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Resumo

RESUMO

A listeriose € uma doenca associada ao consumo de alimentos contaminados
com a bactéria Listeria monocytogenes, embora se possam verificar outras vias de
transmissdo. A taxa de mortalidade desta doenca de origem alimentar € relativamente
elevada, particularmente nos individuos com o sistema imunitario debilitado, idosos,
jovens e gravidas. Entre outros factores de viruléncia da bactéria Listeria
monocytogenes encontra-se a proteina associada a invasdo, conhecida como lap. Séo
conhecidos trés genotipos dentro da espécie Listeria monocytogenes, quer atraves de
genotipagem, quer através da analise dos genes iap, plcA e PIcB. A importancia destes
gendtipos entre isolados de origem alimentar € ainda desconhecida.

Com o objectivo de estabelecer a distribuicdo destes genoétipos entre estirpes
isoladas de ambientes de processamento artesanal de queijo, bem como a sua
citopatogenicidade, estabeleceu-se o presente estudo. Determinou-se o gendtipo de um
grupo de estirpes de L. monocytogenes e com base neste resultado relacionou-se a
capacidade de invasdo em células NIH3T3 de cada gendtipo. Implementou-se
posteriormente a determinacdo dos diferentes genotipos através da técnica de PCR em
tempo real.

Observou-se, porém que a capacidade de invasdo de L. monocytogenes em
células NIH3T3 ndo depende do gendtipo, tendo sido observado capacidades invasivas
significativamente iguais para os trés gendtipos. Contudo, as reaccfes de deteccdo dos
diferentes gendtipos por PCR em tempo real foram bem sucedidas, sendo especificas
para cada gendtipo tal como demonstrando sensibilidade e linearidade dentro da gama
de concentracdes testada, r’= 0,97para a reaccéo de deteccdo de gendtipo I, r>= 0,99

para gendtipo 11 e r’= 0,98 para o genétipo III.
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Abstract

ABSTRACT

Listeriosis is a sickness associated to ingestion of Listeria monocytogenes
contaminated food, otherwise there are other ways of transmission. This sickness shows
a high mortality tax, particularly on immunocompromised individuals, eldery, young
people and pregnant women. Beside other Listeria monocytogenes virulence factors,
there is the invasion associated protein. With genotyping analysis as well as analysis of
iap, plcA and PIcB genes, there are known three genotypes among the specie Listeria
monocytogenes. The significance of these genotypes among food isolates is still
unknown.

This study was established with the aim to set up a distribution of these
genotypes on strains isolated from environment of cheese manufacture, as well as their
citopatogenity. The genotype of a group of L. monocytogenes strains was achieved and
the invasion capacity on NIH3T3 cells was related with each genotype. Afterwards it
was determined the different genotypes using the Real time PCR technique.

It was observed that the invasion ability of L. monocytogenes on NIH3T3 cells
isn’t genotype dependent, as similar invasion capacities were observed for all the
genotypes. Otherwise, real time PCR detection reactions of the different genotypes were
well succeed, being specifics for each genotype and showing sensibility and linearity
among the tested concentrations, r’= 0,97 for genotype | detection reaction, r’= 0,99 for
genotype 11 and r>= 0,98 for genotype I11.

Keywords:

Listeria monocytogenes/ Real time PCR/ Quality control/ citopatogenity/
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Introducéo

1- INTRODUCAO

1.1- Caracteristicas gerais do género Listeria

As Dbactérias pertencentes ao género Listeria encontram-se amplamente
distribuidas na natureza. Sao bastonetes microaerofilicos que reajem positivamente a
coloragdo de Gram e agrupam-se formando palicada (Picchi et al., 1999).

No ano de 1926, Murray e os seus colaboradores apontaram pela primeira vez o
género Listeria. Este foi descrito como o agente etiologico de doengas entre cobaias de
laboratdrio e coelhos do Departamento de Patologia da Universidade de Cambridge. Foi
proposto o nome de Bacterium monocytogenes para a nova bactéria pelo facto de se
observar um valor elevado de leucécitos mononucleares no sangue.

O nome do género foi escolhido em homenagem ao cirurgido Lord Lister, sendo
que em 1940 foi modificado para Listeria. Até a década de 1970, a existéncia de
Listeria permaneceu um pouco obscura. Nao houve qualquer referéncia a bactéria nas
trés primeiras edi¢gdes do Manual de Bacteriologia Determinativa de Bergey, publicadas
respectivamente em 1923, 1925 e 1930. Na edicao de 1934 foi inserida na familia
Corynebacteriaceae (Rocourt, 1999). Ja na oitava edi¢do deste manual, a bactéria
Listeria foi considerada um género com afiliagdo incerta e classificada juntamente com
Erisipelothrix e Cayophanon, e em seguida na familia Lactobacillaceae (Lovett, 1989;
Rocourt, 1999). Por fim, em 1986, no Manual de Bacteriologia Sistematica de Bergey, a
bactéria Listeria foi classificada na sec¢do dos bacilos gram-positivos, regulares € ndo
esporulados, juntamente com os géneros Lactobacillus, Erysipelothrix, Brochothrix,
Renibacterium, Kurthia e Cayophanon (Seelinger e Jones, 1986; Holt et al., 1994;

Rocourt, 1999).
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Tém sido utilizados diversos marcadores quimiotaxondémicos na verificagdo da
posicdo filogenética do género Listeria. Esta pertence ao grupo de bactérias Gram-
positivas de baixo contetido de G/C no ADN (< 55%), o que reforca a sua distingdo do
género Corynebacterium spp., assim como a sua relagdo com bactérias lacticas
(Rocourt, 1999).

Analises filogenéticas e métodos de biologia molecular permitiram uma melhor
observacdo da diversidade dentro do género Listeria, foram assim analisados os valores
de homologia de ADN, sequéncia do 16S ARN, propriedades quimiotaxonémicas ¢
analise do enzima multilocus. A partir destes resultados, no género Listeria que apenas
continha a espécie Listeria monocytogenes, foram incluidas as espécies Listeria
denitrificans, em 1984, Listeria grayi, em 1966, Listeria murrayi, em 1971, Listeria
innocua, em 1981, Listeria welshimeri e Listeria seeligeri em 1983 ¢ Listeria ivanowvi,
em 1985 (Rocourt, 1999).

Das espécies existentes dentro do género Listeria apenas a Listeria gravyi nao
foi detectada em alimentos e no ambiente (Jay, 1996; McLauchlin, 1997).

As espécies L. ivanovii e L. seeligeri foram associadas a quatro casos de
listeriose humana. A espécie L. seeligeri ¢ frequentemente considerada como ndo
patogénica (Klima e Montville, 1995). A tnica espécie consistentemente patogénica
para o Homem ¢é a L. monocytogenes, dentro da qual existem 13 serotipos causadores de
doenga (Picchi et al., 1999).

Através de estudos enzimaticos foram reconhecidos dois grupos de subspécies
entre as estirpes da espécie L. ivanovii, foram estes a L. ivanovii subsp. ivanovii e L
Jdvanovii subsp. londoniensis (Boerlin et al.,, 1992). As duas subspécies sdo
diferenciadas pela capacidade de produzir acido a partir da ribose (subsp. ivanovii) e N-

acetil-p-D-manosamina (subsp. londoniensis). Estudos semelhantes realizados por
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Rasmussen et al., (1991), indicaram a presenca de dois grupos de duas possiveis
subespécies dentro da espécie L. monocytogenes (Boerlin et al., 1991). A comparagio
de sequéncias de ADN de modo a elaborar uma classificagao sugere que esta pode ser
mais complexa do que anteriormente previsto. A comparagdo dos genes que codificam
flegelina (flaA), a proteina associada a invasdo (iap), listeriolisina O (hly) ¢ 23S rRNA,
indicam que as estirpes de L. monocytogenes podem ser divididas em trés grupos
distintos de sequéncias (Rasmussen et al., 1995). A subdivisdo de L. monocytogenes
com base na sequéncia de ADN ¢é bem correlacionada com o serdtipo, tal como os
resultados obtidos pela analise em electroforese em gel e pela andlise com enzimas
multilocus. Porém, classificacdes recentes que utilizam a sequéncia de ADN nao
permitiram ainda obter uma reclassificagdo formal, pois as novas subdivisdes requerem
confirmagdo através de testes tradicionais.

Através da comparagdo da sequéncia genética do gene iap observou-se que as
estirpes de L. monocytogenes se agrupavam em trés genotipos distintos. As estirpes
referentes aos serdtipos b e d pertenciam ao gendtipo I, serdtipos a e ¢ ao geno6tipo I e
aos serotipos 4a e 4c correspondia o genotipo III. Foram assim classificados em
genotipos iap visto a analise ter sido elaborada na sequéncia de bases pertencentes ao
gene com o mesmo nome. Esta evidéncia filogenética somente pode ser obtida se se
tiver apenas em conta as zonas de sequéncia ndo repetitiva do gene iap (Schmid et al.,

2003).
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1.2 - Descricéo e aspectos taxonomicos da bactéria L. monocytogenes

Listeria monocytogenes consiste num bacilo
Gram-positivo, com dimensdes de 0,4 pm — 0,5
um de diametro e 0,5 pum — 2 pm de comprimento
(figura 1). Apresenta extremidades arredondadas e
pode ser observado isolado ou em cadeias curtas
em forma cocoide ou filamentosa quando em

culturas com 2 - 3 dias (Farber ¢ Peterkin, 1991;

Lovett, 1989). Quando se encontra em culturas

Figura 1 — Imagem de L.

envelhecidas, assemelha-se a cocos e perde a
monocytogenes.
habilidade de reter os corantes utilizados na
Adaptado de

coloragdo de Gram, o que leva frequentemente a
http://mediatheek.thinkquest.nl

erros de identificacdo (Seeliger e Jones, 1986).
Consequentemente, os membros do género Listeria tém sido algumas vezes
classificados como Corynebacterium spp., Haemophilus influenza, Erysipelothrix spp,
pneumococos, estreptococos ou estafilococos (Ryser e Marth, 1991; Donelly, 2001).

Esta bactéria é desprovida de capsula, ndo esporulada (Loguercio et al., 2001), pode
crescer em aerobiose ou anaerobiose, mas prefere ambientes microaerofilicos (Rocourt,
1999). Apresenta uma rapida multiplicacio na maioria dos meios bacterioldgicos
tradicionais, crescendo bem em caldo de infusdo de cérebro e coracdo (BHI), caldo soja
tripticase e caldo tripticase (Jay, 1996). Requer biotina, riboflavina, tiamina e aminoacidos
como cisteina, glutamina, isoleucina e valina. Em agar nutritivo, as colonias caracteristicas
de Listeria adquirem uma coloragio cinza azul, apresentado um didmetro de 0,2 a 0,8 mm

apos 24 horas de incubagdo (Donelly, 2001). Quando visualizadas sob luz transmitida em
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direccao obliqua (sistema de iluminagdo de Henry), as colonias apresentam brilho azul

esverdeado (Jay, 1996; Rocourt, 1999).

Relativamente ao limite de temperatura de crescimento a bactéria L. monocytogenes
¢ considerada como psicotrofica cuja multiplicagdo ocorre a temperaturas que variam entre
-0,4 °C a 50 °C, com crescimento 6ptimo entre 30 a 37 °C (Donelly, 2001). Possui flagelos
peritriquios os quais conferem o tipo de mobilidade em cambalhota que ¢ uma das

caracteristicas utilizadas no processo de identificagdo da bactéria (Pichi et al., 1999).

1.2.1 — Mecanismos de transmissao de Listeria monocytogenes

Segundo Peason ¢ Marth (1980), a bactéria Listeria monocytogenes pode infectar o

Homem e outros animais pela via oral, ocular, cutanea, respiratdria ou urogenital.

Os estudos ligados ao esclarecimento do potencial patogénico da bactéria atingiram
numeros significativos apds o surto de listeriose ocorrido nos Estados Unidos da América
na década de 80 devido ao consumo de queijo de pasta mole contaminado com L.
monocytogenes. Neste estudo foram explorados aspectos ndo s6 ao nivel celular como

também moleculares e genéticos (Altekruse et al., 1998).
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1.2.2 — Mecanismo de Invasao celular

As bactérias pertencentes ao género de Listeria sdo patogénicas invasivas capazes
de induzir a sua propria internalizacdo em variadissimos tipos de linhas celulares.
Destacam-se as células epiteliais (Gailard et al, 1987; Mengaud et al, 1996; Portnoy et
al, 1998), os fibroblastos (Kunh et al, 1988; Sun et al, 1990) os hepatocitos (Dramsi et
al, 1995; Gregory et al, 1996; Wood et al, 1993), as células endoteliais (Drevets et al,
1995; Greiffenberg et al, 2000; Parida et al, 1998) e varios tipos de células nervosas
incluindo neuroénios (Dramsi et al, 1998).

Uma vez dentro das linhas celulares a bactéria L. monocytogenes é capaz de

desenvolver o seu ciclo infeccioso que possui caracteristicas muito especificas.

12 Fase: Internalizagdo

O ciclo come¢a com a adesdo da bactéria a célula eucariota e a subsequente
internalizacao na célula hospedeira. A invasdo de células ndo fagociticas implica um
mecanismo do tipo “Zipper”, no qual a bactéria se afunda gradualmente nas estruturas
da superficie da célula hospedeira até que ¢ finalmente englobada.

O facto de as células de Listeria monocytogenes possuirem a capacidade de
infectar tantos e tdo distintos tipos de células leva a crer que a mesma ¢ capaz de
reconhecer diferentes receptores das células eucariotas A bactéria L. monocytogenes
também ¢ bem sucedida na internalizacdo quando se encontra na auséncia de soro o que
sugere que as interacgdoes ndo opsonicas ligando — receptor também estdo envolvidas no
reconhecimento da célula hospedeira (Pierce et al, 1996).

Os receptores da célula hospedeira usados por Listeria spp. incluem a proteina
transmembrabnar E-caderina (Mengaud et al, 1996), o receptor Met do factor de

crescimento hepatico (HGF) (Shen et al, 2000), ¢ componentes da matriz extracelular
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como o sulfato de heparano proteoglicanos (HSPG) e a fibronectina. (Gilot et al, 1999).
Os ligandos bacterianos identificados até a data sdo todos proteinas de superficie, como
as Internalinas (InlA e InlB), a proteina polimerizadora de actina (Act A), a p60, a Ami
uma autolisina com um dominio C-terminal responsavel pelo ligagdao a parede celular
muito semelhante a InlB, e finalmente a Lap, uma proteina de superficie com 104 KDa

envolvida na aderéncia e fixacdo as células Caco-2 (Portnoy et al, 1988).

2% Fase: Proliferacéo intracelular

Durante a invasdo a bactéria L. monocytogenes encontra-se no interior de um
vacuolo celular. Pouco se sabe sobre as caracteristicas e conteido deste vacuolo, mas é
um facto que o mesmo se torna acidificado pouco depois de incorporar a bactéria
(Beauregard et al, 1997) Aproximadamente 30 minutos depois da incorporacdo, a
bactéria comeca a destruir o fagossoma membranar e 2 horas depois cerca de 50% da
populagdo bacteriana esta livre no citoplasma (Tilney et al, 1989). Este passo da
destruicdo da membrana ¢ essencial para a sobrevivéncia e proliferagdo da bactéria
(Goebel et al, 1997) e ¢ guiada pela hemolisina em combinagdo com as fosfolipases.

Uma vez no citosol a bactéria multiplica-se com um tempo de duplicagcdo de
aproximadamente 1 hora (Gailard et al, 1987, Portnoy et al 1988), isto ¢&,
aproximadamente trés vezes mais lento que num meio rico.

As bactérias intracitoplasmicas sdo imediatamente rodeadas por uma nuvem fina
de fibras compostas por filamentos de actina que posteriormente (2h pds-infecgdo) se
organizam numa cauda de actina de aproximadamente 40 pm até um dos polos da
bactéria.

Esta cauda de actina consiste em dois conjuntos de filamentos cruzados, um deles
formado por um feixe de actina longo e axial e o outro por filamentos pequenos e

organizados ao acaso. O facto de os filamentos de actina se organizarem num polo da a
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bactéria uma energia de propulsao que chega a atingir uma velocidade de 0.3 um /s. O
movimento das células de Listeria deixa um rasto de F-actina iniciando-se a
despolarizagao no polo distal. Este movimento ocorre ao acaso, dai algumas bactérias
atingirem a periferia da célula entrando em contacto com a membrana empurrando-a até
que a mesma comece a formar pseudopodes com uma bactéria na ponta. Estes
pseudopodes penetram a célula vizinha sa e sdo englobados por fagocitose resultando na
formag¢ao de um fagossoma secundario envolvido por uma dupla membrana, sendo a
membrana interna originaria da célula dadora. As bactérias tém a capacidade de escapar
rapidamente deste novo vactiolo ao dissolverem a sua dupla membrana, atingirem o

citoplasma e iniciarem um novo ciclo infeccioso.
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Figura 2 - Secgoes finas de macrofagos infectados com Listeria por 30 min. 1) A
bactéria Listeria monocytogenes na superficie do macréfago, 2) A bactéria que foi
internalizada num endossoma. 3) Um membro da familia dos lisossomas contendo
material membranar. 4) A bactéria Listeria monocytogenes ¢ muitas vezes encontrada
dentro destes corpos lizossomais 5) A bactéria Listeria monocytogenes que s6 esta
parcialmente rodeada pela membrana do lizossoma. Note-se que a membrana estd
intacta do lado esquerdo, no entanto a bactéria estd em contacto directo com o

citoplasma no lado direito. A membrana do lado direito desapareceu, presumivelmente
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porque tera sido solubilizada pela hemolisina.6) Sec¢do da bactéria Listeria que
solubilizou parcialmente a membrana. 7) Corte longitudinal da bactéria Listeria que se
libertou completamente da membrana endossomal e que se encontra livre no
citoplasma. 8) Sec¢do de uma bactéria Listeria monocytogenes que se encontra
completamente livre no citoplasma. Barras de 0,1 um (Adaptado de Tilney & Portnoy,

1989).

1.2.3 — Factores de viruléncia

Sdo varios os factores de viruléncia associados ao género Listeria, entre eles
destacam-se a hemolisina, as fosfolipases, a actina A, as internalinas, a proteina
associada a invasao (p60), entre outros, que sdo conhecidos como factores secundarios
(Vasquez-Boland et al, 2001).

Cada um destes determinantes moleculares de viruléncia tem um papel
fundamental no momento da colonizagdo das células eucariotas hospedeiras.

A maioria dos genes de viruléncia conhecidos cujos produtos desempenham um
papel no ciclo de vida intracelular de L. monocytogenes encontra-se agrupada no
cromossoma sob a denominagao de PrfA (figura 4)

Este agrupamento compreende seis genes que estdo actualmente bem
caracterizados ¢ que sdo eles, prfA, plcA, hly, mpl, actA e plcB. Os produtos destes
genes de viruléncia consistem na listeriolisina (hly), a fosfolipase C especifica para
fosfatidilinositol (plcA), a fosfolipase C especifica para fosfatidilcolina (plcB), a

metaloproteina (mpl), a proteina envolvida na polimerizagdo da actina (actA) e o factor
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PdfA de regulacdo positiva (prfA). Neste conjunto de genes encontram-se também trés
pequenas “open reading frames” (ORF) designadas por X Y e Z, para as quais nao sao

conhecidas quaisquer fungdes (Adaptado de Kuhn & Goebel, 1999).

V v
prfA plcA hly mpl actA plcB X Y Z

Figura 3 — O agrupamento de genes de viruléncia da bactéria L. monocytogenes. As
caixas a preto representam as zonas correspondentes ao PrfA e as setas representam os

transcritos. (Adaptado de Kuhn & Goebel, 1999)

Os genes de internalina inlA, inlB e inlC que codificam a produgédo de internalina,
InIB ¢ InIC respectivamente, o gene iap que codifica a proteina Iap ou P60 e outros
genes que se julga possuirem um desempenho na viruléncia da bactéria encontram-se
localizados fora do agrupamento PrfA. Porém a maioria destes Ultimos encontram-se
conectados ao cluster de genes de viruléncia assim como sdo regulados pelo activador

transcripcional prfA (Adaptado de Kuhn & Goebel, 1999).

