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RESUMO

Este trabalho teve como objetivo realizar a detec¢cdo de cepas de Listeria monocytogenes de
cortes carneos bovinos bem como no ambiente de abatedouros frigorificos localizados no Distrito
Federal, promover a sorotipificacdo pela reagdo em cadeia da polimerase (PCR), realizar
antibiograma e submeter as cepas a eletroforese de campo pulsado (Pulsed-field gel electrophoresis
- PFGE). Foram analisados um total de 125 cortes carneos bovinos, 45 amostras de swabs de
carcagas bovinas e 43 amostras de swabs em que foram detectados um total de 13 cepas de Listeria
monocytogenes, sendo 11 oriundas de cortes carneos bovinos e duas cepas oriundas deswabs de
ambiente em um abatedouro frigorifico. Ndo foram detectadas cepas de swabs de carcaca. Dentre as
13 cepas de Listeria monocytogenes foram encontradas seis cepas do sorotipo 4b, cinco do sorotipo
1/2c e duas cepas do sorotipo 1/2a. Dentre as 11 cepas de L. monocytogenes encontradas em cortes
carneos bovino, uma (9,1%) cepa apresentou resisténcia a eritromicina, outra (9,1%) cepa a
gentamicina e outra a ciprofloxacina (9,1%) e todas as cepas (100%) apresentaram resisténcia ao
Acido Nalidixico. Das duas (2) cepas oriundas de ralos de abatedouro frigorifico, todas (100%)
apresentaram resisténcia ao Acido Nalidixico e a sulfonamidas. A anélise por eletroforese de campo
pulsante (PFGE) demonstrou 8 diferentes pulsotipos, em que foram agrupados em 3 diferentes
grupos clonais, que coincidentemente se correlacionavam com os 3 diferentes sorotipos encontrados

sugerindo um ampla disseminacédo desses perfis no Distrito Federal.
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A MOLECULAR CHARACTERIZATION OF LISTERIA MONOCYTOGENES FROM BEEF
SAMPLES AND CATTLE SLAUGHTERHOUSES LOCATED IN FEDERAL DISTRICT
ABSTRACT

The aim of the present work was the analysis of Listeria monocytogenes strains in beef
samples as well as slaughterhouse environment, located in the Federal District, promote serotyping
by polymerase chain reaction (PCR), perform antibiotic susceptibility and submit the strains to
Pulsed-field gel electrophoresis (PFGE). A total of 125 beef samples were analyzed, 45 samples of
carcasses swabs and 43 swab samples. It detected 13 strains of Listeria monocytogenes, 11 in beef
samples. and 2 in slaughterhouse environmental. No carcass swabs strains were isolated. Among
the 13 strains of Listeria monocytogenes, was found six strains of serotype 4b, five serotype 1/2c
and two strains of serotype 1/2a. Among the 11 strains of Listeria monocytogenes found in beef,
one (9.1%) strain showed resistance to erythromycin, one (9.1%) strain to gentamicin, one to
ciprofloxacin (9.1%) and all strains (100%) were resistant to nalidixic acid. The two (2) strains
coming from the slaughterhouse drains, all (100%) were resistant to nalidixic acid and
Sulfonamides. The analysis by pulsed field gel electrophoresis (PFGE) showed 8 different
pulsotypes, they were grouped into three different clonal groups, which coincidentally correlated
with the three different serotypes found, what suggests a widespread dissemination of these profiles
in the Federal District.

X



CAPITULO I

I. INTRODUCAO

O género Listeria compreende seis diferentes espécies, sendo Listeria grayi, Listeria
innocua, Listeria ivanovii, Listeria monocytogenes, Listeria seeligeri e Listeria welshimeri
(Scarcelli & Piatti, 2002). Apenas a Listeria monocytogenes tem sido considerada patogénica para
humanos e animais (DE VALK et al. 2005). O habitat natural destas bactérias sdo matérias vegetais
em decomposicdo onde vivem como saproéfitas (VASQUEZ-BOLAND et al. 2001). Ela pode ser
encontrada naturalmente no solo, fezes dos animais, esgotos e na agua (PAILLARD et al. 2003). A
ampla distribuicdo dessa espécie no ambiente natural é provavelmente relacionada com sua
habilidade em crescer e sobreviver em condi¢fes extremas, como em ambientes a temperatura de
4°C. (MARGOLLES et al. 2001).

A doenca causada pela Listeria monocytogenes em humanos é conhecida como listeriose.
Este microrganismo é um bacilo intracelular facultativo, anaerdbios facultativos e Gram positivo e
pode causar meningite ou meningoencefalite podendo levar o hospedeiro a morte em 30% dos casos
(LECUIT, 2007). A associacdo recente da Listeria monocytogenes com doencas graves de origem
alimentar sugere que a contaminacdo do alimento seja a principal forma de transmissao da listeriose
humana. A listeriose acomete principalmente individuos imunossuprimidos, idosos, criangas e
gestantes (FARBER & PETERKIN, 1991; JERSEK, 1996). Neste Gltimo caso a listeriose pode
resultar em aborto, parto pré-maturo, malformacfes no feto e infeccdo generalizada no recém-
nascido (LECUIT, 2007). Uma grande variedade de alimentos tem sido implicada em casos
listeriose, como o leite e derivados, legumes e produtos carneos de diferentes espécies de animais
(GALLEGOS et al. 2008; VANEGAS et al., 2009). A Listeria monocytogenes pode entrar na cadeia
alimentar durante todo o processo de abate dos animais, na ordenha ou contaminando o solo e
vegetais com o uso de fertilizantes que possuem excretas de animais. (MCEWEN & FEDORKA-
CRAY, 2002). Uma vez presente nas fabricas de processamento de alimentos de origem animal, a
bactéria do género Listeria dificilmente € eliminada da industria; devido ao fato da grande
capacidade dessa bactéria em formar biofilmes. (PARIZI, 1998).



A resisténcia aos antibidticos usados para tratar a listeriose ndo é comumente encontrada.
Mas devido a presenca de tais resisténcias em outras bactérias, Doucet-Populaire et al. (1991)
observaram que a emergéncia de resisténcia multipla a antibioticos nesta espécie poderia ser
secundaria a aquisicdo de um plasmideo auto-transferivel originario de enterococos e estreptococos.
No Brasil alguns estudos ja foram feitos para conhecer o perfil de resisténcias para Listeria, como
por exemplo, estudos feitos por Moreno et al. (2013) em ambientes de matadouros, na carne de
porco e infecgbes humanas que ja confirmaram o surgimento de cepas de Listeria resistentes a um
ou mais antibidticos.

A caracterizacdo microbiolégica da Listeria monocytogenes pode ser realizada pela
eletroforese em gel de campo pulsante (PFGE) com enzimas Ascl e Apal (GRAVES E
SWAMINATHAN, 2001; MARTIN et al. 2006), que por sua vez também é utilizado para
soroagrupar e subtipar a Listeria monocytogenes, e é considerada o método padrdo-ouro para
analise devido ao seu alto poder discriminatorio e de reprodutibilidade, atualmente é reconhecida
como a mais importante técnica de tipificacdo para Listeria monocytogenes (WIEDMANN, 2002,
GERNER-SMIDT et al. 2006, NEVES et al. 2008).

Tendo em vista a importancia deste microrganismo para a saude puablica, aos poucos
trabalhos j& realizados no Distrito Federal e no pais, este trabalho teve por objetivo realizar a
deteccdo de cepas de Listeria monocytogenes de cortes carneos bovinos bem como no ambiente de
abatedouros frigorificos localizados no Distrito Federal, promover a sorotipificagdo por PCR,
realizar antibiograma, bem como submeter as cepas a eletroforese de campo pulsado (Pulsed-field

gel electrophoresis - PFGE).



