDT, 1989; DESTRO, 1990)

O microrganismo também tem sido isolado de outros
alimentos como verduras, legumes, produtos marinhos e alimentos
prontos para consumo.
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3.3.2. RESISTENCIA TERMICA EM ALIMENTOS

A L. monocytogenes é considerada como sendo mais
termorresistente do que outras bactérias néo esporuladas (MACKEY &
BRATCHELL, 1989: MACKEY et alii, 1990).

Embora se tenham poucas informagbes da sua
sobrevivéncia durante o processamento térmico em produtos Carneos
(MACKEY & BRATCHELL, 1989; BOYLE et alii, 1990: JOHNSON et
alii, 1990; MACKEY et alii, 1990), estudos detalhados tem sido
executados durante a pasteurizagdo em produtos lacteos (MACKEY &
BRATCHELL, 1989; KNABEL et alii, 1990; MACKEY et alii, 1990;
PEARSON & MARTH, 1990).

Varios estudos tem sido feitos em leite, mas as opinioes
si0 bastante controvertidas. Alguns autores afirmam ser L.
monocytogenes resistente a pasteurizagdo (BEARNS & GIRARD,
1958: BRYAN, 1979; FERNANDEZ GARAYZABAL et alii, 1986;
DOYLE et alii, 1987; FERNANDEZ GARAYZABAL et alii, 1987) e a
outros tratamentos térmicos (KARAIOANNOGLOU & XENOS, 1980),
outros dizem o contrario (OBIGER, 1976; BRADSHAW et alii, 1985;
BUNNING et alii, 1986; DONNELLY & BRIGGS, 1986; DONNELLY et
alii, 1987; BRADSHAW et alii, 1987:BECKERS et alii, 1987; BUNNING
et alii, 1988; FARBER et alii, 1988 b).

Os resultados conflitantes podem ser explicados pela
diferenca de métodos, meio de suspensdo, tamanho do indculo e
linhagem utilizados pelos diferentes autores, tanto no teste de
agquecimento quanto na recuperagdo do microrganismo.

Os primeiros estudos foram feitos em leite (BEARNS &
GIRARD, 1958), onde ha o relato da sobrevivéncia de L.
monocytogenes & pasteurizagao (61,7°C por 35 min.). DONNELLY et
alii (1987) e BECKERS et alii (1987), repetindo o experimento de
BEARNS & GIRARD, verificaram que o método de "tubos abertos"
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utilizado, ou testes similares, podem levar a valores de resisténcia
térmica imprecisos.

Segundo DOMINGUEZ RODRIGUEZ et alii (1985), a
resisténcia térmica de Listeria & pasteurizagdo pode ser explicada pela
alta contaminac&o inicial do produto. FLEMING et alii (1985) e DOYLE
et alii (1987) explicam que a resisténcia a pasteurizagdo seria pela
natureza intracelular facultativa da listeria que a protegeria da
inativagao térmica.

BUNNING et alii (1986) estudaram a resisténcia térmica
de L. monocytogenes, utilizando bactérias localizadas no interior de
fagocitos de camundongos € suspensas em leite cru e obtiveram um
valor D a 71,7°C de 1,9s, afirmando que a posigao intracelular néo as
protegia da inativagéo térmica.

DOYLE et alii (1987) usando o leite de varias vacas
infectadas artificialmente sugeriram que L. monocytogenes resiste ao
tratamento térmico minimo (71,79C por 15s) recomendado pelo “Food
and Drug Administration”, quando em posicdo intracelular.

Posteriormente, BUNNING et alii (1988) observaram nao
existirem diferengas significativas entre a resisténcia térmica de
listerias suspensas liviemente no leite ou localizadas intra-
celularmente em fagécitos de bovinos; constataram que a posicéo
intracelular ndo protege L. monocytogenes durante a pasteurizagéo,
mas que a resisténcia térmica do microrganismo sugere que se houver
in6culo grande pode haver sobrevivéncia as condicdes de
pasteurizagéo a alta temperatura por periodo curto (HTST).

Estudos atuais tém revelado que, se L. monocytogenes €
exposta a temperaturas sub-letais ao redor de 44 a 48°C antes de ser
submetida a temperatura final do teste, a bactéria tem um aumento na
termorresisténcia (FEDIO & JACKSON, 1989; BUNNING et alii, 1990;
FARBER & BROWN, 1990; KNABEL et alii, 1990; LINTON et alii,
1990; FARBER et alii, 1992).

Para BUNNING et alii (1992), o efeito do choque térmico a
480C por 15 minutos na termorresisténcia de L. monocytogenes
submetida a alta temperatura por periodo curto (HTST) nao foi
significativa.  Entretanto, FARBER et alii (1992) encontraram
significativas diferengas na termorresisténcia de L. monocytogenes
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crescidas a 30, 39 e 43°C. As células crescidas a 39 e 430C foram
capazes de sobreviver a pasteurizagéo a alta temperatura por periodo
curto, ao contréario das crescidas a 300C que néo sobreviveram.

Segundo FARBER et alii (1992), é possivel que produgéo
de proteinas "heat-shock" pela L. monocytogenes elou aumento de
viscosidade da membrana bacteriana seja responsavel pelo aumento
da resisténcia térmica quando a bactéria cresce a altas temperaturas.

Recentemente, descobriu-se que técnicas anaerdbicas
utilizadas na recuperagdo de L. monocytogenes injuriadas pela alta
temperatura sdo mais eficientes do que as técnicas utilizadas em
presenca do oxigénio (KNABELL et alii, 1990). FARBER & PETERKIN,
(1991), afirmam que esta descoberta e o fendmeno choque térmico
podem ajudar a explicar algumas controversias encontradas na
literatura em relacdo a termorresisténcia de L. monocytogenes.

33.3. SOBREVIVENCIA DE L. monocytogenes DURANTE O
PROCESSAMENTO E ESTOCAGEM DE ALIMENTOS

A capacidade de L. monocytogenes sobreviver nas
condicbes mais adversas no alimento, a habilidade de crescer a
temperaturas de refrigeracéo, tem levado diversos pesquisadores a
estudar o seu comportamento durante o processamento estocagem de
produtos, principalmente entre produtos lacteos.

Nos estudos da sobrevivéncia dessa bactéria durante a
maturacéo e a estocagem de varios tipos de queijos, observou-se que,
na maioria dos casos, L. monocytogenes permaneceu no queijo por
periodos de pelo menos 60 dias (DOMINGUEZ RODRIGUEZ et alii,
1987), chegando até mesmo a 140 dias para o queijo tipo "colby"
(YOUSEF & MARTH, 1988) ou de 224 até 434 dias para o queijo tipo
"cheddar" (RYSER & MARTH, 1987 a).
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SIPKA et alii (1974) também demonstraram a persisténcia
e mesmo a multiplicagdo de L. monocytogenes durante o periodo de
maturacdo de certos queijos frescos preparados com leite
contaminado.

A sobrevivéncia de L. monocytogenes também tem sido
verificada em queijo tipo "camembert" (RYSER & MARTH, 1987 b);
queijo semi-duro de leite de cabra (THAM, 1988); processamento e
maturacdo do queijo tipo "brick" (RYSER & MARTH, 1989).

DOYLE et alii (1985) estudando a sobrevivéncia de L.
monocytogenes em leite em po, relatam a sua presenca por até 12
semanas. L. monocytogenes sobrevive ainda ao processamento e
armazenamento de manteiga (OLSEN et alii, 1988), em leite
fermentado refrigerado e em iogurte desnatado (SCHAACK & MARTH,
1988); em leitelho ("buttermilk”) e iogurte integral aromatizado ou n&o
(CHOI et alii, 1988).

Em produtos carneos, KHAN et alii (1975) verificaram a
presenca de L. monocytogenes em carne de cordeiro e carne bovina
moida (mantidas a 0°C por 24 e 20 dias respectivamente).

Em carne moida armazenada a 4°C, (JOHNSON et alii,
1988) verificaram que o microrganismo permaneceu viavel por 2
semanas, ou segundo SHELEF (1989) por até 30 dias. Came moida
estéril foi inoculada com L. monocytogenes juntamente com uma
variedade de microrganismos e estocada a 8°C por 17 dias (GOUET et
alii, 1978). Na auséncia de microrganismos competitivos, ocorria uma
queda inicial na populagéo ficando a seguir estavel.

Na presenga de Lactobacillus plantarum, © namero de
Listeria também diminuia. Mas com flora mista, apés um decréscimo, o
numero de Listeria aumentou a um nivel maior que o inicial. Estes
resultados ndo puderam ser comprovados por SHELEF (1989) que,
mesmo deixando a carne deteriorar-se, ndo verificou um incremento na
populagéo de Listeria.

Muitos outros produtos podem permitir a sobrevivéncia
elou crescimento de L. monocytogenes, tais como embutidos, produtos
processados em calor seco ou Umido embalados a vacuo ou em filme
permeavel a oxigénio.
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3.3.4. SURTOS DE LISTERIOSE DE ORIGEM ALIMENTAR

Diversos surtos de listeriose ja foram documentados
(Jena, Alemanha, 1954, Bremem, Alemanha, 1960-1961; Halle,
Alemanha, 1966; Anjou, Franca, 1975-1976, e outros, apud
FOODBORNE LISTERIOSIS, 1990), sem a comprovagao real de que
as fontes de infeccdo tenham sido alimentos contaminados. Entretanto,
isto ficou claro em 1979, quando 20 pessoas em Boston, EUA,
desenvolveram listeriose presumivelmente devido a ingestao de alface,
tomate e salsdo crus (LISTERIOSIS, 1986; HO et alii, 1986;
KVENBERG, 1988).

No ano de 1981, um surto nas provincias maritimas do
Canada, resultou 41 casos de listeriose e 18 mortes; 83% dos casos
foram perinatais (BROOME, 1986). O surto foi associado com O
consumo de salada tipo "coleslaw" produzida com repolho cultivado
em terreno fertilizado com adubo de ovelhas procedentes de rebanho
infectado (CANADA, 1981 a, b; SCHLECH et alii, 1983; SCHLECH,
1984).

Em 1983, em Massachusetts, EUA, o consumo de leite
pasteurizado integral e pasteurizado com 2% de gordura causaram 0O
surto que envolveu 49 casos de listeriose com 14 mortes, embora
esses leites tivessem sido aparentemente pasteurizados em condigdes
adequadas (FLEMING et alii, 1985).

Queijos macios tipo "mexicano" estiveram diretamente
implicados no surto que houve em 1985, na California, EUA. O
problema deve ter ocorrido possivelmente devido a mistura de leite cru
com leite pasteurizado na producdo de queijos (LISTERIOSIS, 1986)
e/ou contaminagdo pos-pasteurizagao (SILLIKER, 1986). N&o se sabe
exatamente o nimero de casos e de mortes neste surto, fala-se em 86
casos e 29 mortes (CDC, 1985); 100 casos e 39 mortes (SILLIKER,
1986); 150 casos e 84 mortes (RECENT, 1986) e 142 casos € 47
mortes (USA, 1987).

Outros trés surtos teriam ocorrido nos EUA, segundo
SILLIKER (1986). O primeiro em 1985 devido ao consumo de queijo
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tipo "liederkranz". O segundo e o terceiro em 1986, causado por queijo
tipo "brie" francés e tipo "mexicano” respectivamente.

