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RESUMO

Este trabalho teve como objetivo realizar um levantamento da contaminacéo
por Listeria monocytogenes na cadeia produtiva de suinos. Amostras de agua, ragao
e piso de pocilga obtidas de granjas de terminacdo de suinos, e superficies de
carcagas (apos sangria, apos chamuscamento, apds evisceragdo e apds lavagem
final), cortes carneos, utensilios, equipamentos e instalagbes amostradas de um
abatedouro frigorifico de suinos, totalizando 894 amostras, foram coletadas no
estado do Parana (BR) entre setembro de 2016 e fevereiro de 2017. Todas as
amostras foram submetidas a pesquisa de Listeria spp. de acordo com a ISO 11.290
com modificacbes. Os isolados suspeitos foram submetidos a identificacédo
bioquimica, sorotipificagdo molecular e eletroforese em gel em campo pulsado.
Isolados confirmados como L. monocytogenes foram submetidos a detecgao de
genes de viruléncia (inlA, inlB, inIC, inld, pIcA, hlyA, actA e iap), testes de resisténcia
a antimicrobianos e avaliacdo da capacidade de adesdo em microplaca de
poliestireno. Das 894 amostras obtidas, 18 (2,0%) foram positivas para Listeria spp.
Destas, 16 (1,8%) amostras obtidas de piso da pocilga de espera, ralo da sala de
abate e faca, tabua de corte, esteira condutora para embalagem final e ralo da sala
de corte foram confirmadas para L. monocytogenes e duas (0,2%) para L. innocua
(uma amostra obtida de piso da pocilga de espera e uma amostra obtida de ralo da
sala de corte). Todos os isolados de L. monocytogenes foram do sorogrupo
molecular IVb e apenas um apresentou pulsotipo diferente. Oitenta e sete isolados
de L. monocytogenes foram submetidos a pesquisa de genes de viruléncia, sendo
que 93,1% (81/87) apresentaram todos os genes pesquisados. Apenas uma cepa
nao apresentou os genes inlA e inIC e seis cepas nao apresentaram o gene iniB.
Esses isolados apresentaram suscetibilidade a maioria dos antimicrobianos
testados, no entanto, 100% dos isolados foram resistentes a ampicilina, 18,8% a
penicilina e 6,2% a sulfametaxazol-trimetropim. Com relagdo a capacidade de
adesdo em superficie, todos os isolados foram classificados como fracamente
aderente. L. monocytogenes néao foi detectada nas amostras obtidas nas granjas de
terminacdo, sendo a maior frequéncia de isolamento do patégeno encontrada nas
etapas finais de manipulagdo da carne suina no abatedouro frigorifico. Através da
determinacao do perfil genético, foi constatado uma persisténcia de clones de L.
monocytogenes IVb no ambiente industrial, com os principais genes de viruléncia e
com resisténcia frente aos antimicrobianos de escolha no tratamento de listeriose. A
capacidade de adesao verificada pode justificar a manutencido desses micro-
organismos no estabelecimento, demonstrando assim, a necessidade do controle
permanente de L. monocytogenes na industria, sobretudo no ambiente de
processamento, visando minimizar a contaminagdo de produtos finais com um
patdégeno de importancia em saude publica.

Palavras-chave: biofilme; carne suina; esteira; listeriose; sala de cortes; viruléncia



ABSTRACT

The purpose of this research was to evaluate Listeria monocytogenes
contamination in the pork production chain. Samples of water, feed and floor of pork
barns from finishing farms, and carcass surfaces (after bleeding, after buckling, after
evisceration and after the final washing), meat cuts, utensils, equipment and facilities
sampled from pork slaughterhouse, totaling 894 samples, were collected in the state
of Parana (BR) between September/2016 and February/2017. All samples were
submitted to Listeria spp. detection and confirmation according to ISO 11290 protocol
with adaptations. The suspected isolates were submitted to biochemical
identification, molecular serotyping and pulsed field gel electrophoresis. Beyond that,
confirmed isolates of L. monocytogenes were submmited to the detection of virulence
genes (inlA, inlIB, inIC, inld, plcA, hlyA, actA e iap), antimicrobial resistance tests and
evaluation of the adhesion capacity in polystyrene microplate. After 894 samples
obtained, 18 (2.0%) were positive for Listeria spp., 16 (1.8%) samples obtained from
floor of lairage, drain of slaughter room and knife, cutting board, conveyor belt that
carried the meat cuts to final packaging and drain of cutting room were positive for L.
monocytogenes and two (0.2%) for L. innocua (a sample obtained from the floor of
lairage and a sample obtained from the cutting room drain). All isolates of L.
monocytogenes were from molecular serogroup IVb and only one showed different
pulsotypes. Eighty-seven isolates of L. monocytogenes were characterized, in which
93,1% of the isolates presented all the genes studied. Only one strain did not present
the inlA and inlC genes and six strains lacked the in/B gene. These isolates showed
susceptibility to most of the antimicrobials tested, however, 100% of isolates were
resistant to ampicillin, 18.8% to penicilin and 6.25% to sulfamethoxazole-
trimethoprim. The isolates showed adhesion capacity on surface, and all of them
were classified as weakly adherent. L. monocytogenes was not detected in the
samples obtained in the finishing farms, with the highest frequency of pathogen
isolation found in the final stages of handling of pork meat in the slaughterhouse.
Through the determination of the genetic profile, it was observed a persistence of
clones of L. monocytogenes IVb in the industrial environment, with the major
virulence genes and with resistance against the antimicrobials used in the treatment
of listeriosis. The adhesion capacity verified may justify the maintenance of these
microorganisms in the establishment, demonstrating the necessity for permanent
control of L. monocytogenes in the industry, especially in the processing
environment, in order to minimize the contamination of final products with a
pathogen, which is important when it comes to public health.

