METODOS

COMPARACAO ENTRE CALDOS DE PRE-ENRIQUECIMENTO PARA A
DETECCAO DE LISTERIA MONOCYTOGENES EM MATRIZES CARNEAS

DEGENHARDT, Roberto” ALMEIDA, Régis P. Fernandes ™ FRANCHIN, Paulo Rogério™
Resumo

O presente estudo comparou o procedimento de pré-enriquecimento de amostras em Caldo Universidade
de Vermount (UVM), usualmente empregado naanalise de deteccao de L. monocytogenes em alimentos com
o procedimento alternativo empregando Agua Peptonada Tamponada (APT), usualmente empregada para
a deteccdo de outros patdgenos, visando a otimizagdo e a diminuigdo de custos da andlise. Foram avaliadas
354 amostras de produtos carneos cozidos e crus de aves e suinos durante o periodo de 30 dias. O protocolo
utilizado para a validagdo do método foi baseado na ISO 16140 e como método/referéncia foi utilizada a
metodologia ISO 11290-1:1996/Amd.1:2004, sendo modificado apenas o caldo de pré-enriquecimento,
substituindo-se o Caldo Demi-Fraser (DF) pelo Caldo Universidade de Vermount (UVM). O método
alternativo consistiu na substitui¢io do Caldo DF pela APT. Os resultados foram avaliados pelo teste
ndo paramétrico de McNemar e calculadas as taxas de resultados falso-negativos e a reprodutividade. A
avaliagao estatistica entre os dois métodos nao revelou diferenca significativa entre o método de referéncia
e 0 método alternativo, indicando uma sensibilidade relativa (SE) de 47,06%, especificidade relativa (SP)
de 94,66% e acuracia relativa de 92,37%. Concluiu-se que nas condi¢oes de execu¢ao deste trabalho os dois
métodos foram equivalentes, e, em virtude do custo mais baixo da Agua Peptonada Tamponada em relagio
ao Caldo Universidade de Vermount, o método alternativo viavel para a redugao de custo das analises.
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Comparison between pre-enrichment broth for detection of

Listeria monocytogenes in meat products

Abstract

This study compared the process of pre-enrichment broth samples with University of Vermount (UVM)
usually employed to analyze detection of L. monocytogenes in foods with the alternative procedure
employing Buffered Peptone Water (BPW), usually employed for detection of other pathogens, targeting
optimization and cost reduction analysis. 354 samples of cooked meat products and raw poultry and pigs
were evaluated during the period of 30 days. The protocol used for validation of the method was based on
ISO 16140 and as reference method used was ISO 11290-1:1996/Amd.1:2004, was used as the reference
method only being modified pre-enrichment broth, replacing the Demi-Fraser Broth (DF) at the University
of Vermount broth (UVM). The alternative method consisted in the substitution of DF by APT broth. The
results were evaluated by the nonparametric McNemar test, and calculated rates of false negative results
and reproducibility. The statistical evaluation between the two methods showed no significant difference
between the reference method and the alternative method, indicating a relative sensitivity (SE) of 47,06%,
relative specificity (SP) of 94,66% and relative accuracy of 92,37%. It was concluded that the conditions
for the application of this work both methods were equivalent, and because of the lower cost of Buffered
Peptone Water Broth regarding the University of Vermount, alternative method was considered viable for
reducing the cost of analysis .

Keywords: University of Vermount Broth. Buffered Peptone Water. Pre-enrichment. Cood analysis.

1 INTRODUCAO

Listeria monocytogenes é o agente etioldgico responsavel pela listeriose em humanos e animais.
Segundo Oravcova et al. (2008), a listeriose acomete preferencialmente gestantes, recém-nascidos e
individuos com o sistema imunoldgico debilitado, incluindo idosos e criangas, podendo apresentar
uma taxa de 30% de mortalidade se forem acometidos por esse microrganismo. Por essa razdo, ele
tem sido considerado um dos patdégenos mais importantes envolvidos em doengas transmitidas por
alimentos em razio da alta taxa de mortalidade que provoca em grupos de risco (THEVENOT et al.,
2005). A caracteristica ubiquitaria, causando doencas graves no homem e animais, destaca-o como
um dos principais patégenos transmitidos pelos alimentos, justificando a grande preocupagdo nas
industrias alimenticias e domicilios (SCHWAB; EDELWEISS, 2003).

