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RESUMO

Os métodos moleculares de detecção rápida e eficaz de lotes de aves infectados por bactérias 
como Salmonella sp. Campylobacter sp. e Listeria monocytogenes são importantes para reduzir a fre-
quência da transmissão destes patógenos entre os lotes de aves e aos consumidores de produtos 
de origem animal. Recentemente, as técnicas de biologia molecular, em especial a reação em cadeia 
polimerase, que permite a amplificação específica de segmentos de DNA, têm possibilitado novos 
rumos na identificação de bactérias supracitadas, reduzindo o tempo de cultivo e ampliando a 
confiabilidade das provas diagnósticas. A utilização da biologia molecular por laboratórios de 
diagnóstico humano e animal, assim como em programas de controle de qualidade de alimentos 
e produtos de origem animal, já é realidade e tende a se expandir rapidamente. O objetivo deste 
artigo é fazer uma breve revisão dos testes diagnósticos convencionais e moleculares para identi-
ficar Campylobacter sp., Salmonella sp. e Listeria monocytogenes. Concluindo, o diagnóstico molecular 
é um campo em avanço científico e tecnológico, no qual novas técnicas moleculares estão em 
desenvolvimento para o diagnóstico de bactérias em alimentos.
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ABSTRACT

DIAGNOSTIC METHODS FOR THE FOOD PATHOGENS CAMPYLOBACTER SP., SALMONELLA 
SP. AND LISTERIA MONOCYTOGENES. The molecular methods for quick and efficient detection 
of chicken lots infected by bacteria such as Salmonella sp. Campylobacter sp. and Listeria monoytogenes 
is basic for the effort to reduce the frequency of the transmission between chicken lots and to the 
consumers of poultry products. Recently, the development of techniques involving molecular 
biology, especially polymerase chain reaction, which allows the specific enlargement of segments 
of DNA, has been making new procedures possible for the identification of the abovementioned 
bacteria, reducing the time necessary for the tests and enhancing the reliability of the resulting 
diagnoses. The use of molecular biology in laboratories for human and animal diagnosis, as well 
as in quality control programs for foods and products of animal origin is already a reality and has 
tended to expand quickly. The objective of this article is to present a brief review of the conventional 
diagnostic and molecular tests for the identification of Campylobacter sp., Salmonella sp. and Listeria 
monocytogenes. In conclusion, molecular diagnosis is a field undergoing scientific and technological 
advancement, in which new molecular techniques are under development for the diagnosis of 
bacteria in foods.
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INTRODUÇÃO

As infecções alimentares representam ainda 
hoje um sério problema de sanidade pública pela 
sua frequência elevada, mortalidade e pelo grande 
número de micro-organismos que podem estar en-
volvidos em um simples evento epidêmico. Diversos 
patógenos alimentares são conhecidos por causarem 
doenças, estando veiculados a alimentos e água, e 
entre esses sabe-se que as bactérias constituem um 

grande grupo de micro-organismos causadores de 
doenças. A transmissão de muitos patógenos aos seres 
humanos ocorre pela má conservação dos alimentos, 
manipulação inadequada e consumo de alimentos   
crus entre outros.  Salmonella  sp. e Campylobacter sp. 
são os agentes de maior implicação em infecções 
alimentares e se unem a Listeria monocytogenes 
pela importância das eventuais sequelas (Fortuna; 
Franco, 2005). O risco microbiológico do consumo de 
aves e produtos derivados crus inclui contaminação 
por esses três patógenos alimentares.
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O gênero Salmonella geralmente causa ataques 
que envolvem um grande número de pessoas. A 
Salmonella sp. é uma das principais causas de doença 
de origem alimentar tendo alta frequência em todo 
mundo, estando associada a prejuízos econômicos, 
dificuldades comerciais e queda na produção (Bar-
ros, 2002). Na década de 1990, surtos de toxinfecção 
alimentar foram relatados no Estado do Rio Grande 
do Sul e, dentre os casos, cerca de um terço foram 
identificados como provocados por alimentos con-
taminados com Salmonella sp. (Koneman et al., 2001).