Keywords: biofilm; swine meat; conveyor belt; listeriosis; cutting room; virulence



LISTA DE FIGURAS

Revisao Bibliografica
FIGURA 1 — ETAPAS DO CICLO DE INFECCAO INTRACELULAR DE Listeria

IMONOCYIOGENES ...t ettt e et e e e e et e e e e e et e e e e eeta e e e earaaeeaene 23

FIGURA 2 - REPRESENTAGCAO ESQUEMATICA DA ORGANIZACAO E
CONTROLE DE REGULAGAO DE GENES DE VIRULENCIA DE L. monocytogenes
AGRUPADOS NO CROMOSSOMO DA BACTERIA .......cococveviiieeieiee e 26

Capitulo |

FIGURA 1 — PADROES DE PFGE APOS A MACRORRESTRICAO (ENZIMAS APAI
E ASCI) DOS ISOLADOS DE Listeria spp. OBTIDOS DAS AMOSTRAS
COLETADAS EM UM ABATEDOURO FRIGORIFICO DE SUINOS AO LONGO DE
DEZ COLETAS REALIZADAS ENTRE SET/2016 E
FEV/2077 . e 47

FIGURA 2 — PERSISTENCIA DE CLONES DE L. monocytogenes EM UM
ABATEDOURO FRIGORIFICO DE SUINOS EM DEZ COLETAS REALIZADAS
ENTRE SET/2016 A FEV/20T17 ....ooiiieeee et 48



LISTA DE GRAFICOS

Apéndice 1

GRAFICO 1 — CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA PARA AMPICILINA
SEGUNDO METODO DE MICRODILUICAO EM CALDO PARA CLASSIFICACAO
DO PERFIL DE SUSCETIBILIDADE ANTIMICROBIANA DE DEZESSEIS
ISOLADOS DE Listeria MONOCYIOGENES .........ccccceeeeeeeeeeeeeeseeeeeeae e e e e 86

GRAFICO 1 — CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA PARA AMPICILINA
SEGUNDO METODO DE MICRODILUICAO EM CALDO PARA CLASSIFICACAO
DO PERFIL DE SUSCETIBILIDADE ANTIMICROBIANA DE DEZESSEIS
ISOLADOS DE Listeria monocytogenes (continUagao).............ccevvvvvvvveeeieeeeeeeeaeenn, 87

GRAFICO 2 — CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA PARA PENICILINA
SEGUNDO METODO DE MICRODILUICAO EM CALDO PARA CLASSIFICACAO
DO PERFIL DE SUSCETIBILIDADE ANTIMICROBIANA DE DEZESSEIS
ISOLADOS DE Listeria MONOCYIOGENES .........ccuuuiuiiiiiiiiiiiiieeeeeee e 88

GRAFICO 2 — CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA PARA PENICILINA
SEGUNDO METODO DE MICRODILUICAO EM CALDO PARA CLASSIFICACAO
DO PERFIL DE SUSCETIBILIDADE ANTIMICROBIANA DE DEZESSEIS
ISOLADOS DE Listeria monocytogenes (ContinUaGa0)...........ccoevveriiiiniiiiiiiiieeneee 89

GRAFICO 3 — CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA PARA SULFAMETAXAZOL-
TRIMETROPIM SEGUNDO METODO DE MICRODILUICAO EM CALDO PARA
CLASSIFICACAO DO PERFIL DE SUSCETIBILIDADE ANTIMICROBIANA DE
DEZESSEIS ISOLADOS DE Listeria monoCYytOQENES ............uueeeeeeeeeeeeeeaaaasiaiiieainnens 90