No Brasil, nao ha relatos de surtos, e a listeriose humana pode ser subdiagnosticada e
subnotificada (Silvaetal.,2007); portanto, registros de casos transmitidos por alimentos sdo inexistentes
(Destro, 2006), embora L. monocytogenes esteja comprovadamente presente em diversos produtos,
sobretudo, em derivados lacteos e carneos (Degenhardt; Santanna, 2007; Brito et al., 2008; Martins;

KABUKI; KUAYE, 2009). E provével que a maioria dos humanos que tenha sido contaminada por L.
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monocytogenes teve contato com alimentos susceptiveis a contaminagdo por esse patégeno (Hofer;
Nascimento; Oliveira, 2006), o que refor¢a a necessidade de identificar as fontes de infeccdo e os
possiveis alimentos envolvidos.

A gravidade da enfermidade causada por L. monocytogenes suscita uma grande preocupagao
com o controle e a prevengdo da contaminagdo nas industrias alimenticias (SCHWAB; EDELWEISS,
2003), e, por conta desta preocupagdo, valores consideraveis sao empregados em analises de controle
de qualidade, ndo somente objetivando assegurar a inocuidade dos alimentos em relagdo a L.
monocytogenes, mas também outros patégenos importantes como Salmonella spp, E. coli patogénica,
S. aureus e Clostridium patogénico. Em virtude disso, a otimiza¢ao dos recursos destinados ao controle
de qualidade sem a perda de nivel de seguranga é uma busca constante das areas técnicas na industria.

A industria de alimentos requer métodos analiticos rapidos para a liberacdo de lotes de
alimentos com seguranca; assim, existem disponiveis diversas metodologias alternativas como as
baseadas em tecnologia de PCR (RODRIGUES et al., 2011) ou ELISA para detectar a presenca de L.
monocytogenes em alimentos; entretanto a etapa de enriquecimento em caldo ainda é necessaria. Esta
etapa ¢ fundamental ndo apenas para aumentar a concentragao de células vidveis em uma amostra,
mas também reanimar células estressadas e danificadas fisiologicamente (KIM; BHUNIA; SEL,
2008). A recuperagao das células estressadas é importante, uma vez que as bactérias subletalmente
lesadas podem, em condi¢des adequadas, reparar-se e se recuperar ou até se tornar mais patogénicas
(DUPONT; AUGUSTINTI, 2009). Por outro lado a utilizagao de alguns caldos de pré-enriquecimento
seletivos possui a desvantagem de que na composi¢ao do meio de cultura os agentes seletivos podem
se tornar inibitérios atrasando a recuperagdo ou crescimento de patogenos saudaveis ou estressados,
ocasionando falsos resultados analiticos (KIM; BHUNIA; SEL, 2008).

A injuria de células microbianas tem duas grandes consequéncias quanto ao comportamento
de patégenos em caldos e enriquecimento. A primeira relacionada a sensibilidade aos componentes
seletivos presentes no caldo, e, dessa maneira, a populagdo bacteriana estressada corre o risco de nao
iniciar sua multiplicagdo. A outra consequéncia se deve a reparagdo celular requerer mais tempo e as
células estressadas possuirem uma fase lag maior do que as células saudaveis, arriscando-se de nao
chegarem a concentragdo bacteriana necessaria para a detec¢ao do agente patogénico no periodo de
incubacao nestes caldos de cultivo (DUPONT; AUGUSTINI, 2009).