1.2.3.1 — A proteina associada a invasao (lap)

A proteina associada a invasdo, designada por lap ou P60 foi a primeira
enzima bacteriolitica (autolisina) descrita para L. monocytogenes. A proteina p60 ¢

codificada pelo gene iap ou como foi designado mais recentemente por cCWhA (Pilgrim
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et al. 2003). A expressdo deste gene ¢ independente do operdao PrfA e é apenas
controlada ao nivel pds-transcripcional. Proteinas homologas da p60 sdao produzidas em
todas as espécies de Listeria, no entanto em cada uma das espécies existem diferengas
especificas ao nivel da sequéncia de aminoacidos que permitem inclusivamente a sua
identificacao usando a técnica de Reaccdo em cadeia da polimerase (PCR) ou ensaios
imunolégicos (Bubert et al. 1992; Kohler et al. 1990; Bubert et al, 1999).

A autolisina P60 ¢ classificada como uma endo-N-acetilmuramidase (Wuenscher
et al., 1993). No inicio da fase estacionaria apenas 25% desta autolisina encontra-se
associada a célula (Ruhland et al., 1993). As fungdes da P60 até agora identificadas sdo
a participagdo na separagdo celular, bem como na aderéncia ¢ invasdo da L.
monocytogenes a células mamiferas hospedeiras (Kuhn & Goebel, 1989). Verificou-se
que, ao expor mutantes de L. monocytogenes ndo invasivos a ac¢do da proteina P60,
estes readquirem a capacidade invasiva. Deste modo, esta proteina foi associada a
viruléncia, estabelecendo-se uma relacdo entre os componentes da superficie celular da
bactéria L. monocytogenes e o seu potencial patogénico (Paquet et al., 1986, Tabouret et
al., 1992). Foi igualmente demonstrada a relagdo entre uma autolisina e a viruléncia
noutras espécies patogénicas, nomeadamente para a espécie Streptococcus pneumoniae
em que se verificou que mutantes negativos para a autolisina apresentam uma viruléncia
marcadamente reduzida quando comparados com as estirpes normais (Berry et al.,

1989, 1992; Canvin et al., 1994).
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1.3 — A doenca Listeriose

Em humanos as manifestagdes associadas a bactéria L. monocytogenes incluem
meningoencefalite, sintomas de gripe, baixo grau de septicemia no periodo pré-natal,
sindrome de mononucleose, septicemia em adultos, pneumonia, endocardites, abcessos
localizados, lesdes cutaneas papular ou pustular, conjuntivites, uretrites e ocorréncia de
abortos (Vasquez-Boland et al, 2001).

Os grupos de risco para esta patologia incluem os recém-nascidos, gravidas,
individuos na faixa etdria acima dos 60 anos e doentes imunodeprimidos. O indice de
mortalidade nestes casos pode variar entre 20 a 30% (Rainaldi et al., 1991; ICMSF,
1991; McLauchlin, 1996; Rocourt, 1997).

As mulheres gravidas consistem num grupo de alto risco, uma vez que a
infeccdo pode ser transmitida para o feto e causar o aborto, nadomorto ou parto
prematuro. Geralmente as gestantes ndo apresentam sintomatologia caracteristica,
podendo ocorrer em alguns casos sintomas semelhantes a uma constipagdo, com febre,
mialgia e cefaleia. A bactéria atinge o feto através da corrente sanguinea da mae,
(infecg¢do transplacentaria) provocando aborto geralmente no terceiro trimestre de
gestacdo ou provocando doenca no recém-nascido. Cerca de 10% dos recém-nascidos
acometidos por meningite podem apresentar danos secundarios (Rocourt et al., 1996). A
incidéncia de listeriose em gestantes varia de 4,7 a 30 casos por 100 000 nascimentos.

Nos individuos imunodeprimidos ou idosos, pode ocorrer geralmente meningite
ou meningoencefalite, devido ao tropismo do microrganismo pelo sistema nervoso
central. Os casos de meningite apresentam letalidade de 43,8%, o que leva a concluir
que individuos com o sistema imunolégico comprometido sdo mais susceptiveis a estas

doengas (Pearson ¢ Marth, 1980; Davies et al., 1984; Lovett, 1989; Twedt, 1994).
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1.4 — Contaminagao dos alimentos por Listeria monocytogenes e

implicacdes para a saude publica

Os casos de Listeriose sdo frequentemente associados a ingestdo de alimentos
contaminados durante a sua produgdo, especialmente alimentos cozinhados e alimentos
prontos para consumo (Cox et al, 1989; Bille 1990; Salvat et al., 1995; Aureli et al.,
2000; Makino et al., 2005).

Foram reportados varios surtos de Listeriose associados a produtos lacteos
contaminados, particularmente queijo, casos estes, ocorridos nos Estados Unidos da
América (Linnan et al., 1988), Europa (Bille 1990; Goulet et al., 1995) e Japao (Makino
etal., 2005).

Os produtos prontos a consumir apresentam um alto potencial de sofrer uma
contaminagdo, esta pode ocorrer por contaminac¢do directa ou por contacto com as
superficies e equipamento que possa estar contaminado por ter previamente contactado
com alimentos crus (Mena et al., 2004). A bactéria pode igualmente colonizar todo o
ambiente de processamento dos alimentos, tal como os utensilios e as bancadas
(Wenger et al., 1990; Lawrence ¢ Gilmour, 1995; Destro et al., 1996; Giovannaci et al.,
1999; Johansson et al., 1999; Rorvik, 2000; Fonnesbech-vogel et al., 2001). Em
algumas linhas de producdo, esta colonizagdo consiste num mecanismo primdario de
contaminagdo do produto final. E o que acontece no caso dos queijos manufacturados
(Hodges e Kimball, 2005).

Foi detectado um caso pontual de abcesso cerebral causado por L.
monocytogenes num jovem de 24 anos de idade na Alemanha (Smiatacz et al., 2005)

Em Portugal a listeriose ndo consiste numa doenga de declaracdo obrigatoria,

porém alguns estudos ja descreveram a presenca de Listeriose humana em Portugal
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(Lecour et al.,, 1987). No estudo conduzido por Almeida et al. (2006), foram
identificados 35 casos entre o ano de 1994 e 2003. Estes casos foram obtidos nos
servicos de patologia clinica de 23 hospitais assim como do Instituto Nacional de Satude
da cidade do Porto. De acordo com estes dados reporta-se que o nimero de casos seja se
1,4 por milhdo de habitantes durante o ano de 2003. Foram também isoladas estirpes de
peixe importado (Duarte et al., 1999), assim como se verificou a ocorréncia de L.
monocytogenes em produtos alimentares de venda publica, tanto prontos para consumo
como alimentos crus (Guerra et al., 2001; Mena et al., 2004; Pintado et al., 2005).

De modo a apostar na prevencdo, os regulamentos de seguranca alimentar
tendem a adoptar uma tolerancia-zero para L. monocytogenes nos produtos prontos para
consumo (Gallagher et al., 2003), Porém, como os casos clinicos de listeriose estdo
geralmente associados a elevadas quantidades de L. monocytogenes (Dalton et al., 1997,
Farber &Peterkin, 1991) e como ¢ dificil erradicar a bactéria do ambiente do
processamento dos alimentos (Gravani et al., 1999), a Comissdo Internacional de
Especificagdes Microbioldgicas para os alimentos concluiu que 100 CFU de L.
monocytogenes por grama de alimento é aceitdvel para os consumidores que nao
pertencem aos grupos de risco (Nogva et al., 2000; Phillips et al., 1998). Assim sendo,
um pré — requisito para a adopgdo deste critério menos restringente consiste na
existéncia de métodos laboratoriais apropriados para a diferenciacdo entre L.
monocytogenes ¢ L. innocua assim como que permitam a quantificagdo especifica e

precisa de L. monocytogenes nos alimentos.
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1.5 - Métodos de deteccao de Listeria monocytogenes

As técnicas tradicionais desenvolvidas desde 1980 para a detec¢ao de L.
monocytogenes ndo sao suficientemente rapidas para assegurar que nao ocorra
contaminagdo dos produtos alimentares antes destes serem consumidos. Os
regulamentos que limitam a contaminagdo de alimentos a “tolerancia-zero” tém
consistido numa for¢a impulsionadora para o desenvolvimento de métodos que facultem
resultados rapidos. A necessidade de desenvolver métodos mais rapidos e precisos de
deteccao de L. monocytogenes advém também do facto da semelhanga encontrada entre
L. monocytogenes ¢ outros membros da familia Listeria.

Os métodos microbioldgicos classicos para detecgdo e quantificagdo de L.
monocytogenes consistem em crescimento em meio selectivo, o qual pode incluir
incubagdo a baixas temperaturas (Farber et al, 1991; Klinger et al., 1998). Foram
também desenvolvidos diversos meios de crescimento que permitem apenas o
desenvolvimento de L. monocytogenes. Porém, embora tenham sido executados
diversos estudos comparativos, nenhum dos métodos microbioldgicos foi apontado
como suficientemente superior de modo a ser adoptado a nivel universal (Brackett et al.,
1990).

Nos ultimos tempos foram desenvolvidos métodos de detecgdo de L.
monocytogenes baseados em sistemas imunoldgicos assim como sistemas de sondas de
acidos nucleicos individuais ou acoplados a reac¢des de amplificagdo. A sonda de ADN
quimioluminescente AccuProbe (Gen-Probe, San Diego, EU) tem sido aplicada na
identificagdo rapida de estirpes de L. monocytogenes. Este teste ¢ feito em 30 minutos e
tem mostrado elevada especificidade para L. monocytogenes (Ninet et al., 1992). Outra

sonda disponivel ¢ a Gene-Trak L. monocytogenes assay (Gene-Track systems,
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Farmingham, EU), no entanto, neste ultimo método, as colonias de L. monocytogenes
atipicas necessitam de identificagdo molecular adicional (Allerberger et al., 1997).
Factores como a simplicidade, o custo, a velocidade e a sensibilidade sdo de extrema
importancia na escolha. Os métodos baseados na amplificagdo de acidos nucleicos
apresentam uma sensibilidade superior quando comparados com métodos de sondas de
acidos nucleicos ou imunoensaios (Batt, 1999). Por outro lado, a Polymerase Chain
Reaction (PCR) consiste num método mais complicado em termos de organizagdo do
método assim como na operacionalidade do mesmo (Batt, 1999). Porém actualmente
este método ja é de facil manipulagdo de modo a ser utilizado na rotina de laboratoérios

de investigag@o e laboratorios clinicos.

1.5.1 — Técnica de Polymerase Chain Reaction, PCR

O advento da biologia molecular foi certamente um dos maiores passos das
ciéncias bioldgicas durante o século XX. A descoberta da Reaccdo em Cadeia da
Polimerase (PCR) trouxe enormes beneficios tais como o sequenciamento de genomas,
a rapida determinacdo da paternidade e o rapido diagndstico de doencas infecciosas.

Recentemente, uma inovagdo tecnoldgica da técnica PCR, designada PCR em
Tempo Real, vem adquirindo espago nos laboratérios de pesquisa e nos diagndsticos
clinicos. Esta técnica permite obter resultados quantitativos assim como o
acompanhamento da reaccdo e apresentacdo dos resultados de forma mais rapida e
precisa, em relacdo a PCR que apresenta apenas resultados qualitativos.

A Reac¢do em Cadeia de Polimerase (PCR, do inglés Polymerase Chain

Reaction), consiste numa metodologia que pode ser totalmente executada in vitro. A
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técnica de PCR foi desenvolvida nos anos 80 por Kary Mullis, que recebeu
posteriormente em 1994, o prémio Nobel.

A PCR possibilita a sintese de fragmentos de ADN, utilizando a enzima ADN-
polimerase, a mesma que participa na replicacdo do material genético nas células. Esta
enzima sintetiza uma sequéncia complementar de ADN desde que um pequeno
fragmento (o iniciador, ou primer, em inglés) ja se encontre ligado a uma das cadeias do
ADN no ponto escolhido para o inicio da sintese. Os iniciadores definem a sequéncia a
ser replicada e o resultado obtido é a amplificagdo de uma determinada sequéncia com
bilides de copias (Mullis, 1990).

O desenvolvimento da técnica de amplificagao de segmentos de ADN utilizando
a PCR abriu enormes perspectivas para a analise de genes, diagnostico de doencas
genéticas e detecgao de agentes infecciosos como o citomegalovirus, virus da hepatite B
e C, herpes virus simplex, virus da rubéola, virus da imunodeficiéncia humana (HIV),
Chlamydia trachomatis, Helicobacter pylori, Mycobacterium tuberculosis e
Pneumocictis carinii.

O avanco da ciéncia no estudo dos genes trouxe para a rotina dos laboratdrios
desta area ferramentas que permitem o diagndstico a nivel molecular. No caso das
doencas genéticas, o desenvolvimento permanente de novos protocolos permite a
pesquisa de pequenas alteragdes na sequéncia do ADN, como por exemplo a fibrose

cistica.

1.5.1.1 — Deteccédo de L. monocytogenes por PCR

Os métodos convencionais de detecgdo de L. monocytogenes despendem de

muito tempo para obter resultados e requerem confirmagdo bioquimica individual das
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espécies nas colonias isoladas (Donnelly, 1999). A técnica de PCR tem como vantagem
ndo despender de tanto tempo para identificar o microrganismo obtendo assim
resultados mais rapidos. Outra vantagem a realcar consiste no facto desta técnica
detectar quantidades muito baixas de ADN através da amplificagao de sequéncias que
sdo unicas no microrganismo alvo. Este factor permite assim uma detec¢do a
concentragdes mais baixas de microrganismo patogéneo quando comparado com os
métodos tradicionais.

Uma larga variedade de ensaios baseados em PCR foram desenvolvidos para L.
monocytogenes, os quais possuem como alvo uma diversidade de sequéncias genéticas
distintas. Estas sequéncias derivam maioritariamente de genes de viruléncia os quais sao
unicos para L. monocytogenes e essenciais para a patogenecidade do organismo. Dentro
dos factores de viruléncia previamente referenciados, foram elaborados métodos de
detecgdo por PCR para os seguintes:

- listeriolisina (hlyA), gene que codifica uma hemolisina dependente de thiol que
se encontra envolvida na evasdo dos vactiolos intracelulares (Basal, 1996; Bassler et al.,
1995; Bohnert et al., 1992; Bsat et al., 1993; Furrer et al., 1991; Johnson et al., 1992);

- Proteina associada a invasdo (iap) (Bubert et al., 1992; Herrman et al., 1995;
Manzano et al., 1996);

- Fosfolipase B (plcB) (Cooray et al., 1994);

- Factor associado a hipersensibilidade retardada (DTH) (Wernars et al., 1991).

Para além dos genes de viruléncia, existem outras sequéncias que sdo Unicas na
bactéria L. monocytogenes e que podem servir como alvo nos ensaios de PCR. O operao

de ARN ribossomal assim como as suas regides intergenicas consistem num destes tipos
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de sequéncias pois possuem um elevado nivel de conservacdo entre as estirpes de L.

monocytogenes (Greisen et al., 1994; Hermann et al., 1995).

1.5.2 — A técnica de PCR em tempo real

O aparecimento do PCR em tempo real mudou drasticamente a visdo dos
métodos de quantificacdo de fragmentos de ADN e ARN. A técnica de PCR em tempo
real permite obter os dados aquando a ocorréncia do processo, combinando assim a
amplificacdo e a detecgdo num Unico passo. Tal ¢ permitido utilizando uma variedade
de quimicos fluorescentes diferentes que correlacionam a concentragdo do produto de
PCR com a intensidade da fluorescéncia. (Higuchi et al., 1993).

O PCR em Tempo real quantifica os acidos nucleicos de forma precisa com alta
reprodutibilidade pelo facto da determinag¢do dos valores da reaccdo ser feita na fase
exponencial da mesma. As reac¢des sdo caracterizadas pelo ciclo de PCR em que a
amplificacdo alvo ¢ detectada, o ponto que detecta o ciclo no qual a reac¢do atinge o
limiar da fase exponencial ¢ designado por Cycle Threshold (Cr), ou seja, o valor de
tempo em que a intensidade de fluorescéncia ¢ superior a fluorescéncia base. Este ponto
permite a quantificacdo exacta e reprodutivel com base na fluorescéncia obtida.
Consequentemente, quanto mais elevada a quantidade de ADN na amostra inicial, mais
rapidamente surge um aumento do sinal de fluorescéncia, originando um Ct mais baixo.

A emissdo por parte dos compostos fluorescentes da origem a um sinal que
aumenta em proporcionalidade directa com a quantidade de produto de PCR. Como tal,

os valores da fluorescéncia sdo gravados durante cada ciclo e representam a quantidade

Determinacédo dos genotipos de Listeria monocytogenes
Por PCR em tempo real e avalia¢do da sua citopatogenicidade




Introducéo

de produto amplificado (http://www.ncifcrf.gov/rtp/gel/rtgpcr/Whatls.asp,2004). O

compostos fluorescente mais utilizado ¢ o SYBR®Green.

O PCR em tempo real requer um equipamento que ¢ composto por um
termociclador com sistema Optico para a excitacdo da fluorescéncia e obtengdo da
emissao, um computador com um software para aquisicdo de dados e analise final da
reaccdo. Estas maquinas, disponiveis de diversos fabricantes diferem entre si em varios
factores. A capacidade de amostras consiste num dos factores. O método de excitagdo
pode ser através de lasers ou fontes claras do espectro largo com filtros ajustaveis. A
sensibilidade total ¢ também um factor varidvel assim como o software para o

processamento dos resultados (http://www.ambion.com/techlib/tn/81/)

Existem muitos beneficios na utilizagdo do PCR em tempo real em comparagao
com outros métodos de quantificacdo de expressdo genética. Os ensaios de PCR em
tempo real podem detectar diferencas de expressdo com uma diferenca entre amostras
tao baixa como 23% (Gentle et al., 2001), assim como baixos coeficientes de variagao
(14,2 % para SYBR Green). A maior desvantagem para o PCR em tempo real consiste
em que este requer equipamento e reagentes dispendiosos. Por outro lado, devido a sua
extrema sensibilidade, torna-se imperativo executar minuciosamente um desenho
experimental assim como uma normalizagdo das técnicas utilizadas de modo a obter

resultados precisos.