GRAFICO 3 — CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA PARA SULFAMETAXAZOL-
TRIMETROPIM SEGUNDO METODO DE MICRODILUICAO EM CALDO PARA
CLASSIFICACAO DO PERFIL DE SUSCETIBILIDADE ANTIMICROBIANA DE
DEZESSEIS ISOLADOS DE Listeria monocytogenes

(o7 a1 111U F= o= o ) R EUUSEPUUR 91



LISTA DE TABELAS

Revisao Bibliografica

TABELA 1 — CLASSIFICAGAO DAS ESPECIES DO GENERO Listeria DE ACORDO
COM SUAS CARACTERISTICAS BIOQUIMICAS (WELLER, 2015) .......c.c............. 19

Capitulo |

TABELA 1 — AMOSTRAS COLETADAS EM DEZ GRANJAS DE TERMINACAO DE
SUINOS E EM UM ABATEDOURO FRIGORIFICO DE SUINOS AO LONGO DE
DEZ REPETIGCOES REALIZADAS ENTRE SET/2016 E FEV/2017 .......cccocovveenenen 40

TABELA 02 — GENES ALVO E SEQUENCIAS DOS PRIMERS UTILIZADOS PARA
SOROTIPIFICACAO DOS ISOLADOS DE L. Mmonocytogenes.............c.cueeeueenen... 42

TABELA 03 — RESULTADO DA PRESENCA DE Listeria spp., L. monocytogenes E
L. innocua EM AMOSTRAS OBTIDAS ENTRE SET/2016 E FEV/2017 DE UM
ABATEDOURO FRIGORIFICO DE SUINOS.......cooieieeieeeeeeee e 44

Capitulo Il

TABELA 01 — IDENTIFICAGAO DAS CEPAS DE Listeria monocytogenes OBTIDAS
DE UM ABATEDOURO FRIGORIFICO DE SUINOS LOCALIZADO NO ESTADO DO
PARANA, BRASIL ...ttt en e n s e 54

TABELA 02 — GENES ALVO E SEQUENCIAS DOS PRIMERS UTILIZADOS PARA
CARACTERIZACAO DO POTENCIAL DE VIRULENCIA DOS ISOLADOS DE

Listeria MONOCYIOGENES .........uuuuuiaaae et e e e e e e e e e e e e e e e e e eeeennnennnnns 55

TABELA 03 — PERFIL DE RESISTENCIA ANTIMICROBIANA DE 87 CEPAS DE L.
monocytogenes OBTIDAS DE UM ABATERDOURO FRIGORIFICO DE SUINOS...59

TABELA 04 — SUSCETIBILIDADE ANTIMICROBIANA DE L. monocytogenes
SEGUNDO PADROES INTERPRETATIVOS DETERMINADOS PELO CLSI
(2011 ).t e e e s e e e e e e e e e e et e et e e et e et n s re e ee e en e 60



Apéndice 1

TABELA 01 — CEPAS DE Listeria monocytogenes TESTADAS ATRAVES DO
METODO DE MICRODILUICAO EM CALDO PARA DETERMINAGAO DA
SUSCETIBILIDADE ANTIMICROBIANA ...t 84

TABELA 2 — CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA PARA AMPICILINA
SEGUNDO METODO DE MICRODILUICAO EM CALDO PARA CLASSIFICACAO
DO PERFIL DE SUSCETIBILIDADE ANTIMICROBIANA DE DEZESSEIS
ISOLADOS DE Listeria MONOCYIOGENES ..........cccoeeeeeeeeeeieeeee e 86

TABELA 2 — CONCENTRAGAO INIBITORIA MINIMA PARA AMPICILINA
SEGUNDO METODO DE MICRODILUICAO EM CALDO PARA CLASSIFICACAO
DO PERFIL DE SUSCETIBILIDADE ANTIMICROBIANA DE DEZESSEIS
ISOLADOS DE Listeria monocytogenes (ContinUagao) ...........cooeeervieiiiiiiiiivniiinenne. 87

TABELA 3 — CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA PARA PENICILINA
SEGUNDO METODO DE MICRODILUICAO EM CALDO PARA CLASSIFICACAO
DO PERFIL DE SUSCETIBILIDADE ANTIMICROBIANA DE DEZESSEIS
ISOLADOS DE Listeria MONOCYIOGENES ..........ccceeeeeeeeeeeeiieeeeeeeeeeee e 88

TABELA 3 — CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA PARA PENICILINA
SEGUNDO METODO DE MICRODILUICAO EM CALDO PARA CLASSIFICACAO
DO PERFIL DE SUSCETIBILIDADE ANTIMICROBIANA DE DEZESSEIS
ISOLADOS DE Listeria monocytogenes (ContinUagGa0) ..........cceevvvvvuneiiiiiiieeeeeaeneennn. 89