1. REFERENCIAL TEORICO

1. Caracterizacio do género

A Listeria é composta por seis espécies: L. monocytogenes, L. seeligeri, L. ivannovii, L.
innocua, L. welshimeri e L. grayi (LIU, 2006). Com excecdo de L. grayi, todas as demais séo
encontradas em alimentos. De acordo com Leclercq et al. (2010) duas espécies (L. monocytogenes e
L. ivanovii) sdo normalmente consideradas patogénicas para animais e seres humanos e a espécie
considerada a principal causa de listeriose em humanos e animais € a L. monocytogenes. O género
Listeria é composto por pequenos bacilos Gram-positivos, anaerdbicos facultativos, ndo formadores
de esporos e que apresentam motilidade caracteristica em formato de “guarda chuva” quando
incubados entre 20 a 25°C (ROCOURT AND BUCHRIESER, 2007; SCHUCHAT et al. 1991). Seu
crescimento ocorre em temperaturas que variam de 0,4°C até 50°C (FARBER & PETERKIN,
1991), enquanto a maioria dos outros géneros de bactéria ndo possuem essa caracteristica
(GANDHI & CHIKINDAS, 2007).

O local mais comum para se encontrar a Listeria € o solo, dgua e também pode ser
encontrada nas fezes dos animais e do homem, no leite das vacas, e em restos provenientes de
abatedouros. Os ruminantes domésticos sdo considerados como reservatdrio desta bactéria, atuando
como importante fonte de manutencdo e disseminando o microrganismo no ambiente (VASQUEZ-
BOLAND et al., 2001; NIGHTINGALE et al., 2004).

A classificagdo referente a bactérias do género Listeria spp. De acordo com Garrity et al.
(2003) é descrita abaixo:

Dominio: Bactéria

Filo: Firmacutes

Classe: Bacilli

Ordem: Bacillales

Familia: Listeriaceae

Género: Listeria

Espécies: Listeria monocytogenes, Listeria innocua, Listeria grayi, Listeria ivanovii, Listeria

welshimeri e Listeria seeligeri.



2. Agente etiologico Listeria monocytogenes

A Listeria monocytogenes se apresenta como bacilos Gram positivos e possui células que
medem em media 0,4 a 0,5 um X 1,0 a 2,0um (BARON et al. 1994). Ela se apresenta nas formas
cocoides, e a aparéncia das coldnias no agar sangue pode levar a confusdo com o Streptococcus beta
hemolitico (QUINN et al. 1994). De acordo com Quinn et al. (1994) a Listeria monocytogenes é
catalase positiva, oxidase negativa e expressa f-hemdlise com a formacdo de zonas claras no agar
sangue.

A Listeria Monocytogenes pode ser classificada em dois (2) diferentes tipos de linhagens
genéticas, a primeira (I) com os sorotipos 1/2a, 4b e 3b encontrados normalmente em casos clinicos
na listeriose humana. A segunda linhagem (I1) representada pelos sorotipos 1/2a, 1/2c e 3a no qual
séo obtidos principalmente em alimentos. NADON et al. (2001) e WARD et al. (2004) consideram
também um terceiro grupo (I11) em que estdo presentes os sorotipos 4a e 4c, considerado raro de se
encontrar, e podem ser encontrados em casos clinicos de listeriose em animais (GRAY et al. 2004;
NORTON et al. 2001; FUGETT et al. 2007). J& Doumith et al. (2004) propuseram a rea¢do em
cadeia da polimerase (PCR) multiplex, em que utilizaram cinco conjuntos de primers para genes
especificos que permitiram agrupar as cepas de Listeria monocytogenes em cinco diferentes grupos
genéticos correlacionando com o0s sorotipos.

Esta bactéria € amplamente distribuida no ambiente, ela pode ser encontra tanto no solo, na
agua e nos esgotos (HOF, 2003). Ainda de acordo com Hof, (2003) ela ja foi encontrada em 37
diferentes espécies de mamiferos e é provavel que 1,0% da populacdo seja portadora desta bactéria
no trato gastrointestinal. A elevada frequéncia de portadores saudaveis de L. monocytogenes, foram
maiores entre os trabalhadores de abatedouros frigorificos do que na média da populacdo
(NESBAKKEN et al., 1996). Diversos estudos ja relacionaram a presenca desta bactéria em
amostras fecais de pessoas saudaveis como, por exemplo, Bojsen-Moller, (1972) e Lamont et al.
(1986) reforcando o fato que o trato gastrointestinal humano é o reservatdrio da Listeria

monocytogenes.



3. Historico

De acordo com Mantilla et al. (2007) o primeiro caso clinico de listeriose humana ocorreu
em 1929, na Dinamarca, em que foi estabelecido a correlacdo entre a Listeria monocytogenes e a
meningite em humanos e em 1981 em estudos feitos por Bem-Embarek, (1994), no Canadi,
comegou a suspeitar que a principal via da contaminagdo por Listeria monocytogenes em humanos
era oriundas de alimentos. Este dltimo foi considerado entdo o primeiro surto de listeriose de
origem alimentar na América do Norte, em Nova Escocia no Canada, com 41 doentes e 11 mortes.
Este surto foi relacionado com a ingestdo de salada contendo repolho contaminado a partir de adubo
in natura proveniente de ovinos (SCHLECH 111 et al. 1983). J& de acordo com McLauchlin et al.
(1991) o primeiro surto de listeriose relacionado com a ingestéo de produtos carneos contaminados,
envolveu um tipo de paté importado pelo Reino Unido com 366 doentes e 63 mortes.

Em relacdo aos antimicrobianos, as primeiras cepas de Listeria monocytogenes resistentes
aos antimicrobianos foram detectados em 1988 (POYART-SALMERON et al. 1990). Embora as
cepas de Listeria monocytogenes com resisténcia a um ou mais antibiéticos ja tenham sido isoladas,
como por exemplo, as cepas resistentes ao cloranfenicol, azitromicina, estreptomicina e tetraciclina
(POYART-SALMERON et al. 1990).

4. Epidemiologia

Distribuicao geografica

A listeriose constitui uma doenca de notificagdo compulséria na maioria dos paises do
mundo, e apesar de poucos registros oficiais de sua ocorréncia, representa grande preocupacao para
as autoridades de salde publica, uma vez que tem uma taxa alta de mortalidade e atinge
preferencialmente pacientes com a imunidade baixa e gestantes (JEFFERS et al. 2001,
ALLERBERGER et al. 2002; DOGANAY et al. 2003; DOUMITH et al. 2004). Todos os paises
nordicos possuem um sistema de notificagdo laboratorial para Listeria monocytogenes. Na
Finlandia, Noruega e Suécia os médicos obrigatoriamente devem relatar todos 0s casos
diagnosticados de listeriose (GUDBJORNSDOTTIR et al. 2003). No Brasil, a legislagédo federal em



vigor que contempla os Padr6es Microbiologicos para alimentos estad expressa na Resolugdo da
Diretoria Colegiada (RDC) da Agencia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) do Ministério
da Saude, sob n° 12, de 02/01/2001, em que explicita que a presenca de Listeria monocytogenes
deve estar ausente em uma amostra de 259 de queijo. Para outros tipos de alimentos, ndo ha limites
fixados para esta bactéria (BRASIL, 2001). Entretanto a listeriose é relatada principalmente em
paises industrializados, e os casos notificados na Africa, Asia e América do Sul ainda s3o baixos
(ROCOURT et al. 2003).

Nos Estados Unidos (EUA) sdo confirmados 7,4 casos por milhdo de habitante/ano de
listeriose invasiva, 16 casos de listeriose perinatal a cada 100 mil nascimentos, sendo 23%
responsaveis por morte fetal (CISTERNAS et al. 2002). De acordo com Wesley, (2009) também
nos Estados Unidos (EUA) a Listeria monocytogenes é causadora de cerca de 2500 casos, 2289
hospitalizagdes e 449 mortes a cada ano com uma taxa de mortalidade de 28%, por esses resultados
esta bactéria vem sendo considerada um dos principais patégenos de origem alimentar. A incidéncia
de listeriose no mundo varia entre 0,1 e 11,3 casos por milhdo de habitantes por ano
(SWAMINATHAN AND GERNER-SMIDT, 2007).