Outro fator que interfere diretamente no resultado analitico esta relacionado a microbiota
acompanhante presente nas amostras em analise. Segundo Oravcova et al. (2008), na presen¢a de uma
microflora heterogénea, a detec¢ao de L. monocytogenes em alimentos pode ser dificil, uma vez que
essas bactérias sao normalmente encontradas em nimero muito baixo e geralmente ocorre a presenca
simultanea com outras espécies de Listeria nao patogénicas.

Durante as etapas do enriquecimento ocorre a multiplicacdo de todos as espécies do género
Listeria, e estudos demonstram que o tempo de geracao das espécies nao patogénicas pode ser menor

do que o tempo de geracao de L. monocytogenes em meios seletivos de enriquecimento. Nesse caso, a
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taxa de multiplicagdo de algumas espécies deste género em relagdo a L. monocytogenes poderia causar
um resultado falso-negativo (ORAVCOVA et al., 2008).

A natureza da matriz também pode ser responsavel por resultados falsos negativos, pois
amostras ambientais altamente contaminadas, produtos fermentados e produtos com bactérias
probioticas representam desafios maiores aos microbiologistas que amostras com baixas cargas
microbianas (BREIDT; FLEMING, 1998; AMEZQUITA; BRASHEARS, 2002). Segundo a ISO 7218
(2003), para essas matrizes problematicas, experimentos usando microrganismos representativos
devem ser realizados para verificar se 0 método é compativel com a matriz.

O presente estudo comparou o pré-enriquecimento de amostras em Caldo Universidade
de Vermount (UVM) recomendado pelo UNITED STATES DEPARTMENT OF AGRICULTURE/
FOOD AND DRUG ADMINISTRATION (2012) para a analise de detecgdo de L. monocytogenes em
alimentos com Agua Peptonada Tamponada (APT), visando verificar a equivaléncia entre os caldos e,

consequentemente, a diminui¢io de custos da analise.
2 MATERIAL E METODOS

2.1 PROTOCOLO DE EXPERIMENTACAO

Foram avaliadas 354 amostras de produtos carneos crus (169 amostras) e termoprocessados
(185 amostras) de aves e suinos durante o periodo de 30 dias. O protocolo utilizado para a validagao
do método foi baseado na ISO 16140:2003 (Fluxograma 1).

Inicialmente foram transferidas 50 gramas de cada da amostra para uma embalagem plastica
estéril eem seguida adicionado 50 mL de dgua estéril. A solugao foi homogeneizada em homogeneizador
peristaltico (AES Chemunex, BioMerieux, Bélgica) por 2 minutos em velocidade normal. Apos
a obtencao de uma mistura homogeénea, esta foi divida em duas partes iguais (subamostras) de 50

gramas em embalagens pldsticas estéreis.
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Fluxograma 1 — Procedimento de preparagéo inicial das amostras para protocolos de validagdo de metodologias de

detecgdo de patogenos
[ Amostra ]

Retirada de uma porgao
representariva de 50
gramas
( Adigao de 50 mL de )

agua estéril
(100 mL de solugao)
. J

y

Homogeneizagido em
homogeneizador
peristaltico

—
v v

~\
50 mL 50 mL
Método de Referéncia Método Alternativo
J

Uma das subamostras de 50 g foi analisada conforme a metodologia de analise ISO 11290-

Fonte: ISO 16140 (2003).

1:2004 (modificada) consistindo na analise pelo Método de Referéncia (Fluxograma 2). A modificagao
do método original consistiu na utilizagdo de Caldo Universidade de Vermount (UVM - Remel cdd.
R455252) em substitui¢ao ao Caldo Demi-Fraser. Apds a adi¢ao do caldo de pré-enriquecimento, as
amostras foram homogeneizadas e incubadas a 30 °C por 24h na auséncia de luz.

O método alternativo empregou no pré-enriquecimento Agua Peptonada Tamponada
(MERCK cod. 1.07228), semelhante ao realizado com a fragdo da amostra analisada pelo método de
referéncia; os 50 g de subamostra (25 g de amostra + 25 g de agua estéril) foram homogeneizados com
225 mL de APT e a cultura incubada a 36 °C/24h.