Determinacédo dos genotipos de Listeria monocytogenes
Por PCR em tempo real e avalia¢do da sua citopatogenicidade




Introducéo

4th phase

40 - 3rd phase

=

s | 2nd phase

f (fluorescence)

" ad background level

1si phase

1] {]1] 20 - 18]
real-time PCR cycle

Figura 4 — As quatro fases distintas da reac¢do de PCR em tempo real. Adaptado de

http://www.bcm.edu/mcfweb/?7PMID=3084

A técnica de PCR pode ser dividida em quatro fases principais (figura 4): A fase
linear, fase exponencial inicial, fase exponencial e fase plateau. (Tichopad et al.,2003).
Durante a fase linear, geralmente correspondente aos primeiros 10-15 ciclos, o PCR
encontra-se na fase inicial e a emissdo de fluorescéncia em cada ciclo ainda nao atingiu
a fluorescéncia base. E nesta fase que é calculada a fluorescéncia base. Na fase
exponencial inicial, o valor de fluorescéncia atinge um patamar onde ¢ suficientemente
elevada (geralmente 10 vezes o desvio padrdo da linha base). O ciclo no qual tal
acontece ¢ designado por Cr na literatura ABI PRISM® (Applied Biosystems, Foster
City, CA, USA) ou “crossing point” (Cp) na literatura do LightCycler® (Roche Applied
Science, Indianapolis, IN, USA) (Heid et al., 1996; Von Ahsen et al., 1999). Este valor
¢ representativo do numero de copias inicial na amostra inicial e ¢ utilizado para
calcular os resultados experimentais (Heid et al., 1996). Durante a fase log-linear, o

PCR atinge o periodo de maior amplificagcdo sendo que o produto de PCR duplica apos
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cada ciclo nas condigdes ideais de reacgdo. Finalmente a fase plateau ¢é atingida quando
os componentes da reac¢do se encontram em quantidades limite e a intensidade

fluorescente ndo ¢ utilizada para os calculos dos dados (Bustin et al., 2000)

1.5.2.1 - Fluor6foros — SYBR® Green

Ao fluoréforos sdo moléculas que absorvem e

emitem luz num comprimento de onda especifico. Os

. ; %1 ] 1
sistemas de deteccdo da reac¢do PCR em Tempo Real M

utilizam estas moléculas de modo a proporcionar o

Figura 5- Molécula de

acompanhamento da reac¢ao ao longo da progressao dos

SYBR® Green entre a
ciclos. .
cadeia dupla de ADN.
O SYBR® Green liga-se entre a cadeia dupla de .
Adaptado de Novais &
ADN (FIGURA 5) e quando submetido a uma excita¢ao
Alves, 2004.

provocada pela emissdo de luz por parte do sistema

optico do termociclador, emite uma fluorescéncia verde. A sua utilizacdo apresenta
como vantagens o facto de ser um reagente de baixo custo, ser de facil manuseamento
assim como o facto de apresentar uma alta sensibilidade dos resultados obtidos. Como
desvantagem apresenta o facto de este se ligar a todo o ADN que apresente cadeia
dupla, incluindo os possiveis dimeros que possam ser formados pelos primers
utilizados, ou mesmo outros produtos ndo especificos o que pode levar a que se
sobrestime a concentra¢do do fragmento alvo. O SYBR® Green que ndo se encontra
ligado ao ADN exibe uma fluorescéncia muito pequena, porém, apenas quando este se

liga 4 cadeia dupla ¢ que a fluorescéncia € realgada.
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No inicio da amplificacdo, a mistura de reac¢ao contém o ADN desnaturado, os
primers e o SYBR® Green. As moléculas do SYBR® Green que ndo se encontram
ligadas apresentam uma fluorescéncia fraca produzindo um sinal minimo sendo este
subtraido durante a analise do computador. Apds o reconhecimento dos primers,
algumas moléculas do SYBR® Green podem ligar-se na cadeia dupla previamente
formada. Durante a polimerizagdo catalizada pela enzima Taq ADN polimerase, as
moléculas do SYBR® Green estabelecem ligagdo com o ADN recentemente
sintetizado. Logo, a reaccdo ¢ monitorizada de forma continua e um aumento de
fluorescéncia ¢ observado em tempo real. No ciclo seguinte, na etapa da desnaturagdo
do ADN, as moléculas do SYBR® Green sdo libertadas e ocorre uma queda no sinal da
fluorescéncia. A deteccao da fluorescéncia no final da etapa de extensdo de cada ciclo
de PCR permite monitorizar a quantidade crescente de ADN amplificado (Vitzthum et
al., 1999).

Para além do SYBR® Green as duas técnicas mais utilizadas sdao TagMan® e
Molecular Beacons, ambos com capacidade de hibridacdo o que permite uma

transferéncia de energia de modo a facultar a quantificagdo.

1.5.2.2- Técnica de PCR em tempo real na deteccao de L. monocytogenes

A necessidade de obter um método de deteccdo e quantificacdo rapido e
altamente especifico que permitisse a prevencdo e controlo da presenca de L.
monocytogenes nos alimentos, levou a que fossem desenvolvidos métodos que
permitissem a detec¢do e quantificacdo da bactéria através da técnica de PCR em tempo

real. A quantidade de ADN detectado por esta técnica ¢ directamente proporcional a
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populagdo bacteriana presente na amostra. Como a quantificacdo se baseia na emissao
de um sinal de fluorescéncia ao longo da progressdao da reac¢do de PCR, nao sdo
necessarias manipulacdes pos - PCR. Esta caracteristica reduz o risco de contaminagao
cruzada no laboratorio assim como permite um elevado acompanhamento da reaccao e
automatizacao da mesma (Klein, 2002).

Foram desenvolvidos ensaios de PCR em tempo real para deteccdo de L.
monocytogenes baseados na detec¢do dos genes hly ¢ iap (Hein et al., 2001; Hough, et
al., 2002; Koo et al., 1999; Nogva et al., 2000). Porém, enquanto que o gene hly ¢é
relativamente bem conservado em todas as estirpes de L. monocytogenes, o mesmo ja
ndo se passa com o gene iap. Embora este possua regido conservadas nas extremidades
5’e 37, a regido central ¢ altamente variavel e apresenta polimorfismos mesmo entre as
estirpes do mesmo serotipo (Bubert et al., 1992; Manzano et al., 1997; Rasmussen et
al., 1995).

Rodriguez-Lazaro et al., (2004) avaliaram o uso dos genes hly ¢ iap como alvos
na detecg¢do e quantificagdo especifica de L. monocytogenes pelo método de PCR em
tempo real. Verificaram que os ensaios de deteccdo do gene hly apresentaram
especificidade, sensibilidade e uma quantificacdo exacta. Porém o mesmo ndo foi
observado nos ensaios cujo alvo consistiu no gene iap, sendo que apenas apresentaram
resultados consistentes de quantificagdo quando se tratava de estirpes pertencentes ao
mesmo serotipo.

A utilizagdo do PCR em tempo real consiste assim num método rapido e preciso
para detectar e quantificar L. monocytogenes em amostras de fonte alimentar ou de

outra origem (Heid et al., 1996; Nogva et al., 2000).
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1.6 - Controlo e garantia de qualidade da técnica de PCR

A capacidade da reac¢do de PCR produzir uma grande quantidade de copias de
uma sequéncia alvo a partir de quantidades muito pequenas de ADN revela a extrema
sensibilidade que faz do PCR um instrumento de diagnostico com imensa
potencialidade. Porém, esta caracteristica faz com que seja necessario um cuidado
extremo no decorrer da reaccdo de modo a evitar a ocorréncia de resultados falsos —
positivos. Os resultados falsos — positivos podem advir de contaminagao entre amostras
ou, mais vulgarmente ocorrido, a introducdo na amostra de ADN do mesmo alvo
previamente amplificado. Outras fontes de contaminac¢ao podem incluir ADN clonado e
culturas de células virais.

A preparacao dos reagentes consiste num dos pontos a considerar para uma boa
realizagao do trabalho. Assim sendo, os reagentes de PCR devem ser aliquotados de
modo a evitar uma sucessdo de congelamento e descongelamento dos mesmos assim
como para prevenir a contaminagdo dos mesmos. Os tubos de reagente, devem sofrer
um “pulse” antes de retirar a tampa para utilizagdo e esta deve ser retirada
cuidadosamente de modo a evitar aerossois.

Outro factor a ter em conta de modo a evitar resultados indesejaveis consiste
numa correcta organizacao do trabalho. Deve existir assim uma separagao fisica entre as
diferentes etapas do PCR, sendo estas a extrac¢ao do acido nucleico, a preparacao da

mistura de reac¢do e a amplificagdo da mesma.
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Amplificacéo Preparacao da Extraccéo
amostra

v

Figura 6- Indicacdo do fluxo de trabalho na preparagdo de uma reac¢ao de PCR.

A preparacdo da mistura de reac¢do, sem acido nucleico deve ser realizada num
espaco isolado de qualquer material bioldgico. Pode ser assim uma camara de fluxo
laminar, que seja esterilizada através de raios U.V. Os reagentes a utilizar devem ser
preparados e aliquotados nesta zona.

A extracgdo do acido nucleico deve ser feita numa zona do laboratério onde nao
se manuseiem os produtos de anteriores reac¢des. Deve ser nesta area que se adiciona o
acido nucleico a mistura de reac¢do anteriormente preparada.

Por fim a zona de amplificacdo deve consistir num espaco onde se encontrem 0s
equipamentos de PCR e ¢ recomendavel que esteja fisicamente isolado das zonas
anteriores.

E recomendado que seja incluido um controlo positivo, este deve ser
amplificado de forma fraca mas consistente e deve ser do mesmo tipo que o acido
nucleico analizado. Um controlo positivo fortemente amplificado pode ser uma possivel
fonte de contaminagdo para as restantes amostras, dai que seja um facto a evitar. Deve

também ser incluido na reac¢dao um controlo de reacg¢do que contenha todos os reagentes
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necessarios ao progresso da reaccdo com excepcao do ADN, assim como um outro
controlo negativo cujo ADN adicionado ndo apresente uma sequéncia similar ao alvo.
Hé4 que referir ainda que os diferentes reagentes, como agua desionizada e
solucdes tampao, assim como, os materiais utilizados, no caso das pontas e tubos devem
ser esterilizados através da autoclavagem a calor huimido (120 °C, 15 minutos) (Health

Protection Agency, 2006).

1.7 - Objectivos

O presente trabalho teve como principal objectivo a determinagdo dos genotipos
de estirpes isoladas de queijarias portuguesas e outros alimentos incluindo estirpes
clinicas através da implementag¢do da técnica de PCR em tempo real. A avaliagdo da

citopatogenicidade destas estirpes constituiu o segundo objectivo deste estudo.
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2- Material e Métodos

2.1 — Material

2.1.1 — Estirpes de Listeria monocytogenes

Na realizagdo deste estudo foi utilizado um grupo de estirpes de L.
monocytogenes provenientes de queijarias, alimentos ou de origem clinica. Na tabela |
apresentam-se as estirpes analisadas. As estirpes foram mantidas a -80 °C. Sempre que
necessario foram recuperadas em meio Tryptone Soya Broth Agar (Oxoid, Basingstoke,

Reino Unido).

Tabela | —Estirpes de L. monocytogenes utilizadas.

Estirpe Origem Serdtipo Referéncia
A9 Queijaria 1/2b Chambel et al., 2007
T8 Queijaria 4b Chambel et al., 2007
SAll Queijaria 4b Chambel et al., 2007
G8 Queijaria 4b Chambel et al., 2007
G22/2 Queijaria N/D Chambel et al., 2007
SA26/4 Queijaria N/D Chambel et al., 2007
T46A Queijaria N/D Chambel et al., 2007
SA64/1 Queijaria N/D Chambel et al., 2007
T58/2 Queijaria N/D Chambel et al., 2007
C882 Queijo 4b INETI-DTIA, Faleiro et al. 2003
C897 Queijo 1/2a INETI-DTIA, Faleiro et al. 2003
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C681 Queijo 4b INETI-DTIA, Faleiro et al. 2003
C895 Queijo 1/2a INETI-DTIA, Faleiro et al. 2003
CLIP 1.04 Carne 1/2a Instituto Pasteur, Franca
CLIP 2.04 Carne 4b Instituto Pasteur, Franca
CLIP 6.04 Peixe 3a Instituto Pasteur, Franca
SLU1922 Clinica 4b Loncarevic et al. 1997
SLU2157 Clinica 1/2a Ericsson et al. 1997
EGD Clinica 1/2a Trudeau Institute
ScottA Clinica 4b N/D
SA21/2 Queijaria N/D Chambel et al., 2007
SA2 Queijaria N/D Chambel et al., 2007
Al3 Queijaria N/D Chambel et al., 2007
A29B Queijaria N/D Chambel et al., 2007
G17C Queijaria N/D Chambel et al., 2007
SLU725 Galinha 1/2a Swedish University of Agricultural Sciences
SLU1927 Carne 1/2a Swedish University of Agricultural Sciences
SLU797 Peixe 1/2a Swedish University of Agricultural Sciences
BZ100 Carne N/D FCF - Universidade S. Paulo, Brasil
BZ142 Carne N/D FCF - Universidade S. Paulo, Brasil
CLIP 8.04 Carne 1/2c Instituto Pasteur, Franca
CLIP 7.04 Peixe 1/2b Instituto Pasteur, Franca
CLIP 9.04 Peixe 4b Instituto Pasteur, Franca
10403S Clinica 1/2a Portnoy et al., 1988
BZ3sl Peixe N/D FCF - Universidade S. Paulo, Brasil

Determinacéo dos genotipos de Listeria monocytogenes
Por PCR em tempo real e avaliagio da sua citopatogenicidade -30 -




Material e Métodos

BZ7s1 Peixe N/D FCF - Universidade S. Paulo, Brasil
BZ2s1 Peixe N/D FCF - Universidade S. Paulo, Brasil
SAl Queijaria N/D Chambel et al., 2007
A5 Queijaria N/D Chambel et al., 2007
SA4 Queijaria N/D Chambel et al., 2007
125/5 Queijaria N/D Chambel et al., 2007
SA21/5 Queijaria N/D Chambel et al., 2007
SA26/A Queijaria N/D Chambel et al., 2007
SA7 Queijaria N/D Chambel et al., 2007
G15/C Queijaria N/D Chambel et al., 2007
G17/3 Queijaria N/D Chambel et al., 2007
G19/A Queijaria N/D Chambel et al., 2007
G20/1 Queijaria N/D Chambel et al., 2007
G26/B Queijaria N/D Chambel et al., 2007
SA10 Queijaria N/D Chambel et al., 2007
SA9 Queijaria N/D Chambel et al., 2007
G17/D Queijaria N/D Chambel et al., 2007
G21/2 Queijaria N/D Chambel et al., 2007
SA26/E Queijaria N/D Chambel et al., 2007
G20/D Queijaria N/D Chambel et al., 2007
G21/A Queijaria N/D Chambel et al., 2007
G22/5 Queijaria N/D Chambel et al., 2007
BZ825 Carne N/D FCF - Universidade S. Paulo, Brasil
BZ619 Carne N/D FCF - Universidade S. Paulo, Brasil
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NCTC 7973 Animal N/D Inglaterra
TUMLIS6 galinha 4a Schmid et al., 2003
ATCC19116 n/d 4c Schmid et al., 2003
SLU547 Aves 4c Chambel et al., 2007
SLU549 Ovelha 4a Chambel et al., 2007
Nota : N/D — ndo determinado
2.1.2 — Primers

2.1.2.1 - Primers utilizados na técnica de PCR

Para as reaccOes de deteccdo dos diversos genotipos através da tecnica PCR

foram utilizados primers especificos para cada gendtipo assim como foram adicionados

primers competitivos de forma a aumentar a especificidade das reac¢bes. As sequéncias

e especificidades dos mesmos encontram-se apresentadas nas tabelas Il e I11.

Tabela Il - Primers especificos para cada genotipo, utilizados na técnica de PCR.
Primer Sequéncia 5°-3" Alvo Referéncia

iap-412-1-F TAC-TTA-ACT-GAC-AAA-GCA-GT Gen6tipo | | Schmid et al., 2003
iap-1047-1-R ATT-CGT-ATT-AGT-ATT-TGA-GTT-TG | Genétipo | | Schmid et al., 2003
iap-820-11-F ACT-AAC-ACT-AAC-ACA-AAT-GC Gen6tipo Il | Schmid et al., 2003
iap-1047-1I-R | GGA-GTT-TGT-ATT-AGT-ATT-GGT-A | Gendtipo Il | Schmid et al., 2003
iap-217-111-F AAT-GAG-GTC-GCT-AAA-AAC-AC Gendtipo Il | Schmid et al., 2003
iap-1047-111-R | TGT-GTT-CGT-GTT-TGT-ATT-TGT-G Gendtipo Il | Schmid et al., 2003
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Tabela I111-  Primers competitivos adicionados a cada reaccdo de deteccdo dos

diferentes gendtipos pela técnica de PCR.

Primer Sequéncia 5°-3° Alvo Referéncia
competitivo
iap-1-dd-11/111-F | TAC-TTA-ACT-GAC-AAA-GTA-G* Genotipo | | Schmid et al., 2003

iap-1-dd-11-R ATT-CGT-ATT-GGA-GTT-TGT-ATT-A* Gendtipo | Schmid et al., 2003

lap-1-dd-111-R AGC-ATT-TGT-GTT-CGT-GTT-T* Gendtipo | Schmid et al., 2003

iap-2-dd-I/lll-F | ACK-AAY-ACA-AAT-ACW-GCT-M* Gendtipo Il | Schmid et al., 2003

iap-2/3-dd-1-R AGT-ATT-TGA-GTT-TGT-ATT-AGT-AT* | Gendtipo Il | Schmid et al., 2003

iap-2-dd-I1I-R TGT-GTT-CGT-GTT-TGT-ATT-TGT* Genétipo Il | Schmid et al., 2003
iap-3-dd-I/-1I-F | GAG-GTK-GCT-GCT-GCT-G* Genétipo 11l | Schmid et al., 2003
lap-3-dd-11-R GGA-GTT-TGT-ATT-AGT-ATT-GGT* Gendtipo Il | Schmid et al., 2003

2.1.2.2 - Primers utilizados na técnica de PCR em tempo real

De modo a detectar os diferentes genotipos através da técnica PCR em tempo
real foram desenhados pares de primers e respectivos primers competitivos através da
sequéncia do gene iap (anexo 1), utilizando o programa Oligo, versdo 4.0 (MedPRobe,
Oslo, Noruega). As sequéncias dos mesmos sdo indicadas nas tabelas 1V e V. Para a
reaccao de deteccao de gendtipo I, utilizou-se porém, o mesmo par de primers utilizado
na reaccdo de PCR anterior (tabela Il). Tal escolha deveu-se ao facto deste par originar

um produto de tamanho aceitavel para uma reaccdo em tempo real (191 pb).
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Tabela 1V — Primers utilizados nas reaccGes de deteccdo dos diferentes gendtipos

através da técnica de PCR em tempo real.

Primer Sequéncia 5°-3° Alvo Referéncia
G1-2F GCA-ACG-CAA-CAA-CAA-ACA-GC Genotipo | Este estudo
iap-1047-1-R ATT-CGT-ATT-AGT-ATT-TGA-GTT-TG | Gendtipo | | Schmid et al., 2003
iap-820-11-F ACT-AAC-ACT-AAC-ACA-AAT-GC Gen6tipo Il | Schmid et al., 2003
iap-1047-11-R | GGA-GTT-TGT-ATT-AGT-ATT-GGT-A | Gendtipo Il | Schmid et al., 2003
AAG3F GAC-TGA-AGT-AAA-TGA-GGT-CG Genotipo 111 | Este estudo
AAG3R CTT-TGA-TGG-ACG-TAA-TAA-TG Genotipo 111 | Este estudo

Tabela V — Primers competitivos adicionados nas reaccdes de deteccdo dos diferentes

gendtipos através da técnica de PCR em tempo real.

Primer Sequéncia 5°-3’ Alvo Referéncia

competitivo

G1-2F-comp ACA-ACA-CAA-CAA-CAA-ACA-GCA* Gendtipo | Este estudo
iap-1-dd-11-R ATT-CGT-ATT-GGA-GTT-TGT-ATT-A* Genotipo | Schmid et al., 2003
lap-1-dd-111-R AGC-ATT-TGT-GTT-CGT-GTT-T* Genotipo | Schmid et al., 2003
iap-2/3-dd-I-R AGT-ATT-TGA-GTT-TGT-ATT-AGT-AT* | Gen6tipo Il | Schmid et al., 2003
iap-2-dd-111-R TGT-GTT-CGT-GTT-TGT-ATT-TGT* Genétipo Il | Schmid et al., 2003
iap-2-dd-1/l1l1-F | ACK-AAY-ACA-AAT-ACW-GCT-M* Gendtipo Il | Schmid et al., 2003

Os primers utilizados nas reaccdes de PCR e PCR em Tempo Real foram

fornecidos por MWG-Biotech AG (Alemanha).
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2.1.3- Invasao celular

De modo a elaborar 0 ensaio de determinagdo de invasdo celular foram
utilizadas células NIH3T3. A linhagem utilizada foi gentilmente cedida pelo Instituto

Gulbenkian para a Ciéncia (IGC), Lisboa.