TABELA 4 — CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA PARA SULFAMETAXAZOL-
TRIMETROPIM SEGUNDO METODO DE MICRODILUICAO EM CALDO PARA
CLASSIFICACAO DO PERFIL DE SUSCETIBILIDADE ANTIMICROBIANA DE
DEZESSEIS ISOLADOS DE Listeria monocytoOgenes ...............ccouueeeeecuuuuunnnnneeennnnn. 90

TABELA 4 — CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA PARA SULFAMETAXAZOL-
TRIMETROPIM SEGUNDO METODO DE MICRODILUICAO EM CALDO PARA
CLASSIFICACAO DO PERFIL DE SUSCETIBILIDADE ANTIMICROBIANA DE
DEZESSEIS ISOLADOS DE Listeria monocytogenes (continuagao) ....................... 91



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Act - Actin Nucleating Factor

ALOA - Chromogenic Listeria Agar

AM - Aerdbios Mesofilos

APHA - American Public Health Association

APPCC - Sistema de Analise de Perigos e Pontos Criticos de Controle
BPF - Boas Praticas de Fabricacao

CAMP - Christie, Atkins e Munch-Petersen

CDC - Centro de Controle e Prevencgao de Doengas

CFSAN/US - Centro de Seguranga Alimentar e Nutricdo Aplicada/Estados Unidos

CIM - Concentragéo Inibitéria Minima

CLSI - Clinical and Laboratory Standards Institute

DO - Densidade Optica

FDA - Food and Drug Administration

Hly - Hemolisina

Hpt - Transportador de hexoses fosfatadas

IN - Instrucdo Normativa

Inl - Internalina

LEB - Caldo enriquecimento para Listeria

LIPI-1 - llha de patogenicidade de Listeria 1

LLO - Listeriolisina-O

MAPA - Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento
MLSB - Macrolideos, lincosamidas e estreptograminas B

MLST - Multilocus Sequence Typing



OXA

PCR

PFGE

Plc

PrfA

RDC

TSA

TSB

UE

UFC

YE

- Oxford Listeria Agar

- Reagao em Cadeia da Polimerase

- Eletroforese em Gel de Campo Pulsado
- Fosfolipase C

- Positive Regulatory Factor A

- Resolucédo da Diretoria Colegiada

- Agar Tripticase de Soja

- Caldo Tripticase de Soja

- Unido Européia

- Unidade Formadora de Colonia

- Extrato de Levedura



SUMARIO

1 INTRODUGAOD ...ttt 16
2 REVISAO BIBLIOGRAFICA...........ooooeeeeeeeeeeeeeee e 18
2.1 CARACTERISTICAS DE Listeria monoCytOgenes..............cccocuveeeeeveeevveereenannns 18
2.2 PATOGENICIDADE .......ccoooeeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee ettt e e e e e e 22
2.2.1 Ciclo intracelular de iNfECCAD ...........viiiiiiiiiieiee e 23
2.2.2 GeNES A VIFUIENCIA ......... it 25
2.3 LISTERIOSE ALIMENTAR EM HUMANOS.........ooiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 28
2.4 Listeria monocytogenes EM AMBIENTES INDUSTRIAIS E ALIMENTOS.......... 31
3 OBUETIVOS ... ... 36
3.1 OBJETIVO GERAL ..., 36
3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS ... ..ot 36

4 CAPITULO | - PESQUISA E DETERMINAGCAO DO PERFIL GENETICO DE
Listeria monocytogenes EM CADEIA PRODUTIVA E AMBIENTE DE ABATE E

PROCESSAMENTO DE SUINOS...........ooviiieiieeeeeeee e 37
4.1 INTRODUGAO ..ottt ae et nene s 37
4.2 MATERIAL E METODOS........o it 39
O B N 0 o] =T [T o RO PP 39
4.2.2 PesqUiSA de LiSTErA SPP. .uuuuuuuaieeeeeeeeeeiiiiaaaeeeeeeeeeeettnaasseeeaeeeeeessnnaaeaaeeeeeennnns 41
4.2.3 Sorotipificagdo molecular dos isolados de Listeria SPp.........cceuvvveeeeieeeeeeeennnn. 42
S e T O 43
4.3 RESULTADOS E DISCUSSAOQ ......oouieieeeeete et 43
4.4 CONCLUSAO ...ttt ettt eae e 49

5 CAPITULO Il — PESQUISA DE GENES DE VIRULENCIA, PERFIL DE
RESISTENCIA A ANTIMICROBIANOS E CAPACIDADE DE ADESAO Listeria
monocytogenes ISOLADA DE ABATEDOURO FRIGORIFICO DE SUINOS ........ 51