As campilobacterioses, por outro lado, ocorrem 
como casos esporádicos, porém o Campylobacter 
sp. é uma bactéria que pode ser transmitida pelo 
contato direto com animais ou com carcaças de aves 
contaminadas, pela ingestão de alimentos ou água, 
por meio de fezes de pessoas com infecção ativa ou 
por transmissão a grupos de risco. As fontes prin-
cipais incluem produtos lácteos não pasteurizados, 
consumo de carnes e produtos de aves mal cozidas, 
alimentos não cozido que podem sofrer contamina-
ção cruzada com produtos e carnes de aves (Yan et 
al., 2005). A listeriose causada pela L. monocytogenes 
apresenta distribuição mundial, aparecendo com 
mais frequência em climas temperados e também 
nos tropicais (Jeyasekaran et al., 1996). Pode ocor-
rer em todas as espécies de animais domésticos, 
sendo mais comum em ruminantes, coelhos e aves 
(Corrêa, 1992). Os indivíduos em condições sus-
cetíveis demonstram altas taxas de contaminação 
por L. monocytogenes. Essa bactéria principalmente 
intracelular é um patógeno emergente que vem 
sendo relacionado a diversos surtos de doenças de 
origem alimentar principalmente por estar presente 
no trato gastrointestinal dos animais, sendo muito 
comum a contaminação da carcaça e cortes de carne 
na etapa de abate ou no processamento incorreto 
(Dediol et al., 2002). A contaminação pode ocorrer 
em cada etapa da produção de alimentos, iniciando 
na verificação da matéria-prima, transformação, con-
servação e consumo final dos alimentos. A ingestão 
desses patógenos ou das suas toxinas contidas nos 
alimentos é a causa das infecções gastrointestinais.

Os testes bioquímicos podem apresentar alguma 
variabilidade em razão da ação de fatores ambientais 
sobre a expressão gênica; baixo poder discriminatório 
em micro-organismos com pouca variabilidade gené-
tica e o risco de interpretações errôneas, quando se 
utiliza um número limitado de testes (Gandra et al., 
2008). A necessidade de vários dias a semanas até 
os resultados serem obtidos torna-se um problema 
importante (Rooney et al., 2004). A busca da meto-
dologia ideal para o diagnóstico das salmoneloses, 
campilobacterioses e listerioses nos animais, nos 
alimentos e no homem começou no momento da 
descrição do micro-organismo, sendo desenvolvidas 
diversas alternativas de métodos diagnósticos como: 

imunoensaios, imunodifusão, aglutinação em látex 
e hibridização do DNA (Blackburn, 1993).

Atualmente há necessidade de técnicas de de-
tecção de infecções que demandem menor tempo 
de resposta e maior precisão de diagnóstico, princi-
palmente para monitorização da produção animal, 
fabricação de alimentos e produto final (Santos et al., 
2001). Portanto, técnicas de amplificação de ácidos 
nucleicos in vitro têm sido usadas como auxílio e po-
dem tornar-se substitutas do processo de diagnóstico 
convencional (Oliveira et al., 2002). As ferramentas 
da biologia molecular permitem uma identificação 
precisa, rápida e com custos reduzidos. Entre essas 
ferramentas, destacam-se a reação em cadeia da 
polimerase (PCR), a ribotipagem, clonagem e análise 
de restrição (Baron et al., 1994).

A técnica de PCR vem sendo utilizada para a de-
tecção de diversos micro-orgamismos, destacando-se 
Listeria monocytogenes, Campylobacter sp. e Salmonella. 
(Santos et al., 2001). O objetivo deste artigo é fazer uma 
breve revisão dos testes diagnósticos convencionais 
e moleculares para identificar essas três bactérias, 
como descrito a seguir.

Salmonella sp.

Diagnóstico convencional
A Salmonella sp. é mais facilmente isolada de uma 

amostra de fezes. Entretanto, nas chamadas febres 
entéricas, uma cultura do sangue é o procedimento 
mais indicado para revelar o micro-organismo du-
rante as duas primeiras semanas (Koneman et al., 
2001). A microbiologia convencional utiliza para o 
diagnóstico: isolamento, identificação bioquímica 
e caracterização antigênica. Para a identificação 
final da presença de Salmonella sp. as fases de pré-
enriquecimento, enriquecimento seletivo, isolamento 
em meio sólido, seleção de colônias suspeitas e 
sorologia são necessárias.