Em alguns surtos ndo se conseguiu estabelecer
epidemiolégica e/ou microbiologicamente as fontes comuns, como 0S
ocorridos na Dinamarca em 1986 (WHO, 1988), os de 1987 na
Pennsylvania, EUA (EUA, 1987) e na Philadelphia, EUA (WHO, 1988);
e o de 1988 na Escocia (CAMPBELL, 1989).

Além dos surtos mencionados, casos esporadicos de
listeriose de origem alimentar tem ocorrido, conforme relatos de
(BANNISTER, 1987; KVENBERG, 1988, SCHWARTS et alii, 1988;
KERR et alii, 1988 b; SVABIC et alii, 1988; KACZMARSKI & JONES,
1989: JUNTTILA & BRANDER, 1989 e FARBER et alii, 1990).

3.3.5. METODOS DE DETECGAO E IDENTIFICACAO

A deteccdo de L. monocytogenes em alimentos tem sido
realizada através do uso de diferentes métodos, sendo que 0s meios
de cultura de enriquecimento e de isolamento possuem variagoes
segundo diferentes autores.

Embora o plaqueamento direto das diluicbes da amostra
possa ser utilizado (BUCHANAN et alii, 1987, YOUSEF et alii, 1988;
GOLDEN et alii, 1988 a; SCHMIDT, 1989), o enriquecimento anterior
ao plaqueamento em &gar seletivo tem sido bastante difundido,
principaimente quando se pretende recuperar células injuriadas ou
quando as células estdo presentes em baixo numero na amostra
(DOMINGUEZ RODRIGUEZ et alii, 1984; DOYLE & SCHOENI, 1986;
LOVETT, 1987 a; SLADE & COLLINS - THOMPSON, 1987; McCLAIN
& LEE, 1988; SCHMIDT, 1989).

Tem sido bastante eficiente no isolamento de L.
monocytogenes de origem alimentar o uso de um meio de
enriquecimento pouco seletivo, seguido de um meio de enriquecimento
secundario seletivo e isolamento em &gar diferencial (WHO, 1088,;
RALOVICH, 1989).

18



Incubando-se o caldo de enriquecimento a 4°C, pode-se
suprimir a flora acompanhante (RALOVICH, 1975; DOMINGUEZ
RODRIGUEZ et alii, 1984; YOUSEF et alii, 1988); este método pode
levar alguns meses, pois a esta temperatura a listeria se multiplica
vagarosamente, com um tempo de geragdo de 1,5 dias (ROSENOW &
MARTH, 1987).

Recentemente, a incorporacdo de agentes seletivos
especificos dentro do meio de enriquecimento tem encurtado o tempo
requerido para o isolamento de L. monocytogenes. Tem sido proposto
o uso de agentes seletivos como o telurito de potassio, acido nalidixico
e acriflavina (DONELLY, 1988), e o emprego de temperaturas mais
altas como por exemplo 30°C (LOVETT, 1987 a; McCLAIN & LEE,
1988: SCHMIDT, 1989). A incubagéo do caldo de enriquecimento e
das placas de isolamento pode ser feita em aerobiose ou
microaerofilia.

A necessidade de um procedimento que seja eficiente no
isolamento de células de L. monocytogenes a partir de alimentos tem
levado muitos autores a comparar a efetividade das diversas
metodologias propostas ( HAYES et alii, 1986; HAQ et alii, 1987;
FLORIDA, 1987; PINI & GILBERT, 1988 b; GOLDEN et alii, 1988 b;
HARTMANN et alii, 1988; TRUSCOTT & McNAB, 1988, LOESSNER et
alii, 1988; HEISICK et alii, 1989a; BUCHANAN et alii, 1989;
CASSIDAY et alii, 1989; RALOVICH, 1989; DESTRO, 1990.).

Dentre as metodologias descritas, o "método da FDA"
desenvolvido por LOVETT (1987 a) para leite € produtos lacteos e 0
"método do USDA-FSIS" desenvolvido por McCLAIN & LEE (1988)
para carnes e produtos carneos parecem ser 0s mais bem aceitos.

Tem sido constatado que o procedimento recomendado
pelo USDA-FSIS é mais eficiente que o método da F.D.A., até mesmo
para produtos lacteos "Florida Department of Agriculture and
Consumer Services" (apud, FLORIDA, 1987).

BRACKETT & BEUCHAT (1989) afirmam
ainda que este método & mais sensivel, principalmente quando se tem
uma grande microbiota acompanhante. Além disso, o menor periodo
requerido para o caldo de enriquecimento permite mais rapidamente o
estabelecimento de um diagnéstico final.
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Os testes de identificagdo e confirmagéo séo normalmente
baseados nas caracteristicas classicas descritas por SEELIGER &
JONES (1986). A identificaco inicial consiste no exame de morfologia
colonial e celular, reagdo hemolitica em &gar sangue € exame através
de iluminagdo transmitida para verificar a tipica coloragdo verde
azulada das coldnias.

Métodos mais modernos como o Ensaio Imunoenzimatico
("ELISA") usando anticorpos monoclonais para antigenos flagelares e a
hibridizacdo de ADN tem sido utilizados por alguns autores para
identificacdo mais rapida e eficiente de L. monocytogenes. ( FARBER
& SPEIRS, 1987)

3.4. LISTERIOSE EM MAMIFEROS, AVES, CRUSTACEOS E
PEIXES

A listeriose em animais pode apresentar-se sob diversas
formas. Em ruminantes, a doenga é mais comumente caracterizada por
encefalites, afetando animais de todas as idades, de ambos 0s sexos,
com morbidade e letalidade varidveis (GRAY & KILLINGER, 1966,
USA, 1987: PRENTICE & NEAVES, 1988). Outras manifesta¢des
clinicas incluem depressédo, perturbagdo seguida da perda de
coordenacéo, paralisia facial € dos mdsculos da garganta e da lingua,
salivagdo intensa e dificuldade de degluticao (USA, 1987). Os animais
apresentam ainda mastites, podendo secretar 0 microrganismo no leite
(SIPKA et alii, 1974), abortos e mortes perinatais (DONKER-VOET,
1966; GRAY & KILLINGER, 1966; USA, 1987 PRENTICE & NEAVES,
1988).

Nos monogastricos, como também cordeiros € bezerros
cujo rumem n&o esta bem desenvolvido, ocorre também a encefalite,
mas a sindrome mais comum é a septicemia (GRAY & KILLINGER,
1966; PRENTICE & NEAVES, 1988). Caes selvagens ou domésticos,
gatos e coelhos também podem ser infectados (USA, 1987).
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Aves domésticas e silvestres jovens s&o mais susceptiveis
que os adultos e a doenca usualmente se manifesta como septicemia.
Podem apresentar também encefalite semelhante @ dos ruminantes
(GRAY & KILLINGER, 1966; USA, 1987).

Os crustaceos provavelmente ndo sao infectados por L.
monocytogenes, mas podem ser portadores e responsaveis pela
disseminagdo do microrganismo. Ja os peixes parecem ser mais
susceptiveis a infecgdo (GRAY & KILLINGER, 1966; USA, 1987).

3.5. LISTERIOSE HUMANA

Em humanos, a listeriose acomete principaimente
mulheres grévidas e seus fetos, criangas, idosos e individuos
imunodeficientes (BLUME, 1987; USA. 1987; MARTH, 1988; WHO,
1988; MARTH & RYSER, 1990; RYSER & MARTH, 1991; EL-GAZZAR
& MARTH, 1991), embora individuos aparentemente s&os também
possam ser acometidos (NIEMAN & LORBER, 1980;: SKIDMORE,
1981; LINNAN et alii, 1988.)

A doenca usualmente se manifesta como meningite ou
meningoencefalite, podendo estar associada a septicemia (USA,
1987). Outras manifestagoes sdo a septicemia de baixo grau em
mulheres gravidas, semelhante a gripe; septicemia no periodo
perinatal; sindrome semelhante & mononucleose; pneumonia,;
endocardite; abcessos localizados, intermos ou externos; lesdes
cutaneas pustulares ou papulares; conjuntivite; uretrite, retardamento
mental em criancas; psicose em adultos; septicemia em adultos, com
otite, faringite, amigdalite e sinusite (GRAY & KILLINGER, 1966,
MARTH, 1988).

As condicdes que tem sido identificadas como fatores
predisponentes incluem o cancer, a cirrose, colite ulcerativa, bronquite
asmatica e doengas pulmonares cronicas obstrutivas, pénfigos,
diabetes melito, transplantes, hemodidlises, gravidez, vicio em
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narcético, uso de anti-acidos afetando a acidez estomacal (USA, 1987,
MARTH, 1988; WHO, 1988).

A doenca € sub-relatada em todo o mundo, sendo que a
taxa de mortalidade em casos diagnosticados varia entre 20 e 30%
(DAVIES et alii, 1984; USA, 1987: TWEDT, 1988; LOVETT & TWEDT,
1988).

A taxa de seres humanos portadores € estimada em 5%,
variando de 1 a 10% (USA, 1987, LOVETT & TWEDT, 1988), e o
periodo de incubagado para adultos é sugerido de uma a algumas
semanas (WHO, 1988).

A dose infecciosa de L. monocytogenes para Seres
humanos ainda ndo foi determinada; provavelmente deve estar
relacionada com a susceptibilidade do hospedeiro (WHO, 1988).

Em camundongos verificou-se que a injecao
intraperitoneal de 102unidades formadoras de coldnias pode causar
infeccdo e a Dose Letal Média (DLgp) € de 107 UFC (USA, 1987;
ENGEL et alii, 1990).

Somente um surto de listeriose humana em qué a analise
do veiculo foi completada, encontrou-se 103 a 105 Unidades
Formadoras de Colonias por grama de alimento (UFClg); baseado
neste resultado, estimou-se que 103 a 105 UFC/g s&o necessarios para
infectar individuos susceptiveis e doses mais altas para causar
infeccdo em individuos saudaveis (USA, 1987; ENGEL et alii, 1990).

FARBER & PETERKIN (1991), relatam a doenca em
individuos imunocompetentes apos a ingestao de 108 a 109 células.

3.5.1. MECANISMO DA PATOGENICIDADE

L. monocytogenes € um microrganismo de natureza
intracelular facultativa, com capacidade de parasitar e se multiplicar
em macréfagos (MACKNESS, 1962) e em outras células hospedeiras
(HAVEL, 1986; GAILLARD et alii, 1986,1987; BERCHE et alii, 1987,
COSSART et alii, 1989; BIELECKI et alii, 1990; CONLAN & NORTH,
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1992), o que o diferencia da maioria dos microrganismos causadores
de toxinfecg¢ao alimentar.

Os fagocitos monucleares tém um papel importante na
destruicdo de Listeria no organismo. Macréfagos derivados dos
mondcitos do sangue circulante migram para o local da leséo,
tornando-se estruturados na forma de granulomas visando controlar o
ntmero de bactérias (MIELKE et alii, 1988).

Varias investigagdes evidenciam que a formagdo do
granuloma representa conditio sine qua non para a efetiva protegdo do
organismo contra Listeria (HAHN & NAHER, 1985; NAHER et alii,
1985a; NAHER et alii, 1985b).

Os responsaveis pela ativagdo de macrofagos e formagéao
desse granuloma s8o os linfocitos-T que liberam linfocinas, agora
denominadas, s-interferon (5-INF) (MIELKE et alii, 1988).

Conseqiientemente, a disfungdo em macréfagos € no
sistema linfocitos-T, poderiam ser fatores predisponentes de listeriose
no homem.