5.1 INTRODUGAOD .......oouieiceecteeee ettt ettt ettt 51



5.2 MATERIAL E METODOS..........oououiieeieteece ettt eaees e en e 54

5.2.1 Isolados de Listeria monoCYytOGENES. ............ccouuiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeee 54
5.2.2 Deteccao dos genes de VIrUIENCIA .........coooeeeiiiiiiiiiei 55
5.2.3 Suscetibilidade aos antimicrobianos...............uueeeiiiiiiiiiiii e 56
5.2.4 Microdiluicdo em caldo para teste de suscetibilidade a antimicrobianos ........ 56
5.2.5 Potencial de adesao das cepas de L. monocytogenes.............ccccceeevveunineannns 57
5.3 RESULTADOS E DISCUSSAOQ ..ot 57
5.4 CONCLUSOES........oooeieeeeeeee et 62
6 CONCLUSOES FINAIS .........ooooioeieeeeeeeee e 63
REFERENCIAS ..ottt en e s s nneeetn e 64

APENDICE 1 — DETERMINAGAO DA CONCENTRAGAO INIBITORIA MiNIMA:
METODOLOGIA E RESULTADOS DETALHADOS ...........coooiiiieeeee 84



16

1 INTRODUGAO

A alta prevaléncia de agentes patogénicos em alimentos e a ocorréncia de
surtos, resultando em hospitalizacbes e 6&bitos, fazem com que as doencas
causadas pela ingestao de alimentos contaminados sejam, atualmente, um grande
problema em saude publica, além de atrair a atengdo do consumidor e gerar
preocupagdes no consumo de alguns produtos. Deste modo, para garantir a
producdo de alimentos seguros, a implantacdo de sistemas que melhorem a
obtencao de alimentos livres de patdgenos tornou-se exigéncia pelos 6rgaos oficiais
de saude (WHO, 2012).

Acredita-se que a associagao de Listeria monocytogenes com doengas
graves em humanos, esteja relacionada a ingestdo de alimentos, sendo esta,
portanto, a principal forma de transmissdo desse micro-organismo. A listeriose
humana ocorre principalmente em gestantes, recém nascidos, idosos e pacientes
imunocomprometidos, podendo levar a quadros de bacteremia e infeccbes do
sistema nervoso central. Apesar da baixa incidéncia, a listeriose representa
importante risco a saude pelo grau da severidade das sequelas, provocando
hospitalizagdo em 90% dos casos confirmados, e alto indice de mortalidade com
uma taxa que varia entre 20 e 30% (SCALLAN et al., 2011; EFSA, 2015).

Listeria monocytogenes encontra-se em baixas frequéncias em suinos a
serem abatidos, porém devido a sua capacidade de adesdo, o patégeno pode
persistir por longos periodos em superficies de utensilios e equipamentos utilizados
no ambiente de abate e processamento, sendo esta sua principal relagdo com a
presengca em alimentos (BARROS et al.,, 2007). Neste contexto, a carne suina
assume um importante papel epidemioldgico na transmissao de L. monocytogenes
para o homem onde pode veicular o patdégeno, atuando como fonte de contaminagao
cruzada tanto dentro da propria industria, quanto por contaminacdo no ponto de
distribuicdo, venda do produto ou no ambiente doméstico (CARPENTIER & CEREF,
2011).

Ainda, o uso da carne suina na elaboracdo de alimentos pronto para o
consumo é uma pratica comum. Esses alimentos sdo mais suscetiveis a presenga
de L. monocytogenes devido ao processo tecnologico de elaboragdo, que nem

sempre requer o tratamento térmico como forma de obtencdo do produto. e que
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pode ndo ser capaz de inativar totalmente as células bacterianas. Além disso, alguns
produtos podem ser submetidos a etapas adicionais como o fatiamento ou nova
embalagem antes de sua comercializagdo, podendo assim, serem expostos a uma
contaminagao poés-processamento (GIBBONS et al., 2006; MARTINS & GERMANO,
2011).

Com relagcdo ao ambiente de abate e processamento de suinos, a
disseminagao de L. monocytogenes nao esta bem esclarecida. Desse modo, torna-
se relevante avaliar sua presenca nas plantas frigorificas gerando informagdes que
auxiliem no controle da contaminacdo e assegurem a qualidade dos produtos
destinados ao consumo humano.