Já no isolamento em meio sólido, alguns ágares, 
dentre os vários disponibilizados pelos laboratórios, 
são indicados pelo Ministério da Agricultura, 
Pecuária e Abastecimento, o ágar Hektoen, ágar Ram-
bach, MacConkey, verde brilhante suplementado 
com novabiocina, e o XLT4 (chamado de ágar xilose 
lisina tergitol 4). Além de seletivos, esse ágares são 
meios diferenciais, porque as colônias das bactérias 
se multiplicam com diferentes características.

Nas etapas de detecção, os testes bioquímicos 
utilizados apresentam características que nos per-
mitem observar a mudança de pH e alteração de 
coloração dos meios de cultura, quando houver 
crescimento bacteriano. O meio SIM (Sulphur Indol 
Motility) determina se os micro-organismos têm 
motilidade ou não, sendo positivo para a Salmonella 
sp. Na presença de Salmonella sp. o meio TSI (Triple 
Sugar Iron) apresenta bisel alcalino com produção 
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de gás positiva ou negativa e o meio LIA (Lysine 
Iron Agar) mostra-se alcalino na base e com ou sem 
presença de gás H2S. O caldo ureia apresenta reação 
de urease-negativa para a presença de Salmonella sp. 
A interpretação dos resultados dos testes é realizada 
após a incubação a 37º C por 24 horas. As colônias 
que apresentarem a leitura dos testes bioquímicos 
preliminares compatíveis com Salmonella sp. passam 
pela caracterização bioquímica definitiva com testes 
para utilização do citrato e malonato, desidrolação da ar-
ginina, transformação da fenilalanina, descarboxila-
ção da lisina e ornitina, fermentação de carboidratos, 
prova de Voges-Proskauer e prova do vermelho de 
metila. Para confirmação do perfil esperado para Sal-
monella sp., prossegue-se a caracterização antigênica 
com soro antissomático O polivalente de Salmonella 
sp, a identificação final de sorovar, é realizada pelos 
laboratórios credenciados ou de referência (Brasil, 
1995). No isolamento de salmonelas oriundas de 
amostras clínicas alguns fatores podem interferir 
como: administração de antimicrobianos que podem 
retardar o seu crescimento, como a competição com 
outros micro-organismos, e a sua eliminação de 
maneira intermitente em baixo número (Stone et 
al., 1994a).

Essa metodologia tradicional ou microbiologia 
convencional para detecção de Salmonella sp. requer 
no mínimo quatro dias para obtenção de resultado 
negativo. As indústrias de alimentos necessitam de 
resultados em menor tempo para reduzir a estocagem 
de produtos e custos associados, assim, métodos rá-
pidos para detecção de Salmonella sp., por exemplo, o 
ensaio imunoenzimático – ELISA são utilizados com 
frequência por causa  do seu benefício de detecção 
rápida e eficiente (Flowers et al., 1988).

Na realização do ELISA, têm sido utilizados 
anticorpos policlonais e monoclonais, que detectam 
grande parte dos sorovares de Salmonella sp., sendo 
que alguns destes ensaios são disponibilizados comer-
cialmente em forma de kits prontos para o uso. Os kits 
possuem diferentes especificidades e sensibilidades 
na detecção de Salmonella sp., por causa da ocorrên-
cia de resultados falsos negativos (resultados que se 
apresentam positivos na meto-dologia tradicional) 
e resultados falsos positivos (no qual apresentam 
negativos na metodologia tradicional) influenciados 
por fatores referentes aos componentes do kit, às 
amostras e micro-organismos pesquisados (Beumer 
et al., 1991). Portanto, o teste de ELISA aparece como 
uma alternativa diagnóstica, entretanto, devido à 
ocorrência de resultados que não estão de acordo com 
a microbiologia convencional, esse teste diagnóstico 
permanece incerto na detecção de Salmonella sp.