A dificuldade de recuperar organismos envolvidos nos surtos, a subnotificacdo e a demora
na realizacdo das andlises convencionais sdo alguns dos importantes fatores que retardam ou
impedem a notificagdo em situacOes de emergéncia (ARRUDA, 2007). Uma pesquisa realizada por
Scavia et al. (2012) sobre pessoas com doenca gastrintestinal aguda relataram que apenas 36,5%
procuraram assisténcia médica, e destes apenas 2,3% tiveram uma amostra de fezes testada para

investigagdo diagndstica.

5. Listeria monocytogenes e sua relacao com alimentos de origem animal

No Brasil, a ocorréncia de Listeria spp. foi amplamente demonstrada em camardao (HOFER
& RIBEIRO, 1990), linguica frescal (SILVA et al. 2004) de carne, leite e produtos lacteos
(DESTRO et al., 1991; SILVA et al., 1998; GUDBJORNSDOTTIR et al. 2003; BARROS et al.
2007).



Gandhi e Chikindas, (2007) ressaltaram que a contaminagdo dos produtos alimenticios pela
Listeria pode ocorrer em qualquer fase de processamento, porém a contaminacéo do produto final,
ou seja, depois de ser processado, é a principal causa de surtos. Gandhi e Chikindas, (2007)
afirmam também que as principais fontes de contaminagdo por essa bactéria sdo alimentos crus,
ingredientes ndo processados que sdo adicionados aos produtos processados, superficies que entram
em contato com o alimento, ambientes, manipulacdo impropria do produto e acondicionamento
inadequado. Martinez et al. (2003) e Rocourt et al. (2003) consideram que até 95% dos casos de
listeriose estdo relacionados com o consumo de alimentos contaminados, especialmente produtos
ready-to-eat. Ja& a presenca de L. monocytogenes em carne bovina relada por Zhu et al. (2012)
ocorre principalmente pela facilidade de contaminacdo desta bactéria durante todo o processamento
em que ja se tem o conhecimento de que o trato intestinal dos animais funciona como uma
importante fonte de contaminacao de carcacas e ambiente.

Gudbjornsdottir et al. (2003) encontraram em seu estudo 2,9% cepas de Listeria
monocytogenes em carnes cruas, 2,3% cepas em produtos ready-to-eat, 8,3% cepas em carne de
frango cru e 13,5% cepas em frutos do mar nos paises nérdicos. Gudbjornsdottir et al. (2003)
também relataram em seu estudo que a matéria prima crua que chegava na industria estava menos
contaminada do que o produto final no fim da linha de processamento da industria e que a
probabilidade do aumento de contaminacgdo durante 0 processamento parece ser maior em peixes e
aves, devido as maiores quantidades de &gua utilizada durante todo o processamento
(GUDBJORNSDOTTIR et al. 2003). No Brasil, Mantilla et al. (2007) encontram em carne moida
somente duas amostras (6,7%), das 30 analisadas, contaminadas com L. monocytogenes. Em
Portugal, Mena et al. (2004) das 17 amostras de carne bovina crua, trés (17,7%) foram positivas
para L. monocytogenes.

6. Listeriose e sinais clinicos

A partir da década de 80, a listeriose se tornou uma doenca de grande preocupac¢ao mundial
devido ao diagndstico de diversos casos de listeriose em humanos na Europa e nos Estados Unidos,
em consequéncia da ingestdo de alimentos contaminados (VASQUEZ-BOLAND et al. 2001). No

Brasil sua notificacdo ndo é obrigatoria e, portanto ndo ha estatisticas oficiais para casos de
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listeriose no Brasil (HARTMANN et al. 2009). A presenca de qualquer espécie de Listeria nos
alimentos de origem animal € indicativa de condicdo higiénica deficiente em alguma etapa do
processamento industrial, distribuicdo e ou armazenamento (LACIAR et al. 2006).

A associacdo recente da Listeria monocytogenes com doencas graves de origem alimentar
sugere que a contaminacdo do alimento seja a principal forma de transmisséo da listeriose humana.
A maior parte dos casos desta doenga em humanos ocorre em individuos imunossuprimidos,
criancas e gestantes (JERSEK, 1998). A listeriose pode ter diferentes apresentacdes clinica tal como
a septicemia, meningite e meningoencefalite. Em lactantes e mulheres gravidas a forma invasiva
pode causar infecgOes perinatais e abortos espontaneos, respectivamente (SCHUCHAT et al. 1991;.
VAZQUEZ-BOLAND et al., 2001; SIEGMAN-IGRA et al. 2002). A gastrenterite febril ocasionada
por este patdgeno geralmente é uma infeccdo autolimitada que afeta normalmente individuos
saudaveis apds a ingestdo de produtos alimentares contaminados com uma grande carga da bactéria
(OOl AND LORBER, 2005).

A presenca de qualquer especie de Listeria nos alimentos de origem animal é indicativa de
condicdo higiénica deficiente em alguma etapa do processamento industrial, distribuicdo e ou
armazenamento (LACIAR et al. 2006). Alem disso, vale ressaltar que a Listeria monocytogenes,
por ser encontrada em diferentes tipos de alimentos, pode causar severos quadros clinicos
provocados a partir da ingestdo de baixa dose infectante (ARRUDA, 2007). CondigBes sanitarias
deficientes durante o abate dos animais, cozimento inadequado, armazenamento improprio, e
principalmente a falta de higiene durante todo o preparo dos produtos carneos sdo condices que
podem predispor o contato da bactéria com os individuos podendo assim levar a contaminacao e
tornarem-se portadores assintomaticos ou sintomaticos (GARRITY et al. 2003).

Os principais sinais clinicos observados em humanos em decorréncia da listeriose séo
semelhantes ao de uma gripe comum, acompanhado de febre, dores musculares e alteracGes
gastrointestinais. Em casos mais graves pode causar endocardite e ter uma taxa de mortalidade de
até 50% (VASQUEZ-BOLAND et al. 2001; DOGANAY, 2003; ARRUDA, 2007). Ainda de
acordo com Arruda et al. (2007) e Vasquez-boland et al. (2001) é possivel ocorrer a septicemia,
aborto, parto prematuro e morte fetal em gravidas e em casos em que a bactéria atinge o sistema
nervoso, pode ocasionar infecgdo do sistema nervoso central (VASQUEZ-BOLAND et al. 2001,
ABRAM et al. 2003 ; DOGANAY, 2003; ARRUDA et al. 2007).



7. Métodos de deteccao de L. monocytogenes

Um dos metodos para isolamento da bactéria Listeria monocytogenes nos alimentos e
preconizado pelo United States Department of Agriculture (USDA) consiste em uma fase de
enriquecimento primario - em Caldo de enriquecimento da Universidade de Vermont Modificado
(UVM), enriquecimento secundario - em caldo Fraser, plagueamento seletivo, isolamento,
purificacdo e caracterizacdo bioquimica (realizacdo com CAMP test, fermentacdo de acucares e
reducdo do nitrato), que € preconizada pela Instrucdo Normativa n°® 40 de 2005, do Ministério da
Agricultura, Pecuéria e Abastecimento — MAPA. Um segundo método preconizado pela United States
Food and Drug Administration (FDA) inicia com o caldo de enriquecimento para Listeria (LEB) a
30°C por 24h e 48h, depois pela semeadura de superficie em agar Oxford (OXA) a 35°C por 48h e
por fim semeadura em agar Cloreto de Litio Feniletanol Moxalactam (LPM) a 30°C/ por 24h e 48h
(SILVA et al. 1997). Os métodos classicos para deteccdo, contagem e identificacdo da Listeria
monocytogenes sao considerados efetivos, porém em relacdo ao controle de qualidade em industrias
elas sdo consideradas demoradas e dificultam a implementacdo de programas sanitéarios efetivos
para garantir a qualidade microbiolégica e atender assim a legislacao vigente (BARBALHO, 2002).
A disponibilidade de testes de diagndstico rapido, especificos e sensiveis, capazes de distinguir L.
monocytogenes de outras espécies de Listeria € essencial para o controle efetivo da doenca (LIU,
2006).