Além do levantamento desses micro-organismos utilizando metodologias
atuais e confiaveis, a determinagdao de seus perfis genéticos possibilita o melhor
entendimento acerca das rotas de contaminacéo e associagao precisa entre isolados
obtidos de alimentos e de amostras clinicas. Ainda, a verificagdo do grau de
patogenicidade, capacidade de adesao e determinagédo do potencial de resisténcia
frente aos antimicrobianos dos isolados sdo importantes ferramentas para estudos
epidemiologicos, auxiliando desta forma no entendimento da disseminacdo desse

agente ao longo da cadeia produtiva.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 CARACTERISTICAS DE Listeria monocytogenes

Atualmente, o género Listeria compreende dezessete espécies validadas,
cuja classificacdo se baseia em caracteristicas bioquimicas (TABELA 01), séo elas:
L. monocytogenes (PIRIE, 1940), L. grayi (LARSEN & SEELIGER, 1966), L. innocua
(SEELIGER, 1981), L. welshimeri, L. seeligeri (ROCOURT & GRIMONT, 1983), L.
ivanovii (SEELIGER et al., 1984), L. marthii (GRAVES et al., 2010), L. rocourtiae
(LECLERCQ et al.,, 2010), L. fleischmannii (BERTSCH et al., 2013), L.
weihenstephanensis (HALTER et al., 2013), L. floridensis, L. aquatica, L.
cornellensis, L. riparia, L. grandensis (DEN BAKKER et al., 2014), L. booriae e L.
newyorkensis (WELLER et al., 2015).

Destas, apenas duas sao consideradas patogénicas: L. monocytogenes, que
pode infectar uma variedade de espécies animais, incluindo a humana e cujo
potencial patogénico € evidenciado pela sua relagdo com importantes surtos
decorrentes da ingestdo de alimentos contaminados; L. ivanovii, que possui
importancia epidemioldgica ligada aos ruminantes (VAZQUEZ-BOLAND et al., 2001;
BATZ et al., 2005; JAY, LOESSNER & GOLDEN, 2005; LECLERCQ et al., 2010;
PAINTER et al., 2013).

Esses micro-organismos estdo amplamente disseminados no meio ambiente
e podem ser isolados de vegetacéao, solo, fezes humanas e de animais, matéria em
decomposigéo, efluente de esgoto e agua. Ainda, podem se multiplicar em
alimentos, como leite cru, queijos, carnes frescas e congeladas, aves, frutos do mar,
frutas e produtos horticolas, bem como em ambiente e equipamentos de industrias
processadoras de alimentos (VAZQUEZ-BOLAND et. al., 2001; BHUNIA, 2008).

O género é caracterizado por micro-organismos Gram-positivos, nao
formadores de esporos, classificado quanto a morfologia em bacilos curtos (0,4 a 0,5
Mm de didmetro e 0,5 a 2 ym de comprimento). Sdo anaerdbios facultativos,
multiplicam-se bem em ambientes com baixa quantidade de oxigénio e com
aumento na tensao de gas carbdnico, como no caso de alimentos embalados a
vacuo ou em atmosfera modificada (BREED et al., 1948; HOLT et al., 1994; DOYLE
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et al., 1997; NILSSON et al., 2000; JAY, LOESSNER & GOLDEN, 2005; JAY, 2005;
FRANCO & LANDGRAF, 2008).

TABELA 1 — CLASSIFICAGAO DAS ESPECIES DO GENERO Listeria DE ACORDO COM SUAS
CARACTERISTICAS BIOQUIMICAS
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Cepas: 1 - L. monocytogenes; 2 - L. innocua; 3 - L. seeligeri; 4 - L. ivanovii; 5 - L. welshimeri; 6 - L.
marthii; 7 - L. grayi; 8- L. rocourtiae; 9 - L. weihenstephanensis; 10 - L. cornellensis; 11 - L. riparia; 12
- L. grandensis; 13 - L. fleischmannii; 14 - L. aquatica; 15 - L. floridensis; 16 - L. newyorkensis; 17 - L.
booriae. Todas as espécies sdo catalase-positiva e positivas para a produgédo de acido a partir da
esculina citrato férrico, N-acetilglucosamina, amigdalina, arbutina, salicina, celobiose, D-frutose e D-
manose. Todos sdo negativos para a redugéo de nitrito e produgéo de acido a partir de D-arabinose,
D-adonitol, metilo B-D-xilopiranosido, rafinose, glicogénio, L-fucose, gluconato de potassio, 2-
cetogluconate e de potassio a 5-cetogluconate.*Acidificacao através do metabolismo dos compostos;
+: Positiva; (+): Fracamente positivo; -: Negativo; v: variavel (entre replicados e / ou entre estirpes);
vl: variavel entre os estudos (possivelmente devido a diferencas nos tempos e temperaturas de
incubagédo entre os estudos); ND: ndo determinado ou nédo registrados. PI-PLC: fosfatidilinositol
fosfolipase C. FONTE: Weller et al. (2015).