Estudos experimentais (OSEBOLD & INOUYE, 1954, a, b)
e recentes surtos humanos causados por alimentos contaminados
(SCHLECH et alii, 1983; FLEMING et alii, 1985) sugerem o trato
gastrointestinal como sendo a principal rota de entrada da bactéria
(GAILLARD et alii, 1987; COSSART et alii, 1989). A bactéria invadiria
as células epiteliais do intestino, onde ja comecaria a se multiplicar
antes de ser internalizada pelos macréfagos (RACZ et alii, 1970; RACZ
et alii, 1972). Segundo DONALD & CARTER (1980), L. monocytogenes
atravessaria a barreira intestinal através das células "Peyer's patches”
e comecaria a multiplicagdo ap6s ter sido fagocitada pelos
macréfagos.

Em recente trabalho, usando células epiteliais do intestino
Caco-2, GAILLARD et alii (1987) demonstraram que apdés a
internalizacdo pela célula hospedeira, a bactéria é imediatamente
incorporada dentro do fagolisossomo para em seguida escapar para o
citoplasma e se multiplicar.

Dentro do citoplasma, filamentos actinicos (F-actina) se
rearranjam formando uma longa cauda no fim da bactéria (TILNEY &
PORTNOY, 1989; MOUNIER et alii, 1990), que a impulsiona através
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do citoplasma para formar projegdes na superficie da célula,
penetrando desta maneira em células adjacentes néo infectadas
(TILNEY & PORTNOY, 1989; MOUNIER et alii, 1990).

Apoés se disseminar de célula a célula no tecido
hospedeiro, formando abcessos e focos de infecgdo no figado e bago,
L. monocytogenes cria passagem através do epitélio capilar ganhando
acesso a 6rgédos alvos como placenta e sistema nervoso central,
incluindo o cérebro, (MENGAUD et alii, 1991) causando assim aborto e
sintomas caracteristicos de meningoencefalites .

3.5.2. FATORES DE VIRULENCIA

Embora ndo se conhegcam exatamente todos os fatores de
viruléncia que contribuem para a patogenicidade de L. monocytogenes,
varios estudos tem indicado que a viruléncia deste organismo é
multifatorial.

A viruléncia pode estar relacionada com temperatura de
cultivo da bactéria. Cepas crescidas a temperaturas reduzidas (4°C)
tem sido descritas como sendo mais virulentas (GIRARD et alii, 1963;
DURST, 1975; WOOD & WOODBINE, 1979; CZUPRYNSKI et alii,
1989). Este fendmeno pode aumentar a viruléncia do organismo em
produtos refrigerados.

Dentre os varios fatores incriminados como responsaveis
pela viruléncia de L. monocytogenes, a hemolisina tem sido
considerado o mais importante (ROCOURT & SEELIGER, 1987,
COSSART & MENGAUD, 1989). Cepas da bactéria mutantes nao
hemoliticas se mostraram completamente avirulentas (GAILLARD et
alii, 1986: KATHARIOU et alii, 1987; PORTNOY et alii, 1988;
COSSART et alii, 1989).

O papel mais provavel desta hemolisina €& lisar os
fagolisossomos contendo as bactérias liberando-as no citoplasma,
pois, cepas mutantes desenvolvidas de L. monocytogenes, hemolisinas
negativas, sdo usualmente encontradas dentro do hospedeiro, sendo
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incapazes de crescer intracelularmente (GAILLARD et alii, 1987,
KUHN et alii, 1988; PORTNOY et alii, 1988, CAMILLI & PORTNOY,
1988). Os resultados que mais suportam esta hipétese foram obtidos
pela introdugdo do gene hiyA em Bacillus subtillis, os quais passaram a
produzir hemolisina e foram capazes de crescer intracelularmente
(BIELECKI et alii, 1990).

Desde a demonstracdo da existéncia de uma hemolisina
extracelular de L. monocytogenes por HARVEY & FABER (1941),
varios autores tem tentado isola-la e caracteriza-la (NJOKU-OBI et alii,
1963: JENKINS et alii, 1964; SIDDIQUE et alii, 1974; SMITH &
DUNCAN, 1978; GOEBEL et alii, 1988, COSSART, 1988).

Mais recentemente GEOFFROY et alii (1987), purificaram
esta hemolisina, designada listeriolisina O. E uma proteina extracelular
de massa molecular 58 kDa, pertencente ao grupo citolisina sulfidril-
ativado; portanto a atividade litica & inibida por pequenas quantidades
de colesterol e agentes oxidantes. E ativada por agentes redutores e
anéloga antigenicamente a estreptolisina O.

Varios relatos indicam que L. monocytogenes produz uma
ou mais hemolisinas distintas de listeriolisina O. PARRISIUS et alii
(1986) identificaram uma toxina que apresenta reagdo cruzada com
estreptolisina O e propuseram a denominacao de o-listeriolisina, € uma
outra proteina de 23 kDa que né&o & SH - ativada e ndo apresenta
reagdo cruzada com estreptolisina O (B- listeriolisina) provavelmente
responsavel pela reacdo CAMP tipica de L. monocytogenes.

De acordo com alguns autores, a transcricdo de hiyA,
gene ativador da hemolisina, € controlado pelo gene prfA de L.
monocytogenes (LEIMEISTER - WACHTER et alii, 1990; MENGAUD
et alii, 1991; FREITAG et alii, 1992; PORTNOY et alii, 1992). Cepas
mutantes, com o gene prfA inativado, blogueiam a acdo nédo somente
de hly mas também de genes que codificam as atividades de duas
fosfolipases que podem potencializar a habilidade de listeriolisina
romper as membranas da célula do hospedeiro (CAMILLI et alii, 1991;
GEOFFROY et alii, 1991; LEIMEISTER - WACHTER et alii, 1991;
MENGAUD et alii, 1991).

Embora a hemolisina seja requerida para a sobrevivéncia
intracelular de L. monocytogenes a entrada inicial do organismo dentro
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da célula hospedeira parece ndo depender de listeriolisina O
(KATHARIOU et alii, 1987; KUHN et alii, 1988).

KUHN & GOEBEL (1989) identificaram uma proteina
extracelular de massa molecular de 60 kDa (p 60) que provavelmente
estaria envolvida nesta entrada inicial.

Mais recentemente, GAILLARD et alii (1991) identificaram
um gene inlA, que codifica a internalina, uma proteina de 80 kDa
responsavel pela entrada da bactéria em células epiteliais.

Outra proteina possivelmente envolvida na viruléncia de L.
monocytogenes é o fosfatidilinositol - especifico Fosfolipase C, cujo
papel no crescimento bacteriano ou patogenicidade ainda nao esta
definido (CAMILLI et alii, 1991; NOTERMANS et alii, 1991).

Além desses fatores, componentes da parede celular
incluindo peptidoglicam, &cido teicéico € lipoteicoico (FIEDLER, 1988)
também parecem influenciar a viruléncia da bactéria. Em estudos
realizados, peptidoglicam, foi diretamente responsavel pela resisténcia
de L. monocytogenes a lisosima, a qual contribui para a sua
sobrevivéncia dentro de macréfagos (GALSWORTHY, 1987).

Tem sido reconhecido também que cepas rugosas de L.
monocytogenes s&o bem menos virulentas do que cepas lisas; a
composicao protéica da parede celular de cepas rugosas parece ser
diferente das cepas lisas (HOF, 1984).

Existem muitos outros fatores que possivelmente estédo
envolvidos na viruléncia da bactéria, como a presenca de ferro. A
sintese de listeriolisina O aumenta "in vitro" com 0 declinio da
concentragdo de Fe no meio de crescimento. Talvez "in vivo" este
fendmeno resulte no aumento de lise de eritrocitos como uma fonte de
ferro (COWART, 1987; GEOFFROY et alii, 1987).

A viruléncia de L. monocytogenes também pode estar
relacionada com a produgéo de varias espécies de oxigénios toxicos.
GODFREY & WILDER (1985) demonstraram que cepas virulentas
produzindo maiores quantidades de perdxido de hidrogénio e anion
superéxide sobreviveram mais tempo em macréfagos de camundongo
do que cepas avirulentas que produziram menor quantidade desses
oxigénios. Esses relatos, segundo GALSWORTHY (1987), sugerem
que as cepas virulentas podem produzir quantidades suficientes de
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catalase e superoxide dismutase para atuar em fatores bactericidas
similares dentro de fagocitos.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. MATERIAL

4.1.1. CEPAS DE Listeria monocytogenes

Foram utilizadas sete cepas de L. monocytogenes, sendo
trés isoladas de alimentos, a padrdo patogénica Scott A, obtidas da
Faculdade de Engenharia de Alimentos, FEA Unicamp, e trés isoladas
de casos clinicos humanos obtidas da Fundagdo Oswaldo Cruz, Rio de
Janeiro, RJ. Foi também utilizada uma cepa de L. innocua, obtida da
FEA Unicamp, como padrdo ndo patogénica. Essas cepas estao
relacionadas na Quadro 2.

QUADRO 2 - Cepas de Listeria utilizadas no estudo

Cepas Identificaga@o
L. monocytogenes - Scott A Padrao patogénica
L. monocytogenes - HSE isolada de liquido céfalo-raquidiano
(LCR)
L. monocytogenes - Ar/80 isolada de hemocultura
L. monocytogenes - 600.309-G isolada de LCR
L. monocytogenes - 78 isolada da linguiga
L. monocytogenes - 60 isolada de salsicha
L. monocytogenes - 132 isolada de salsicha
L. innocua padrédo néo patogénica
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4.1.2. CELULAS VERO

Originalmente obtidas do Centro Panamericano de Febre
Aftosa, foram mantidas pelo Setor de Cultura de Células do
Laboratério de Referéncia Animal do Ministério da Agricuitura e
Reforma Agraria - LARA Campinas, Estado de S&o Paulo.

4.1.3. MACROFAGOS PERITONEAIS

Foram coletados da cavidade abdominal de camundongos
de 8 a 12 semanas de idade, fémeas, brancas suissas, pertencentes a
linhagem P, originarias do "Institute for Animal Healith", Pirbright
Laboratories, Inglaterra, criadas e mantidas no Lara Campinas, Estado
de Sao Paulo.

4.1.4. OVOS EMBRIONADOS

Foram utilizados ovos embrionados de galinha com 11
dias de incubacgdo, todos de casca branca, obtidos de incubatério de
granja comercial.
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41.5. MEIOS DE CULTURA

- Agar soja tripticase, da Difco,adicionado de 0,6% de extrato de
levedura, da Merk (TSA-YE).

- Agar triptose, da Difco, adicionado de acido nalidixico, da
Sigma (ATN).

- Agar colimbia, da Merk, adicionado de 5% de sangue
desfibrinado de cavalo.

- Agar columbia, da Merk, adicionado de 5% de sangue
desfibrinado de cobaia.

- Agar triplice agtcar ferro (TSI), da Difco.

- Caldo soja tripiticase, da Difco, adicionado de 0,6% de extrato
de levedura, da Merk (TSB-YE).

- Meio Minimo Essencial, da Difco, adicionado de 10% de soro
fetal bovino, da Culitilab.

- Caldo nitrato, da Difco.

- Caldo VM-VP formulado no laboratério.

- Caldo vermelho de fenol-base adicionado de xilose a 5%.

- Caldo vermelho de fenol-base adicionado de manitol a 10%.

- Caldo vermelho de fenol-base adicionado de ramnose a 5%.

4.1.6. REAGENTES E SOLUCOES

- Solugdo a 2% de &cido nalidixico, Sigma.
- Solugéo alcodlica a 5% de alfa-naftol, Vetec.