Ap0s o isolamento da Listeria se realizam diferentes testes bioguimicos como a catalase
positiva, oxidase e indol negativo. A Listeria hidrolisa a esculina, porém néo é capaz de hidrolisar a
ureia. Além disso, entre as espécies de Listeria existem propriedades bioquimicas distintas que
podem ser Uteis para identificacdo. Como por exemplo, espécies de Listeria mostram variacfes
significativas na sua capacidade de hemolise de glébulos vermelhos de cavalo ou ovelha, e em sua
capacidade de produzir &cido a partir de L-ramnose, D-xilose e a-metil-D-manosideo (ROBINSON
et al. 2000; LIU, 2006).

A identificag&o da Listeria spp. e L. monocytogenes utilizando métodos moleculares esta se
tornando cada vez mais popular pois estas técnicas sdo extremamente precisas, sensiveis e

especificas (GASANOV et al. 2005). A aplicacdo de técnicas moleculares facilitou também a
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identificacdo e caracterizacdo de genes e proteinas associadas a viruléncia em L. monocytogenes
(LIU, 2006). As ferramentas da biologia molecular, tais como a reagcdo em cadeia da polimerase
(PCR), também tém sido utilizadas para a realizacdo de deteccdo direta deste microrganismo em
alimentos de origem animal (DOUMITH et al. 2004; LIU, 2006). A PCR é uma técnica pela quais
segmentos de DNA sdao amplificados utilizando uma polimerase estavel ao calor e dois primers de
DNA curtos (sequéncias iniciadoras especificas de parte de um gene especifico) e os fragmentos
amplificados sdo entdo detectados, normalmente utilizando a eletroforese em gel de agarose corada
com brometo de etidio e as bandas sdo entdo visualizadas através de um transiluminador sob luz
Ultravioleta (GASANOV et al. 2005).

A eletroforese de campo pulsante (Pulsed Field Gel Eletrophoresis — PFGE) devido a sua
alta sensibilidade, alto poder discriminatério, padronizacdo e reprodutibilidade, é atualmente
reconhecido como a mais importante técnica de tipificacdo para Listeria monocytogenes e outros
microrganismos (WIEDMANN, 2002). E uma técnica derivada da eletroforese convencional do
DNA em gel de agarose, tendo como principal diferenca, a mudanca repetida da orientacdo do
campo elétrico (TENOVER et al. 1995; HERSCHLEB et al. 2007). A anélise em eletroforese de
campo pulsante (Pulsed Field Gel Eletrophoresis — PFGE) é conhecida como padrdo ouro para
identificacdo de linhagens bacterianas, e tem sido utilizada para analisar variacGes genéticas dos
microrganismos, bem como em cepas de Listeria monocytogenes (GALVAO et al. 2012).. Uma
endonuclease de restricdo especifica cliva enzimaticamente o DNA cromossémico em uma
sequéncia especifica de nucleotideos. O numero e o tamanho dos fragmentos gerados refletem a
frequéncia e a distribuicdo destes sitios de restricdo (DESTRO, 1995). Apds a digestdo, estes
fragmentos de DNA bacteriano sdo separados por eletroforese, utilizando a PFGE. Apds a
coloragdo com brometo e visualizacdo das bandas no gel, estas sdo analisadas em programas
computacionais especializados, permitindo uma rapida e facil comparacéo entre os perfis obtidos,
0s quais sdo agrupados em subtipos (AUTIO et al. 2002).

O PulseNet € uma rede internacional de subtipagem molecular, criada em 1996, para
bactérias associadas a doencas de origem alimentar, desenvolvido e gerenciado pelo CDC (Centers
for Disease Control and Prevention), dos Estados Unidos, que utiliza a PFGE como um método
fundamental para a deteccdo de cepas e ajudar a definir focos que poderdo possivelmente estar

relacionadas a surtos (SPERRY et al., 2008). Quando os grupos de isolados com perfis de PFGE
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similares sdo detectados, os laboratdrios de sade publica que constituem o PulseNet, compartilham
estes dados com epidemiologistas, 0os quais realizardo investigagdes sobre o histérico dos alimentos
envolvidos no surto, de forma a tracar a origem do microrganismo e levantar a possibilidade de
prevenir outros surtos e realizar melhorias nos sistemas de seguranca alimentar (MONTVILLE &
MATTHEWS, 2005), é considerado entdo um instrumento importante para se analisar a circulacéo
das cepas entre diferentes regides e paises.

8. Resistencia aos antimicrobianos

A Listeria monocytogenes é normalmente susceptivel a inumeros antibioticos (HOF et al.
1997), exceto para as cefalosporinas, fluoroquinolonas e fosfomicina (CHARPENTIER et al. 1999;
POROS-GLUCHOWSKA et al. 2003). Porém a medida que os antimicrobianos vao sendo
utilizados na criacdo de animais de producdo em todo o mundo, o potencial de desenvolvimento de
bactérias patogénicas resistentes transmitidas por alimentos aos antimicrobianos e subsequente
transmissdo para 0S seres humanos como contaminantes alimentares vem aumentando
(MANTILLA et al. 2007; EFSA, 2008).

Além do mais, a mutacdo espontanea em bactérias de origem alimentar ou a propagacéao de
bactérias resistentes na auséncia de pressdo seletiva pode também contribuir para 0 aumento da
resisténcia antimicrobiana nos alimentos (EFSA, 2008b). Genes de resisténcia podem ser
transferidos através de elementos genéticos moveis, tais como 0s transposons e 0s plasmideos
(POYART-SALMERON et al., 1990) para Listeria monocytogenes no interior do trato
gastrintestinal (PERRETEN et al. 1997). Genes de resisténcia também podem vir de outras fontes
tais que esses genes frequentemente se movimentam entre bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas através da conjugacdo (CHARPENTIER et al. 1999).
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OBJETIVOS

Objetivo geral

Realizar o isolamento das cepas de Listeria monocytogenes de cortes carneos bovinos
comercializados no Distrito Federal, de ambientes de abatedouros frigorificos e de carcacgas
bovinas localizados no Distrito Federal.

Objetivos especificos

Promover sorotipificacdo das cepas de Listeria monocytogenes isoladas por Reacdo em

Cadeia de polimerase (PCR);
Realizar o antibiograma nas cepas encontradas;

Submeter as cepas a Eletroforese de Campo Pulsado (Pulsed-field gel electrophoresis -
PFGE).
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CAPITULO I

l. INTRODUCAO

O género Listeria é um patdgeno intracelular facultativo, Gram positivo e compreende seis
diferentes espécies: Listeria grayi, Listeria innocua, Listeria ivanovii, Listeria seeligeri, Listeria
welshimeri e Listeria monocytogenes. Destas espécies apenas a ultima é descrita como patogénica
para humanos (SCARCELLI & PIATTI, 2002). A doenca causada por este tipo de bactéria é
denominada listeriose e é veiculado principalmente por alimento (LECUIT, 2007; GALLEGOS et
al. 2008; VANEGAS et al. 2009). Ela possui 13 sorotipos, dentre esses, quatro sorotipos (4b, 1/2a,
1/2b e 1/2c) sdo responsaveis por mais de 95% dos casos de listeriose em humanos
(CARTWRIGHT et al. 2013).

A Listeria monocytogenes normalmente é sensivel a maioria dos antibidticos exceto a
cefalosporinas e fosfomicina, a que sdo naturalmente resistentes (TROXLER et al. 2000). Mas a
medida que os antimicrobianos vao sendo utilizados na criagcdo de animais de producdo em todo o
mundo, existe um interesse global referente ao aumento do ndmero de bactérias resistentes as
drogas (MANTILLA et al. 2007). No Brasil alguns estudos ja foram feitos para conhecer o perfil de
resisténcias para Listeria, como por exemplo, estudos feitos por Moreno et al. (2013) em ambientes
de matadouros, carne de porco e infec¢bes humanas que ja confirmaram o surgimento de cepas de
Listeria resistentes a um ou mais antibi6ticos.