Diagnóstico molecular
Entre os métodos utilizados para a identifica-

ção de Salmonella sp. destacam-se a caracterização 

bioquímica, sorotipagens, suscetibilidade a antimi-
crobianos e sorologia que, embora apresentem alta 
confiabilidade, requerem um longo tempo para a 
identificação do micro-organismo (Rall et al., 2005). 
A análise por PCR diminui o tempo de identificação e 
detecção da salmonelose, de dias para poucas horas, 
auxiliando as análises de rotina de laboratórios 
clínicos e industriais, facilitando também a detecção 
de organismos não adaptados ao cultivo convencio-
nal (Rahn 1992; Cohen, 1993).

Por ser uma técnica altamente específica, a PCR 
pode ser realizada utilizando o DNA cromossomal 
ou mesmo o DNA plasmidial, sendo assim possível 
traçar o perfil genético de um organismo a partir de 
genes conhecidos e únicos para a espécie (Doublet 
et al., 2008). 

Devido ao fato da PCR detectar uma região única  
nmum a maioria das cepas, codificar para proteínas 
com importância na patogenicidade da bactéria e não 
apresentar homologia com outros micro-organismos 
(Stone et al.,1994b). Entre os iniciadores utilizados 
para detecção de salmonelas encontram-se invA, 
IS200, hin, H-li, iagAB, spvR, viaB, mkfA, ompC, oriC, 
tendo estes iniciadores a especificidade como a prin-
cipal diferença. Como exemplo é possível citar que o 
gene invA estaria presente nas espécies S. enteria e S. 
bongori, enquanto o gene iagAB identificaria apenas o 
sorovares S. enterica subespécie I (Baumler et al., 1997).

Hoorfar et al. (1999) relataram que a PCR não 
é vulnerável a reações atípicas e não depende de 
variações fenotípicas evitando, assim, resultados 
falso-negativos fornecidos pela técnica microbio-
lógica. Segundo Gálan  et al. (1992), o invA é um 
gene de Salmonella sp. que codifica uma proteína 
de invasão celular, sendo muito conservado dentro 
do gênero Salmonella e, portanto, muito utilizado 
nos laboratórios. Santos  et al. (2001) avaliaram a 
especificidade, seletividade e sensibilidade dos 
oligonucleotídeos iniciadores (primers) 159 (5’GT-
GAAATTATCGCCACGTTCGGGCAA3’) e 141 
(5’TCATCGCACACGTCAAAGGACC3’) derivados 
do gene invA na detecção de nove culturas-padrão 
de Salmonella, obtendo uma amplificação de DNA 
com aproximadamente 284pb em todas as amostras 
analisadas. Resultados semelhantes foram obtidos 
por Rahn et al. (1992) ao realizarem ensaios de espe-
cificidade e seletividade com iniciadores derivados 
deste gene em 630 amostras de salmonelas, de 21 
gêneros. A associação dos iniciadores derivados 
dos genes invA e invB elimina a possibilidade da 
ocorrência de falsos-negativos, elevando assim a 
especificidade da PCR (Stone et al., 1994b).

Tuchilli et al. (1995), utilizando tecidos de pintos 
infectados com Salmonella sp., demonstraram que a 
sensibilidade da PCR foi maior do que no isolamento 
bacteriano em amostras com infecções na fase inicial, 
intermediária e tardia, demonstrando-se ainda muito 
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eficaz para infecções latentes. Hudson et al. (2000) 
analisaram a virulência das salmonelas de aves sil-
vestres e atribuíram a presença do gene de invasão 
invA em todas as amostras pesquisadas.A utilização 
da PCR na detecção de salmonela em carnes, fezes, 
tecidos, sangue e leite é uma estratégia muito uti-
lizada, Schrank (2000) ressalta a alta sensibilidade e 
especificidade desta técnica para a identificação de 
Salmonella em produtos agrícolas.

O gene-alvo ompC é citado para a detecção de 
Salmonella sp., e os genes-alvo SdfI, ViaB e Spy na 
identificação de Salmonella enterica enterica sorotipo 
Enteridis, Typhi e Typhimurium, respectivamente 
(Kumar et al., 2006; Alvarez et al., 2004).