- Solugdo a 0,5% de alfanaftiiamina, Merk.

30



- Solugdo a 0,8% de &cido suifanilico, Merk.
- Solugéo de sulfato de gentamicina a 50 pg.

- Solugdo tampéo de salina fosfato (PBS) adicionado de 8% de
soro fetal bovino.

- Triton X-100 a 1%, Quimibras.

- Metanol p.a.., Merk.

- Solugéo de Giemsa, Merk.

- Solucdo May-Grunwald, Merk.

- Solucéo de cristal violeta fenicada, Merk.
- Solugdo a 40% de hidroxido de sodio.

- Solugéo a 0,4% de azul Tripan, Gibco.

4.1.7. EQUIPAMENTOS

- Incubadora de ovos, da Mibo.

- Estufa incubadora, da Quimis, modelo 316.

- Conta-colénias, da Biomatic.

- Centrifuga refrigerada, da International, modelo PR-6.
- Fluxo laminar, da Veco, modelo VLFS-12.

- lluminador "Schott", modelo KL 1500.

- Espelho concavo "Nikon" SMZ-2.

- Microscopio binocular, da "Leitz Wetzlar".
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4.2. METODOS

4.2.1. CARACTERIZAGAO DAS CEPAS DE L. monocytogenes

Trabalhamos com dois tipos de cepas: as isoladas a partir
de casos clinicos humanos e pertencentes ao sorotipo 4 b, e as
isoladas a partir de alimentos, pertencentes ao sorotipo 1/2 b (cepa 78)
e ao sorotipo 1/2 a (cepas 60 e 132).

Todas as cepas recebidas foram submetidas a testes
preliminares de pureza e caracterizac&o antes de serem utilizadas nos
experimentos. Foram semeadas em estrias em placas contendo agar
triptose com acido nalidixico (ATN) e apés incubacgéo a 300C, foram
examinadas sob luz transmitida.

A partir de coldnias isoladas obtidas através de técnicas
de transluminacdo, segundo McCLAIN & LEE (1988), e repicadas em
caldo soja tripticase adicionado de 0,6% de extrato de levedura (TSB-
YE), realizaram-se as provas de morfologia e coloragdo de Gram e
motilidade para visualizagdo de movimento caracteristico do
microorganismo. Para a realizagdo deste teste colocou-se uma gota de
cultivo em lamina prépria para teste de gota pendente, foi sobreposta
uma lamina e observou-se em microscépio de contraste de fase.

A prova de catalase foi realizada a partir da semeadura
das cepas em agar soja tripticase acrescentado de 0,6% de extrato de
levedura (TSA-YE) . Retirou-se com uma alga de platina uma pequena
quantidade de cultivo que foi depositada numa lamina onde foram
adicionadas gotas de peréxido de hidrogénio a 3 volumes para se
verificar a formagéo ou nédo de borbulhas.

Semeaduras em estrias foram feitas em placas de agar
sangue de cavalo e cobaia para se verificar apds incubacdo a 35°C
durante 36 horas, a presenca ou naa de B-hemélise. O agar sangue foi
preparado com uma camada de agar base Columbia.
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Provas bioquimicas complementares também foram
realizadas. A partir dos cultivos em TSA-YE inocularam-se em caldos
de fermentacéo de carboidratos.

A producdo de acidos a partir de glicose, lactose e
sacarose foram verificadas, semeando-se as amostras em agar triplice
agutcar ferro (TSI).

Semearam-se também os cultivos de TSA-YE em tubos
contendo caldo VM-VP. Apéds incubagdo a 350C por 5 dias
transferiram-se 5 ml e 1 ml para dois tubos estéreis. No primeiro foi
colocado duas a trés gotas de vermelho de metila solugéo alcodlica.
No outro tubo foi adicionado 0,6 mi de solugéo alcodlica de alfa- naftol
5% e 0.2 ml de solugdo aquosa de hidroxido de potassio 40%. Foi
deixado em repouso por uma a duas horas para se verificar o
aparecimento ou ndo de cor vermelha.

Semearam-se ainda os cultivos em tubos contendo caldo
nitrato. Ap6s incubagdo a 350C, acrescentaram-se 2 a 3 gotas de
acido sulfanilico e 2 a 3 gotas de alfanaftilamina para se verificar o
aparecimento ou néo de cor rosa indicando redugdo de nitrato a nitrito.

Todas as cepas apresentaram-se na forma de colonias
verde azuladas quando semeadas em meio ATN e examinadas por luz
transmitida obliquamente.

No exame de morfologia apos coloragdo pelo metodo de
Gram, apareceram como bastonetes curtos Gram positivos. A
motilidade tipica em cambalhota foi visualizada no teste de gota
pendente. Foram todas catalase positiva e fermentaram a ramnose,
mas ndo o manitol e a xilose. Produziram &cidos a partir da glicose,
sacarose e a lactose presentes no TSI (triplice agucar feno), sem
producgdo de HyS.

As provas de VM/VP foram positivas e n&o houve reducéo
de nitrato a nitrito em nenhuma das cepas. Todas produziram -
hemélise em agar sangue de cavalo e cobaia, exceto L. innocua que
se diferenciava das demais cepas por ndo apresentar henolisina.

A manutengdo das cepas foi feita em agar soja tripticase
adicionado de 0,6% de extrato de levedura a 4°C. Cepas crescidas em
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caldo soja tripticase com 0,6% de extrato de levedura (TSB-YE) e 10%
de glicerol, foram estocadas em ampolas em aliquotas de 1 ml e
congeladas a -70°C.

4.2.2. INVASAOE MULTIPLICAGAO DE L. monocytogenes EM
CELULAS VERO

O teste de invasdo e multiplicacdo de bactérias em células
cultivadas "in vitro", é descrito nos trabalhos de PEDERSEN et alii,
1979: KAPPERUD, 1980; SCALETSKY et alii, 1984; SMALL et alii,
1987; GAILLARD et alii, 1987.

Embora existam algumas variagdes nos tempos de
infeccdo e multiplicagdo, todos os autores segueém um protocolo basico
que consiste em adicionar uma suspensdo bacteriana a uma
suspensdo de células crescidas sobre laminulas em tubos Leighton,
que corresponde ao periodo de infecgdo. Apos esta etapa, segue-se
um periodo de multiplicagéo intracelular das células bacterianas que
podem ser visualizadas através da fixacdo, coloragdo e montagem das
laminulas em laminas.

4.2.2.1. PREPARO DAS SUSPENSOES BACTERIANAS

As ampolas contendo cultivo de L. monocytogenes foram
descongeladas e as bactérias foram cultivadas em caldo soja tripticase
adicionado de 0,6% de extrato de levedura (TSB-YE). A temperatura
de 37°C foram incubadas por 24 horas, a 220C por 5 dias e a 4°C
foram incubadas por 10 dias.
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Apos o crescimento, as bactérias foram centrifugadas a
2.500 rpm por 15 minutos. Os precipitados foram lavados 3 vezes com
tampao de salina fosfato (PBS) pH 7,1 e foram suspensos em agua
peptonada a 0,1% de modo a conter 6,0x107 unidades formadores de
coldnias (UFC) por mi pela escala Mac Farland.

A concentragdo de bactérias foi acompanhada pela
contagem em placas, utilizando-se o agar triptose adicionado de acido
nalidixico (ATN) e incubag&o a 30°C por 24 horas.

4.2.2.2. CULTIVO DE CELULAS VERO EM LAMINULAS E EM
TUBOS DE ENSAIO

As células Vero eram mantidas em meio minimo essencial
(MEM) adicionado de 10% de soro fetal bovino e 10% de glicerina.
Estavam ampoladas e congeladas em nitrogénio liquido.

No momento de uso as células foram descongeladas em
banho-maria (37-40°C) e no fluxo laminar apés desinfecgdo da ampola
com &lcool 70% as células foram retiradas com auxilio de pipeta
volumétrica e foram transferidas para garrafas de ROUX. Foi
adicionado o meio minimo essencial de crescimento, suplementado
com 10% de soro fetal bovino (MEM-SFB10%), estreptomicina e
penicilina.

As garrafas foram incubadas a 36,5°C aguardando a
confluéncia das células, quando entdo comegaram a ser repicadas em
outras garrafas de cultura.

As células Vero crescidas em garrafas de ROUX foram
tripsinizadas e ap6s contagem feita em camara de Neubauer foram
diluidas e distribuidas em tubos de ensaio e em tubos Leighton com
laminulas encaixadas nas depressdes achatadas.
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Os tubos de ensaio e os tubos Leighton receberam 1 ml
da suspensdo contendo 3,0x105 células por mi, sendo que as
monocamadas de células Vero se desenvolveram sobre as laminulas e
nas paredes internas dos tubos de ensaio.

Os cultivos celulares dos tubos foram mantidos a 37°C por
24 horas com MEM-SFB10% e antibidticos (estreptomicina €
penicilina).

No momento do uso foi desprezado o meio de cultura dos
tubos e os cultivos celulares foram lavados 3 vezes com tampao de
salina fosfato acrescentado de 8% de soro fetal bovino (PBS-SFB
8%), estando dessa forma preparados para receberem as suspensdes
de bactérias.

4.2.2.3. INFECGCAO DOS CULTIVOS CELULARES

As laminulas dos tubos Leighton e os tubos de ensaio
contendo no momento do teste 6,0x10° células por mi, receberam 0,9
ml de MEM-SFB10% sem antibidticos e 0,1 ml das suspensdes
bacterianas com 6,0x107 UFC/mi.

Na oitava hora de infecgdo, tempo em que ocorreu a
internalizacdo de L.monocytogenes, 0s cultivos das laminulas e dos
tubos de ensaio foram lavados 6 vezes com PBS-SFB 8% para
remogao das bactérias extracelulares. Para garantir a eliminagao total
dessas bactérias extracelulares, os cultivos celulares foram incubados
durante 40 minutos com MEM-SFB 10% adicionado de sulfato de
gentamicina na concentragéo final de 50 pg/ml (KUHN & GOEBEL,
1989).

Em seguida desprezou-se o meio de cultura adicionado de
gentamicina e as células foram lavadas 2 vezes com PBS-SFB 8%
(KUHN & GOEBEL, 1989).
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Os tubos foram reincubados a 37°C com MEM-SFB 10%,
sendo retirados da estufa nos periodos de 8, 12, 15 e 18 horas para a
realizacdo da contagem das bactérias e da microscopia dos cultivos
celulares.

4.2.2.4. LEITURA MICROSCOPICA DOS CULTIVOS CELULARES

As células cultivadas em laminulas foram lavadas 3 vezes
com PSB-SFB 8% e em seguida adicionou-se 1 ml de metanol p.a.
durante 30 minutos para fixa-las.

Apbs esse tempo desprezou-se 0 metanol e corou-se com
eosina azul de metileno a 0,2% segundo May-Grunwald, diluido 1:2 em
agua destilada.

Desprezou-se o corante de May-Grunnwald e corou-se
durante 15 minutos com Giemsa diluido 1:3 em agua destilada.

As laminulas coradas foram entdo lavadas em agua
corrente e removidas dos tubos Leighton. Apds secagem a 300C foram
montadas em laminas de vidro, 76x25 mm, com uso de balsamo do
Canada.

A leitura das laminulas foi feita ao microscopio com o
aumento de 400 e 1.000 vezes e considerou-se o teste positivo de
invasibilidade, a presenga de bactérias dentro do citoplasma e no
mesmo nivel do nicleo quando observados com O auxilio do
micrometro.