A caracterizagdo microbioldgica da Listeria monocytogenes pode ser realizada pela
determinacdo do sorogrupo (SEELIGER & HOHNE, 1979; DOUMITH et al. 2004; CHEN &
KNABEL et al. 2007; KEROUANTON et al. 2010; ) e também pela eletroforese em gel de campo
pulsante (PFGE) com enzimas Ascl e Apal (GRAVES & SWAMINATHAN, 2001; MARTIN et al.
2006), que por sua vez é considerado o método padrdo ouro para subtipagem e atualmente é
reconhecida como a mais importante técnica de tipificacdo para Listeria monocytogenes
(WIEDMANN, 2002),devido ao seu alto poder discriminatério, reprodutibilidade e padronizacao
(GERNER-SMIDT et al. 2006). Apos as analises das bandas em programas computacionais
especializados, 0 PFGE permite uma rapida e facil comparacao entre os perfis obtidos, os quais sdo

agrupados em pulsotipos (AUTIO et al. 2002). Essa técnica também pode permitir a identificagdo
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de pulsotipos especificos que ndo puderam ser diferenciados previamente pela sorotipificacdo
(BORUCKI et al. 2004). No Brasil ha relatos da utilizagdo desta técnica em cepas de Listeria
monocytogenes detectadas em diferentes tipos de alimentos bem como em casos clinicos
(GALVAO et al. 2012; BARBOSA et al. 2015; CAMARGO et al. 2015), porém no Distrito Federal
essa técnica em cepas de Listeria ainda é pouco usada, restringindo-se a cepas oriundas de casos
clinicos.

Levando-se em consideracdo a relevancia deste microrganismo para a saude publica, aos
poucos trabalhos realizados com Listeria no Distrito Federal oriundas de alimentos e industrias de
alimentos de origem animal, este trabalho teve por objetivo realizar a deteccdo de cepas de Listeria
monocytogenes de cortes carneos bovinos bem como no ambiente de abatedouros frigorificos
localizados no Distrito Federal, promover a sorotipificacdo por PCR, realizar antibiograma, bem

como submeter as cepas a eletroforese de campo pulsado (Pulsed-field gel electrophoresis - PFGE).
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1. MATERIAL E METODOS

1. Origem das amostras

Foram analisadas um total de 125 cortes carneos bovinos, que foram obtidas junto aos
estabelecimentos comerciais, em que se simulou uma situagdo real de compra do consumidor,
atentando para embalagens integras e com selo de inspe¢do veterinaria federal. Quarenta e cinco
(45) amostras de swabs de meias carcacas bovinas, sendo 15 obtidas anteriormente a etapa da
lavagem final para resfriamento, 15 obtidos logo ap6s a lavagem final e 15 ap6s 24 horas de
permanéncia em camara de resfriamento de carcacgas. Os locais escolhidos para a obtencdo dos
swabs nas meias carcacas foram realizados segundo os protocolos descrito por Jardim et al. (2006),
em que foram demarcadas com moldes estéreis confeccionados de aco inoxidavel com érea
delimitada de 10 cm? (um molde para cada ponto). Foram considerados trés locais para a coleta das
amostras sem meias carcagas bovinas: regido do coxao, lombo e ponta de agulha. Os swabs foram
obtidos conforme a Associacdo Brasileira de Normas Técnicas - ABNT (1988), realizando a técnica
de esfregaco de superficies em meias carcacas com auxilio de swabs com ponta em algoddo
hidrofilo esterilizados. Apds a aplicacdo nos trés pontos estudados, 0s mesmos foram introduzidos
em tubos contendo 20 mL de &gua peptonada a 0,1% (solucdo de transporte). Foram obtidos
quarenta e trés (43) amostras de swabs de ambientes em abatedouros frigorificos de bovinos, sendo
14 amostras oriundas da parede da camara frigorifica, 11 amostras de swabs de ralos de escoamento
localizados dentro dos abatedouros frigorificos, 10 da mesa de inspecdo e 8 amostras de swabs
oriundos dos pisos de uma Unica sala de abate. A técnica utilizada para colheita de amostras foi a do
esfregaco de superficie com swabs em agua peptonada 1% e utilizando moldes estéreis de 10cm?
(ABNT, 1988).

Todas as amostras foram acondicionadas em caixas isotérmicas e encaminhadas ao
laboratdério de microbiologia dos alimentos (LAMAL), da Faculdade de Agronomia e Medicina

Veterinaria da Universidade de Brasilia para as analises.
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2. Isolamento microbiolégico nas amostras de carne

A metodologia de isolamento microbioldgico utilizada foi a descrita pela Instrucdo
Normativa n° 40 de 2005, do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento — MAPA (Brasil,
2005), bem como a descrita por Silva et al. (1997), em que 25g+1,0g das amostras de carne bovina
foram pesadas em sacos de homogeneizagdo estéreis, sendo adicionados 225mL de caldo UVM
(Acumedia ®)para incubacéo a 30°C +2°C por 24 horas. Em seguida, transferiu-se 0,1mL do caldo
UVM para 10ml de caldo Fraser (Acumedia ®) que foram incubados a 35°C por 26h e por fim
distribuiu-se 0,1mL do caldo Fraser, que apresentava hidrdlise da esculina, para uma placa de Agar
Oxford Modificado (MOX) (Difco™), suplementado com colistina e moxalactam) e incubados a
35°C em estufa bacteriologica (Quimis ®) por 24h,as colbnias tipicas foram submetidas a
identificacdo por testes bioquimicos padrdo tais como: coloracdo de Gram, teste de catalase e
motilidade a 25 °C e 37 °C (PAGOTTO et al. 2001). Para a identificacdo e confirmacdo da espécie
L. monocytogenes, foi utilizada a técnica de Reagdo de Polimerase em Cadeia (PCR) (MyCycler -
Bio-Rad), descrita por Kérouanton et al. (2010).

Para a realizacdo do isolamento microbioldgico de amostras ambientais foram coletadas por
meio de swab individuais, friccionados em uma &rea de 10 cm2. Apds a coleta das amostras, 0s
swabs foram acondicionados, individualmente, em tubos contendo 10 mL de agua peptonada a
concentracdo de 0,1% e transportadas até o Laboratorio de Microbiologia dos Alimentos (LAMAL)
da Faculdade de Agronomia e Medicina Veterinaria da Universidade de Brasilia, em caixas
isotérmicas e foram analisadas em até 24 horas pds-coleta, seguindo as normas descritas pela
Instrucdo Normativa n°® 40 de 2005, do Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento —
MAPA (Brasil, 2005).

3. Sorotipificacao
As cepas de Listeria monocytogenes foram sorotipificadas pela técnica da reacdo em cadeia
da polimerase (PCR), no Laboratdrio de Microbiologia dos Alimentos (LAMAL), da Faculdade de

Agronomia e Medicina Veterinaria, da Universidade de Brasilia, conforme as recomendacdes
descritas por Doumith et al. (2004).
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4., Teste de resisténcia aos antimicrobianos

Os testes de susceptibilidade antimicrobiana das cepas de Listeria monocytogenes foram
realizados pelo método de difusdo de disco, seguindo as orientacBes da Clinical & Laboratory
Standards Institute (CLSI, 2012) e para cada colonia isolada foi utilizada as seguintes bases
farmacoldgicas: acido nalidixico (NAL: 30 pg), amoxicilina (AMX: 10ug), ampicilina (AMP: 10
Mg), ciprofloxacino (CIP: 5 ug), cloranfenicol (C:30 pug), eritromicina (E: 15 pg), gentamicina
(CN:10 pg), norfloxacino (NOR: 10ug), penicilina (10U), sulfonamidas (SUL: 300ug), tetraciclina
(TE: 30 pg), vancomicina (VA: 5 ug).As cepas isoladas foram cultivadas em caldo BHI(marca), e
posteriormente transferidas para agar de Mueller-Hinton (Oxoid CM 337),e incubadas em estufa
bacterioldgica (Quimis ®) a 37°C durante 48h. Apds esse periodo foram realizadas as leituras dos
resultados, medindo-se o tamanho das zonas de inibicdo de crescimento bacteriano com um
halémetro, sendo a cepa bacteriana classificada como resistente, intermediéria e sensivel, de acordo

com o didmetro da zona padréo estabelecida pelo CLSI (2012).