A continuidade da andlise seguiu as indicagdes do método de referéncia conforme o

Fluxograma 2.

2.2 ANALISE ESTATISTICA DOS DADOS

Osdados foram tratados estatisticamente pelo teste de McNemar para dados ndo paramétricos,
no programa Statistica 7.0, admitindo-se um erro padrao de 5% (a = 0,05).
A acuraciarelativa (grau de correspondéncia entre a resposta obtida pelo método de referéncia

e a resposta obtida pelo método de alternativo em amostras idénticas), a sensibilidade relativa (fragdo
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do total de resultados positivos corretamente identificados) e a especificidade relativa (fracao do total
de negativos corretamente identificados) (ISO, 2000; ISO, 2003) foram calculadas se empregando as

Equagoes de 1 a 3.

Acuridcia relativa (AC) = (PA + NA) / N x 100 (1)
Especificidade relativa (SP) = NA/N x 100 (2)
Sensibilidade relativa (SE) = PA/N X 100 (3)
Onde:

PA = Numero de resultados positivos nos dois métodos utilizados;
NA = Numero de resultados negativos nos dois métodos utilizados;
N- = Total de resultados negativos obtidos pelo método de referéncia;
N+ = Total de resultados positivos obtidos pelo método de referéncia;

N = Numero de amostras analisadas.
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Fluxograma 2 — Protocolo de analise de Listeria monocytogenes
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Fonte: ISO 11290-1:1996/Amd.1:2004.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A comparagdo entre as duas formas de pré-enriquecimento (Tabela 1) demonstra uma maior
detec¢do do patdgeno (2,54 p.p) quando o pré-enriquecimento foi realizado com Agua Peptonada
Tamponada (APT); entretanto, a avalia¢ao estatistica demonstrou que nao existe diferenca significativa

(a = 0,05) entre os dois procedimentos (x = 2,37 e poder do teste igual a 40,55%).

Tabela 1 - Avaliacdo estatistica dos resultados de analise de L. monocytogenes em matrizes de carne crua e termoprocessada
pelo teste de MacNemar

Método Referéncia

Total Método
(+) () Alternativo
0, 0, 0,
Método (+) 8 (2.26%) 18 (50,85%) 26 (7,34%)
Alternativo (-) 9 (2,54%) 319 (90,11%) 328 (92,65%)
Total Método Referéncia 17 (4,8%) 337(95,2%) 354

Fonte: os autores.

Estes dados corroboram com Walsh et al. (1998), que afirmam que o uso de caldos de
enriquecimento nao seletivos para o isolamento de Listeria em alimentos fornece vantagens sobre
o enriquecimento seletivo, como uma maior recuperagdo de células danificadas em periodos mais
curtos de enriquecimento. Beumer et al. (1996) observaram que células estressadas ou danificadas sao
mais lentas para se recuperar ou nao se recuperam em meios seletivos, levando a atrasos ou falhas na
detec¢ao direta de agentes patogénicos. Dufty et al. (2001) compararam dois meios de enriquecimento
(seletivo e ndo seletivo) paraa detecgdo de Listeria monocytogenes em carne contendo Listeria innocua,
e, da mesma forma, nao observaram diferenca significativa (a = 0,05) entre os nimeros ap6s 24 horas
de enriquecimento com APT e UVM.

A avalia¢ao da correlagdo entre os dois métodos de pré-enriquecimento demonstrou que
entre as 35 amostras positivas, independentemente do caldo utilizado, apenas oito (22,86%) foram
positivas simultaneamente nos dois caldos, indicando uma sensibilidade relativa (SE) de 47,06% e
uma especificidade relativa (SP) de 94,66%. Podem ser atribuidas duas principais razdes para a baixa
correlagao entre os resultados obtidos pelos dois métodos: a primeira, envolvendo o papel dos agentes
seletivos na inibi¢ao de L. monocytogenes, como citado por Walsh et al. (1998), e a segunda, pelo baixo
numero de células de L. monocytogenes existentes em matrizes naturalmente contaminadas (SILVA;
VILARDI; TIBANA, 1998; PRADEL NETO, 2007) e que ndo necessariamente estao igualmente
distribuidas na prepara¢do da matriz na etapa que antecede a analise.