Um dos fatores limitantes para a detecção de 
agentes microbianos através da PCR em amostras 
de alimentos, clínicas e ambientais, é a presença de 
substâncias as quais inibem ou reduzem a eficiência 
da amplificação como sais biliares nas fezes, o grupo 
heme no sangue, substâncias húmicas no solo, pro-
teinases no leite e ureia na urina; por este motivo 
diferentes técnicas são empregadas para diminuir 
a inibição da PCR e/ou para separar as bactérias 
dos inibidores da PCR (Al-Soud; Radström, 1998). 
Alguns fatores que podem inibir a eficiência da PCR 
podem ser reduzidos através da extração do DNA de 
Salmonella sp. que utilizam fenol-clorofórmio prin-
cipalmente durante a extração de DNA total, apre-
sentando assim resultados satisfatórios na análise 
de amostras com vários interferentes (Sambrook; 
Russell, 2006).

Campylobacter sp.

Diagnóstico convencional
O isolamento do agente é o procedimento mais 

indicado para diagnosticar a campilobacteriose, 
no entanto, o Campylobacter sp. é  encontrado nor-
malmente em baixas concentrações nos espécimes 
analisados, exceto em carcaças de aves recentemente 
processadas (Carvalho et al., 2002). No diagnóstico 
de Campylobacter jejuni e Campylobacter coli são uti-
lizadas fezes, conteúdo cecal e da cloaca, jejuno e 
também fígado. O meio de cultura mais utilizado 
é o ágar base campilobacter incubado por 36 a 48 
horas à 42º C, em microaerobiose e na identificação 
do agente encontra-se bastonete delgado e curvo, 
Gram negativo, colônia translúcida de gotas d’água, 
lisa, convexa, brilhante e o crescimento pode ser 
confluente.

O isolamento é confirmado com aglutinação em 
látex e os testes bioquímicos para C. jejuni são: oxidase 
positiva, urease negativo, TSI negativo (fermentação 
e produção de gás sulfídrico ausente) e hidrólise do 
hipurato de sódio positivo (Revolledo, 2009). Para 
manutenção das amostras, a utilização de ambientes 
livres de oxigênio (100% N2), adicionados de 0,01% 

de bissulfito de sódio sob refrigeração, pode aumen-
tar em até 100 vezes o tempo de estoque viável do 
agente, quando comparado com o armazenamento 
a 25º C, mantido as mesmas condições (American..., 
2001). Não se recomenda o uso de velas para gerar 
ambiente microaerófilo; dá-se preferência à extração 
do gás atmosférico com uso de bomba a vácuo e 
posterior introdução de uma combinação de gases, 
armazenados em cilindros (Christopher et al., 1982). 
A técnica de plaqueamento direto é mais eficiente 
para quantificar Campylobacter sp. em carcaças de 
aves do que o método de número mais provável 
– NMP (Revolledo; Ferreira, 2009). Nas pesquisas 
qualitativas em superfícies de equipamento e uten-
sílios envolvendo um grande número de amostras, 
dá-se preferência à técnica do suabe. Com o auxílio 
de um bastão embebido em meio de cultura, faz-se 
esfregaço sobre a superfície da amostra, retornando-o 
para o caldo ou dispensando o material nele contido 
diretamente em ágares seletivos (American..., 2001).