5. Eletroforese de campo pulsante (PFGE)

As 13 cepas de Listeria monocytogenes foram levadas ao Laboratorio de Enterobactérias
(LABENT) da Fundacdo Oswaldo Cruz — Rio de Janeiro, para serem submetidas a eletroforese em
campo pulsante (PFGE). Todas as culturas obtidas foram submetidas a extracdo de DNA
cromossomal de acordo com o protocolo recomendado pelo Center for Diseases Control and
Prevention (PULSENET, 2009) para subtipagem de Listeria monocytogenes (Graves and
Swaminathan, 2001) e a digestdo enzimatica foi realizada utilizando a enzima Apal (Roche
Diagnostics). Os produtos da clivagem foram separados em gel de agarose 1% (Pulsed Field
Agarose, BioRad) em tampdo TBE 0,5X (0,9M Tris base, 0,9 M é&cido borico, 0,02 M EDTA, pH
8,0), por um periodo de 19 horas (6 V/cm-1 ), em equipamento de eletroforese de campo pulsado
(CHEFDRIII). O tempo de pulso inicial foi de 4 segundos e o tempo final de 40 segundos. A cepa
padrdo de Salmonella Braenderup (ATCC BAA-664), clivada com a enzima Xbal (Roche
Diagnostics), serviu como referéncia de tamanho dos fragmentos gerados. Apds a corrida, o gel foi

corado em solu¢do de brometo de etidio (10mg/mL) diluida (1:10.000) em agua destilada. O
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equipamento Imagequant (Gelifesciences) foi utilizado para capturar as imagens sob luz
Ultravioleta. O perfil de macro restricdo foi analisado visualmente e cada posi¢do de banda foi
determinada por comparacdo com a cepa referéncia. Isolados com uma banda de diferenca foram
considerados como sendo de pulsotipos diferentes (FERRONATTO et al. 2012).

28



I1l.  RESULTADOS E DISCUSSAO

1. Isolamento microbioldgico em amostras de cortes carneos bovinos, swabs
de carcacas bovinas e ambiente de abatedouros frigorificos de bovinos

localizados no Distrito Federal

Das 125 amostras de cortes carneos bovinos comercializados no Distrito Federal analisados
foram detectados 11 (8,9%) cepas de Listeria monocytogenes. Das 45 amostras de swabs obtidos de
meias carcacas bovinas de abatedouros frigorificos de bovinos localizados no Distrito Federal
nenhuma cepa de Listeria monocytogenes foi encontrada, e das 43 amostras de swabs obtidas de
ambiente de abatedouros frigorificos de bovinos foram isoladas duas (2) cepas de Listeria
monocytogenes, ambas oriundas de ralos de escoamentos.

Em relacdo as deteccbes de L. monocytogenes obtidas em cortes carneos bovinos os
resultados encontrados no presente estudo foram similares aos observados por Rocha et al. (2008)
em que encontraram 4 (11,4%) Listeria monocytogenes em 35 amostras de carne bovina
homogeneizadas, comercializadas a granel no Distrito Federal. Os resultados deste estudo também
se assemelham aos conduzidos por Mantilla et al. (2007), onde encontraram duas (6,7%) amostras
positivas para L. monocytogenes em 30 amostras de carnes moidas analisadas no municipio de
Niterdi, Rio de Janeiro. Novaes et al. (2014) também encontraram resultado similar aos deste
estudo, de presenca de uma (1) (4,55%) cepa de Listeria monocytogenes, em 50 amostras de
carpacio, no municipio de Niterdi, Rio de Janeiro. Estdo de concordancia também os resultados
relatados por Yucel et al. (2005) em Ankara, Turquia, em que esses autores encontraram uma (1)
(5.2%) amostras positivas para Listeria monocytogenes. Entretanto os resultados deste estudo
divergiram aos dados obtidos em pesquisa realizada por Kasnowski (2004), em que o0s autores
encontraram (30,1%) de cepas de Listeria monocytogenes em 30 amostras de carnes bovinas no Rio
de Janeiro, e Mena et al. (2004) em Portugal, 3 (17,7%) em 17 amostras de carne. Varias sdo as
possibilidades de contaminacdo por Listeria monocytogenes dos cortes carneos bovinos, podendo

ser no momento da desossa, no setor de cortes, na camara fria, durante o transporte e até mesmo
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dentro dos supermercados. Caselani et al. (2013) relataram em seu estudo que o setor de cortes
apresentou ser o ponto com maior contaminacdo em um matadouro frigorifico, com 10 (18,9%)
amostras positivas para Listeria spp., dentre os 53 swabs analisados da sala de corte e em segundo
lugar a sala de desossa, com 18,4% (21) de amostras positivas, em um total de 114 amostras de
swabs ambientais da sala de desossa analisadas. Peccio et al. (2003) n&o isolaram nenhuma cepa de
L. monocytogenes em camara fria em abatedouros frigorificos de carnes suina e bovina, no entanto
foram encontradas em maquinas de picar carne e trituradores, em instalagdes de processamento de
carnes suina, e em facas utilizadas em matadouro frigorificos de bovinos. Gudbjornsdottir et al.
(2003) em estudo conduzido nos Paises Nordicos, detectaram que as correias transportadoras de
carcagas e os carrinhos de transporte eram os locais com maior contaminagdo de Listeria
monocytogenes. Os resultados obtidos nesta etapa deste estudo demonstram que ha contaminacgdes
por L. monocytogenes em cortes carneos bovinos, evidenciando a necessidade de realizacbes de
maiores pesquisas na cadeia de processamento deste produto.

Em relacdo as deteccdes de L. monocytogenes obtidas de swabs de carcacas bovinas, Matos
et al. (2013) também ndo encontraram nenhuma cepa de Listeria monocytogenes em 100 swabs de
carcacas analisadas, em um abatedouro frigorifico de carne bovina localizado no interior do Estado
de Séo Paulo. Silveira, (2010) observaram que em 110 swabs de carcacas bovinas analisadas na
regido serrana do Rio Grande do Sul, nenhuma carcaga bovina era positiva para Listeria
monocytogenes, no entanto em swabs realizados em etapa anterior a esfola, ou seja, na superficie da
pele, 4 superficies de peles de distintas carcacas (3,63%) foram positivas para Listeria
monocytogenes. Os resultados obtidos por Picchi et al. (1999) foram diferentes aos encontrados
neste trabalho, pois estes autores detectaram L. monocytogenes em (5) 20% de quartos dianteiros
bovinos, originarios de matadouros-frigorificos mantidos sob Inspecdo Federal permanente. A
auséncia de Listeria monocytogenes observada neste estudo ndo permite afirmar que essa bactéria
ndo ocorra nas carcagas de bovinos, tendo em vista pesquisas que evidenciam a presenca deste
microrganismo na superficie da pele de bovinos. Os resultados negativos provavelmente se devem
ao pequeno numero de carcagas amostradas. Um maior nimero de carcacas devem ser analisadas,
bem como um maior numero de inddstrias frigorificas.