4.2.2.5. ENUMERAGAO BACTERIANA DOS CULTIVOS
CELULARES
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Nos periodos de 8, 12, 15 e 18 horas os cultivos celulares
dos tubos de ensaio foram lavados 3 vezes com PSB-SFB 8% e em
seguida foram lisados pela adigdo de 1 ml de Triton X-100 a 1%
durante 3 minutos (KUHN & GOEBEL, 1989).

Foram feitas diluicbes decimais (em duplicata) de 10-1 a
10-3 em agua peptonada 0,1% e 1 ml de cada dilui¢do foi transferido
para placas de Petri. Adicionou-se 15 ml de agua triptose com acido
nalidixico a 2%, previamente fundido e mantido a 45°C.

Apés incubagdo das placas a 30°C por 24 horas,
procedeu-se a contagem das coldnias com auxilio de conta-coldnias.

A contagem foi feita segundo o método oficial do
Ministério da Agricultura e Reforma Agréria (1981), e os valores foram
expressos em UFC/ml.

Quando nas diversas diluicdes o numero de coldnias se
encontrava entre os limites 30 e 300 foi muitiplicado o resultado
encontrado em cada placa pelas respectivas diluicoes e calculado a
média aritmética.

Quando as placas de todas as diluicbes apresentavam

mais de 300 colénias foram contadas as col6nias de quatro quadrados
representativos e foi calculado a média e multiplicado pelo fator 65.

No caso de todas as diluigées terem apresentado menos
de 30 colénias, o resultado foi expresso pelo nimero de coldnias da
placa de menor diluigdo e quando uma ou mais placas apresentavam
acima de 300 colbnias, foi registrado o nimero mais proximo de 300.

4.2.3. INVASAO E MULTIPLICAGAO DE L. monocytogenes EM
MACROFAGOS

4.2.3.1. PREPARO DAS SUSPENSOES BACTERIANAS
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As suspensdes bacterianas foram preparadas conforme
técnica descrita em células Vero, porém foram padronizadas em
1,2x108 UFC/ml.

4.2.3.2. CULTIVO DE MACROFAGOS EM LAMINULAS E EM
TUBOS DE ENSAIO

Na coleta e processamento das células macréfagos
utilizamos a técnica conforme descreve (WALKER et alii, 1991).

Inicialmente os camundongos foram anestesiados com
éter e sacrificados por deslocamento cervical. Tiveram a superficie
abdominal desinfetada com &lcool 70% e com o uso de pinca e bisturi
estéreis fez-se o descolamento do peritoneo.

Foram inoculados com o uso de seringa descartavel, 5 ml
de MEM-SFB 10% na cavidade abdominal e ap6s massagem
peritoneal suave, coletou-se o lavado peritoneal em Erlenmeyer que
foi mantido em banho de gelo.

_ A suspensdo das células foi centrifugada a 4°C por 3
minutos a 1.000 rpm e o precipitado foi ressuspenso eém 5 ml de MEM-
SFB 10%.

Ap6s homogeinizagéo retirou-se 0,5 ml da suspenséo
celular que foi colocada em tubo de ensaio com 0,5 ml de azul tripan a
0,4%, fazendo-se em seguida a contagem em camara de Neubauer.

O critério utilizado na contagem de macréfagos foi o
mesmo tradicionalmente utilizado para a contagem de glébulos
brancos e outras células descritas na literatura (RI1ZZO et alii, 1983).

Contaram-se as células isoladas e ndo coradas em azul
nos quatro quadrilateros grandes e extenos de um lado da camara.

O numero de células existentes em cada mi da suspensao
de células inicial foi calculado através da seguinte férmula:

39



n°. de células

no. de células vivas i fator de fator de conversao
= n e X ‘
por mi n©.de macrof. diluicao da camara
contados

-fator de conversao da camara = 10.000

Em seguida foi calculado o volume de células e de meio
de cultura necesséarios para o preparo da suspens@o celular a ser
inoculado nos tubos Leighton e nos tubos de ensaio, utilizando-se a
seguinte formula:

Vol. da suspensdo _ Vol. desejado X concentracdo de células
do Erlenmeyer células/ml

Volume desejado = NO. de tubos x 1,2 mi.
Concentracdo de células desejadas = 1,2 X 106 cél./mi.

Volume do meio de cultura = Vol. desejado - Vol. da suspensdo do
Erlenmeyer.

Apds ter-se completado a suspensa@o celular com o meio
de cultura, homogeinizou-se bem e distribuiu-se 1 ml dessa suspenséo
nos tubos de ensaio e nas laminulas dos tubos Leighton.

Foi feita pré-incubagéo por uma hora a 37°C e apls esse
periodo as células foram lavadas 3 vezes com PBS-SFB 8% para a
remocgao das células n&o aderentes. '

Colocou-se novamente MEM-SFB 10% com
estreptomicina e penicilina e incubou-se a 37°C até o momento de uso.
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4.2.3.3. INFECGAO DOS CULTIVOS CELULARES

O procedimento da infeccdo de L. monocytogenes em
macrofagos foi 0 mesmo utilizado na infeccdo de células Vero, porém,
neste experimento os cultivos celulares contendo 1,2x108 células por
ml foram infectados com 0,1 ml da suspens&o bacteriana contendo
1,2x108 UFC/m.

Na primeira hora de infecgdo ja havia internalizacéo da
bactéria nos macréfagos e neste momento as células foram tratadas
com sulfato de gentamicina na concentragéo de 50 ug para eliminagéo
das bactérias extracelulares.

A multiplicagdo intracelular de L. monocytogenes foi
investigada com 2, 4, 7 e 13 horas apds a infec¢éo, quando entéo fez-
se a contagem das bactérias em placas e a leitura das laminulas.

Todos os ensaios foram realizados em fluxo laminar € com
bico de Bunsen ligado. Antes do uso era feita a limpeza e desinfeccéo
de toda a superficie interna usando-se gase embebida em alcool 70%.
Em seguida ligava-se a luz ultravioleta e depois de 15 minutos ligava-
se o ar do fluxo. A luz ultravioleta era desligada apds 5 minutos.

Feita a limpeza e desinfecgdo, avaliava-se a eficiéncia do
fluxo laminar, colocando-se placas de agar sangue no fundo e frente do
lado esquerdo, fundo e frente do lado direito e regido central. As placas
permaneciam abertas durante dez minutos € em seguida eram
incubadas a 37°C por 48 horas.

4.2.3.4. LEITURA MICROSCOPICA DOS CULTIVOS CELULARES

As células cultivadas em laminulas foram lavadas 3 vezes
com PBS-SFB 8% e em seguida adicionou-se 1 ml de metanol p.a.
durante 30 minutos para fixa-las.
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Apés ter-se desprezado o metanol corou-se com eosina
azul de metileno a 0,2% segundo May-Grunwald e com Giemsa
conforme técnica ja descrita em células Vero.

As laminulas coradas foram lavadas, removidas dos tubos
Leighton e apés secagem foram montadas em laminas para se
verificar a internalizagdo nos macroéfagos.

4.2.3.5. ENUMERAGAO BACTERIANA DOS CULTIVOS
CELULARES

Nos periodos de 1, 2, 4, 7 e 13 horas os cultivos celulares
dos tubos de ensaio foram lavados 3 vezes com PBS-SFB 8% e em
seguida foram lisados pela adi¢cdo de 1 ml de Triton X-100 diluido a 1%
durante 3 minutos.

Apds diluicdes decimais (em duplicata) de 10-1 a 10-3 em
agua peptonada 0,1%, 1 ml de cada diluigéo foi transferido para placas
de Petri. Adicionou-se 15 ml de agar triptose com acido nalidixico a
2%, previamente fundido e mantido a 45°C.

Apds incubagdo das placas a 30°C por 24 horas,
procedeu-se a contagem das colbnias conforme técnica descrita em
células Vero.

4.2.4. DOSE LETAL (DL5o) PARA EMBRIOES DE GALINHA DE
CEPAS DE L. monocytogenes CULTIVADAS EM
DIFERENTES TEMPERATURAS

4.2.4.1. PREPARO DAS SUSPENSOES BACTERIANAS

O procedimento no preparo das suspensdes das bactérias
crescidas a 37, 22 e a 4°C foi o mesmo adotado no preparo das
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suspensdes utilizadas no teste de invasdo da bactéria em cultivos
celulares, variando somente a concentragdo de bactérias que foi de
10x1010 UFC/ml.

Foram feitas diluicdes decimais de 10-1 a 10712 em agua
peptonada 0,1% a serem inoculadas em ovos embrionados de galinha.

4.2.4.2. INFECCAO DOS OVOS EMBRIONADOS

Feita a determinagdo da viabilidade embrionaria por
ovoscopia, marcamos na casca com o uso de lapis, o ponto na camara
de ar, onde deveria ser feito o orificio de inoculagdo de L.
monocytogenes, evitando sempre a proximidade com grandes vasos.

Em fluxo laminar os ovos foram desinfetados com alcool
iodado, e apés a perfuragdo da casca com agulha esteéril, foram
inoculados com 0,1 mi das diluigdes (10-1 a 10-12) das suspensées
bacterianas. Foram inoculados 6 ovos por diluigao e ovos embrionados
nao inoculados foram mantidos como controle negativo.

Os orificios de inoculagdo foram vedados com parafina
liguida e os ovos posteriormente foram incubados a 37°C em
chocadeiras de madeira com capacidade para 120 ovos. Foram feitas
3 viragens manuais dos OvOS diariamente. A temperatura das
incubadoras foi regulada com termdmetro de mercirio, € a umidade
interna foi mantida com a colocagdo de bandejas com agua.

4.2.4.3. LEITURA DOS RESULTADOS

A leitura da viabilidade embrionaria foi feita diariamente
pelo periodo de 7 dias consecutivos. A DLsgg foi calculada segundo ©
método de REED & MUENCH (1938), sendo que a mortalidade
embrionaria das primeiras 24 horas néo foi utilizada para efeito de
calculo.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. INVASAO DE Listeria monocytogenes EM CELULAS
VERO

Constatamos neste ensaio que houve uma demora muito
grande para que ocorresse a invas&o de L. monocytogenes em células
Vero. Como s6 apds oito horas de inoculagéo é que observassemos
internalizag@o significativa de todas as cepas, fixamos esse periodo
como sendo o primeiro a ser representado, conforme Tabela 1.

Embora a invasdo de L. monocytogenes tenha sido
estudada em linhagens de células como fibroblastos e células epiteliais
(HAVELL, 1986; GAILLARD et alii, 1986: GAILLARD et alii, 1987;
PORTNOY et alii, 1988) ndo encontramos na literatura especializada
ensaio com células Vero que pudéssemos confrontar com nosSsSOS
resultados.
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TABELA 1- Numero de células bacterianas no interior de células Vero ap6s
oito horas de contato com cepas de L. monocytogenes cuitivadas
em diferentes temperaturas.

Temperatura [°C] de cuitivo

Cepa 4 22 37
Scott A 251 550 700
Ar/ 80 180 385 121
600309-G 53 84 100
HSE 150 325 700
132 12 85 750
78 210 310 252
60 50 250 80
L. innocua 10 21 0.

Valores expressos em unidades formadoras de col0nias

GRAFICO 1- Numero de células bacterianas no interior de células Vero apos oito
horas de contato com cepas de L. monocytogenes em diferentes
temperaturas.
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Observando a Tabela 1 e o Gréafico 1 verificamos que as
cepas invadiram as células de forma bastante irregular.