O isolamento de C. jejuni de alguns alimentos e 
de água pode ser facilitado utilizando uma fase de 
pré-enriquecimento com incubação por 4 horas a 37º 
C em meio não-seletivo antes da incubação a 42º C 
(Barnes et al., 1997). Em meios com alta umidade, 
as colônias tendem à coalescência, dificultando a 
contagem, embora essa seja uma característica im-
portante apresentada pelo gênero nos cultivos em 
meios sólidos. Para a obtenção de meios mais secos, 
pode-se deixar as placas por uma noite em tempera-
tura ambiente, em ausência de luz, ou introduzir 
papel filtro adicionado de glicerol no ambiente de 
incubação das placas (Hunt et al., 2001). No primeiro 
isolamento, observam-se colônias translúcidas, 
acinzentadas, tendendo à coalescência, podendo ser 
rasas, opacas e marrom-acizentadas com discreta 
margem delimitada (American..., 2001). A morfologia 
e a motilidade devem ser observadas em microscopia 
de campo escuro ou de contraste de fase. C. jejuni 
em cultivo apresenta-se curvo, em forma de “s” ou 
em bastonete espiralado; variam entre 0,2 e 1 mcm 
de diâmetro e entre 0,5 e 5 mcm de comprimento, 
com movimentos em saca-rolha. Deve-se sempre 
observar que em culturas velhas podem apresentar 
formas cocoides e não-móveis.

Utiliza-se para colorações a fucsina de Ziehl-
Neelsen, que obteve resultados melhores do que 
com a safranina (Hunt et al., 2001). No isolamento, 
transfere-se uma colônia para o HIA-RB (heart 
infusion agar plates supplemented with 5% defibrinated 
rabbit blood), incubado a 42º C, em microaerofilia, por 
24 horas. Rotineiramente, são utilizados os testes de 
catalase, redução de nitrato, utilização da glicose, 
produção de gás sulfídrico, tolerância à glicina e ao 
cloreto de sódio, capacidade de multiplicação nas 
temperaturas de 25º C e 42º C, resistência a antimi-
crobianos, prova do TMAO (Trimethylamine n-oxide) 
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e hidrólise do hipurato. Por meio de hemaglutinação 
passiva, identificaram 60 sorotipos de C. jejuni, e 
constataram que este e C. coli apresentam antíge-
nos diferentes com baixa correspondência entre si 
(Bohrer et al., 1987).

Diagnóstico molecular
A rapidez na identificação do agente etiológico 

através da detecção do seu material genético, em com-
paração aos métodos bacteriológicos, faz com que a 
técnica de PCR se torne uma alternativa prática aos 
laboratórios de diagnóstico, uma vez que este método 
elimina o tempo de incubação, isolamento e testes 
bioquímicos em micro-organismos de crescimento 
fastidioso, com poucas características bioquímicas 
para identificação, como é o caso das bactérias 
do gênero Campylobacter (On ; Harrington, 2001; 
Moreno, 2001). A extração de DNA das amostras é 
obtida das fezes e da cloaca e sua acurácia depende 
dos métodos de pré-enriquecimento e isolamento 
direto, indicando que esses dois métodos podem 
ser utilizados para extração de DNA, pois permitem 
uma multiplicação considerável do patógeno (Kuana 
et al., 2008). Um fator muito importante para adoção 
das metodologias moleculares para Campylobacter 
sp. é a ausência de metodologia padronizada e seu 
difícil cultivo (Hiett et al., 2002).

A capacidade de identificação e diferenciação 
entre as espécies de Campylobacter é importante para 
se obter a fonte de inóculo e identificar as vias de 
transmissão (Frost, 2001; Wassenaar; Newell, 2000). 
Oligonucleotídeos iniciadores (primers) utilizados na 
PCR são capazes de distinguir entre uma ou mais 
combinações de espécies já descritas de Campylobacter 
termotolerantes (Al Rashid et al., 2000; Chuma et al., 
2000; Cloak; Fratamico, 2002).

As técnicas moleculares podem ser realizadas 
rapidamente e são relativamente baratas mas, 
infelizmente, muitas dessas que estão disponíveis 
atualmente para Campylobacter sp. sofrem com a 
falta de sensibilidade ou especificidade, que pode 
ser suprida através da combinação de amplificações 
por PCR e clivagens destes amplicons por enzimas 
de restrição (Hurtado; Owen, 1997; Fermer; Engvall, 
1999; Olive; Bean, 1999; Gorkiewicz et al., 2003; On; 
Jordan, 2003).