Ainda, uma terceira razdo poderia ser cogitada para a baixa correlacdo observada e estaria
relacionada a microbiota competitiva presente na amostra, que seria mais significativamente inibida

pelo Caldo UVM em relagdo a APT; entretanto quando se comparam os resultados entre matrizes
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cruas, que apresentam uma microbiota mais variada em relagdo as matrizes termoprocessadas (Tabelas
2 e 3), também néo se observam diferencas significativas entre as duas formas de pré-enriquecimento.

Resultados semelhantes foram encontrados em estudo realizado por Ryser et al. (1996) com
a recuperagao de diferentes ribotipos de Listeria enriquecidas com dois meios de cultura primarios
(UVM e LRB), em carne crua refrigerada de suino e de ave naturalmente contaminadas, onde néo
constataram diferenca estatistica (p = 0,05) entre os meios avaliados.

Franchi (2008) avaliou e comparou os métodos ISO e do United States Department of
Agriculture em relagdo aos métodos moleculares e concluiu que a utilizagdo de um tnico protocolo de
isolamento pode resultar em 13 a 16% a menos de resultados positivos na analise de L. monocytogenes,
e apesar de considerar esse indice alto, nao encontrou diferenca estatistica entre os resultados obtidos
pelas metodologias avaliadas. A combinagdo do uso de mais de um protocolo de pré-enriquecimento
elevouataxa de detec¢ao de amostras positivas, da mesma forma que foi observado neste estudo. Outros
autores como Pritchard e Donnelly (1999) obtiveram resultados similares estudando recuperagao de

Listeria a partir de mais de um caldo de enriquecimento.

Tabela 2 - Avaliagdo estatistica dos resultados de analise de L. monocytogenes em matrizes de carne crua pelo teste de MacNemar

Método Referéncia Total Método
(+) (-) Alternativo
Método (+) 3 (1,78%) 10 (5,92%) 13 (7,69%)
Alternativo (-) 4 (2,37%) 152 (89,94%) 156 (92,31%)
Total Método Referéncia 7 (4,14%) 162 (95,86%) 169

% *= 1,79 (p = 0,1815); poder do teste de 34,93; AC = 91,72%; SP = 93,83%; SE = 42,86%
Fonte: os autores.

Tabela 3 — Avaliacéo estatistica dos resultados de analise de L. monocytogenes em matrizes de carne termoprocessada pelo
teste de MacNemar

Método Referéncia Total Método
(+) (-) Alternativo
Método (+) 5(2,7%) 8(4,32%) 13 (7,03%)
Alternativo (-) 5(2,7%) 167 (90,27%) 172 (92,97%)
Total Método Referéncia 10 (5,41%) 175 (94,59%) 185

% 2=0,31 (p = 0,5791); poder do teste de 12,46; AC = 92,97%; SP = 95,43%; SE = 50%
Fonte: os autores.

A baixa correlagao da positividade obtida pelos dois caldos de pré-enriquecimento sugere
uma avaliagdo mais detalhada dos resultados positivos e negativos obtidos em cada um dos métodos
de pré-enriquecimento.