Caracteristicas gerais das células NIH3T3:

Origem - Embrido de ratinho.

Morfologia — Fibroblastos

Meio de Crescimento — RPMI (Gibco) com 10% soro bovino fetal e 2 mM Glutamina.
Condices de Crescimento — 37 °C na presenca de 5% CO2

Tempo de duplicagdo — O tempo médio de duplicacdo € de 20 horas

Sub-culturas — A tripsinagéo foi elaborada aquando a confluéncia da cultura. Foi
utilizada solucdo de 0,25% tripsina-EDTA (Sigma, Madrid, Espanha). A cultura foi
tripsinada numa razéo 1:4 a cada 4 dias.

Congelamento — O congelamento das células foi feito utilizando um meio rico em
DMSO (sulfoxido dimetil), “recovery cell culture freezing médium” (Gibco, Paisley,

Reino Unido). As células foram conservadas a uma temperatura de -80 °C.
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2.2 — Métodos

2.2.1- Extraccdo de ADN pelo método. - Guanidina, EDTA e Sarcosil

(G.E.S.)

Cada estirpe de L. monocytogenes foi crescida em Tryptone Soya Broth Agar
(Oxoid, Basingstoke, Reino Unido). Desta cultura retirou-se uma ansada e suspendeu-se
em 100 pl de solugcdo de Tampéo Lise (ver anexo Il) suplementado com 2,4ug/ pli
Lisozima. Deixou-se repousar durante 45 minutos a 35 °C. Adicionaram-se 500 pl de
tampdo GES (ver composicdo em anexo I1), agitou-se fortemente e colocou-se no gelo
durante 5 minutos, apds os quais se adicionou 250 pl de acetato de aménia 10M
homogeneizou-se e permaneceu em gelo durante 10 minutos. Decorrido este tempo,
foram adicionados & mistura 500 pl da solugdo cloroférmio:alcodl isoamilico (24:1 v/v).
De seguida, misturou-se por inversao e procedeu-se a centrifugacdo (18 890 g, 4°C, 10
minutos). Apos a centrifugacdo o sobrenadante foi recolhido e transferido para um novo
tubo ao qual foi adicionado metade do volume em isopropanol frio (Sigma, Madrid,
Espanha). Procedeu-se & homogeneizacéo e realizou-se uma nova centrifugagéo (13 000
rpm, 4°C, 1 minuto). O ADN precipitado foi lavado com 800 pl de etanol frio a 70%
por trés vezes. Apos as lavagens o ADN obtido foi seco ao ar. Apés a evaporacdo de
todo o etanol, ressuspendeu-se 0 ADN obtido em 35 pl de agua isenta de DNAses
(Sigma, Madrid, Espanha).

Para avaliar a pureza e a concentragdo do ADN obtido foi determinada a
absorvéncia por espectofotometria utilizando o comprimento de onda de 260nm e
280nm. A qualidade do ADN extraido foi ainda avaliada por electroforese em gel de

agarose 1% p/v.
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2.2.2 — Amplificacdo de ADN por Reaccdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

O ensaio de deteccdo e amplificacdo dos diferentes genétipos de
L.monocytogenes através da técnica de PCR, foi executado num aparelho “T1
thermocycler” (Biometra, Goettingen, Alemanha). Utilizaram-se os primers especificos
para cada gendtipo apresentados na secc¢do 2.1.2.1.

A reaccio de PCR foram igualmente adicionados primers competitivos, que tém
como caracteristica serem 2°3"-dideoxinucleotidos (ddNTP). Estes primers nédo
emparelham no ADN dos organismos que ndo pertencem ao gendétipo especifico da
anélise em questdo. Desta forma, a especificidade de cada reac¢do torna-se mais elevada
assim como deixa de se observar o aparecimento de falsos positivos.

Para cada reaccdo de deteccdo de genotipo foi estabelecida a temperatura 6ptima
de emparelhamento através de analises num PCR cycler com gradiente de temperatura
“TGradient” (Biometra, Goettingen, Alemanha).

Apds a especificacdo das condicBes Optimas de reaccdo que se encontram
expostas na tabela VI, procedeu-se as respectivas reacces de amplificacao.

Para cada reaccdo foi introduzido um controlo positivo que consistiu huma
amostra de ADN de gendtipo semelhante ao que se pretendia determinar assim como
dois controlos negativos, um dos quais correspondia ao controlo da reaccao (sem ADN)
e 0 segundo com adicdo de ADN de outra bactéria (Escherichia coli).

Para cada estirpe em estudo, foram executadas 3 reaccdes de PCR em separado

para cada um dos trés gendtipos a ser detectado.
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Tabela VI- Condices utilizadas nos trés tipos de reac¢édo de deteccdo de gendtipo num

volume total de 50pl.

Par de primer iap-820-1-V/iap-1047-1-R | iap-420-11-V/iap-1047-11-R | iap-217-111-V/iap-1047-111-R
Especificidade Genotipo | Genotipo Il Gendtipo 111
Concentracdo de 10 10 10
primer (pmol/pl)

Concentracao 25 25 25
MgCl, (mM)

Concentracdo ADN 30 30 30
(ng/ pi)

Concentracéo 10 10 0
Competidor (pmol/

M)

Desnaturagéo 94°C/ 4 min 94°C/ 4 min 94°C/ 4 min
inicial

Desnaturacéo 94°C/ 20's 94°C/ 20's 94°C/ 20 s
Temperatura  de 57°C 60°C 52°C
Emparelhamento

Tempo de 15 20 40
alongamento (s)

Algongamento final 72°C/ 1min 72°C/ 1min 72°C/ 1min
Tamanho do 615-645 195 - 201 804
produto final (pb)

2.2.3 — Electroforese em gel de agarose

O método padrdo utilizado para separar, identificar e purificar fragmentos de

ADN e ARN consiste na electroforese em gel de agarose. Esta técnica é rapida, simples
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e possui uma capacidade de separar fragmentos de acidos nucleicos com alta precisao.
(Holme et al., 1993)

A valores de pH neutro ou alcalino, os grupos fosfato do ADN conferem a
molécula uma carga negativa uniforme. Esta carga permite que a molécula se mova em
direccdo ao anodo quando sujeita a um campo eléctrico. Ao se realizar a electroforese
numa matriz € possivel separar moléculas que possuam dimensdes diferentes. O
tamanho das moléculas de ADN depende do comprimento da cadeia, logo as moléculas
de ADN sdo classificadas por nimero de pares de bases. A matriz oferece uma menor
resisténcia a moléculas de dimenséo pequena, logo estas movem-se mais rapidamente.
A razdo do movimento da molécula com um tamanho particular depende da dimensao
dos poros do gel, a qual é determinada pela concentracdo de agarose. Concentracoes
entre 0,5 e 2% séo geralmente utilizadas para ADN com dimens6es que variem de 200 a
50 000 pares de bases. A localizagdo do ADN no gel pode ser determinada directamente
através da insercdo de uma concentracdo baixa de marcadores fluorescentes como
brometo de etidio ou “SYBR green”. Este tipo de marcadores permite que o ADN seja
visualizado directamente através de iluminacdo com luz ultravioleta. De forma a
determinar o tamanho da molécula € incluido num dos pocos do gel um marcador de

massa molecular conhecida (Holme et al., 1993).

Ap0s se ter procedido as reac¢fes de PCR para determinar o gendétipo das
estirpes em estudo, realizou-se a andlise do produto da reaccdo através de uma
electroforese em gel de agarose (2%, p/v). Em cada analise foi incluido um marcador
com bandas de tamanho conhecido de modo a determinar a dimenséo dos fragmentos

resultantes da reac¢édo de PCR.
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2.2.4- Ensaio de invasdo celular de células NIH3T3 pela bactéria Listeria

monocytogenes

De forma a testar a capacidade invasiva de cada genotipo foi elaborado um
ensaio de invasdo celular em células NIH3T3. O ensaio foi elaborado com um grupo de
estirpes representativas dos trés genotipos.

O ensaio foi organizado conforme descrito em Olier et al., 2003. As estirpes de
L. monocytogenes cresceram em meio BHI (Oxoid, Basingstoke, Reino Unido) durante
a noite a 30°C sem agitacdo. Na determinacdo da viabilidade bacteriana foi utilizado o
método das gotas descrito por Miles and Misra, 1938. Nesta técnica utilizam-se
microdiluicdes seriadas, na razdo de 1:10, utilizando volumes de 100:900 ul. Um
volume de 20 pl de cada diluicdo € inoculado em triplicado em placas de meio de
infusdo de cérebro e coracdo “BHI” (Oxoid, Basingstoke, Reino Unido) que
posteriormente séo incubadas a 30 °C por 24 horas.

Monocamadas confluentes de células NIH3T3 foram inoculadas com uma razéo
de 10 células bacterianas por cada célula NIH3T3, cerca de 1,0X10° L. monocytogenes /
poco e foi incubado numa estufa a 5%CO,, 37 °C durante 30 minutos. De forma a
eliminar as células bacterianas extracelulares, lavou-se trés vezes as monocamadas com
solucéo fosfato salina (PBS) pH 7,3, ap0s as quais se adicionou meio suplementado com
150 pg/pl de gentamicina. Aos 90 minutos pés-inoculacdo as células NIH3T3 foram
novamente lavadas trés vezes com PBS e procedeu-se a lise celular através de
pipetagem vigorosa com 4&gua destilada fria. A contagem das células de L.
monocytogenes intracelulares foi feita através da inoculacéo por espalhamento do lisado

resultante em placas de BHI agar (Oxoid, Basingstoke, Reino Unido). A eficacia de
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invasdo € determinada como a percentagem de inoculo recuperado na contagem das
células bacterianas intracelulares.

Cada ensaio foi constituido por trés réplicas. Os controlos utilizados incluiram a
utilizacdo de uma estirpe de laboratério, a 10403S como controlo positivo e um controlo
negativo em que ndo foi inoculada bactéria na monocamada de células.

De forma a garantir a esterilidade do meio de crescimento foi incluido um frasco
de meio BHI sem inoculo por cada crescimento de L. monocytogenes, assim como em
cada inoculacao de meio BHI solido para célculo da viabilidade celular foi mantida uma

placa sem inoculo como controlo negativo.

2.2.5 — Reaccdo de PCR em tempo real para detectar os diferentes genotipos

de L. monocytogenes

O ensaio de deteccdo e amplificacio dos diferentes gendtipos de
L.monocytogenes através da técnica de PCR em tempo real foi executado num aparelho
icyclerig multicolor real time PCR detection system (BioRad, Hercule, EUA).
Utilizaram-se os primers especificos para cada genotipo apresentados na sec¢édo 2.1.2.1.
Foram adicionados primers competitivos, 2’3’-dideoxinucleotidos (ddNTP), a cada
reaccdo de forma a obter a deteccdo e amplificacdo especifica de cada genotipo. Os
primers competitivos evitam a amplificacdio do ADN de outros genotipos que ndo o
pretendido. As condicOes utilizadas para cada reacgdo, foram testadas previamente
utilizando um termociclador com gradiente de temperatura de emparelhamento
“TGradient” (Biometra, Goettingen, Alemanha). As condicGes de cada reaccdo estdo

indicadas na tabela VI1.
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Para cada reaccdo de determinacdo do genotipo foram incluidas trés replicas

utilizando um grupo de estirpes representativas dos trés genotipos.

Tabela VII- Condicdes utilizadas nas reac¢cdes de deteccdo dos diferentes gendtipos

através da técnica PCR em tempo real num volume total de 25 pl.

Par de primer

G1-2FV/iap-1047-1-R

iap-420-11-V/iap-1047-11-R

AAG3F-V/AAG3R

Especificidade Gendtipo | Gendtipo Il Gendtipo 111
Concentracdo  de 10 10 10
primer (pmol/ul)

Concentracdo ADN 30 30 30
(ng/ ul)

Concentracao 10 10 -
Competidor (pmol/

ul

Desnaturacao 94°C/ 4 min 94°C/ 4 min 94°C/ 4 min
inicial

Desnaturacao 94°C/ 20 s 94°C/ 20 s 94°C/ 20 s
Temperatura  de 61°C 60°C 60°C
Emparelhamento

Tempo de 45 45 45
alongamento (s)

Alongamento final 72°C/ 45 s 72°C/ 45 s 72°C/ 45 s
Tamanho do 171 195 - 201 116
produto (pb)
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2.2.5.1 — Linearidade, sensibilidade e gama de concentracfes das reaccOes de

deteccdo dos gendtipos atraves da técnica de PCR em Tempo Real

Com base nos resultados de Glaser et al., 2001, em que foi considerado que uma
molécula de ADN da espécie L. monocytogenes apresenta um peso de 2,94 fg, realizou-
se uma série de diluicdes de modo a obter amostras com valores de 1x10", 1x10°, 1x10°,
1x10%, 1x10°, 100, 10 e 1 molécula de ADN. Estas dilui¢des foram feitas apenas para
uma estirpe de cada gendtipo, Utilizou-se assim a estirpe T58/2 para geno6tipo I, A9 para
0 gendtipo Il e 547 para o genotipo 1.

Consequentemente, foram realizadas trés réplicas para cada reacgdo de deteccdo
de genotipo. Cada amostra foi analisada em triplicado por réplica de reac¢do assim

como foi incluido em cada reac¢do uma amostra em branco onde néo foi incluido ADN.
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3- RESULTADOS

3.1 — Determinacdo do gendtipo de Listeria monocytogenes

Com o objectivo de determinar o gendtipo de estirpes de Listeria monocytogenes
isoladas de queijarias portuguesas e outros alimentos, assim como estirpes clinicas,
foram reunidas para a respectiva andlise 64 estirpes de L. monocytogenes.

A divisdo das estirpes de L. monocytogenes pelos trés genotipos é apresentada na
tabela VIII, observou-se que no total de 64 estirpes testadas, 16 pertenciam ao genotipo

| (25%), 44 ao gendtipo 11 (69%) e apenas 4 pertenciam ao gendtipo 111 (6%).

Tabela VI11- Gendtipo das estirpes de L. monocytogenes.

Estirpe Origem Gendtipo
10403S Clinica I
C897 Queijo I
EGD Clinica I
T58/2 Queijaria I
CLIP 1.04 Carne I
SLU1922 Clinica I
T46A Queijaria I
C895 Queijo I
CLIP6.04 Peixe I
SLU725 Galinha I
SLU1927 Carne I
SLU797 Peixe I
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BZ100 Carne I
BZ142 Carne I
CLIP8.04 Carne I
NCTC7973 Animal I
A9 Queijaria I
ScottA Clinica I
G8 Queijaria I
T8 Queijaria 1|
SAl1l Queijaria I
C882 Queijo I
C681 Queijo I
G22/2 Queijaria I
SA26/4 Queijaria I
SA64/1 Queijaria I
CLIP2.04 Carne I
SLU2157 Clinica I
SA21/2 Queijaria I
SA2 Queijaria I
Al3 Queijaria I
A29B Queijaria I
G1l7C Queijaria 1|
CLIP7.04 Peixe I
CLIP9.04 Peixe I
BZ3sl Peixe I
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BZ7s1 Peixe I
BZ2s1 Peixe I
SAl Queijaria I
125/5 Queijaria I
A5 Queijaria I
SA4 Queijaria I
SA21/5 Queijaria I
SA26/4 Queijaria I
SAT Queijaria 1|
G15/C Queijaria I
G17/3 Queijaria I
G19/A Queijaria I
G20/1 Queijaria I
G26/B Queijaria I
SA10 Queijaria I
SA9 Queijaria I
G17/D Queijaria I
G21/2 Queijaria I
SA26/E Queijaria I
G20/D Queijaria I
G21/A Queijaria I
G22/5 Queijaria I
BZ825 Carne I
BZ619 Carne I
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TUMLIS6 Desconhecido i
ATCC19116 Galinha Il
SLU5S47 Aves Il
SLU549 Ovelha Il

Para uma analise mais pormenorizada entre a origem das estirpes e 0 seu

gendtipo elaborou-se a tabela IX. Verifica-se que as estirpes de origem clinica (5) sdo

na sua maioria de gendtipo | (3). Ja as estirpes de origem de queijaria testadas sao

maioritariamente genotipo 1, sendo que do total de 34 estirpes apenas 2 pertencem ao

gendtipo 1. As estirpes de origem animal analisadas (2) dividem-se entre o genotipo | e

I11. No que se refere as estirpes encontradas em produtos alimentares verifica-se que das

7 estirpes originarias de peixe 5 pertencem ao gendtipo Il e 2 ao geno6tipo | e das 8

estirpes encontradas em carne, 5 pertencem ao gendtipo | e 3 ao gendtipo 1. Ja as 4

estirpes de origem em queijo, dividem-se entre o gendtipo | e Il. Das 3 estirpes isoladas

de carne de aves, 1 pertence ao gendtipo | e 2 ao genotipo I1l. A origem da estirpe

TUMLIS6, que pertence ao gendtipo 111 é desconhecida.
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Tabela IX — Relacdo entre origem das estirpes de L. monocytogenes e 0 gendtipo

apresentado.

Carne 8 5 3 0
Aves 3 1 0 2
Peixe 7 2 5 -

Queijaria 34 2 32 -
Queijo 4 2 2 -
Clinica 5 3 2 -
Animal 2 1 - 1

Desconhecido 1 - - 1

3.2 — Ensaio de Invasdo celular de L. monocytogenes em células

NIH3T3

De modo a se poder esclarecer se a cada um dos genotipos estd associada uma
capacidade invasiva particular, foi determinada a capacidade invasiva de um grupo de
estirpes escolhidas entre a totalidade, utilizando células NIH3T3. E importante
relembrar que o gene iap (invasion associated protein) no qual se baseia a determinacgéo
dos gendtipos € um dos factores de viruléncia que esta associado com a capacidade

invasiva das estirpes de L. monocytogenes (Kuhn & Goebel, 1989). Na figura 7 estd
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representada a capacidade de invasédo das estirpes L. monocytogenes C897, EGD, T58/2,

CLIP 1.04 e SLU1922, que pertencem ao genotipo I.
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Figura 7 - Capacidade invasiva (percentagem de invasdo) das estirpes de L.
monocytogenes pertencentes ao genotipo I. As barras verticais correspondem ao desvio

padrao (n=9).

A capacidade invasiva das estirpes de L. monocytogenes pertencentes ao
gendtipo | ndo foi uniforme para este grupo de estirpes, sendo significativamente
diferente para um intervalo de confianca de 95% (ver anexo Ill). Efectuou-se
posteriormente uma analise Post-Hoc Tukey ANOVA (programa SPSS Versao 12.0), de
forma a comparar as médias de invasao das estirpes analisadas e agrupar as estirpes que
sdo significativamente iguais para um intervalo de confianca de 95% (anexo 1V). Foi
observado que as estirpes EGD, T58/2 e C897 eram signfcativamente diferentes de

todas as outras, ndo podendo ser agrupadas. Ja a estirpes SLU1922 e CLIP 1.04
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apresentam semelhanca, sendo significativamente iguais para um valor de 95%
confianca.

E possivel observar que a percentagem de invasdo varia entre 0s 25 e 0s 50 %. A
estirpe mais invasiva foi a CLIP1.04 com uma percentagem de invasao de 48,8 + 0,5 %

e a estirpe EGD a que apresentou uma menor percentagem de invaséo (27,1 + 1,4 %).
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Figura 8 - Capacidade invasiva (percentagem de invasdo) das estirpes de L.
monocytogenes pertencentes ao geno6tipo Il. As barras verticais correspondem ao desvio

padréo (n=9).