A 4°C, por exemplo, tivemos cepas altamente invasivas
como a Scott A e a 78 e cepas com baixa invasibilidade como a 132
seguida da 60 e 600309-G.

A 220C temos como cepas mais invasivas a cepa Scott A,
AR/80, HSE, 78 e 60. As Unicas que tiveram pouca invasibilidade a
essa temperatura foram as cepas 600309-G e a 132, alias tiveram
praticamente o0 mesmo grau de invaséo.

A 37°C encontramos cepas 132 como sendo a mais
invasiva. As cepas Scott A e a HSE tiveram a mesma invasibilidade,
que foi bastante préxima da 132.

A cepa 60 teve a menor invasibilidade; j& as cepas Ar/80 e
600309-G embora fossem ligeiramente mais invasivas do que a 60,
também podem ser consideradas de baixa invasibilidade quando
comparadas com as demais cepas.

5.2. MULTIPLICAGAO DE L.monocytogenes EM CELULAS
~ VERO

Apresentamos a seguir a Tabela 2 que apresenta o
ntimero de bactérias encontrado no interior de células Vero apés doze
horas de infeccdo, periodo que corresponde ao crescimento
intracelular.
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TABELA 2 - Numero de células bacterianas no interior de células Vero apos
doze horas de inocula¢do com cepas de L. monocytogenes
cultivadas em diferentes temperaturas.

Temperatura [°C] de cultivo

Cepa 4 22 37
Scott A 700 850 900
Ar /80 600 540 150
600309-G 100 100 140
HSE 300 800 900
132 10 120 820
78 600 400 310
60 100 300 100
L. innocua 10 20 0

Valores expressos em unidades formadoras de coldnias

Esta Tabela s6 nos permite afirmar que o nimero de UFC
variou de 10 a um namero méaximo de 500 UFC, pois nao reflete por Si
so as diferencas de cada cepa no processo de multiplicagao. ‘

Calculamos, portanto, o indice de multiplicagdo, para

saber quantas vezes cada cepa se multiplicou.

Obtivemos o indice de multiplicagéo, dividindo o numero
final pelo nimero inicial de UFC, e para visualizarmos melhor as
diferencas entre os grupos clinicos e alimentar calculamos a média dos
indices desses dois grupos. Esses valores estdo expressos na Tabela

3.
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TABELA 3- indice de multiplicagdo em células Vero para as diferentes cepas de
Listeria cultivadas a 4, 22 e 37°C.

Temperatura [°C] de cultivo -

Cepa 4°C 22°C 37°C

Scott A 2,78 1,54 1,28

Ar/80 333 x=249 140 x=164 123 x=1,29
600309-G 1,88 1,19 1,40

HSE 2,00 2,46 1,28

132 - 1,41 1,09

78 285 x=161 129 x= 1,30 1,23 x=1,19
60 2,00 1,20 1,25
L.innocua -- -- , 0

De modo geral, observamos que o maior indice de
multiplicagdo ocorreu a 4°C com as cepas clinicas. As demais
temperaturas ndo foram significativas na diferenciagdo de cepas
clinicas e alimentares, embora algumas cepas merecam destaque.

E o caso da cepa Ar/80 que a 4°C teve o maior indice de
multiplicacdo, superando as demais cepas, inclusive as outras
temperaturas.

As cepas HSE e 60 tiveram o mesmo indice de
multiplicagdo e partiram de invasibilidade completamente diferentes; ja
a cepa 132 ndo se reproduziu a 4°C se diferenciando das demais
cepas.

Observando a Tabela 1, que corresponde a invaséo,
notamos que a 22°C a cepa Scott A que mostrou maior invasibilidade
ndo teve o maior indice de multiplicagédo a essa temperatura, ficando o
maior indice com a HSE.

Se a 37°C encontramos indice iguais de multiplicagéo
para as cepas Scott A e HSE que tiveram a mesma invasibilidade, o
mesmo ja4 ndo ocorreu com as cepas 78 e Ar/80 que também
apresentaram os mesmos indices tendo ambas partido de
invasibilidades distintas.
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Neste ensaio verificamos, portanto, que os fatores que
controlam a invasdo, provavelmente ndo sejam os mesmos que
controlam o processo de multiplicagao.

O estudo da multiplicagdo apds doze horas tornou-se
dificil, pois ap6és esse momento as células comegaram a se€
desintegrar. O periodo de invas&o (oito horas), por ter sido muito
longo, acarretou a multiplicagdo de bactérias extracelulares, expondo
por muito tempo as células Vero & agao toxica de L. monocytogenes.

Em sintese, embora as células Vero nao tivessem
propiciado condigbes melhores para acompanhamento e comparagao
das cepas no processo multiplicagdo, pudemos constatar, entretanto,
que cepas de L. monocytogenes conseguem invadi-las e se multiplicar
no seu interior.

5.3. INVASAO DE L. monocytogenes EM MACROFAGOS

A invasibilidade em macréfagos por diferentes cepas de
Listeria foi ensaiada em vérios tempos de contato. Os resultados
obtidos na primeira hora de contato entre bactérias e células
mostraram que a temperatura de cultivo das cepas de L.
monocytogenes influenciou na invasibilidade das mesmas éem
macréfagos.
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TABELA 4 -

Numero de células bacterianas no interior de macréfagos apés
uma hora de contato com cepas de Listena cultivadas em

diferentes temperaturas.
Temperatura [*C] de cultivo

Cepa 4 22 37
Scott A 120 130 400
Ar/ 80 100 100 100
600309-G 300 230 200
HSE 100 300 300
132 320 140 690
78 100 120 240
60 190 100 200
L. innocua 69 10 70

Valores expressos em unidades formadoras de coldnias

GRAFICO 2 -

Numero de células bacterianas no interior de macréfagos apés
uma hora de contato com cepas de Listeria cultivadas em

diferentes temperaturas.
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De um modo geral, as cepas mantidas e repicadas a 37°C
mostraram tendéncia de maior invasibilidade do que quando cultivadas
a 4 e 220C (Tabela 4 e Gréfico 2).

Esses dados sugerem que a invasibilidade de macréfagos
por cepas de Listeria possa ser modulada pela temperatura de cultivo
das mesmas e pelo tempo de contato. Na verdade, ha exemplos na
literatura mostrando que genes de viruléncia de algumas espécies de
Shigella s&o reguladas pela temperatura de cultivo. Sua invasibilidade
requer cultivo anterior na temperatura de 37°C (MAURELLI et alii,
1984).

Foi demonstrado, também,que E. coli EIEC necessita ser
cultivada a 37°C para expressar o fenétipo de invaséo em células
epiteliais Hep-2 (SMALL et alii, 1987).

Por outro lado, analisando a mesma Tabela e Grafico
constatamos que houve diferenga entre cepas quanto ao grau de
invasibilidade, quando comparadas & mesma temperatura.

Desta maneira, a 4°C tivemos cepas que foram mais
invasivas (132 e 600309-G) e cepas que foram menos invasivas
(Ar/80, HSE e 78).

A 220C também encontramos diferengas na invasibilidade.
A HSE e a 600309-G invadiram em maior grau do que as outras cepas
como a Ar/80 e a 60, que alias, foram as menos invasivas. Também a
370C tivemos cepas altamente invasivas como a 132 e cepas com
grau reduzido de invasibilidade como Ar/80.

Del CORRAL et alii (1991), estudando L. monocytogenes
de origem clinica e de alimentos em células epiteliais Hep-2
observaram que a invasao dessa bactéria variou entre as cepas de 2,5
a 4,8 (log UFC).

MEYER et alii (1992), também constataram essa variagao
de invasibilidade em cepas isoladas de casos clinicos, alimentos e
meio-ambiente.

Utilizaram duas linhagens de células de célon humano
RPMI-4788 e HT-29 e observaram que a variagado de invasdo de L.
monocytogenes na célula RPMI-4788 foide 127 +21a4 + 0 UFC. Na
outra linhagem de células a invas&o variou de 488 + 21 a5+ 0 UFC.
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Podemos fazer algumas comparagbes com O nOSSO
ensaio a 37°C, ja que os outros autores n&o pesquisaram a 4 e 22°C.

Nessa temperatura, a invasibilidade das cepas, no nosso
trabalho, variou de 100 a 690 UFC. Nao tivemos cepa com invasao tao
reduzida como 5 + 0 ou 4 + 0 como no ensaio acima citado. Entretanto,
o ntimero maximo de UFC por nés encontrado a 37°C (690 UFC) se
aproxima, de certa maneira, do numero maximo por eles encontrado,
que foi de 488 + 21 UFC.

Devemos, contudo, levar em consideragéo que a linhagem
de células bem como as cepas utilizadas em nosso ensaio, foram
distintas das empregadas pelos outros autores.

Na realidade, ainda ndo se tém conhecimento de todos 0s
fatores que influenciam o processo de invasibilidade de L.
monocytogenes em ceélulas.

Estudos mais recentes, entretanto, tém mostrado que 0
processo de invaséo é controlado pelo gene infA que codifica uma
proteina de 80 KDa, a internalina (PORTNOY et alii, 1992).

Sabemos também que cepas rugosas de L.
monocytogenes mostram reduzida quantidade de proteina p60 e baixa
invasibilidade. Interessantemente, cepas rugosas mudam de forma
espontanea para cepas lisas, recuperam a quantidade de proteina p60,
aumentando a capacidade de invas&o (KUHN & GOEBEL, 1989).

Apesar de sabermos que essas proteinas atuam no
processo de invasdo, ndo podemos responsabiliza-las pelas variagoes
de invasibilidade encontradas entre as cepas. Isto se deve ao fato de
ndo termos total conhecimento de como elas atuam sob o efeito de
fatores ambientais, como a temperatura.

Prosseguindo na andlise da Tabela 4, observamos ainda
que a diferenga de invaséo entre as cepas ocorrem indistintamente,
nao sendo possivel associarmos a invasao com a origem das cepas, 0
que esta de acordo com os estudos de (Del CORRAL et alii, 1991 e
MEYER et alii, 1992) que ndo encontraram correlagéo entre a origem
das cepas e invasdo em células.
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5.4. MULTIPLICAGAO DE L.monocytogenes EM
MACROFAGOS

Apresentamos a seguir a Tabela 5 que ilustra o nimero de
bactérias encontrado no interior de macréfagos decorrido o periodo de
13 horas, periodo esse que reflete a multiplicagéo intracelular de L.
monocytogenes.

TABELA 5 - Numero de células bacterianas no interior de macréfagos apoés treze
horas de inoculagio com cepas de Listeria cultivadas em
diferentes temperaturas.

Temperatura [°C] de cuttivo

Cepa 4 22 37
Scott A 8100 5000 9000
Ar /80 7100 1800 6200
600309-G 9200 850 6000
HSE 1800 1500 2400
132 3400 2400 7200
78 1700 3500 1300
60 2000 800 980
L. innocua 0 0 31

Valores expressos em unidades formadoras de colGnias

A Tabela 5 s6 nos permite dizer que a contagem final de
UFC variou bastante, oscilando na faixa de 800 UFC (cepa 60) a 9200
UFC (cepa 600309-G).
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Estes numeros por si s6 ndo revelam o comportamento
dinamico das cepas; apenas, representam simples expressoes
numéricas das UFC na 13 hora.

Se quisermos captar o dinamismo de cada cepa, temos
que recorrer a indicadores que relacionem a quantidade final e inicial
de UFC.

Assim, dividindo a quantidade final (13 horas) pela inicial
(1 hora) teremos os indices de multiplicagdo de cada cepa,
representados na Tabela 6.