O uso pareado dessas técnicas amplia considera-
velmente a possibilidade de caracterizar as cepas 
genotipicamente, sendo que os critérios de aceitação 
desses protocolos estão baseados na capacidade 
de discriminar diferentes clones, na confiabilidade 
dos resultados no âmbito interlaboratorial, na prati-
cidade, no custo e na possibilidade de identificar 
isolados e agrupá-los de acordo com sua importân-
cia epidemiológica (Gomes et al., 2006). Os genes 
utilizados com frequência no diagnóstico molecular 
das espécies de Campylobacter sp., devido a sua alta 

especificidade, são HIP, codificador da hipuricase, 
e flaA, que codifica a flagelina ( Gomes et al., 2006).

Microarranjos (microarray) espécie-específicos já 
foram descritos para uma rápida identificação de 
Campylobacter spp. (Keramas et al., 2003; Volokhov 
et al., 2003). Este método apresenta grande potencial 
para estudos epidemiológicos mas, dado ao custo 
da tecnologia empregada e às dificuldades para a 
implantação do microarray, na maioria dos labo-
ratórios clínicos, atualmente não têm sido utilizado 
nas análises de rotina (Klena et al., 2004).

Klena et al. (2004), visando suprir as dificuldades 
encontradas durantes as análises laboratoriais de 
Campylobacter spp., desenvolveram a PCR multiplex, 
baseada na sequência de diferentes nucleotídeos 
do gene IpxA, para distinguir entre C. coli, C. jejuni, 
C. lari e C. upsaliensis, sendo este método rápido, 
sensível e específico.

Listeria monocytogenes

Diagnóstico convencional
Na microbiologia tradicional, diversos caldos 

seletivos de enriquecimento e ágares disponíveis 
para recuperação e multiplicação de L. monocytogenes 
a partir de espécimes ambientais e de alimentos. 
Além disso, são necessários vários testes bioquímicos 
para a classificação taxonômica dos isolados e con-
firmação do gênero para a identificação da espécie. 
No mercado está presente uma grande variedade 
de kits para realizar testes bioquímicos a partir de 
culturas puras, tornando a identificação simples e 
rápida (Revolledo; Ferreira, 2009).

Uma técnica muito utilizada é a de enriqueci-
mento a frio que é baseada na taxa de recuperação 
de bactérias em temperaturas de 4° C, entretanto, 
apesar de essa técnica ter sido útil, o prolongado 
tempo de incubação necessário para a obtenção de 
resultados foi sua principal desvantagem, especial-
mente em situações de surto, o que veio a estimular 
a utilização de testes antimicrobianos com meios 
seletivos. O meio para o enriquecimento deve ser 
escolhido considerando o tipo da amostra em teste, 
a qualidade e quantidade do agente possivelmente 
presente e o tipo de microbiota acompanhante, ou 
seja, os meios de cultura poderão variar de acordo 
com a natureza da amostra a ser analisada.

O diagnóstico da listeriose causada pela L. 
monocytogenes inicia pela obtenção de amostras das 
fezes, medula, sangue e cérebro provenientes das 
aves ou do meio ambiente. Os meios de culturas 
utilizados são ALOAgar, BCM L. monocytogenes, 
CHROMagar, ágar PALCAM, ágar Oxford, ágar 
sangue, ágar sangue com telurito de potássio 0,05%. 
Para identificação dessa bactéria devemos obser-
var: bacilo em célula única ou cadeia curta, Gram 
positivo ß-hemolítico na coloração, colônia branca, 
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lisa em ágar sangue e não há crescimento em meio 
sólido no ágar MacConkey (Norton et al., 2000). 
Os testes bioquímicos são observados: não reduz 
nitrato, fermentação de açúcar: ramnose positivo, 
α-metil-D-manosídeo positivo, xilose negativo, ri-
bose negativo, amido solúvel negativo. As amostras 
podem ser multiplicadas em embriões de galinha 
de 10 dias de idade inoculadas via saco alantóide 
(Reissbrodt, 2004).