Na figura 8 estd representada a capacidade de invasdo das estirpes L.
monocytogenes A9, ScottA, G8, T8, SA11, C882 e C681 que pertencem ao gendtipo Il.
Verifica-se que as estirpes apresentam diferentes capacidades de invasdo (percentagem
de invaséo), logo para um intervalo de confianga de 95% considera-se que as estirpes
pertencentes ao genotipo Il sdo significativamente diferentes (anexo V). Foi efectuada

uma analise Post-Hoc Tukey ANOVA (programa SPSS Versdo 12.0), de forma a

Determinacéo dos genotipos de Listeria monocytogenes
Por PCR em tempo real e avaliagio da sua citopatogenicidade -50 -




Resultados

comparar as médias das percentagens de invasdo apresentadas e agrupar as estirpes que
sdo significativamente iguais para um intervalo de confianca de 95% (anexo VI).
Verificou-se que a estirpe G8 ndo apresentava semelhanca significativa com nenhuma
das outras estirpes enguanto que as restantes estirpes dividiam-se em dois conjuntos. No
primeiro conjunto estavam incluidas as estirpes C882, ScottA e SAl1l e o segundo
grupo consistia na estirpe A9, T8 e C681.

A percentagem de invasdo das estirpes deste genotipo varia entre os 30 e 0s 50

%. A percentagem mais elevada foi atingida pela estirpe C681 (48,5 + 0,3 %) e a estirpe

G8 foi a que atingiu um menor valor (30,3 £ 0,6 %)
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Figura 9 - Capacidade invasiva (percentagem de invasdo) das estirpes de L.
monocytogenes pertencentes ao genoétipo 1ll. As barras verticais correspondem ao

desvio padrao (n=9).

A capacidade de invaséo das estirpes L. monocytogenes TUMLIS6, ATCC19116

e SLU547 que pertencem ao genotipo 111 estéd representada na figura 9. A percentagem
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de invasdo encontrada para as estirpes deste gendtipo foi de 29,7 + 1,9 % para a estirpe
ATCC19116, 36,0 £ 1,9 % para a estirpe SLU547 e 41,1 + 1,2 % para a estirpe
TUMLIS6. Este conjunto de estirpes apresenta capacidade invasiva significativamente
diferente para um intervalo de confianca de 95% (anexo VII). Porém, ao se efectuar
uma analise Post-Hoc Tukey ANOVA (programa SPSS Versdo 12.0), de forma a
comparar a variancia entre as estirpes analisadas e agrupar as estirpes que sdo
significativamente iguais para um intervalo de confianca de 95% (anexo VIII), foi
possivel observar que a estirpe ATCC19116 é significativamente igual a estirpe

SLU547, ja a estirpe TUMLIS6 ndo apresenta semelhanca significativa com nenhuma

das outras.
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Figura 10 - Capacidade invasiva média para as estirpes de L. monocytogenes de cada
gendtipo. Valores obtidos com 45 réplicas para o gendtipo I, 63 para gendtipo Il e 27
para gendtipo I11. As barras verticais correspondem ao desvio padrdo de cada conjunto
de réplicas.

Ao se analisar a capacidade invasiva média das estirpes por gendtipo (figura 10)

¢ possivel verificar que a percentagem de invasdo das estirpes pertencentes aos
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diferentes gendtipos € semelhante, atingindo o valor de 27% para o gendtipo 1 e Il e
24% para o gendtipo Ill. Esta analise permite observar que para um intervalo de
confianca de 95% os trés gendtipos sdo significativamente iguais quanto a capacidade
invasiva (anexo IX).

Contudo, ao se comparar as médias de invasdo apresentadas para cada estirpe
através da analise Post-Hoc Tukey ANOVA (programa SPSS Versao 12.0), é possivel
agrupar as 15 estirpes analisadas em 7 conjuntos de estirpes significativamente iguais

(anexo X).

3.3- Deteccdo dos diversos genotipos através da técnica de PCR em

tempo real

A determinacdo dos genotipos através da reaccdo de PCR em tempo real
apresenta varias vantagens, nomeadamente a elevada especificidade e a possibilidade de
quantificar com precisdo o ADN alvo (que € directamente relacionado com o tamanho
da populacdo presente na amostra). Outra vantagem consiste no facto desta
quantificacdo ser realizada através da emissdo do sinal de fluorescéncia no decorrer da
reaccdo, assim sendo as manipulacdes apds a reaccdo sdo eliminadas o que evita a
ocorréncia de contaminagcfes cruzadas. Com o propdsito de estabelecermos a
determinacdo dos gendtipos através de uma reaccdo de PCR em tempo real utilizou-se a
mesma seleccdo de estirpes representativas dos trés tipos de genotipos determinados

anteriormente.
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3.3.1 — Reacgao de deteccao de estirpes L. monocytogenes referentes ao

Genotipo |

E fundamental relembrar que as reaccbes de PCR em tempo real s&o
caracterizadas pelo valor no tempo (ou ciclo de PCR) onde o alvo de amplificagéo €
primeiramente detectado. Este valor é geralmente referido como o ciclo do ponto inicial
(Ct) ou seja, o ponto no tempo onde a intensidade de fluorescéncia € maior que a
fluorescéncia de fundo. Consequentemente, quanto maior for a quantidade do ADN
alvo, bem como uma elevada especificidade dos primers, mais rapido sera o aumento do
sinal de fluorescéncia com o surgimento de um valor de Cy baixo.

Com estas consideracGes podemos iniciar a avaliacdo da deteccéo das estirpes de
L. monocytogenes pertencentes ao genoétipo I.

O valor obtido na reaccdo de amplificacdo para as estirpes pertencentes ao
gendtipo | variou entre 14,9 e 18,1 enquanto que para as estirpes pertencentes ao
gendtipo Il e 111 assim como que para os controlos negativos foi cerca de 25 (figura 11 e

tabela X).
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Figura 11 — Amplificacdo do ADN das estirpes de L. monocytogenes pertencentes
aos genotipos I, 1l e 11l na reaccdo de amplificacdo especifica para deteccdo das
estirpes pertencentes ao genotipo |.e@- CLIP1.04 (Gl); @ - C897 (Gl); @ - SLU
1922 (Gl); @ - T58/2 (Gl); ® - EGD (Gl); ®- T8 (Gll); @ - C681 (Gll); -
ScottA (Gl1); @ - SA11 (GlI); ® - C882 (Gll); ® - G8 (Gll); ® - A9 (GlI); ® -
TUMLIS6 (Gll1); @- SLU547 (Glll); @ - ATCC19116 (GlII); @ - E.coli; ® -

controlo da reaccéo;
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Tabela X - Valores de Ct obtidos nas reaccdes para a deteccdo de estirpes pertencentes

ao gendtipo I. Os resultados séo a média de trés réplicas + o desvio padrao.

Estirpe Gendtipo Crxdp
C897 I 16,8+ 1,2
EGD I 18,2+0,1
T58/2 I 188+14

CLIP 1.04 I 15,6 £0,9
SLU1922 I 17,0+£0,6
A9 I 26,4+ 3,5
ScottA I 26,8 +0,0
G8 I 26,0+ 2,6

T8 I 25,8+ 3,0
SAl1l I 24,4+ 0,7
C882 Il 271+18
C681 I 26,6+25
TUMLIS6 Il 24,3+0,8
ATCC19116 i 270+16

SLU547 Il 261+14
E.coli - 27,1+3,3

Controlo de reaccéo - 27,6 +0,6
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3.3.2- Reaccéao de detecgdo de estirpes L. monocytogenes referentes ao

Genotipo 11

A reaccdo de PCR em tempo real referente a deteccdo das estirpes de L.
monocytogenes pertencentes a gendtipo 1l esta representada na figura 12. Os valores de
C+ obtidos para as estirpes deste gendtipo atingiram os 13,6 e 21,2 ciclos, enquanto 0s
valores de Ct para as restantes estirpes foi de 33,5 a 37,6 ciclos. Nos controlos

negativos os valores de Ct foram nulos (tabela XI).
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Figura 12 — Amplificacdo do ADN das estirpes de L. monocytogenes pertencentes
aos genotipos I, 1l e 11l na reaccdo de amplificacdo especifica para detec¢do das
estirpes pertencentes ao genétipo Il. e - CLIP1.04 (GI); @ - C897 (Gl); @ - SLU
1922 (Gl); ® - T58/2 (Gl); @ - EGD (Gl); @- T8 (Gll); @ - C681 (Gll); -
ScottA (GlI); ® - SA1l (Gll); @ - C882 (Gll); ® - G8 (Gll); ® - A9 (GlI); @ -

TUMLIS6 (GllI); ®- SLU547 (GlII); ® - ATCC19116 (GlIl); @ - E.coli; ® -

controlo da reaccéo;
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Tabela XI - Valores de Ct obtidos nas reaccOes para a deteccao de estirpes pertencentes

ao gendtipo 1. Os resultados sdo a média de trés réplicas + o desvio padréo.

Estirpe Genotipo Crxdp
C897 I 33.5+0,0
EGD | 30.6 £0,0
T58/2 I 343+11

CLIP 1.04 | 35.8+0,0
SLU1922 | 34.0+0,2
A9 I 18.1+5,3
ScottA I 16.9+0,1
G8 1 18.7+0,1

T8 | 134+04
SA1l 1 174+0,1
C882 I 17.7+0,2
C681 I 145+0,3
TUMLIS6 Il 36.1+2,7
ATCC19116 Il 37.4+0,0

SLU547 Il 340+0/4
E.coli - 35.2+0,0

Controlo da reaccéo - N/A
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3.3.3 — Reacgao de deteccao de estirpes L. monocytogenes referentes ao

Genotipo 11

A amplificacdo e deteccdo da cadeia de ADN correspondente as estirpes de L.
monocytogenes pertencentes ao genoOtipo 11l estdo representadas na figura 13. Os
valores de Ct obtidos para as estirpes do gendtipo Il foram na ordem dos 13 ciclos.
Quanto as estirpes pertencentes aos restantes genotipos, os Cr observados sdo
superiores, apresentando valores em torno dos 29 ciclos. Valores estes também

observados nos dois controlos negativos (tabela XI1).
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Figura 13 — Amplificacdo do ADN das estirpes de L. monocytogenes pertencentes
aos gendtipos I, 11 elll na reaccdo de amplificacdo especifica para detecgdo das
estirpes pertencentes ao genétipo I1l. @ - CLIP1.04 (GI); @ - C897 (Gl); ® - SLU
1922 (Gl); @ - T58/2 (Gl); ® - EGD (Gl); ®- T8 (Gll); @ -C681 (Gll); -
ScottA (GlI); @ - SA1l (Gll); @ - C882 (Gll); ® - G8 (Gll); ® - A9 (GlI); ® -
TUMLIS6 (GlII); e- SLU547 (GlIlI); - ATCC19116 (GlIl); @ - E.coli; ® -

controlo da reaccéo;
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Tabela XII - Valores de Ct obtidos nas reaccdes para a deteccdo de estirpes referentes

ao gendtipo I11. . Os resultados sdo a média de trés réplicas + o desvio padréo.
Estirpe Gendtipo Crxdp

C897 I 29,8+0,9

EGD I 29,8+1,0

T58/2 I 29,6 £ 0,8
CLIP1.04 I 295+11
SLU1922 I 29,0+ 0,6

A9 I 295+1,0

ScottA I 29,7+ 0,5

G8 I 299+14

T8 I 295+13

SAll I 29,4+0,9

c882 I 292+14

C681 I 29,6 +1,3
TUMLIS6 Il 125+0,2
ATCC19116 Il 13,2+0,4
SLU547 Il 13,2+0,5
E.coli - 31+3,4
Controlo de reaccéo - 29+04
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3.4 — Parametros das reaccdes de deteccdo dos diferentes gendétipos

atraves da técnica de PCR em Tempo Real

Os parametros dos ensaios de PCR em tempo real especificos para cada genoétipo
foram determinados utilizando uma gama de concentracfes de ADN equivalentes a 1 x
107, 1x10°, 1x10°, 1x10% 1x10° 1x10% 10 e 1 molécula de ADN. A correspondéncia
entre o numero de moléculas e a concentracdo de ADN foi estabelecida através da razdo
de que uma molécula de ADN equivale a 2,94 fg de ADN (Glaser et al., 2001).

Para cada tipo de reaccdo de deteccdo de gendtipo foi escolhida uma estirpe a
partir da qual se obteve uma quantidade de amostras de diferentes concentracdes de
ADN.

Cada reaccdo foi assim elaborada em trés ensaios independentes e cada
concentracdo de ADN a analisar foi testada em triplicado por ensaio. Foi igualmente
incluido um controlo negativo por reaccdo, controlo este que consistiu na mistura de

reaccao apenas, sem ADN.

3.4.1- Parametros da reaccdo de deteccdo de estirpes de L.

monocytogenes pertencentes ao Genotipo |

Os resultados obtidos na quantificacdo do ADN de L. monocytogenes
correspondente ao genotipo | (ADN da estirpe T58/2) utilizando uma gama de
concentracdes de 1x10” moléculas de ADN até 1 molécula de ADN sdo apresentados na

tabela XI1I e representados na figura 14.
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Tabela X111 — Numero de moléculas de ADN da estirpe L. monocytogenes T58/2

representante do genotipo | e o respectivo valor C+ médio. Os resultados representam a

média de trés ensaios + o desvio padrao (n=9).
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Figura 14 — Amplificagdo de diferentes quantidades de ADN referente ao gendtipo |

(estirpe L. monocytogenes T58/2).
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E possivel observar que para as quantidades mais elevadas de ADN os valores
de Ct apresentam uma variancia baixa e a medida que a quantidade de ADN diminui, o
valor de desvio-padrdo aumenta, o que implica uma maior variancia nestes casos
Verifica-se assim que para uma quantidade de ADN de 1X10’, o valor de Ct observado
é de 15,3 + 0,5 ciclos. Para a quantidade mais pequena testada, ou seja 1 molécula de
ADN, o valor de Cr obtido foi de 32 + 2,4 ciclos. Os parametros do método foram
assim calculados atraves de uma regressdo linear ponderada pelo facto de ndo haver
homogeneidade de variancias relativamente as diferentes quantidades de ADN testado.
A equacdo foi calculada através do programa Microsoft Office Excel 2003, sendo a

recta de regressao dos valores obtidos de y =-2,96 x + 36,59.

Sensibilidade

A sensibilidade calculada para o método de deteccdo de estirpes L.
monocytogenes pertencentes ao genétipo foi de -2,96 Cy/ log ADN. Este valor
corresponde ao valor ao declive da recta de regressdo calculada. Teoricamente a

sensibilidade dptima para este método seria de 3,32 C+/ log ADN (Higuchi et al., 1993).

Limite de deteccéo e limite de quantificacdo

Para 0 método em questdo o sinal minimo de detec¢cdo calculado foi de 25,2
ciclos o que corresponde a um limite de deteccdo de 1x10* moléculas de ADN e o limite
de quantificacio foi de 21 ciclos, valor que corresponde a 1x10°> moléculas de ADN.
Estes valores foram determinados através da média calculada com as medicGes de

amostras em branco (Anexo XII).

Determinacéo dos genotipos de Listeria monocytogenes
Por PCR em tempo real e avaliagio da sua citopatogenicidade -63 -




Resultados

Linearidade e Gama de trabalho

A Linearidade foi calculada através da norma 1SO 8466-1:1990 (anexo XIII) e
observa-se que a reaccdo de deteccdo de estirpes de L. monocytogenes referentes a
gendtipo | apresenta linearidade (Anexo XIII). Foi igualmente calculado o coeficiente
de correlacdo através do programa Microsoft Office Excel 2003. Este parametro
consiste numa representacao simplificada da linearidade e apresentou um valor de 0,97
0 que corresponde a uma correlagéo perfeita. A gama de trabalho para esta reaccdo vai
de 1x10°, que corresponde ao limite de quantificacdo a 1x10” moléculas de ADN, sendo

este o valor mais elevado testado no presente estudo.

Especificidade

Ao se analisar a figura 11 que demonstra a amplificacdo de estirpes de L.
monocytogenes pertencentes a varios gendtipos com primers de deteccdo de gendtipo I.
Pode observar-se que a amplificagéo apenas ocorre abaixo do limite de detecgéo para as
estirpes relativas ao gendtipo I. Verifica-se assim que o método é especifico para

estirpes de gendtipo I.

3.4.2 - Parametros da reaccdo de deteccdo de estirpes de L.

monocytogenes pertencentes ao gendétipo 11

Os resultados obtidos na quantificacdo do ADN de L. monocytogenes
correspondente ao genotipo Il (ADN da estirpe A9) séo apresentados na tabela XIV e

representados na figura 15.
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Tabela X1V — Numero de moléculas de ADN da estirpe L. monocytogenes A9

representante do gendtipo 1l e o respectivo valor C+ medio. Os resultados apresentam a

média de trés ensaios + o desvio padrao (n=9).

Numero aproximado de
Crxdp
moléculas de ADN

1x10’ 16,2+0,3
1x10° 19,7+0,4
1x10° 23,2+ 0,6
1x10* 257+1,0
1x10° 29,3+0,7
1 x 107 32,8409

10 35,6+ 1,0

1 35,8+0,7
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Figura 15 — Amplificacdo de diferentes quantidades de ADN referente ao genotipo Il

(estirpe L. monocytogenes A9).

Observa-se assim que as réplicas da mesma concentracdo de ADN apresentam
valores de Ct semelhantes, com desvio-padrdo baixos. Verifica-se que para uma
quantidade de ADN de 1X107, o valor de Cr observado foi de 16,2 + 0,3 ciclos. Para a
quantidade mais baixa, ou seja 1 molécula de ADN, o valor de C+ registado foi de 35,8
+ 0,7 ciclos. Os pardmetros do método foram portanto calculados atraveés de uma
regressdo linear ponderada pelo facto de ndo haver homogeneidade de variancias
relativamente as diferentes quantidades de ADN testado (Anexo XIV). A equacéo foi
calculada através do programa Microsoft Office Excel 2003, sendo a recta de regressdo

dos valores obtidos de y = -3,20 x + 38,91.

Sensibilidade
A sensibilidade calculada para o método de deteccdo de estirpes L.

monocytogenes pertencentes ao genoétipo foi de -3,20 C¢/ log ADN. Este valor
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corresponde ao valor ao declive da recta de regressdo calculada e aproxima-se da

sensibilidade éptima que seria de 3,32 C+/ log ADN (Higuchi et al., 1993).

Limite de detecgéo e limite de quantificagéo
N&o foi possivel estabelecer os limites de deteccdo e quantificacdo para este
metodo, uma vez que os brancos analisados ndo apresentaram qualquer sinal de

amplificagdo ndo permitindo assim a determinagdo do seu valor de Cr.

Linearidade e Gama de trabalho

Ao se calcular a linearidade para a presente reacgdo através das especificaces
da norma I1SO 8466-1:1990 (anexo XV), observa-se que esta existe. Foi igualmente
calculado o coeficiente de correlacdo através do programa Microsoft Office Excel 2003.
Este consiste numa representacdo simplificada da linearidade e apresentou um valor de
0,99 o que corresponde a uma correlacdo perfeita. Para esta reaccdo ndo foi possivel
estabelecer gama de trabalho pois o limite minimo desta corresponde ao limite de

quantificacdo e este ndo foi possivel de calcular.

Especificidade

E possivel observar na figura 12 que, ao se utilizar primers especificos para
gendtipo 11, apenas ocorre amplificacdo nas estirpes do referido geno6tipo. Tal resultado
demonstra que 0 método tem elevada especificidade para estirpes de genotipo Il quando
analisadas juntamente com estirpes de L. monocytogenes de outros gendtipos e estirpe

da espécie E. coli.

Determinacéo dos genotipos de Listeria monocytogenes
Por PCR em tempo real e avaliagio da sua citopatogenicidade - 67 -




Resultados

3.4.3 — Parametros da reacgdo de deteccdo de estirpes de L.

monocytogenes pertencentes ao gendtipo 111

ApOs se ter procedido a reaccdo de deteccdo de estirpes de genotipo Il
utilizando diferentes concentragbes de ADN da estirpe L. monocytogenes SLU547,
obteve-se a amplificagdo de ADN representada da figura 16. Na tabela XVI, pode
consultar-se a correspondéncia entre a quantidade de ADN e o valor de Ct médio (n=9).