TABELA 6 - indice de multiplicagdo em macréfago para diferentes cepas de
Listeria cultivadas a 4, 22 e 37°C.

Temperatura [°C] de cultivo
Cepa 4°C 22°C 37°C
Scott A 67,5 38,4 22,5
Ar/80 710 X =467 18,0 X = 16.27 620 X =306
600309-G 30,6 3,7 30,0
HSE 18,0 5,0 8,0
132 10,6 17,14 10,4
78 170 X =127 29,16 X = 18,1 54 X=69
60 10,5 8,0 49
L.innocua 0 0 0

Utilizamos para andlise e comparagédo dos resultados,
média aritmética, pois esta permite facil visualizagdo do grupo como
um todo.

Analisando-se, portanto, os dados através das médias dos
indices, podemos observar que as taxas de multiplicagdo das cepas
clinicas sdo 3,65 e 4,43 vezes superiores as taxas médias das cepas
alimentares respectivamente a 4 e 37°C.

Dito de outra forma, a taxa de mulitiplicagdo verificada
para as cepas obtidas de casos clinicos & por volta de quatro vezes
maior do que a taxa de multiplicagéo apontada para as cepas obtidas
de alimentos, valido este resultado para as temperaturas de 4 e 37°C.
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De certa forma, alguns trabalhos de tipificagcdo molecular
tém demonstrado existir caracteristicas encontradas em cepas clinicas
a nivel de isoenzimas PIFFARETT! et alii (1989) e "ribovar” JACCUET
et alii (1992) que nao sao encontradas em cepas alimen@ares.

Embora ndo se tenha conhecimento do efeito desse
componentes no processo de multiplicagdo intracelular de L.
monocytogenes, nosso experimento e os trabalhos desses autores
convergem para o fato de existirem diferencas entre cepas clinicas e
cepas isoladas de alimentos.

Observando ainda os dois grupos de cepas na Tabela 6,
podemos destacar algumas particularidades.

A cepa 78 foi a menos invasiva no grupo das alimentares
a 4°C, e no entanto teve a maior taxa de multiplicagdo entre as cepas
do mesmo grupo; ja a 132 foi a mais invasiva de todas as cepas e teve
a menor taxa de multiplicacéo.

A Ar/80 teve baixa invasibilidade e conseguiu ter o maior
indice de multiplicacdo de todas as cepas. A HSE esteve entre as
menos invasivas e foi a que teve a menor taxa de multiplicacdo das
cepas clinicas.

Constatamos ainda a 4°C que cepas como a 60 e a 132
embora partissem de invasibilidades bem diferentes conseguiram ter o
mesmo indice de multiplicagao.

Tivemos, ainda, cepas com taxas de invasdo idénticas
como a Ar/80 e a HSE, que no entanto, tiveram comportamentos
distintos no processo de crescimento intracelular.

A 220C destacam-se as cepas Scott A e a 78 que embora
tivessem baixa invasibilidade tiveram grande desenvolvimento
intracelular.

A HSE embora tenha sido a maior invasiva de todas as
cepas ensaiadas, foi superada na fase de multiplicagdo por cepas
menos invasivas como a Scott A, Ar/80, 132 e 78.

O indice de multiplicagdo mais baixo a 22°C foi da cepa
600309-G; entretanto a invasibilidade foi alta quando comparada com
outras cepas do mesmo grupo. O mesmo ocorreu com a HSE que foi
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mais invasiva e no entanto apresentou uma das menores taxas de
multiplicagao.

Do grupo das cepas alimentares destaca-se a cepa 78 que
teve, assim como a 4°C, o maior indice de multiplicagéo. A cepa 60,
embora a sua invasibilidade n&o fosse téo diferente da cepa 78, ficou
com o menor indice de multiplicagéo, apenas 8,0.

Observando os indices a 37°C, notamos que a menos
invasiva das cepas incluindo as clinicas e as alimentares foi a Ar/80;
no entanto foi a que teve o maior indice de multiplicagao.

A HSE foi uma das cepas mais invasivas e apresentou o
menor indice de crescimento celular.

A cepa 60 do grupo das alimentares teve a menor taxa de
multiplicagdo e a taxa mais alta ficou com a cepa 132 que também foi
a mais invasiva inclusive superando as demais cepas clinicas €
alimentares.

O fato de constatarmos cepas pouco invasivas com alta
taxa de multiplicagéo e cepas altamente invasivas que se multiplicaram
com pouca intensidade nos leva a supor que os fatores que controlam
a invasdo sdo independentes dos fatos que controlam a multiplicagao.

Em nossa revisdo bibliografica ndo encontramos,
entretanto, nenhum estudo que associasse taxa de invasdo a taxa de
multiplicagéo seja em macrofagos ou quaisquer outras celulas.

Alias, os macrofagos tém sido bastante utilizados "in vitro"
para estudos qualitativos de viruléncia (Van DISSEL et alii, 1987,
PORTNOY et alii,1989; TILNEY & PORTNOY, 1989; CAMILLI et alli,
1991: HAUF et alii, 1994; KUHN & GOEBEL, 1994).

Todavia, ndo encontramos estudos quantitativos
semelhantes aos por nos efetuados, mostrando o efeito da temperatura
na invasdo e multiplicagdo de L. monocytogenes em macréfagos, para
que pudéssemos comparar os resultados por nés obtidos.

Atualmente, os trabalhos de L. monocytogenes tém se
orientado mais para os estudos genéticos, inclusive com O uso de
Bacillus subtilis (BIELECKI et alii, 1990; FREITAG et alii, 1992) e
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Listeria innocua como hospedeiros para a expressdo de gens de L.
monocylogenes.

Outra modalidade de andlise dos grupos que podemos
efetuar é a comparagao dos grupos das cepas as trés temperaturas.

De acordo com os resultados que obtivemos, verificamos
que as cepas clinicas embora tivessem se multiplicado em niveis altos
a 37°C, multiplicaram-se melhor a 4°C. As alimentares se
multiplicaram bem &s menores temperaturas ensaiadas (4 e 22°C).

Embora ndo conhegcamos todos os fatores envolvidos no
processo de multiplicagdo, sabemos que a hemolisina € o fator mais
importante, sendo responsavel pela ruptura do vactolo fagolisossomo
e conseqiiente multiplicagdo de L. monocytogenes no citoplasma da
célula (GAILLARD et alii, 1986; KATHARIOU et alii, 1987, PORTNOY
et alii, 1988).

Segundo (GIRARD et alii, 1963; KHAN, 1973), a produgéo
de hemolisina alcancga niveis mais altos a temperaturas reduzidas,
embora esse efeito pareca ser dependente da cepa.

Se for verdade, podemos especular que 0s grupos
alimentares a 4 e 22°C e o grupo clinico a 4°C teriam produzido maior
quantidade de hemolisina, ou algum outro fendmeno estaria ocorrendo,
fazendo com que as cepas se multiplicassem em maiores niveis.

Finalmente, analisaremos a cinética das cepas de L.
monocytogenes no decorrer do ensaio.

Os resultados das contagens das UFC nos intervalos de
tempo de 1 a 13 horas estéo representados nos Quadros 2, 3 e 4 e
permitem facil comparagéo entre cepas alimentares e clinicas.
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QUADRO 3 - Numero de células bacterianas, cultivadas a 40C, no interior de
macrofagos apds uma, duas, quatro, sete e treze horas de

inoculagado.
Tempo (horas)
Cepa 1 2 4 7 13
Scott A 120 200 500 2500 8100
Ar/80 100 800 450 420 7100
600309-G 300 400 800 900 9200
HSE 100 300 300 950 1800
132 320 510 800 1000 3400
78 100 100 200 600 1700
60 190 240 700 1200 2000
L.innocua 69 72 86 70 0
Valores expressos em unidades formadoras de coldnias
40C
e ] Cepas clinicas e SconA
€000 ~-
v
L 5000 <4
2
1000 ./—_:‘\/ -
‘ : Tomp.‘(horll) ! "
40C
9000 Cepas alimenares e
0 1
L so0o 4+
3
Tempo (horas)
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QUADRO 4 - Numero de células bacterianas, cultivadas a 229C, no interior de

macréfagos apés uma, duas, quatro, sete e treze horas de
inoculagdo.

Tempo (horas)
Cepa 1 2 4 7 13
Scott A 130 110 110 420 5000
Ar/80 100 200 320 700 1800
600309-G 230 400 400 610 850
HSE 300 400 520 780 1500
132 140 220 380 640 2400
78 120 150 300 790 3500
60 100 240 400 600 800
L.innocua 10 30 0 0 0
Valores expressos em unidades formadoras de colonias
22°Cc
10000 T_
U Cepas cEnicas S ca A

o 6000 -

g 5000 4

b

0 B
1 : T-mpc‘(horn) k h
22°C
T Cepas alimentares

9000

8600

8000

§000

UncC

4000

2000

1000

7000 4

8000

1 2 4 7 13
Tempe (horas)
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QUADRO 5 - Numero de células bacterianas, cultivadas a 379C, no

interior de macréfagos apds uma, duas, quatro, sete e treze
horas de inoculag&o.

Tempo (horas)

Cepa 1 2 4 7 13
Scott A 400 800 950 1100 9000
Ar/80 100 210 200 1000 6200
600309-G 200 210 300 900 6000
HSE 300 320 220 870 2400
132 690 770 810 6100 7200
78 240 680 680 980 1300
60 200 320 450 810 980
L.innocua 70 80 43 30 31
Valores expressos em unidades formadoras de colonias

37°C
T o e
. . ko . s
370C

100¢C0

6000

5000

urc

aeco 4

8000

7000 o4

4000 4+

3000 o4

2000 -

1000 L

Cepas alimentares

1 2 . 1 13

Temego (Roras)
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Assim, podemos observar que as trés temperaturas, as
cepas clinicas aceleraram a multiplicag&o no intervalo de 7 a 13 horas,
com excecgao da Scott A a 4°C que se acelerou a partir da quarta hora.
A cepa HSE apresentou cinética mais préxima das alimentares do que
das demais cepas do grupo das clinicas a qual pertence.

De modo geral, as cepas alimentares também aceleraram
a multiplicagédo no periodo de 7 a 13 horas, sendo excegéo a cepa 132
a 37°C (Quadro 4) que se acelerou a partir da quarta hora. Nessa
temperatura, ainda, verificamos que as demais cepas alimentares
mantiveram crescimento praticamente uniforme.

Observando as cepas a 22°C, constatamos que a
diferenca entre os grupos de clinicas e alimentares foi irriséria com
excecdo da Scott A que destacou-se das demais cepas (Quadro 3)
apresentando aumento de 11,9 vezes UFC no intervalo de 7 a 13
horas.

A Listeria innocua, ao contrario de outras cepas, nao
apresentou multiplicag&o intracelular em nenhuma das temperaturas
ensaiadas, o que era esperado, pois a Listeria innocua é tida como néo
hemolitica (SEELIGER & JONES, 1986). Alguns estudos tém
demonstrado que a hemolisina secretada pela Listena, listerolisina O, &
imprescindivel na multiplicagdo dessa bactéria em tecidos (GAILLARD
et alii, 1987; PORTNOY et alii, 1988).

Encontramos na literatura um trabalho semelhante ao
nosso, realizado por GAILLARD et alii (1987). Esses autores
estudaram "in vitro" o crescimento do intestino Caco-2, acompanhando
a multiplicagéo por 18 horas.