Em relacdo aos resultados das detecgdes de swabs ambientais de abatedouro frigorifico,

Lambertz et al. (2013) encontraram uma (3,8%) cepa de Listeria monocytogenes em 26 amostras de
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ambientes em plantas de processamento de carne bovina, e Silveira (2010) identificou uma (0,5%)
cepa de Listeria monocytogenes entre as 200 amostras analisadas na regido serrana do Rio Grande
do Sul. Entretanto estudos realizados por Caselani et al. (2013), em um matadouro frigorifico de
bovinos localizado em Barretos-SP, verificaram que das 411 amostras de swabs ambientais, 21
(5,1%) amostras de swabs foram positivas para L. monocytogenes e dentre essas, 8 (5,8%) cepas de
L. monocytogenes foram oriundas do ralo. Peccio et al. (2003) ao analisarem amostras de
superficies de ambiente e equipamentos em abatedouros frigorificos de Suino e bovino no Nordeste
da Italia, detectaram L. monocytogenes em 6,5% das amostras, sendo todas as cepas isoladas das
facas. Apesar do reduzido numero de amostras analisadas neste estudo, a presenca desta bactéria
nos ralos de escoamento em ambiente de abatedouros frigorificos de bovino analisados no presente
estudo sugerem possiveis falhas na realizacdo adequada dos procedimentos de limpeza e
sanitizacdo. Maiores estudos devem ser conduzidos para se verificarem os principais focos de

contaminacdo em plantas de abatedouros frigorificos de bovinos.

2. Sorotipificacao pela técnica da reagdo em cadeia da polimerase em cepas
de Listeria monocytogenes isoladas de cortes carneos bovinos e ambientes de

abatedouros frigorificos

Os sorotipos encontrados, dentre as treze (13) cepas de Listeria monocytogenes isoladas
neste estudo, seis (6) cepas foram do sorotipo 4b isoladas das amostras de cortes carneos bovinos,
cinco (5) cepas do sorotipo 1/2c isoladas das amostras de carnes bovinos e duas (2) cepas do
sorotipo 1/2a isoladas dos ralos dos ambientes da industria frigorifica. Os resultados com os
sorotipos e a origem das cepas isoladas neste estudo encontram-se na Tabela 1.

Os resultados observados neste estudo, em que o sorotipo 4b foi 0 mais encontrado, seguido
pelo segundo sorotipo 1/2¢ e 1/2a, foram similares aos observados por Hofer et al. (2006), em que
encontraram em seus estudos uma maior porcentagem do sorotipo 4b com (60,3%) em 255 cepas de
Listeria monocytogenes isoladas de materiais clinicos durante os anos de 1969 a 2000, em
diferentes regides pelo método de antissoros somaticos e flagelares policlonais polivalentes e
monovalentes produzidos pelo Laboratorio de Zoonoses Bacterianas, Instituto Oswaldo

Cruz/FIOCRUZ, RJ. Entretanto em um estudo feito por Camargo et al. (2013) em instalagdes de
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processamento de carne, em Vigosa, MG, demonstrou por PCR multiplex que o sorotipo mais
encontrado foi 0 1/2c e Kramarenko et al. (2013) encontraram em diferentes tipos de alimentos na
Estbnia, 73,6% do sorotipo 1/2a, seguido do sorotipo 4b com 7,7% e 7,4% do sorotipo 1/2b e 1/2c.
No trabalho realizado por Shi et al. (2015) também encontraram resultados diferentes com 37 cepas
(46,25%) de Listeria monocytogenes pertencentes ao sorotipo 1/2a e 3a, sendo 21 isolados (26,25%)
pertencentes ao sorotipo 4b, 4d e 4e, 17 isolados pertenciam ao sorotipo 1/2b, 3b e 5 isolados
(6,25%) pertenciam ao sorotipo 1/2c e 3c em amostras de alimentos “ready-to-eat” em 24 diferentes
cidades na China. A identificacdo de cepas de L. monocytogenes pertencentes ao sorogrupo 4b no
presente estudo é relevante devido ao seu potencial patogénico e associacdo com casos e surtos de
listeriose segundo os autores Swaminathan & Gerner-Smidt, (2007).

Tabela 1- Resultado da sorotipificacdo das 13 cepas de Listeria monocytogenes isoladas de cortes
carneos comercializados no Distrito Federal e swabs de ambiente oriundas de abatedouro
frigorifico no Distrito Federal.

Origem das cepas d Cepas de L.
L. monocytogenes Sorotipos monocytogenes
N=13
4b 6
Cortes carneos
1/2c 5
Ralo 1/2a 2

A utilizacdo da PCR para sorotipificacdo tem sido uma técnica bastante empregada para a
caracterizacdo das cepas de Listeria monocytogenes (Doumith et al. 2004a, 2005). Na Figura 1
encontram-se alguns dos resultados das rea¢es das PCRs para identificacdo das cepas isoladas de
cortes carneos bovinos, e das cepas oriundas dos ralos dos ambientes de abatedouros frigorificos no
Distrito Federal.

Entre as cepas 4b isoladas, 3 cepas tiveram uma dupla amplificacdo do fragmento de DNA
Imo0737 (~ 691 pb), denominado por Leclercq et al., (2011) de ‘profile IVb variant 1’ (IVb-v1)
(Figura 1). No mesmo estudo feito por Leclercq et al. (2011) eles aplicaram o método de
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sorotipagem por PCR para cerca de 9000 cepas de Listeria monocytogenes, destes, 22 cepas
oriundas da Argélia, Brasil, Franga e Suiga exibiram também esse novo perfil atipico de sorogrupo
IVb e concluiram que essas cepas com perfil de sorogrupo IVb-v1l ndo parecem ter uma origem
clonal recente, pois ndo € uma estirpe emergente, tal como foi observado no estudo realizado por
Leclercq et al. (2011) em uma cepa isolada em 1959 na Suica, a partir da colecdo de culturas do
Centro de Referéncia Nacional e da OMS-CC para Listeria (Cole¢Bes de Listeria do Instituto
Pasteur, CLIP).

: | < € ol 118
¢ ol m d CN - o077
RS - ; PSS < orF2110
A ORF2819

Figura 1 - Resultado da PCR para identificacdo dos sorotipos de Listeria monocytogenes isoladas
de cortes carneos e swabs de abatedouro frigorifico no Distrito Federal. 1) cepa de referéncia
para o sorotipo 4b oriunda da FIOCRUZ-RJ (471pb e 597pb); 2) cepa de referéncia para o
sorotipo 1/2c oriunda da FIOCRUZ-RJ (691pb e 906pb); 3,4,6 e 7) fragmentos da dupla
amplificacdo do fragmento de DNA Imo0737 (691 pb), sorogrupo IVb-V1 isoladas de cortes
carneos (*); 5) sorotipo 1/2c (691pb e 906pb); 8) 100 bp DNA ladder; 9) sorotipo 4b ( 471pb e
597pb). Visualizacdo em transiluminador Imagequant (Gelifesciences) em gel de agarose a 2%
com concentracdo de 5 mg/ ml de brometo de etidio.

3. Teste de susceptibilidade antimicrobiana
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Dentre as 11 cepas de L. monocytogenes encontradas em cortes carneos bovino, uma (9,1%)
cepa apresentou resisténcia a eritromicina, outra (9,1%) cepa a gentamicina e outra a ciprofloxacina
(9,1%) e todas as cepas (100%) apresentaram resisténcia ao Ac. nalidixico. Das duas (2) cepas
oriundas de ralos de abatedouro frigorifico, todas (100%) apresentaram resisténcia ao Ac. nalidixico

e a sulfonamidas, conforme podem ser observados na Tabela 2.