Os valores de C+ obtidos variaram de 18,0 + 0,6 a 36,6 + 1,4 ciclos.

Tabela XV — Numero de moléculas de ADN da estirpe L. monocytogenes SLU547
representante do genotipo 111 e o respectivo valor Ct médio. Os resultados representam

a média de trés ensaios com trés réplicas + o desvio padréo (n=9).

Numero aproximado de C+ médio
moléculas de ADN

1x 10’ 18,0+ 0,6

1x10° 21,6+0,5

1x10° 251+0,7

1x10° 28,2+0,9

1x10° 31,5+0,5

1x10° 34,3+0,6

10 35,7+1,2

1 36,6 + 1,4
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Figura 16 — Amplificacdo de diferentes quantidades de ADN referente ao geno6tipo 1l

(estirpe L. monocytogenes SLU547).

Por ndo se verificar homogeneidade de variancias em relacdo as diferentes
quantidades de ADN testadas (Anexo XVI), os parametros do método foram calculados
através de uma regressdo linear ponderada. A equacdo foi calculada através do
programa Microsoft Office Excel 2003, sendo a recta de regressdo dos valores obtidos

dey =-3,12 x + 40,39.

Sensibilidade

O valor da sensibilidade corresponde ao declive da recta de regressao calculada.
Para 0 método de deteccdo de estirpes pertencentes a genétipo 11 foi de -3,12 C+/ log
ADN. Este valor aproxima-se da sensibilidade Optima para este tipo de método que

seria de 3,32 Ct/ log ADN (Higuchi et al., 1993).
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Limite de detecgéo e limite de quantificagéo

O valor do limite de deteccdo e limite de quantificacdo € obtido a partir da média
dos valores Cy obtidos nas analises das amostras em branco. Para 0 método em questéo,
o sinal minimo de deteccdo foi 27,7 ciclos, que corresponde a um limite de deteccao de
1x10* moléculas de ADN e o limite de quantificacao foi de 24,8 ciclos, que corresponde

a 1x10° moléculas de ADN (Anexo XVII).

Linearidade e Gama de trabalho

Segundo as especificacbes da norma ISO 8466-1:1990, a presente reaccdo
apresenta linearidade nos resultados obtidos (anexo XVIII). O coeficiente de correlagédo
(r’) que consiste numa representacéo simplificada da linearidade, foi calculado através
do programa Microsoft Office Excel 2003 e apresentou um valor de 0,98 o que
corresponde a uma correlagéo perfeita. A gama de trabalho para esta reacc¢ao teve como
limite minimo 1x10° moléculas de ADN, o que corresponde ao limite minimo de
quantificacdo e como limite maximo 1x10’ moléculas de ADN, valor este, 0 mais

elevado testado.

Especificidade

Ao se analisar a amplificagdo com primers especificos para genotipo Il (figura
13) verifica-se que a mesma apenas ocorre dentro dos limites de deteccdo e
quantificacdo nas estirpes de L. monocytogenes relativas ao genétipo em questdo. Tal
resultado demonstra que o método € altamente especifico para estirpes de genétipo il
quando analisadas juntamente com estirpes de L. monocytogenes pertencentes aos

outros genotipos.
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4 - DISCUSSAO

4.1 — Determinacao do gendtipo de Listeria monocytogenes

A aplicacdo do método de Schmid et al., 2003 na determinacéo dos genotipos do
grupo de estirpes Listeria monocytogenes demonstrou a especificidade do mesmo, uma
vez que ndo ocorreram falsos positivos apresentando cada estirpe amplificacdo apenas
numa das reaccOes de deteccdo (gendtipo I, Il ou Ill). Determinou-se porém que a
maioria das estirpes pertencia ao gendtipo 1l. Tal resultado pode estar relacionado com
o facto de grande parte das estirpes testadas ter origem de queijaria e estas pertencerem
maioritariamente ao gendtipo Il. Ap6s a analise dos dados foi possivel estabelecer
correspondéncia entre origem e genotipo em particular para as estirpes provenientes de
queijaria, que sdo na sua maioria genotipo Il. As outras origens analisadas, por
corresponderem a um nuamero inferior de estirpes, ndo permitem estabelecer uma
relacdo directa. No estudo de Norton et al (2001), em que foi analisado por ribotipagem
num grupo de estirpes de L. monocytogenes isoladas de industrias de fumagem de peixe
(n = 117) foi observado que a maioria pertenceu ao gendtipo Il. E ainda desconhecida a
importancia desta distribuicdo de isolados de origem alimentar ou de industria agro-
alimentar. Estudos que permitam a avaliacdo do genoma destas estirpes, bem como da
sua expressao poderdo revelar os mecanismos moleculares que levam a que as estirpes

se adaptem e prevalecam neste tipo de ambientes.
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4.2 — Ensaio de Invasdo celular de L. monocytogenes em células

NIH3T3

Vaérios tipos de ensaios com linhas celulares foram realizados com a bactéria L.
monocytogenes de modo a tentar estabelecer relagcdes entre os diversos factores de
viruléncia e a invasdo de diferentes linhagens celulares. Entre as células utilizadas
encontram-se as células epiteliais (Gailard et al, 1987; Mengaud et al, 1996; Portnoy et
al, 1998), os fibroblastos (Kuhn et al, 1989, Sun et al, 1990) os hepatocitos (Dramsi et
al, 1995, Gregory et al, 1996; Wood et al, 1993), as células endoteliais (Drevets et al,
1995, Greiffenberg et al, 2000; Parida et al, 1998) e varios tipos de células nervosas
incluindo neurdnios (Dramsi et al, 1998).

Ensaios de invasdo celular em células epiteliais intestinais mostraram a
importancia do gene inlA na invasdo das mesmas (Mengaud et al, 1996). Estudos mais
recentes, utilizando estirpes de L. monocytogenes originarias de Franga que possuiam o
gene inlA inactivado, mostraram que estas estirpes apresentavam uma capacidade
reduzida na invasdo da linha celular Caco-2, que corresponde a células epiteliais
intestinais (Olier et al., 2005; Olier et al., 2003)

Kuhn et al. (1989), demonstraram que a proteina p60 esta directamente
envolvida na invasdo de células mamiferas, NIH3T6, por L. monocytogenes, pois
verificaram que 0s mutantes negativos para o0 gene iap nao apresentavam capacidade de
invasdo celular.

Foi com base no facto do gene iap estar associado a invasdo celular que se
realizou o estudo da capacidade invasiva de um grupo de estirpes representativas de
cada genotipo em células fibroblastos NIH3T3.Como a definicdo de genotipo se baseia

na sequéncia do gene iap seria de esperar niveis de invasdo distintos.
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Na seccdo 3.2 é possivel observar os resultados obtidos nos ensaios de invasao
celular de células NIH3T3 com um grupo de estirpes L. monocytogenes representantes
de cada gendtipo. Verifica-se que os valores de invasédo celular sdo significativamente
diferentes entre as estirpes pertencentes ao mesmo genoétipo quando se utiliza um
intervalo de confianca de 95%. Porém, ao se comparar a capacidade invasiva media dos
trés genotipos, observa-se que ndo existe diferenca significativa para 0 mesmo intervalo
de confianga, sendo que os valores apresentados foram de 27% de invaséo celular para
0s genotipos | e 11 e 24% para o gendtipo I1I.

Foi posteriormente feita uma analise Post-Hoc Tukey ANOVA com os valores
de invasdo celular de cada estirpe. A referida anédlise compara as médias entre pares de
estirpes e agrupa as que se apresentam significativamente iguais para um intervalo de
confianga de 95%. Observou-se com esta analise que é possivel constituir varios
conjuntos de estirpes significativamente iguais utilizando as estirpes representativas de
cada genotipo. Tais resultados ndo permitem que se relacione o gendtipo das estirpes L.
monocytogenes com a capacidade de invaséo celular. A avaliacdo da citopatogenicidade
de isolados de L. monocytogenes da industia de fumagem de peixe, através do teste de
placas com células L de ratinho (Norton et al., 2001) revelou uma eficiéncia de
formacdo de placas semelhante entre estirpes pertencentes a genotipo | e gendtipo Il. Os
resultados do presente estudo em conjunto com os de Norton et al., (2001) levam-nos a
equacionar a hipotese de se os mesmos valores seriam obtidos com outro tipo de linha
celular, sendo as Caco-2, células endoteliais intestinais, uma possibilidade a testar, bem
como estudar a expressdo dos genes de viruléncia nos diversos gendtipos em diferentes

linhas celulares de modo a esclarecer o seu potencial patogénico.
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4.3- Deteccdo dos diversos gendtipos através da técnica de PCR em

Tempo Real

O meétodo de PCR em tempo real para deteccdo e quantificacdo de patogéneos
em alimentos constitui uma significativa vantagem para a inddstria alimentar uma vez
que, quando comparado com outros métodos, este apresenta resultados mais rapidos.

Véarios métodos de deteccdo de Listeria monocytogenes através da técnica de
PCR em tempo real surgiram nos ultimos tempos. As reac¢Ges multiplex sdo as mais
frequentes assim como o gene hlyA o mais utilizado como alvo. Koo & Jaykus (2003)
desenvolveram um ensaio de PCR em tempo real multiplex, que amplificava o gene da
listeriolisina O (hlyA) e da proteina p60 (iap). Foi também com base no gene hly A que
Nogva et al., (2000) desenharam um método para detectar L. monocytogenes em
culturas puras de agua e leite. Foi com base nos primers deste tltimo que foi desenhado
um ensaio de PCR em tempo real multiplex para deteccdo de um gene alvo no
patogéneo E. coli e um gene alvo na bactéria Listeria monocytogenes (hlyA) (Nguyen et
al., 2004). Foi igualmente desenhado um ensaio de PCR em tempo real para detec¢édo
simultanea de estirpes de E. coli, L. monocytogenes e Salmonella, tendo como alvo o
gene hlyA nas estirpes de L. monocytogenes (Bhagwat et al., 2003)

O gene iap juntamente com o hlyA foram mais uma vez constituidos alvos num
método de deteccdo de Listeria monocytogenes, porém ao contrario dos resultados
obtidos pela deteccdo do gene hlyA, o gene iap apresenta variabilidade de resultados,
sendo estes consistentes apenas quando se tratava de um mesmo serotipo (Rodriguez-
Lazaro et al., 2004).

As regiBes com alta variabilidade dentro do gene iap fazem deste um gene ideal

para o desenvolvimento de um método de rotina de deteccédo dos diferentes gendtipos de
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Listeria monocytogenes no mais diverso tipo de amostras. Neste trabalho, foram
desenhados pares de primers especificos para cada genoétipo cujo alvo consistiu em
regides do gene iap.

Ao permitir a quantificacdo dos acidos nucleicos, a técnica de PCR em tempo
real ultrapassa um dos problemas presentes na técnica PCR. Ao ser de extrema
sensibilidade, a técnica de PCR detecta &cidos nucleicos que podem ndo se encontrar
em niveis patogénicos, originando assim falsos positivos. Tal problema € inexistente na
técnica de PCR em tempo real uma vez que é possivel quantificar os valores obtidos.
Outro factor que faz com que a técnica de PCR em tempo real seja uma alternativa
atractiva ao PCR convencional para o estudo de carga microbiana consiste na sua baixa
variabilidade entre ensaios e dentro de cada ensaio (Locatelli et al., 2000; Abe et al.,
1999; Schutten et al., 2000), assim como a sua alta sensibilidade quando comparado
com cultura bacteriana ou quando comparado com PCR convencional ou nested PCR
(Locatelli et al., 2000; Clarke et al., 1993; Monopoeho et al., 2000). A técnica de PCR
em tempo real foi considerada uma técnica com sensibilidade comparavel ao Southern
blot, técnica esta considerada por muitos como a técnica de ouro para 0s ensaios de
hibridizagdo (Capone et al., 2001)

E comum encontrar mutagdes ndo esperadas nos genomas dos microrganismos,
tal facto reduz a eficacia da técnica de PCR. Para evitar possiveis falsos negativos
desenhou-se um método altamente especifico e rapido, com base na sequéncia do gene
iap para distinguir os trés gendtipos de L. monocytogenes através da técnica de PCR em
tempo real. O aparecimento de produtos nao especificos, assim como falsos positivos
foi evitado adicionando a reac¢do primers competidores. Estes primers ndo permitem a
amplificacdo de ADN que ndo seja alvo, uma vez que nao possuem grupo OH no

terminal 3. O método PCR em tempo real competitivo permite assim através de uma
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amplificacdo especifica, a distincdo de sequéncias de ADN com alto grau de
similaridade. Porém ha& que ter em conta o facto da concentracdo de primers
competitivos ser crucial no desenvolvimento da reac¢do. Uma alta concentracdo dos
mesmos leva a uma inibicdo do emparelhamento especifico dos primers, originando um
decréscimo de produto obtido (Etokebe et al., 2003). No presente trabalho, foram
testadas varias concentrages de primers competitivos de modo a obter os melhores
resultados em cada uma das reacgdes de deteccéo.

A ocorréncia de falsos positivos nas reac¢ées de PCR devido a contaminagfes
consiste num problema consideravel na aplicacdo da técnica num laboratério de
diagndstico molecular. De modo a evitar tais contaminac@es os ensaios de PCR e PCR
em tempo real foram realizados de acordo com a norma QSOP “Good laboratory
practice when performing molecular amplification assays”. Todo o material utilizado foi
previamente esterilizado, assim como os reagentes foram aliquotados. Respeitou-se o
plano de separar fisicamente as diferentes etapas de realizacdo da técnica de PCR de
modo a evitar contaminagdes, sendo que a mistura de reacgdo foi elaborada numa
camara de fluxo laminar previamente esterilizada. A inclusdo de um controlo positivo
semelhante ao ADN alvo comprovou a realizacdo correcta da reaccdo de amplificacéo.
Por outro lado, o facto de ndo surgir amplificagdo no controlo negativo revela a nao
contaminacdo dos reagentes utilizados. Tais procedimentos garantem a qualidade dos
resultados e permitem assim colocar total confian¢a nos valores obtidos, garantindo
inexisténcia de contaminagdes, assim como um bom funcionamento dos aparelhos de
amplificagéo.

O valor de Ct obtido numa reaccdo de PCR em tempo real, depende da
concentracdo do &cido nucleico presente assim como do tamanho do produto a obter.

Quanto maior a concentracao de &cido nucleico presente e menor o tamanho do produto,
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mais baixo o valor de C;. Os pares de primers desenhados neste trabalho foram
estudados de forma a obter produtos de baixo peso molecular, levando assim a que seja
necessario um menor nimero de ciclos para concretizar a reac¢cdo e permitindo desta
forma resultados mais rapidos, o que constitui uma vantagem para 0 método. Outros
factores que afectam o valor de Ct consistem na sensibilidade do aparelho utilizado
assim como a sua capacidade para distinguir entre o “ruido” de fundo e a fluorescéncia
especifica da amostra. Este Gltimo factor leva a que todos os valores correspondentes a
ciclos de reac¢do determinados neste ensaio sejam especificos do mesmo, podendo ndo
ser reprodutivel o0 mesmo valor quando determinado em aparelho diferente.

Para as reac¢fes de deteccdo dos diferentes gendtipos de estirpes L.
monocytogenes através da técnica de PCR em tempo real foram calculados os diversos
parametros de modo a caracterizar cada uma das reacges. Como a variancia observada
nas diversas reac¢des aplicadas ndo foi homogénea, sendo que se verificava um
aumento da mesma com o decréscimo da quantidade de ADN testada, foi necessario
realizar uma regressao linear ponderada de modo a obter uma recta de caracterizacdo de
cada método. Este tipo de regressdo tem como funcdo dar um maior “peso” aos pontos
que tém um menor desvio-padrdo na construgdo da recta, pois € importante que esta
passe mais proximo destes pontos do que daqueles que apresentam um erro maior
(Miller & Miller, 1993).

As trés reacgOes estudadas apresentaram valores de sensibilidade semelhantes,
sendo -2,96 C+/ log ADN para a deteccdo de estirpes L. monocytogenes pertencentes ao
genotipo 1, -3,20 C+/ log ADN para o gendtipo 1l e -3,12 C1/ log ADN na deteccdo de
estirpes relativas ao gendtipo Ill. Tal como anteriormente referido, estes valores
aproximam-se do considerado por Higuchi et al., (1993) para o qual o valor de

sensibilidade éptima é de 3,32 Ct/ log ADN. Tal facto permite afirmar que os diferentes
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métodos de deteccdo de genodtipo sdo métodos sensiveis permitindo assim distinguir
duas concentragdes de analito muito proximas.

O valor de limite de deteccdo assim como o valor de limite de quantificacdo
apenas foram possiveis de calcular para as reaccdes de deteccdo de gendtipo I e I1l. No
caso da reaccdo de deteccdo de estirpes relativas ao genotipo Il ndo foi possivel obter
qualquer valor de deteccdo em relacdo as amostras do branco, o que ndo permitiu o
calculo posterior dos limites de deteccdo e quantificacdo do método. Os limites de
deteccdo e quantificacdo sdo extremamente importantes pois permitem-nos saber “a
priori” qual a gama de concentragdes em que podemos trabalhar e também porque
permite decidir se um dado sinal instrumental se deve a presenca do analito ou € apenas
uma flutuacdo aleatdéria. Em termos ideais, o método escolhido deve possuir um limite
de detec¢do 1/10 inferior a concentracdo das amostras analizadas. O limite de detec¢éo é
a concentracdo de analito que origina o sinal minimo detectavel, ou seja 0 menor sinal
que é possivel distinguir do ruido de fundo do método (Miller & Miller, 1993). No caso
da reaccdo de deteccdo de estirpes de genotipo 1, o sinal minimo de detec¢do calculado
foi de 25,2 ciclos o que corresponde a uma quantidade de 1x10* moléculas de ADN
para limite de deteccdo. Para a reaccdo de deteccdo de estirpes de gendtipo 111, o sinal
minimo de deteccdo foi 27,7 ciclos, o que corresponde igualmente a um limite de
deteccdo de 1x10* moléculas de ADN.

O limite de quantificacdo corresponde a quantidade de analito em que se pode
iniciar a reportar valores numéricos. Na reaccdo de deteccdo de L. monocytogenes de
gendtipo I, o limite de quantificacdo foi de 21 ciclos e na reaccdo de deteccdo de
gendtipo 111 foi de 24,8 ciclos, valores estes que correspondem a 1x10° moléculas de

ADN. Verifica-se assim, que para os métodos de deteccao de gendtipo | e 111 os valores
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de limite de deteccdo e quantificacdo foram idénticos, correspondendo a 1x10* e 1x10°
moléculas de ADN.

Para as reaccdes em questdo foi igualmente calculada a linearidade e a gama de
trabalho. A gama de trabalho de um método é a gama de concentracdes em que este €
aplicavel, entre um limite minimo e um limite maximo. Quando um método usa uma
recta de calibracdo, esta gama também se denomina por gama de linearidade e € a gama
em que o sinal instrumental tem um comportamento linear relativamente a concentragao
do analito. O limite minimo é geralmente definido como igual ao limite de
quantificagdo enquanto que o limite maximo constitui o limite da linearidade (Miller &
Miller, 1993). No presente estudo observou-se que todas as reacgdes apresentavam
linearidade segundo as especificagfes da norma 1SO 8466-1:1990. Foi igualmente
calculado o pardmetro de correlagdo (r’) e verificou-se que este se aproximava do
estipulado como perfeito (0,99), apresentando um valor de 0,97 para a reaccdo de
deteccdo de gendtipo 1, 0,99 para genétipo Il e 0,98 para o genétipo IIl. A gama de
trabalho apenas foi calculada para a reac¢cdo de deteccdo de gendtipo | e gendtipo I,
sendo para ambas as reacces de 1x10° a 1x10” moléculas de ADN. Uma vez que nio é
conhecido o limite de quantificacdo para a reaccdo de detecgdo de gendtipo Il, ndo foi
igualmente possivel determinar a gama de trabalho.