Diagnóstico molecular
As indústrias de alimentos necessitam de metodo-

logias rápidas e sensíveis para monitorar a incidência 
de L. monocytogenes, principalmente em razão do fato 
das técnicas convencionais de isolamento e identifi-
cação de Listeria necessitarem de etapas trabalhosas 
e de longa duração, o que muitas vezes pode levar 
semanas de enriquecimento e de cultivo em meios 
seletivos, contradizendo a urgência do controle 
epidemiológico (Revolledo; Ferreira, 2009). Nas 
últimas décadas, a utilização das técnicas de PCR 
na detecção e identificação de L. monocytogenes tem 
se demonstrado eficiente, segundo vários trabalhos 
(McGinnis, 2006).

Técnicas de biologia molecular têm sido aplicadas 
na caracterização de L. monocytogenes, como, por ex-
emplo, PCR, análise por enzimas de restrição (REA), 
eletroforese em gel de campo pulsado (PFGE), análise 
randômica do DNA polimórfico (RAPD), tipificação 
ribossomal, imuno-cromatografia, fluorescência e 
sequenciamento de bases nucleotídicas ou aminoá-
cidos; é válido ressaltar que a análise dos produtos 
das reações também é de grande importância para 
a fidelidade do diagnóstico como, por exemplo, 
a utilização da eletroforese em gel de agarose e a 
hibridização em fase sólida (Reissbrodt, 2004).

A utilização da técnica de PCR Multiplex, com 
mais de um par de primers na mesma reação, possi-
bilita a amplificação simultânea de várias sequências 
de DNA, o que contribui para a identificação do 
gênero Listeria e a confirmação de espécies como, 
por exemplo, a utilização do gene iap, neste tipo 
de técnica de PCR, para diferenciação das espécies 
patogênicas (Bubert, 1999)

Byun et al. (2001) utilizaram a técnica de RAPD 
para tipificar L. monocytogenes isolada de carnes na 
Coreia, e puderam concluir que esta técnica auxilia 
nos trabalhos epidemiológicos de L. monocytogenes, 
além de outros micro-organismos. A PCR em tempo 
real (Real-time PCR) obteve bom desempenho para 
detecção e quantificação de L. monocytogenes e Listeria 
innocua, segundo Rodríguez-Lázaro (2009). Portanto, 
métodos moleculares de identificação, caracteriza-
ção e análise da variabilidade vêm sendo muito 
utilizados na ampliação de conhecimentos sobre as 
características moleculares dos micro-organismos.

Em estudo realizado com a técnica de PCR da 

proteína associada com virulência (p60) do gene 
iap em 48 cepas de Listeria spp. isoladas de diferente 
tipos de alimentos, Cocolin et al. (2002), utilizando 
cinco pares de primers específicos, pode diferenciar 
estas cepas em cinco espécies (L. monocytogenes, L. 
innocua, L. ivanovvi, L. welshimeri e L. seeligeri). Long 
et al. (2008) desenvolveram e padronizaram a Q-PCR 
para detectar e quantificar L. monocytogenes através 
da detecção do gene hly, responsável pela produção 
da listeriolisina O. De acordo com estes autores, 
além da rápida detecção, esse método permitiu a 
quantificação de L. monocytogenes o que pode ser 
útil para verificar a presença deste patógeno tanto 
no diagnóstico clínico como em alimentos.

CONCLUSÃO

Os micro-organismos estudados são de grande 
importância quando nos referimos aos transtornos 
alimentares. Por essa razão, técnicas que apre-
sentem um diagnóstico preciso e eficiente são 
cada vez mais necessárias para evitar surtos de 
infecções, que envolvem danos a saúde publica e 
altos custos. O diagnóstico tradicional, envolvendo 
os métodos analíticos oficiais para determinação 
da sanidade de alimentos, principalmente no 
Brasil, ainda continua sendo realizado por longo 
período, devido ao fato de ser eficiente. Entretanto, 
as técnicas moleculares estarão sendo utilizadas 
com mais frequência com o decorrer dos tempos, 
a sua utilização vem contribuir com as técnicas 
tradicionais proporcionando, assim, diagnósticos 
cada vez mais precisos e em curto prazo de tempo. 
Assim, podemos ressaltar que o diagnóstico mo-
lecular é um campo em franco avanço científico e 
tecnológico, no qual novas técnicas moleculares 
estão em desenvolvimento para o diagnóstico de 
bactérias em alimentos.
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