L. monocytogenes pode se multiplicar em uma ampla faixa de pH (4,6 — 9,6)
e temperatura (0 a 45°C), sendo reconhecido como psicrotrofico, além de tolerar
concentracdes salinas elevadas (210%), e capacidade de sobreviver em condi¢des
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ambientais desfavoraveis (DOYLE et al., 1997; JAY, LOESSNER & GOLDEN, 2005;
JAY, 2005; GANDHI & CHIKINDAS, 2007; FRANCO & LANDGRAF, 2008). Essa
caracteristica psicrotréfica € possivel devido um prolongamento da fase lag em
temperaturas de refrigeracédo e da integridade celular, onde o sistema de transporte
energético resistente ao frio estimula o metabolismo sob baixas temperaturas,
propiciando altas concentragdes de substratos intracelulares (MANTILLA et al.,
2007). O congelamento a -18°C e descongelamentos sucessivos ndo sdo capazes
de inativar essa espécie (COLE et al.,, 1990; SCHUCHAT et al., 1991; JAY,
LOESSNER & GOLDEN, 2005).

L. monocytogenes € capaz de hidrolisar a esculina e se desenvolver na
presenca de 10% a 40% de bile. As exigéncias nutricionais para a multiplicagéo
dessa bactéria sdo praticamente as mesmas das outras bactérias Gram-positivas
(JAY, LOESSNER & GOLDEN, 2005). Apresentam motilidade caracteristica (forma
de “guarda-chuva®) a temperatura de 25°C devido a presenca de flagelos
peritriquios. Apesar de apresentar-se morfologicamente semelhante as demais
espécies do género, possui caracteristicas bioquimicas especificas, tais como
producdo de compostos acidos a partir da fermentacao de L-ramnose e a-metil-D-
manosideo. Esse patdgeno cresce bem em agar sangue de equino (7% Vv/v),
produzindo colénias branco-acinzentadas com [(-hemdlise (hemodlise total).
Apresenta fator CAMP (Christie, Atkins e Munch-Petersen) positivo com
Staphylococcus aureus, mas nao com Rhodococcus equi (MCKELLAR, 1994; SILVA
et al., 2007).

L. monocytogenes € normalmente suscetivel a varios antimicrobianos, nao
apresentando resisténcia frente ao uso de ampicilina ou de penicilina, mas possui
uma resisténcia intrinseca frente as cefalosporinas (CHARPENTIER et al. 1999;
POROS-GLUCHOWSKA et al. 2003; CLSI, 2006). Porém, o uso de antimicrobianos
na criacdo de animais de produgao, a ocorréncia de mutacdo espontanea em
bactérias de origem alimentar e a propagacdo de bactérias resistentes podem
contribuir para o aumento da resisténcia antimicrobiana (MANTILLA et al. 2007;
EFSA, 2008).

A célula de L. monocytogenes € composta por estruturas antigénicas
expressas em sua superficie, incluindo acidos lipotecéicos, proteinas de membrana
e organelas extracelulares (como flagelos e fimbrias), que contribuem para a

caracterizagdo dos sorotipos, frequentemente utilizados em  estudos
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epidemiologicos. Essa caracterizagdo se baseia na identificagdo de antigenos
somaticos (O) relacionados aos polissacarideos da parede celular, designado por
numeros, e na identificacdo dos antigenos flagelares (H) relacionados a proteinas
dos flagelos e representado por letras (FRANCO & LANDGRAF, 2005; FERREIRA &
KNOBL, 2009). Atualmente, treze sorotipos de L. monocytogenes ja foram
identificados (1/2a, 1/2b, 1/2c, 3a, 3b, 3c, 4a, 4ab, 4b, 4c, 4d, 4e, 7), sendo essa
heterogeneidade antigénica relacionada com o grande numero de hospedeiros nos
quais o agente é capaz de se multiplicar (JAY, LOESSNER & GOLDEN, 2005).

Todos os sorotipos de L. monocytogenes possuem potencial de causar
listeriose em humanos (LOTFOLLAHI et al., 2017), no entanto, os sorotipos 1/2a,
1/2b e 4b estdo envolvidos em mais de 95% dos casos (FARBER & PETERKIN,
1991; ROCOURT, 1996; CHAE & SCHRAFT, 2000; WIEDMANN et al., 2002;
DOUMITH et al., 2004a; HAIN et al., 2007; LIU et al., 2007; PORT & FREITAG,
2007; SWAMINATHAN & GERNER-SMIDT, 2007). Entre esses trés sorotipos, as
cepas do sorotipo 4b sdo associadas a mais de 50% dos casos da doenga em todo
o mundo (BORUCKI et al., 2003). Esta predominédncia sugere uma melhor
adaptacdao aos tecidos dos hospedeiros mamiferos do que o sorotipo 1/2
(VAZQUEZ-BOLAND et al.,, 2001), que por sua vez é mais relacionado com
alimentos e ambientes industriais (BORUCKI et al., 2003).