Outro parametro analisado consistiu na especificidade. Por definicdo, a
especificidade de um método é a capacidade do método analisar selectivamente o
analito, sem interferéncias de outras espécies presentes na matriz (Miller & Miller,
1993). Nas reac¢des em estudo ndo se quantificou a especificidade, porém, a analise dos
resultados obtidos permite-nos afirmar que os métodos em questdo sdo especificos para

o0 analito alvo em relacdo a estirpes de outros gendtipos de L. monocytogenes assim
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como a espécie E. coli, visto a amplificacdo de ADN de outras estirpes que nao as alvo
apenas se realizar ap6s o valor do sinal minimo de detecc¢éo (figura 11, 12 e 13).
Existem outros factores a ter em conta quando se planeia um método, tais como
robustez, dimensdo da amostra, rapidez da analise e equipamento. Neste trabalho néo
foram focados estes pontos por ndo se achar adequada a analise para 0os metodos em

questéo.

4.4 - Consideracdes finais

O objectivo do presente estudo, constituido pela determinacdo dos gendtipos do
grupo de estirpes isoladas de diversas fontes foi alcancado, quer através da técnica de
PCR competitivo, quer pela implementacdo da técnica de PCR em tempo real. As
reaccOes de deteccdo de gendtipos pela técnica de PCR em tempo real demonstraram
especificidade, linearidade e sensibilidade, obtendo-se assim uma metodologia eficaz e
apta a utilizar como meio corrente de deteccdo nos laboratérios de analise.

A citopatogenicidade dos genotipos foi avaliada através de testes de invasdo
celular, porém ndo foi possivel estabelecer uma ligagdo entre genotipo e capacidade
invasiva. Pelo que a realizacdo de futuros testes moleculares, tais como microarrays que
possam revelar as caracteristicas genémicas que melhor diferenciem estes gendtipos e
ainda a avaliacdo da expressdo genica serd fundamental para uma melhor compreensao
do funcionamento e da distribuicdo destes genotipos. A andlise da citopatogenicidade
utilizando outro tipo de linhas celulares, como Caco-2 podera auxiliar a diferenciacdo

desta caracteristica entre os diferentes genotipos.
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ANEXO | - SEQUENCIA DO GENE IAP

1 atgaatatga
agcatttgct
61 gctccaacaa
tctttggggt
121 atcgcacaaa
tttaacaaca
181 gataaaatct
tgaaaaaaca
241 gagaaatctg
tgataacagt
301 attattacgt
atctaatggc
361 tggaacaaaa
atacttaact
421 gacaaagtag
aactactact
481 caacaagctg
acaagcaact
541 acacctgcac
aaatgctact
601 acacacgctg
cggtgtttcc
661 gttcaagaca
aggtcaaaaa
721 cttgctatta
aaaagaagct
781 caagcagctg
taacacaaat
841 gctactacag
accaacagaa
901 gctgcaaaac
gaatacgaat
961 acaaacaata
aaactccaat
1021 acgaatacaa
cagcaattca
1081 agtgcgagtg
ttcatggggt
1141 ggtaacggac
tgctaaagcg
1201 ggaatctccc
aatctctgaa
1261 tctcaagcaa
ttctcacgtt
1321 ggtatctacg
tacatacgat
1381 aacatccacg

aaaaagcaac
tcgcatccge
gtaaagggac
taccaggtca
ttagcgcaac
caatcaaagg
ttacttacaa
caagcactcc
cacctgctgc
ctaaagtagc
ttaaaagcgg
ttatgtcatg
aacaaacagc
aaaaacaagc
agaaaaaaga
cagctcccgce
ctaatacaag
actcaaatac
ctattattgc
caactacatt
ttccacgtac
aacctggtga
ttggtaatgg

gctctggctg

tatcgcgget
aagcactgta
tactgttgac
aaaattacaa
ttggttaaac
cggaacaaaa
cgacggggaa
tgttgcacca
agaaacaaaa
agaaacgaaa
tgacactatt
gaataattta
caacacagct
tgcaccagta
aacaacacaa
accatctaca
tacaccatct
gaatgctaat
tgaagctcaa
tgattgctct
ttctggcgeca
tttagtattc
tcaaatgatt

gggtaaatat

acagctgggg
gtagtcgaag
gcaattaaaa
gtaaatgagg
gttcgtagtg
gtaactgttg
actggtttcg
acacaagaag
actgaagtaa
gaaactccag
tgggctttat
tcttcttctt
actccaaaag
gttaaagaaa
caacaaacag
aacacaaatg
aaaaatacca
caaggttctt
aaacaccttg
ggttacacta
caatacgcta
tttgactatg
aacgcgcaag

ctagttggct

ttgcggtaac
ctggtgatac
aagcaaacaa
ttgctgctge
gcgctggtgt
aatcaaccga
ttaacggtaa
tgaaaaaaga
aacaaactac
tggtagatca
ccgtaaaata
ctatttatgt
cagaagtgaa
atactaacac
cacctaaagc
ctaataaaac
atactaatac
ctaacaataa
gaaaagctta
aatatgtatt
gcactacaag
gtagcggaat
acaatggcgt

tcggtcgegt ataa
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ANEXO Il - COMPOSICAO DO TAMPAO GES E TAMPAO LISE

Tampao GES - Guanidina, EDTA, Sarcosil

Para 100 ml:
- 60 g Guanidina Tiocianato 5M
-20 ml EDTA 0,5 M pH 8 (100 mM)

- 5 ml Sarcosil 10% v/v

Tampao Lise

Para 100 mi:

-1 ml Tris HCI 1M pH9
-5 ml KCI 1M

- 0,1 ml Triton-X

- 93,9 ml H,O
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ANEXO I1l - ANALISE DE VARIANCIA DA INVASAO CELULAR DE

ESTIRPES PERTENCENTES A GENOTIPO |

Anova: factor Unico genotipo |

SUMARIO

Grupos Contagem Soma Média  Variancia
Linha 1 8 214561 26,82012 4,782178
Linha 2 8 83,82478 10,4781 25,09749
Linha 3 9 192,6072 21,4008 13,71442
Linha 4 9 308,0764 34,23071 1,540569
Linha 5 8 231,6299 28,95374 128,5558

ANOVA

Fonte de variagéo SQ gl MQ F valor P Fcritico
Entre grupos 2713,216428 4 678,3041 20,38623 6,06E-09 2,626052
Dentro de grupos 1231,088493 37 33,27266
Total 3944,304921 41
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ANEXO IV — ANALISE POS-HOC TUKEY ANOVA DOS VALORES
DE INVASAO CELULAR DAS ESTIRPES PERTENCENTES A

GENOTIPO |

| — Teste Post Hoc

Multiple Comparisons

Dependent Variable: invaséo

Tukey HSD
Mean 95% Confidence Interval
Difference (I-

(1) estirpe (J) estirpe J) Std. Error Sig. Lower Bound Upper Bound

C897 EGD 16,35000(*) 1,60659 ,000 11,7442 20,9558
T58/2 5,42500(*) 1,56133 ,011 ,9489 9,9011
CLIP1.04 -7,40833(*) 1,56133 ,000 -11,8844 -2,9323
SLU1922 -5,33750(*) 1,60659 ,016 -9,9433 -,7317

EGD €897 -16,35000(*) 1,60659 ,000 -20,9558 -11,7442
T58/2 -10,92500(*) 1,56133 ,000 -15,4011 -6,4489
CLIP1.04 -23,75833(*) 1,56133 ,000 -28,2344 -19,2823
SLU1922 -21,68750(*) 1,60659 ,000 -26,2933 -17,0817

T58/2 C897 -5,42500(*) 1,56133 ,011 -9,9011 -,9489
EGD 10,92500(*) 1,56133 ,000 6,4489 15,4011
CLIP1.04 -12,83333(*) 1,51471 ,000 -17,1758 -8,4909
SLU1922 -10,76250(*) 1,56133 ,000 -15,2386 -6,2864

CLIP1.04 (€897 7,40833(*) 1,56133 ,000 2,9323 11,8844
EGD 23,75833(*) 1,56133 ,000 19,2823 28,2344
T58/2 12,83333(*) 1,51471 ,000 8,4909 17,1758
SLU1922 2,07083 1,56133 677 -2,4052 6,5469

SLU1922 C897 5,33750(*) 1,60659 ,016 7317 9,9433
EGD 21,68750(*) 1,60659 ,000 17,0817 26,2933
T58/2 10,76250(*) 1,56133 ,000 6,2864 15,2386
CLIP1.04 -2,07083 1,56133 677 -6,5469 2,4052

* The mean difference is significant at the .05 level.

Il — Grupos homogéneos

invasao

Tukey HSD

Subset for alpha = .05
estirpe N 1 2 3 4

EGD 10,4750
T58/2

C897
SLU1922
CLIP1.04

21,4000
26,8250
32,1625
34,2333

© 0 00 O 00
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Sig.

1,000

1,000

1,000

,682

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.

a Uses Harmonic Mean Sample Size = 8,372.

b The group sizes are unequal. The harmonic mean of the group sizes is used. Type | error levels are not guaranteed.

ANEXO V - ANALISE DE VARIANCIA DA INVASAO CELULAR DE

ESTIRPES PERTENCENTES A GENOTIPO Il

Anova: factor Gnico

SUMARIO
Grupos Contagem Soma Média  Variancia
Linha 1 9 284,0096 3155662 1,985232
Linha 2 8 196,7293 2459116 23,2066
Linha 3 5 74,63979 14,92796 11,20159
Linha 4 9 2854618 31,71798  3,12503
Linha 5 9 241,7358 26,85954 4,959984
Linha 6 9 206,3781 22,9309 12,54721
Linha 7 8 270,7132 33,83915 0,992415
ANOVA
Fonte de variacdo SQ gl MQ F valor P F critico
Entre grupos 1678,183698 6 279,6973 35,39225 2,35E-16 2,286436
Dentro de grupos 395,1391435 50 7,902783
Total 2073,322841 56
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ANEXO VI - ANALISE POS-HOC TUKEY ANOVA DOS VALORES
DE INVASAO CELULAR DAS ESTIRPES PERTENCENTES A

GENOTIPO I

| — Teste Post Hoc

Multiple Comparisons

Dependent Variable: invasdo

Tukey HSD
Mean 95% Confidence Interval
Difference (I-
(1) estirpe | (J) estirpe J) Std. Error Sig. Lower Bound Upper Bound
A9 ScottA 7,41806(*) 1,32601 ,000 3,3452 11,4909
G8 16,63556(*) 1,52212 ,000 11,9604 21,3107
T8 -,16667 1,28642 1,000 -4,1179 3,7845
SAll 4,70000(*) 1,28642 ,010 7488 8,6512
€882 8,61111(*) 1,28642 ,000 4,6599 12,5623
C681 -2,29444 1,32601 ,600 -6,3673 1,7784
ScottA A9 -7,41806(*) 1,32601 ,000 -11,4909 -3,3452
G8 9,21750(*) 1,55572 ,000 4,4392 13,9958
T8 -7,58472(*) 1,32601 ,000 -11,6575 -3,5119
SA1l -2,71806 1,32601 ,398 -6,7909 1,3548
€882 1,19306 1,32601 971 -2,8798 5,2659
ces1 -9,71250(*) 1,36446 ,000 -13,9034 -5,5216
G8 A9 -16,63556(*) 1,52212 ,000 -21,3107 -11,9604
ScottA -9,21750(*) 1,55572 ,000 -13,9958 -4,4392
T8 -16,80222(*) 1,52212 ,000 -21,4773 -12,1271
SAl1l -11,93556(*) 1,52212 ,000 -16,6107 -7,2604
€882 -8,02444(*%) 1,52212 ,000 -12,6996 -3,3493
C681 -18,93000(*) 1,55572 ,000 -23,7083 -14,1517
T8 A9 ,16667 1,28642 1,000 -3,7845 41179
ScottA 7,58472(*) 1,32601 ,000 3,5119 11,6575
G8 16,80222(*) 1,52212 ,000 12,1271 21,4773
SA1l1 4,86667(*) 1,28642 ,007 9155 8,8179
€882 8,77778(*) 1,28642 ,000 4,8266 12,7290
ces1 -2,12778 1,32601 ,680 -6,2006 1,9450
SAl1 A9 -4,70000(*) 1,28642 ,010 -8,6512 -,7488
ScottA 2,71806 1,32601 ,398 -1,3548 6,7909
G8 11,93556(*) 1,52212 ,000 7,2604 16,6107
T8 -4,86667(*) 1,28642 ,007 -8,8179 -,9155
C882 3,91111 1,28642 ,054 -,0401 7,8623
c681 -6,99444(*) 1,32601 ,000 -11,0673 -2,9216
C882 A9 -8,61111(*) 1,28642 ,000 -12,5623 -4,6599
ScottA -1,19306 1,32601 971 -5,2659 2,8798
G8 8,02444(*) 1,52212 ,000 3,3493 12,6996
T8 -8,77778(*) 1,28642 ,000 -12,7290 -4,8266
SA1l1 -3,91111 1,28642 ,054 -7,8623 ,0401
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Cces1
A9
ScottA
G8

T8

SA1l
C882

Co681

-10,90556(*)
2,29444
9,71250(%)
18,93000()
2,12778
6,99444(%)
10,90556(*)

1,32601
1,32601
1,36446
1,55572

1,32601
1,32601
1,32601

* The mean difference is significant at the .05 level.

Il — Grupos homogéneos

,000
,600
,000
,000

,680
,000
,000

invaséo
Tukey HSD
Subset for alpha = .05
estirpe N 1 2 3
G8 5 14,9200
C882 9 22,9444
ScottA 8 24,1375
SAll 9 26,8556
A9 9 31,5556
T8 9 31,7222
C681 8 33,8500
Sig. 1,000 ,088 643

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
a Uses Harmonic Mean Sample Size = 7,826.
b The group sizes are unequal. The harmonic mean of the group sizes is used. Type | error levels are not guaranteed.

-14,9784 -6,8327
-1,7784 6,3673
5,5216 13,9034
14,1517 23,7083
-1,9450 6,2006
2,9216 11,0673
6,8327 14,9784

ANEXO VII - ANALISE DE VARIANCIA DA INVASAO CELULAR

DE ESTIRPES PERTENCENTES A GENOTIPO Il

Anova: factor Gnico

SUMARIO
Grupos Contagem  Soma Média Variancia
Linha 1 8 184,5408 23,06759647 7,786034
Linha 2 9 252,0729 28,00809601 2,817625
Linha 3 8 184,5408 23,06759647 7,786034
ANOVA
Fonte de variagdo SQ o] MQ F valor P F critico
Entre grupos 140,5932 2 70,29658262 11,75658  0,000336622  3,443356779
Dentro de grupos 131,5455 22 5,979339598
Total 272,1386 24
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ANEXO VIII - ANALISE POS-HOC TUKEY ANOVA DOS VALORES

DE

GENOTIPO Il

| — Teste Post Hoc

Dependent Variable: invasdo

Multiple Comparisons

INVASAO CELULAR DAS ESTIRPES PERTENCENTES A

Tukey HSD
Mean 95% Confidence Interval
Difference (I-
(1) estirpe () estirpe J) Std. Error Sig. Lower Bound Upper Bound
TumLis6 ATCC19116 -4,93750(*) 1,19014 ,001 -7,9272 -1,9478
SLU547 ,00000 1,22464 1,000 -3,0764 3,0764
ATCC19116  TumLis6 4,93750(*) 1,19014 ,001 1,9478 7,9272
SLUS47 4,93750(*) 1,19014 ,001 1,9478 7,9272
SLU547 TumLis6 ,00000 1,22464 1,000 -3,0764 3,0764
ATCC19116 -4,93750(*) 1,19014 ,001 -7,9272 -1,9478

* The mean difference is significant at the .05 level.

Il — Grupos homogéneos

invasdo
Tukey HSD
Subset for alpha = .05

estirpe N 1 2
TumLis6 23,0625

SLU547 23,0625

ATCC19116 28,0000
Sig. 1,000 1,000

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
a Uses Harmonic Mean Sample Size = 8,308.
b The group sizes are unequal. The harmonic mean of the group sizes is used. Type | error levels are not guaranteed.
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ANEXO IX - ANALISE DE VARIANCIA DA INVASAO CELULAR

DAS ESTIRPES REFERENTES AOS DIFERENTES GENOTIPOS

Anova: factor Gnico

SUMARIO
Grupos Contagem  Soma Média  Variancia
Coluna 1l 42 1030,699 24,54046 96,20256
Coluna 2 57 1559,668 27,36259 37,02362
Coluna 3 25 621,1544 24,84618 11,33911
ANOVA
Fonte de variacao SQ gl MQ F valor P F critico
Entre grupos 227,3273 2 113,6637 2,186616 0,116714076 3,071140457
Dentro de grupos 6289,766 121 51,98154
Total 6517,094 123

ANEXO X - ANALISE POS-HOC TUKEY ANOVA DOS VALORES

DE INVASAO CELULAR DAS ESTIRPES PERTENCENTES AOS

DIFERENTES GENOTIPOS

| — Teste Post Hoc

Multiple Comparisons

Dependent Variable: invasdo

Tukey HSD
Mean 95% Confidence Interval
Difference (I-

(1) estirpe (J) estirpe J) Std. Error Sig. Lower Bound Upper Bound

C897 EGD 16,35000(*) 1,42579 ,000 11,4016 21,2984
T58/2 5,42500(*) 1,38562 ,012 ,6160 10,2340
CLIP1.04 -7,40833(*) 1,38562 ,000 -12,2173 -2,5993
SLU1922 -5,33750(*) 1,42579 ,022 -10,2859 -,3891
A9 -4,73056 1,38562 ,059 -9,5396 ,0784
ScottA 2,68750 1,42579 855 -2,2609 7,6359
G8 11,90500(*) 1,62565 ,000 6,2629 17,5471
T8 -4,89722(*) 1,38562 ,042 -9,7062 -,0882
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EGD

T58/2

CLIP1.04

SLU1922

SA1l

C882

C681
TUMLIS6
ATCC19116
SLU547
C897

T58/2

CLIP1.04
SLU1922

A9

ScottA

G8

T8

SA1l
C882
C681
TUMLIS6
ATCC19116
SLU547
C897
EGD
CLIP1.04
SLU1922

A9
ScottA

G8

T8

SA11
C882
C681
TUMLIS6
ATCC19116
SLU547
C897
EGD
T58/2
SLU1922
A9
ScottA

G8
T8

SA1l

C882

C681
TUMLIS6
ATCC19116
SLU547
C897

EGD

T58/2
CLIP1.04

-,03056
3,88056
-7,02500(*)
3,76250
-1,17500
3,76250
-16,35000(%)
-10,92500(*)
-23,75833(%)
-21,68750(*)
-21,08056(*)
-13,66250(*)
-4,44500
-21,24722(%)
-16,38056(*)
-12,46944(%)
-23,37500(%)
-12,58750(*)
-17,52500(*)
-12,58750(*)
-5,42500(*)
10,92500(*)
-12,83333(%)
-10,76250(*)
-10,15556(*)
-2,73750
6,48000(*)
-10,32222(*)
-5,45556(*)
-1,54444
-12,45000(*)
-1,66250
-6,60000(*)
-1,66250
7,40833(*)
23,75833(%)
12,83333(%)
2,07083
2,67778
10,09583(*)
19,31333(*)
251111
7,37778(%)
11,28889(*)
38333
11,17083(%)
6,23333(%)
11,17083(*)
5,33750(*)
21,68750(*)
10,76250(*)
-2,07083

1,38562
1,38562
1,42579
1,42579
1,38562
1,42579
1,42579
1,38562

1,38562
1,42579

1,38562
1,42579
1,62565
1,38562
1,38562
1,38562
1,42579
1,42579
1,38562
1,42579
1,38562
1,38562
1,34425

1,38562
1,34425
1,38562

1,59054
1,34425
1,34425
1,34425
1,38562
1,38562
1,34425
1,38562
1,38562
1,38562
1,34425
1,38562
1,34425