Notaram os autores do trabalho citado que a cinética da
infeccdo em Caco-2 foi muito similar para as cinco cepas ensaiadas,
havendo multiplicacdo bastante acelerada no periodo de 2 a 8 horas
(aumento de 14 vezes no numero de UFC).

Podemos comparar o ensaio de GAILLARD et alii (1987),
no periodo de 2 a 8 horas com o nosso ensaio no periodo de 2 a 7
horas a 37°C.
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Neste intervalo de tempo, as cepas do nosso experimento
se multiplicaram apenas de 1,3 a 4,7 vezes. A cepa 132, entretanto,
apresentou um aumento de 7,9 vezes no nimero de UFC. Contudo,
esse numero estd bem abaixo do valor de aumento (14 vezes)
encontrado pelos outros autores.

O periodo de aceleragdo de crescimento, que no estudo
de GAILLARD et alli (1987), ocorreu de 2 a 8 horas, no nosso ensaio,
entretanto, aconteceu de 7 a 13 horas, alids, coincidentemente o
mesmo intervalo de 6 horas. O aumento de UFC verificado em nossas
cepas foi de 2,7 a 8,1 vezes para as cepas clinicas; ja as alimentares,
com excecdo da 132, apresentaram, conforme ja dissemos,
crescimento intracelular uniforme. Mesmo nesse periodo de
aceleragdo, os valores (2,7 a 8,1 vezes) estdo bem abaixo do valor (14
vezes) encontrado por GAILLARD et alli (1987).

Na&o obstante termos trabalhado com linhagens de células
distintas, percebemos que nos dois trabalhos o periodo de crescimento
intracelular acelerado durou 6 horas.

Marcamos como limite no nosso trabalho, o
acompanhamento até a 132. hora, pois a partir desse periodo tornou-se
dificil a realizagdo da contagem das bactérias devido a desintegracéao
dos macréfagos.

No ensaio dos outros autores, essa desintegragao
comegou ocorrer a partir da 82 hora havendo, portanto, diminuigc&o
gradativa na contagem intracelular das bactérias a partir desse
momento.

5.5. DOSE LETAL 50% PARA EMBRIOES DE GALINHA

No que se refere & determinagdo da DLsp em ovos
embrionados de galinha, constatamos que de modo geral as cepas
clinicas foram mais patogénicas, apresentando DLgg menor que as
cepas alimentares, conforme podemos verificar na Tabela 7.
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TABELA 7 - Doses letais 50% (DLgq) de L. monocytogenes cultivadas a4, 22 e
370C para ovos embrionados de galinha, obtidos pela média de
seis repetigcdes de teste.

Temperatura [°C] de cultivo

Cepa 4 22 37
Scott A 1,33 4,41 4.83
Ar/80 1,92 6,17 6,87
600309-G 2,15 9,42 10,00
HSE 1,13 6,15 6,31
132 1,65 7.75 8,27
78 2,83 8,30 8,15
60 2,25 7,17 8,41
L. innocua >10 _ >10 >10

Valores expressos em unidades formadoras de coldnias

Observando atentamente os resultados acima, verificamos
que o crescimento das cepas a 4°C determinou maior patogenicidade
tanto para as cepas clinicas quanto para as alimentares.

JAEGER & MEYERS (1954), inoculando L.monocytogenes
em camundongos, cobaias e embrides de galinha, encontraram que
culturas crescidas entre 25 e 5°C foram antigénicamente mais ativas e
tiveram aumento de viruléncia quando comparadas com culturas
crescidas a 37°C, o que reforga os resultados por nés obtidos.

Resultados semelhantes foram encontrados por WOOD &
WOODBINE (1979) que trabalhando com duas cepas, NCTC 5214 e
NCTC 5105 crescidas a 4, 22 e 37°C, verificaram que a cepa NCTC
5214 foi mais virulenta quando crescida a temperaturas mais baixas, 4
e 220C, produzindo um significante aumento de 60% de mortalidade,
quando comparada com a cepa de controle.

Objetivando examinar a hemolisina produzida por L.
monocytogenes a 4 e 37°C em ovos embrionados de galinha,
BASHER et alii (1984) trabalharam com as cepas NCTC 5214 e 4379,
e demonstraram a ocorréncia de aumento na mortalidade e efeitos
mais toxicos nos tecidos dos embrides, quando as cepas foram
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cultivadas a 4°C, o que corrobora os resultados de WOOD &
WOODBINE (1979).

A mortalidade com hemolisina de cultivo a 40C,
comparada com hemolisina de cultivo a 37°C, foi duas vezes maior
para a cepa 4379 e trés vezes maior para a NCTC 5214. Relatam
ainda esses autores que a DLsq para o hemolisina purificada produzida
pela cepa 4379 a 37°C foi 446 UFC, enquanto a 4°C foi 246 UFC.

Mais recentemente, CZUPRYNSKI et alii (1989) também
relataram que o crescimento de L. monocytogenes a temperatura
reduzida (4°C) aumentou a viruléncia em camundongos inoculados
intravenosamente, embora n&do tivesse afetado camundongos
inoculados por via oral.

Na realidade ndo se conhece totalmente os mecanismos
que a bactéria desenvolve a esta temperatura que a tome mais
virulenta. Segundo (GIRARD et alii, 1963; KHAN, 1973) ela produziria
mais hemolisina quando cultivada a temperaturas mais baixas,
aumentando assim a sua viruléncia.

KATHARIOU & PINE (1990), noticiaram que a
temperaturas reduzidas L. monocytogenes produziria algumas
proteinas extracelulares, incluindo polipeptideos de massa molecular
aproximada de 72 KDa e 30 KDa, que ndo produziria a 37°C. Contudo,
ndo associou-se essas proteinas a viruléncia da mesma.

Retomando a andlise da Tabela 7, observamos queé a
DLsg das cepas crescidas a 220C foi bem préxima as das cepas
cultivadas a 37°C; ambas mostram patogenicidade bastante reduzida
quando comparadas com a DLsp @ 40C.

SCHOENBERG (1989), cita a DLsg em embrido de
galinha como sendo menor do que 6,0 x 102 células para cepas
virulentas. Mesmo entendendo que esse valor ndo possa ser
considerado absoluto, pois a DLsg, além das cepas, depende da
susceptibilidade dos embrides, concordamos que este valor esta bem
abaixo da DLsg por nos encontrada a 22 € 370C.
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De fato, se formos comparar o resultado do autor com os
resultados por nés obtidos a 22 e 37°C, verificamos que as cepas
cultivadas e mantidas a essas temperaturas tiveram realmente baixa
patogenicidade.

Isto poderia ser explicado pela provavel queda de
viruléncia devido os repiques sucessivos das cepas em meio de
cultura, até o momento de seu uso no experimento.

Analisando agora as cepas individuaimente, observamos
que das clinicas cultivadas a 4°C, a mais patogénica foi a HSE,
enquanto a cepa 600309-G foi a menos patogénica com DLsg bem
proximo das alimentares; j& do grupo das alimentares a 40C,
destacam-se a cepa 132 com DLgg proxima ao grupo das clinicas.

O fato mais relevante neste topico € a constatagdo de que
a 49C as cepas de L. monocytogenes mantiveram a sua viruléncia
durante o periodo de armazenamento em laboratério.

Isto nos permitiria supor que alimentos contaminados
mantidos sob refrigeracdo poderiam estar preservando a viruléncia
dessas cepas.
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6. CONCLUSOES

Tendo em vista as condigées experimentais do nosso
trabalho, podemos concluir que:

e Cultivos de macrofagos, células Vero e ovos embrionéarios de galinha
se prestaram como modelos para o estudo de invaséo, multiplicagéo e
viruléncia de L. monocytogenes.

e A invasdo e multiplicacdo de L. monocytogenes foi mais efetiva em -
macréfagos que em células Vero.

e A invasdo e multiplicagdo de L. monocytogenes em cultivo de
macréfagos foi dependente do tempo apds inoculagao e temperatura
de cultivo das cepas.

e As cepas clinicas apresentaram maior capacidade de invaséo e
multiplicagdo em macréfagos que as cepas isoladas de alimentos, com
‘excecdo da cepa 132 de alimento que foi mais invasiva que as outras
duas de mesma origem.

e A inoculagdo de L. monocytogenes em células Vero néo serviu para
diferenciar as cepas clinicas das isoladas de alimentos nem mostrou
diferenga entre as cepas cuitivadas em diferentes temperaturas.

o Ovos embrionados se mostraram como bom modelo para medir a
diferenca na viruléncia de cepas cultivadas e mantidas em diferentes
temperaturas, mas ndo mostraram diferenga entre as cepas clinicas e
as isoladas de alimentos.

e A temperatura teve efeito modulador na viruléncia de L.
monocytogenes para embribes de galinha. Cepas mantidas a 4°C
foram mais virulentas que as mantidas em temperaturas mais
elevadas.
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APENDICE

| - Agar triptose com acido nalidixico (ATN)

Bacto triptose 20,0g
Cloreto de Sédio 5,09
Dextrose 1,09
Extrato de levedura 6,09
Acido nalidixico (sol. 2%) 1,09
Agar 15,09

Os componentes foram suspensos em 1000 ml de agua
destilada/deionizada e deixados em repouso por 15 minutos. Apoés
aquecimento até completa dissolugéo, foi feita a a autoclavagem a 121
°C por 15 minutos. Depois do resfriamento em banho-maria a 50°C, o
meio foi vertido em placas com 100mm de didmetro, num volume de
15ml.

A solucdo de acido nalidixico foi preparada em hidroxido de
Saédio (NAOH) 0,1M. PH final 7,4 + 0,2.

Il - Agar sangue de cavalo ou cobaia

Agar Columbia - base 44,09
Agua destilada/deionizada 1000ml

O agar foi esterilizado a 121°C por 15 minutos e mantido
em banho-maria a 50°C. Foi preparado uma camada base colocando
12ml do &gar fundido em placas com 100mm de didmetro e deixado
solidificar em superficie plana. Sobre esta camada foi distribuido cinco
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a seis ml do mesmo agar adicionado de 4 a 5% de sangue de cavalo
ou cobaia. As placas foram estocadas em sacos plasticos, sob
refrigeracéo.

Il - Caldo vermelho de fenol (Base) para fermentacdo de
carboidratos

Peptona 5,0g

Extrato de came 5,09

Cloreto de sédio 5,0g

Agua destilada 900m!

Solucéo vermeilho de fenol 1mi

Foi colocado 4,5ml em tubos de 13X100mm e esterilizado
a 1210C por 15 minutos. Ao meio base foi adicionado 0,5ml da solugéo
de carboidrato esterilizado por filtrag&o.

Xilose 5% (concentragao final 5,0%)
Manitol 10% (concentragéo final 1,0%)
Ramnose 5% (concentragéo final 0,5%)

IV- Caldo nitrato

Peptona de carmne 8,69
Cloreto de s6dio 6,49
Nitrato de potassio 1,59
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A autoclavagem foi feita a 121°C por 15 minutos e
em seguida um volume de 5ml foi colocado em tubos de 13X100mm.
PH final 7,0 + 0,2.

V - PBS (solucdo tampéao de salina - fosfato de Dulbecco-Vogt)

Cloreto de sédio 8,0g
Cloreto de potassio 0,29
Fosfato de sodio dibasico 2,99
Fosfato de s6dio monobasico 0,29

Cloreto de magnésio com 6 H20 0,1g
Cloreto de célcio 0,19

Agua deionizada smi

Ap6s ter sido confirmado o pH para 7.1, a solugéo foi
esterilizada por filtragdo e conservada em geladeira.
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