Tabela 2 - Teste de resisténcia antimicrobiana realizado em 13 cepas de Listeria monocytogenes
isoladas de cortes carneos bovinos comercializados no Distrito Federal e swabs de ambiente

oriundas de abatedouro frigorifico

) Cepas isoladas de swabs de ralc
Agente Cepas isoladas de cortes carneos L
antimicrobiano bovinos (n=11) de abatedouro frigorifico de
bovinos (n=2)
S I R S I R
Amoxicilina  11(100%) 0 0 2(100%) 0 0
Cefalosporina  11(100%) 0 0 2(100%) 0 0
Ciprofloxacino 7 (63,6%) 3(27,3%) 1(9,1%)| 1(50%) 1(50%) 0
Cloranfenicol ~ 11(100%) 0 0 2(100%) 0 0
Eritromicina 10 (90,9%) 0 1(9,1%)| 2(100%) 0 0
Gentamicina 10 (90,9%) 0 1(9,1%)| 2(100%) 0 0
Ac. Nalidixico 0 0 11(100%) 0 0 2(100%)
Norfloxacina 9 (81,8%) 2 (18,2%) 0 2(100%) 0 0
Penicilina 11(100%) 0 0 2(100%) 0 0
Sulfonamidas 3 (27,3%) 0 8 (72,7%) 0 0 2(100%)
Tetraciclina 11(100%) 0 0 2(100%) 0 0
Vancomicina  11(100%) 0 0 2(100%) 0 0

S= Sensivel I= Intermediario R= Resistente

Os perfis antimicrobianos para as cepas de Listeria monocytogenes isoladas mostraram uma
baixa porcentagem de cepas resistentes a uma variedade de antibioticos incluindo algumas bases

utilizadas na terapia com humanos para tratamento de casos de listeriose, tais como a Penicilina e
34
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Gentamicina (Tabela 2). Enquanto a maioria dos isolados foi sensivel a todos os antimicrobianos
analisados (Tabela 2), apenas uma cepa demonstrou resisténcia & gentamicina que é a opcéo de
tratamento recomendado para casos de listeriose durante a gravidez (janakiraman, 2008). Em
estudos realizados por Wieczorek et al. (2012) em Listeria monocytogenes isoladas de couros e
carcagas bovinas, os autores encontraram também uma baixa porcentagem de cepas resistentes a
Gentamicina com apenas 1 (1,9%). Khen et al. (2015) também encontraram uma baixa porcentagem
de cepas resistentes a esse antibidtico, de 73 cepas analisadas em Dublin, na Irlanda apenas 4 (5%)
apresentaram resisténcia a essa droga.

Apesar da baixa porcentagem de resisténcia antimicrobiana observada neste estudo, foi
verificado que ela esta presente nos microrganismos isolados neste estudo. N&o se pode afirmar que
ela se encontra em baixa prevaléncia devido ao baixo nimero de amostras analisadas, entretanto
pode-se afirmar que h& ocorréncia. A presenca de cepas de L. monocytogenes resistentes aos
antimicrobianos utilizados no tratamento da listeriose humana pode levar a um problema para satde
humana, pois esse tipo de bactéria afeta principalmente imunossuprimidos, idosos, criancas e
mulheres gravidas (MANTILLA et al. 2007). Sdo necessarios mais estudos para uma melhor
compreensdo da presenca desta resisténcia em cepas de Listeria monocytogenes bem como

identificar a real fonte de origem da resisténcia antimicrobiana.

4, Analises de PFGE

Baseado nas andlises de macrorestricdo por PFGE obtidos com a enzima de restricdo Apal,
os isolados de Listeria monocytogenes resultaram em 8 pulsotipos, e mostraram uma divisdo em
trés grupos clonais, segundo o BioNumerics software version 4.0 (Applied Maths, Belgium) , que
faz a correlacdo entre os perfis genéticos obtidos com a enzima de restricdo Apal (Figura 2) com um
valor de corte minimo de 80% de similaridade como proposto por Franciosa et al. (2005). Os
isolados foram obtidos de cortes carneos bovinos comercializados no Distrito Federal e em ralos de
ambiente de abatedouro frigorifico. O grupo A coincidentemente foi composto por todas as cepas
pertencentes ao sorotipo 1/2c, e apresentou dois perfis genéticos distintos com 87% de similaridade
entre si. O grupo B apresentou 2 diferentes pulsotipos com 95% de similaridade entre si e

coincidentemente identificados como pertencentes ao sorotipo 1/2a. Os isolados do grupo (C)
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apresentaram quatro perfis genéticos distintos, todos eles coincidentemente pertencentes ao sorotipo
4b com similaridade entre si de 80%. Isolados do grupo A e C de um mesmo pulsotipo foram
obtidos em diferentes amostras de cortes carneos bovinos de diferentes regides do Distrito Federal e
isolados do grupo B foram obtidos de diferentes ralos em um mesmo abatedouro frigorifico no
Distrito Federal em diferentes épocas de isolamento (Figura 2).

Estudos feito por Gianfranceschi et al. (2009) demonstraram que havia uma correlacéo
quase completa entre os pulsotipos e sorotipos por eles analisados, uma vez que 95,0% dos seus
isolados que obtiveram padrdes de PFGE idénticos pertenciam ao mesmo sorotipo, e apenas 5% de
todos os isolados analisados com os mesmos pulsotipos pertenciam a diferentes sorotipos mas
pertencentes a mesma linhagem genética. Assemelhando-se ao encontrado no presente trabalho em
que ocorreram 100% de correlacdo entre os pulsotipos e sorotipos analisados. Perfis moleculares
determinados por PFGE semelhantes indicam uma possivel relacdo clonal entre os isolados e isso
acontece somente quando ocorre um Unico evento genético como uma mutagdo, uma inser¢do ou
delecéo, que altere o padrdo das bandas (MAGALHAES et al. 2005; CRUZ et al. 2008).

Camargo (2013) identificou em seu trabalho diferentes rotas de contaminacdo no ambiente
de processamento de carne bovina em que isolados com perfis genéticos idénticos foram
encontrados em utensilios limpos e sujos, de diferentes cortes finais, e entre utensilios e cortes
finais e concluiu que esses resultados analisados em seu trabalho corroborariam com a importancia
da contaminacdo cruzada na transmissdo desta bactéria dentro de uma planta de processamento da
industria frigorifica. Galvao et al (2012) também identificaram potenciais vias de contaminacao e
permanéncia de cepas nos estabelecimentos por ele avaliado, em que um isolado observado em um
estabelecimento de processamento foi obtido a partir do produto final (carne moida) e apresentou
uma similaridade de 82% com outros seis outros isolados, todos obtidos no mesmo estabelecimento
em datas anteriores realizados durante um periodo de 5 meses.

No presente estudo cepas foram observadas a partir de diferentes cortes carneos bovinos
comercializados em diferentes regides do Distrito Federal, bem como em um abatedouro frigorifico
em diferentes épocas de isolamento. Esse resultado pode sugerir uma ampla disseminacdo destes
gendtipos no Distrito Federal e uma possivel persisténcia da cepa no ambiente causado por uma
falha dos procedimentos de limpeza e sanitizacdo adotados no proprio abatedouro frigorifico.

Porém devido ao pequeno numero de amostras analisadas maiores estudos precisam ser realizados

36



para que possa se confirmar a correlacdo entre as origens dessas cepas e sua possivel permanéncia

nos abatedouros frigorificos.
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Figura 2- Perfis PFGE obtidos com a enzima de restrigdo Apal (Roche Diagnostics) para

as 13 cepas de L. monocytogenes isoladas em cortes carneos bovino e swabs de ralo em

abatedouro frigorificos de bovinos no Distrito Federal.
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IV. CONCLUSAO

Os resultados encontrados neste trabalho permitem concluir que h& a presenca de L.
monocytogenes em cortes carneos bovinos e em ambientes de abatedouro Frigorifico no Distrito
Federal. Os principais sorotipos encontrados foram o 4b, 1/2a e 1/2c. Dentre as cepas de L.
monocytogenes encontradas em cortes carneos bovinos, ocorreram resisténcia a eritromicina,
gentamicina e ciprofloxacina. Todas as cepas apresentaram resisténcia ao Acido nalidixico. Das
cepas oriundas de ralos de abatedouro frigorifico, todas apresentaram resisténcia ao Ac. Nalidixico
e a sulfonamidas. A analise por eletroforese de campo pulsante (PFGE) resultou em 8 diferentes
pulsotipos, e mostraram uma divisdo em trés grupos que coincidentemente separou 0s 3 sorotipos,
sugerindo uma ampla disseminacdo destes genétipos no Distrito Federal. Os resultados ainda
sinalizam para que se realizem maiores estudos para verificar a abrangéncia deste microrganismo
nos cortes carneos bovinos e abatedouros frigorificos tendo em vista a importancia desta bactéria

para a salde publica.
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