O pré-enriquecimento em Caldo UVM resultou na detec¢ao de L. monocytogenes em 17
amostras. Observando os resultados destas amostras pré-enriquecidas em APT constatou-se que em

oito, os resultados de presenca do patégeno coincidiram e que em nove, o resultado foi de auséncia do
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microrganismo. Dessa forma, a taxa de resultados falso-negativos (o método nao detectou o patégeno
quando ele estava presente) no pré-enriquecimento em APT foi de 52,94%. Na mesma forma de
avalia¢ao, na qual se compararam as amostras que foram positivas no pré-enriquecimento em APT e
as respectivas amostras pré-enriquecidas em UVM, observa-se que das 26 amostras positivas no APT
apenas oito foram positivas no UVM, resultando em uma taxa de falso-negativo no UVM de 69,23%.
Salienta-se que, neste estudo, utilizaram-se amostras naturalmente contaminadas e a distribui¢ao das
células ndo é uniforme; durante o preparo preliminar da amostra poder-se-ia ter uma homogeneizagao
ndo suficiente, para que parte das células fosse dividida entre as duas aliquotas de 50 g. Entretanto, essa
condi¢do somente interferiria na analise se a quantidade de células fosse muito pequena, sento isso
previsto no protocolo de valida¢do e na metodologia de analise.

Segundo Pritchard e Donnelly (1999 apud Franchin, 2008), “[...] a verdadeira incidéncia de
Listeria monocytogenes, possivelmente presente em amostras, pode nao ser detectada nos protocolos
analiticos existentes e por isto ser subestimada.” Neste estudo, pode-se verificar que essa condigao se fez
presente, onde a combinagdo dos dois caldos resultou em um niimero maior de resultados positivos (35
amostras, 9,89%), que representam a contamina¢ao “verdadeira’ no conjunto de amostras avaliadas,
em relagao ao enriquecimento com caldo UVM (17 amostras, 4,8%) e APT (26 amostras, 7,34%).

A avaliacdo comparada dos resultados negativos entre cada uma das subamostras obtidas
apos a preparacao preliminar levou a observacdo de que o pré-enriquecimento em Caldo UVM
resultou em uma taxa de falso-negativo (negativo no pré-enriquecimento em UVM e positivo em
APT) de 5,34%, enquanto entre os resultados negativos do pré-enriquecimento em APT 2,74% foram
positivos no pré-enriquecimento em UVM.

A acurécia observada entre os resultados positivos (n = 8) e negativos (n = 319) entre os dois
caldos de pré-enriquecimento foi de 92,37%.

A analise de custo entre os dois caldos de enriquecimento demonstra que o emprego da APT
¢ bastante atrativo em termos financeiros. Um frasco de 500 gramas do meio de cultura desidratado
permite a prepara¢ao de caldo suficiente para a analise de 87 amostras, enquanto um frasco de 500
gramas de Caldo UVM rende caldo suficiente para a andlise de 42 amostras. Em termos financeiros,
o valor da APT representa em torno de 20% do custo do caldo UVM, e o valor gasto para a analise de
uma amostra com UVM permite a analise de 10 amostras com APT. Salienta-se, ainda, que a mesma
preparagdo utilizada para a analise de Listeria com a APT permite ainda a analise de outros micro-

organismos como a Salmonella.

4 CONCLUSAO

Os resultados obtidos neste trabalho permitiram concluir que a utiliza¢ao dos dois meios de
cultura de pré-enriquecimento avaliados nao apresentaram diferenca significativa, como mostrou o

teste estatistico MacNemar (a = 0,05), e a especificidade entre as duas formas de pré-enriquecimento
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¢ alta (superior a 90%); a taxa de resultados falso-negativos, quando se observam apenas os resultados
de auséncia entre os dois procedimentos também ¢ baixa (proxima a 5%).

Cuidados devem ser tomados na avaliagio dos resultados, pois quando se observou
unicamente o conjunto de resultados positivos a discrepancia entre os resultados foi grande (> 50%);
entretanto, na pratica laboratorial deve-se observar o risco da emissdo de um resultado expressando
auséncia do microrganismo, quando na verdade ele esta presente.

A analise de custo de analise foi realizada considerando a relagdo entre o pre¢o que os materiais
tém no mercado, e demonstrou que economicamente o uso de Agua Peptonada Tamponada (APT)
em lugar do Caldo Universidade de Vermount (UVM) se mostrou viavel sem a perda de qualidade
analitica, bem como com um maior nimero de amostras positivas detectadas que melhor representam

a contaminagao real do produto.
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