1,38562
1,59054
1,34425

1,34425
1,34425
1,38562
1,38562
1,34425
1,38562
1,42579
1,42579
1,38562
1,38562

1,000
,263
,000
,357

1,000
,357
,000

,000
,000
,000

,000
,000
,299
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,012
,000
,000

,000
,000
,808

,007
,000
,008
,998
,000
,997
,000
,997
,000
,000
,000
975
,798

,000
,000
,863

,000
,000
1,000
,000
,001
,000
,022
,000
,000
975

-4,8396

-,9284
11,9734
-1,1859
-5,9840
-1,1859
21,2984
15,7340

28,5673
26,6359

25,8896
18,6109
10,0871
26,0562
21,1896
17,2784
28,3234
17,5359
22,3340
17,5359
10,2340

6,1160
17,4988

15,5715
14,8210
-7,5465

,9598
14,9876
10,1210
-6,2099
17,2590
-6,4715
11,2654
-6,4715

2,5993
18,9493
8,1679
-2,7382
-1,9876
5,2868
13,7931
-2,1543
2,7124
6,6235
-4,4257
6,3618
1,5679
6,3618

,3891

16,7391
5,9535
-6,8798

4,7784
8,6896
-2,0766
8,7109
3,6340
8,7109
-11,4016
-6,1160
-18,9493
-16,7391
-16,2716
-8,7141
1,1971
-16,4382
-11,5716
-7,6604
-18,4266
-7,6391
-12,7160
-7,6391
-,6160
15,7340
-8,1679
-5,9535
-5,4901
2,0715
12,0002
-5,6568
-,7901
3,1210
-7,6410
3,1465
-1,9346
3,1465
12,2173
28,5673
17,4988
6,8798
7,3432

14,9048
24,8335
7,1765

12,0432
15,9543

5,1923
15,9798
10,8988
15,9798
10,2859
26,6359
15,5715

2,7382
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A9

ScottA

G8

A9
ScottA
G8
T8

SA1l
C882

C681
TUMLIS6
ATCC19116
SLU547
C897
EGD
T58/2
CLIP1.04
SLU1922
ScottA
G8

T8

SA11
C882

C681
TUMLIS6

ATCC19116
SLU547
C897
EGD
T58/2
CLIP1.04
SLU1922
A9

G8

T8

SA1l
C882
C681
TUMLIS6

ATCC19116
SLU547

C897
EGD
T58/2
CLIP1.04
SLU1922
A9
ScottA

T8

SA11
C882
C681
TUMLIS6
ATCC19116
SLU547

60694
8,02500(*)
17,24250(*)
44028
5,30694(*)
9,21806(*)
-1,68750
9,10000(*)
4,16250
9,10000(*)
4,73056
21,08056(*)
10,15556(*)
-2,67778
-,60694
7,41806(*)
16,63556(*)
-,16667
4,70000(*)
8,61111(%)
-2,29444
8,49306(*)
3,55556
8,49306(*)
-2,68750
13,66250(*)
2,73750
-10,09583(%)
-8,02500(*)
-7,41806(*)
9,21750(*)
-7,58472(%)
-2,71806
1,19306
-9,71250(*)
1,07500
-3,86250
1,07500

-11,90500(*)
4,44500
-6,48000(*)
-19,31333(%)
-17,24250(%)
-16,63556(*)
-9,21750(*)
-16,80222(*)
-11,93556(*)
-8,02444(%)
-18,93000(*)
-8,14250(*)
-13,08000(*)
-8,14250(*)

1,38562
1,42579
1,62565

1,38562
1,38562
1,38562

1,42579
1,42579
1,38562
1,42579
1,38562
1,38562
1,34425
1,34425
1,38562
1,38562
1,59054
1,34425
1,34425

1,34425
1,38562
1,38562

1,34425
1,38562
1,42579
1,42579
1,38562
1,38562
1,42579
1,38562
1,62565
1,38562
1,38562
1,38562
1,42579
1,42579

1,38562
1,42579

1,62565
1,62565
1,59054
1,59054
1,62565
1,59054
1,62565
1,59054
1,59054
1,59054
1,62565
1,62565
1,59054
1,62565

1,000
,000
,000

1,000
,017
,000

,997
,000
,169
,000
,059
,000
,000
,798
1,000
,000
,000
1,000
,046

,000
,941
,000
,353
,000
,855
,000
,808
,000
,000
,000
,000
,000
,816
1,000
,000
1,000

,269
1,000

,000
,299
,007
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000

-4,2021
3,0766
11,6004
-4,3687
4979
4,40901

-6,6359
4,1516
-,6465
4,1516
-,0784
16,2716
5,4901
-7,3432
-5,4159
2,6091
11,1154
-4,8321
,0346
3,9457
-7,1034
3,6841
-1,1099
3,6841
-7,6359
8,7141
-2,0715
14,9048
12,9734
12,2271
3,5754
12,3937
-7,5271
-3,6159
14,6609
-3,8734
-8,6715
-3,8734
17,5471
-1,1971
-12,0002
-24,8335
-22,8846
-22,1558
-14,8596
-22,3224
-17,4558
-13,5446
-24,5721
-13,7846
-18,6002
-13,7846

5,4159
12,9734
22,8846

5,2493
10,1159
14,0271

3,2609
14,0484
8,9715
14,0484
9,5396
25,8896
14,8210
1,9876
4,2021
12,2271
22,1558
4,4988
9,3654

13,2765
2,5146
13,3021
8,2210
13,3021
2,2609
18,6109
7,5465
-5,2868
-3,0766
-2,6091
14,8596
-2,7757
2,0909
6,0021
-4,7641
6,0234

,9465
6,0234

-6,2629
10,0871
-,9598
-13,7931
-11,6004
-11,1154
-3,5754
-11,2820
-6,4154
-2,5042
-13,2879
-2,5004
-7,5598
-2,5004
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T8

SAl1l

C882

C681

C897
EGD

T58/2
CLIP1.04
SLU1922
A9
ScottA
G8

SAl11
C882
C681
TUMLIS6
ATCC19116
SLU547
C897
EGD

T58/2
CLIP1.04

SLU1922
A9
ScottA
G8

T8

C882
C681
TUMLIS6
ATCC19116
SLU547
C897
EGD
T58/2
CLIP1.04

SLU1922
A9

ScottA
G8

T8

SA11
C681
TUMLIS6
ATCC19116
SLU547
C897
EGD
T58/2
CLIP1.04
SLU1922
A9

ScottA
G8

T8
SA1l

4,89722(*)
21,24722(%)
10,32222(*%)
-2,51111
-, 44028
16667
7,58472(%)
16,80222(*)
4,86667(*%)
8,77778(%)
-2,12778
8,65972(*)
3,72222
8,65972(*)
03056
16,38056(*)
5,45556(*)
-7,37778(%)
-5,30694(*)
-4,70000(*)
2,71806
11,93556(*)
-4,86667(*)
3,01111
-6,99444(%)
3,79306
-1,14444
3,79306
-3,88056
12,46944(%)
1,54444
-11,28889(%)
-9,21806(*)
-8,61111(%)
-1,19306
8,02444(%)
-8,77778(%)
-3,91111
-10,90556(*)
-,11806
-5,05556(*)

-,11806

7,02500(*)
23,37500(*)
12,45000(*)

-,38333

1,68750

2,29444

9,71250(%)
18,93000(*)

2,12778

6,99444(%)

1,38562
1,38562

1,34425
1,34425
1,38562
1,34425
1,38562
1,59054
1,34425
1,34425
1,38562
1,38562
1,34425
1,38562
1,38562

1,38562
1,34425
1,34425

1,38562
1,34425
1,38562
1,59054
1,34425
1,34425
1,38562
1,38562
1,34425
1,38562
1,38562
1,38562
1,34425

1,34425
1,38562
1,34425

1,38562
1,59054
1,34425
1,34425
1,38562
1,38562
1,34425
1,38562
1,42579
1,42579
1,38562
1,38562
1,42579

1,38562
1,42579
1,62565

1,38562
1,38562

,042
,000

,000
,863
,000
,000
,000
,000
,032
,000
,968
,000
,280
,000
,000

,000
,008
,000

,017
,046
,816
,000
,032
,209
,000
,297
,000
,297
,263
,000
,998

,000
,000
,000

,000
,000
,000
,209
,000
,000
,021
,000
,000
,000
,000
,000
,997
,941

,000
,000

,968
,000

,0882
16,4382

5,6568
-7,1765
-5,2493
-4,4988

2,7757
11,2820

,2012

4,1124
-6,9368

3,8507

-,9432

3,8507
-4,7784
11,5716

,7901
12,0432

10,1159
-9,3654
-2,0909

6,4154
-9,5321

-, 7543
11,8034
-1,0159
-5,8099
-1,0159
-8,6896

7,6604
-3,1210
15,9543

14,0271
13,2765

-6,0021

2,5042
13,4432
-8,5765
15,7146
-4,9271
-9,7210
-4,9271

2,0766
18,4266

7,6410
-5,1923
-3,2609
-2,5146

47641
13,2879
-2,6812

2,1854

9,7062
26,0562

14,9876
2,1543
4,3687
4,8321

12,3937

22,3224
9,6321

13,4432
2,6812

13,4687
8,3876

13,4687
4,8396

21,1896
10,1210
-2,7124

-,4979
-,0346
7,5271
17,4558
-,2012
8,5765
-2,1854
8,6021
3,6210
8,6021
,9284
17,2784
6,2099
-6,6235
-4,4091
-3,9457
3,6159
13,5446
-4,1124
7543
-6,0966
4,6909
-,3901
4,6909
11,9734
28,3234
17,2590
4,4257
6,6359

7,1034
14,6609
24,5721

6,9368
11,8034
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TUMLIS6

ATCC19116

SLUS47

* The mean difference is significant at the .05 level.

882
TUMLIS6
ATCC19116
SLU547
C897
EGD
T58/2
CLIP1.04
SLU1922
A9
ScottA
G8

T8
SA1l

C882
C681
ATCC19116
SLU547
C897
EGD
T58/2
CLIP1.04
SLU1922
A9
ScottA
G8

T8

SA1l

C882
C681

TUMLIS6
SLU547
C897
EGD
T58/2
CLIP1.04
SLU1922
A9
ScottA
G8

T8

SA1l
C882
Cce81

TUMLIS6
ATCC19116

10,90556(*)
10,78750(%)
5,85000(*)
10,78750(*)
-3,76250
12,58750(*)
1,66250
-11,17083(*)
-9,10000(*)
-8,49306(*)
-1,07500
8,14250(%)
-8,65972(*)
-3,79306
11806
-10,78750(*)
-4,93750(*)
,00000
1,17500
17,52500(%)
6,60000(%)
-6,23333(%)
-4,16250
-3,55556
3,86250
13,08000(*)
-3,72222
1,14444
5,05556(*)
-5,85000(*)
4,93750(*)
4,93750(%)
-3,76250
12,58750(*)
1,66250
-11,17083(*)
-9,10000(*)
-8,49306(*)
-1,07500
8,14250(%)
-8,65972(*)
-3,79306
11806
-10,78750(*)
,00000
-4,93750(*)

1,38562
1,42579
1,38562
1,42579
1,42579
1,42579
1,38562
1,38562
1,42579
1,38562
1,42579

1,62565
1,38562
1,38562

1,38562
1,42579
1,38562
1,42579
1,38562
1,38562
1,34425
1,34425
1,38562
1,34425
1,38562
1,59054
1,34425

1,34425
1,34425
1,38562
1,38562
1,38562
1,42579
1,42579
1,38562
1,38562
1,42579
1,38562
1,42579
1,62565
1,38562
1,38562
1,38562
1,42579

1,42579
1,38562

,000
,000
,004
,000
,357
,000
,997
,000
,000
,000
1,000
,000

,000
,297

1,000
,000
,038

1,000

1,000
,000
,000
,001
,169
,353
,269
,000
,280

1,000
,021
,004

,038
,038
,357
,000
,997
,000
,000
,000
1,000
,000
,000
,297
1,000

,000
1,000
,038

6,0966
5,8391
1,0410
5,8391
-8,7109
7,6391
-3,1465
15,9798
14,0484
13,3021
-6,0234
2,5004

13,4687
-8,6021
-4,6909
15,7359
-9,7465
-4,9484
-3,6340
12,7160
1,9346
10,8988
-8,9715
-8,2210
-,9465
7,5598
-8,3876
-3,5210
,3901
10,6590

,1285
,1285
-8,7109
7,6391
-3,1465
15,9798
14,0484
13,3021
-6,0234
2,5004
13,4687
-8,6021
-4,6909

15,7359
-4,9484
-9,7465

15,7146
15,7359
10,6590
15,7359
1,1859
17,5359
6,4715
-6,3618
-4,1516
-3,6841
3,8734
13,7846
-3,8507
1,0159
4,9271
-5,8391
-,1285
4,9484
5,9840
22,3340
11,2654
-1,5679
6465
1,1099
8,6715
18,6002
9432
5,8099
9,7210
-1,0410
9,7465
9,7465
1,1859
17,5359
6,4715
-6,3618
-4,1516
-3,6841
3,8734
13,7846
-3,8507
1,0159
4,927
-5,8391
4,9484
-,1285
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Il — Grupos homogéneos

invasao

estirpe

Subset for alpha = .05

1

4

EGD

G8

T58/2
€882
TUMLIS6
SLU547
ScottA
C897
SAll

ATCC191
16
A9

T8
SLU1922
Cc681
CLIP1.04
Sig.

© 00 0 © © ©W W 0O O 0 W O O U1

10,4750
14,9200

,123

21,4000
22,9444
23,0625
23,0625
24,1375

,832

22,9444
23,0625
23,0625
24,1375
26,8250
26,8556

,285

24,1375
26,8250
26,8556

28,0000

,304

26,8250
26,8556

28,0000

31,5556
31,7222

,052

28,0000

31,5556
31,7222
32,1625

,197

31,5556
31,7222
32,1625
33,8500
34,2333

,853

Tukey HSD
Means for groups in homogeneous subsets are displayed.

a Uses Harmonic Mean Sample Size = 8,096.
b The group sizes are unequal. The harmonic mean of the group sizes is used. Type | error levels are not

guaranteed.
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ANEXO XI

— ANALISE DE VARIANCIA DAS DIFERENTES

QUANTIDADES DE ADN TESTADAS NA REACCAO DE

DETECCAO DE ESTIRPES PERTENCENTES A GENOTIPO |

Anova: factor Gnico

SUMARIO
Grupos Contagem  Soma Média Variancia

Linha 1 9 137,9 15,32222222 0,286944444
Linha 2 9 168,7 18,74444444 0,157777778
Linha 3 9 199,6 22,17777778 0,131944444
Linha 4 9 230,3 25,58888889 1,578611111
Linha 5 9 263,8 29,31111111 2,756111111
Linha 6 9 277,4 30,82222222 2,464444444
Linha 7 9 277 30,77777778 4,761944444
Linha 8 9 288,1 32,01111111 5,663611111
ANOVA

Fonte de variagdo SQ o] MQ F valor P F critico
Entre grupos 2459,687 7 351,3838095 157,9129861 7,29E-38 2,156423973
Dentro de grupos 142,4111 64 2,225173611
Total 2602,098 71

ANEXO XlIlI — LIMITE DE DETECCAO E QUANTIFICACAO DA

REACCAO DE DETECCAO DE ESTIRPES DE L. MONOCYTOGENES

PERTENCENTES AO GENOTIPO |

| - Limite de deteccéo:
LD =B-3dp
LD = 25,2 ciclos.

Em que:

LD — Limite de detecc&o;

B- Média dos valores medidos para as amostras brancas

Dp — desvio-padrdo das amostras brancas

Determinacao dos genotipos de Listeria monocytogenes
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Il - Limite de quantificacgéo:
LQ=B-10dp

LQ = 21ciclos

Em que:

LQ - Limite de quantificacdo

ANEXO XIIl - CALCULO DA LINEARIDADE PARA A REACCAO
DE DETECCAO DE ESTIRPES PERTENCENTES A GENOTIPO |

ATRAVES DAS ESPECIFICACOES DA NORMA 1SO 8466-1:1990

DS? = (n-2) s?y’- (n-3) s%y?
Ds?= (6 x 0,626959) — 5 x 0,492425

Ds?= 1,2996

PG = Ds?/ s%?
PG =2,639

PG < FC, logo o método ¢ linear
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ANEXO XIV - ANALISE DE VARIANCIA DAS DIFERENTES

QUANTIDADES DE ADN TESTADAS NA REACCAO DE

DETECCAO DE ESTIRPES PERTENCENTES A GENOTIPO Il

Anova: factor Unico

SUMARIO
Grupos Contagem  Soma Média Variancia

Linha 1 6 97 16,16667 0,102666667
Linha 2 6 118,3 19,71667 0,149666667
Linha 3 6 139 23,16667 0,314666667
Linha 4 5 130,5 26,1 0,22
Linha 5 6 175,6  29,26667 0,462666667
Linha 6 6 196,6 32,76667 0,866666667
Linha 7 6 2133 35,55 0,907
Linha 8 2 71,6 35,8 0,5
ANOVA

Fonte de variagéo SQ gl MQ F valor P F critico
Entre grupos 1930,029 7 275,7185 626,7685797  7,99669E-35 2,285235
Dentro de grupos 15,39667 35 0,439905
Total 1945,426 42

ANEXO XV - CALCULO DA LINEARIDADE PARA A REACCAO DE

DETECCAO DE ESTIRPES PERTENCENTES A GENOTIPO I

ATRAVES DAS ESPECIFICACOES DA NORMA 1SO 8466-1:1990

DS? = (n-2) s’y*- (n-3) s%y?

Ds?= (6 x 0,183848) — 5 x 0,093764

Ds?= 0,63427
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PG = Ds?/ s%y?

PG =6,7645

PG < FC, logo o método ¢ linear.

ANEXO XVI

— ANALISE DE VARIANCIA DAS DIFERENTES

QUANTIDADES DE ADN TESTADAS NA REACCAO DE

DETECCAO DE ESTIRPES PERTENCENTES A GENOTIPO Il

Anova: factor Gnico genlll
SUMARIO
Grupos Contagem  Soma Média Variancia

Linha 1 9 161,7 17,96667 0,4025
Linha 2 9 194,8 21,64444 0,217777778
Linha 3 9 226,1 25,12222 0,416944444
Linha 4 9 253,6 28,17778 0,744444444
Linha 5 9 283,3 31,47778 0,284444444
Linha 6 9 308,5 34,27778 0,409444444
Linha 7 9 321,3 35,7 1,315
Linha 8 8 292,8 36,6 1,857142857
ANOVA

Fonte de variagéo SQ gl MQ F valor P F critico
Entre grupos 2891,983 7 413,1404 600,7658321 3,91783E-55 2,158828996
Dentro de grupos 43,32444 63  0,68769
Total 2935,307 70
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ANEXO XVII — LIMITE DE DETECCAO E QUANTIFICACAO DA
REACCAO DE DETECCAO DE ESTIRPES DE L. MONOCYTOGENES

PERTENCENTES AO GENOTIPO Il

I - Limite de deteccéo:

LD =B -3dp

LD = 27,7 ciclos.

Em que:

LD — Limite de deteccéo;

B- Média dos valores medidos para as amostras brancas
Dp — desvio-padrao das amostras brancas

Il - Limite de quantificacao:

LQ=B-10dp

LQ = 24,8 ciclos

Em que:

LQ - Limite de quantificacdo
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ANEXO XVIII - CALCULO DA LINEARIDADE PARA A REACCAO
DE DETECCAO DE ESTIRPES PERTENCENTES A GENOTIPO Il

ATRAVES DAS ESPECIFICACOES DA NORMA 1SO 8466-1:1990

DS? = (n-2) s?y’- (n-3) s%y?

Ds?= (6 x 0,361323) - 5 x 0,105479

Ds?= 1,6405

PG = Ds?/ s%y?
PG = 15,55

PG < FC, logo o método ¢ linear.
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