A identificacao dos sorotipos de Listeria spp. € rotineiramente realizada pelo
método tradicional de sorotipificacao por aglutinagdo. No entanto, a reprodutibilidade
desse método nem sempre € satisfatoria. Além disso, a execucdo desse ensaio €
limitada pelo custo, disponibilidade e a necessidade de conhecimentos técnicos para
realizar o ensaio (DOUMITH et al., 2004a). Uma alternativa para essa classificagao
foi proposta por Doumith et al. (2005), na qual classifica em sorogrupos moleculares,
através da reagdo em cadeia da polimerase (PCR), os quatro principais sorotipos de
L. monocytogenes (1/2a, 1/2b, 1/2c e 4b) isolados de alimentos e pacientes: lla (1/2a
e 3a); llb (1/2b, 3b e 7); llc (1/2c e 3c); IVb (4b, 4d e 4e); L (L. monocytogenes 4a,
4ab, 4c e Listeria spp.).

Embora o sorotipo exato ndo possa ser identificado com este ensaio de PCR
multiplex, essa técnica possui varias vantagens em relacdo a sorotipificagcao
tradicional como a rapidez, reprodutibilidade, menor custo e disponibilidade para
qualquer laboratério que atualmente realiza ensaios de PCR. Esse teste também é

adequado para rastreio rapido de um grande numero de isolados e, portanto, &
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valioso para investigacbes epidemioldgicas na identificacdo rapida das cepas
associadas com alimentos durante os surtos de listeriose (DOUMITH et al, 2005).
Ainda, as cepas de L. monocytogenes podem ser classificadas de acordo
com linhagens evolucionarias diferenciadas por técnicas moleculares como
ribotyping, eletroforese em gel de campo pulsado (PFGE) e multilocus sequence
typing — MLST, em linhagem | composta pelos sorotipos 4b, 1/2b, 3b e 3c; linhagem
Il pelos sorotipos 1/2a, 1/2c e 3a (PIFFARETTI et al.,1989); a linhagem Il
(RASMUSSEN et al., 1995) e a IV (ROBERTS et al.,, 2006; WARD et al., 2008),

pelos sorotipos 4a, 4b e 4c.

2.2 PATOGENICIDADE

Ao longo do seu processo evolutivo, L. monocytogenes adquiriu uma
variedade de fatores de viruléncia que Ihe permitem viver em diferentes ambientes
na forma livre, na forma de biofilmes ou na forma intracelular nas células do
hospedeiro (SCORTTI et al., 2007; GIANOTTI et al., 2008; CAMARGO et al., 2016).

Em humanos, L. monocytogenes € considerado um patégeno oportunista
uma vez que a ocorréncia da infeccdo depende principalmente das condicdes
imunoldgicas dos individuos afetados, além da capacidade inerente as cepas em
sobreviver ao pH acido do estdmago e a presenca de sais biliares no intestino,
podendo cursar com quadro clinico ndo invasivo ou invasivo (CRUM, 2002; LIU et
al., 2007; SEVEAU et al., 2007; CRUZ, MARTINEZ & DESTRO, 2008).

A listeriose ndo invasiva é caracterizada por uma infec¢do limitada ao
intestino, cursando com gastroenterite febril acompanhada de vémito e diarreia,
acometendo normalmente individuos saudaveis (CRUM, 2002; TODD &
NOTERMANS, 2011). A listeriose invasiva esta geralmente associada a grupos de
risco, tais como gravidas, recém-nascidos, individuos idosos e em pacientes
imunocomprometidos e é determinada pela habilidade do agente invadir as células e
se multiplicar evitando o estimulo da resposta do sistema imune humoral. Essa
habilidade também permite escapar da resposta imune celular por disseminar-se
através da passagem célula-célula (VAZQUEZ-BOLAND et al., 2001; SEVEAU et al.,
2007; CHATURONGAKUL et al.,, 2008; CRUZ, MARTINEZ & DESTRO, 2008;
CHATURONGAKUL et al., 2008; TODD & NOTERMANS, 2011).
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2.2.1 Ciclo intracelular de infecgao

L. monocytogenes pode se proliferar dentro de macrofagos e em outras
células nao fagociticas, como células epiteliais, células endoteliais, hepatdcitos,
fibroblastos e células do sistema nervoso. Em todas as células eucaridticas esse
agente desenvolve um ciclo celular semelhante que pode ser dividido em invaséo e
escape do endossomo apos a fagocitose (entrada na célula), multiplicagdo na célula
hospedeira e invasdo da célula vizinha (VAZQUEZ-BOLAND et al.,, 2001,
BARBUDDHE et al, 2009) (FIGURA 01).

FIGURA 1 — ETAPAS DO CICLO DE INFECCAO INTRACELULAR DE Listeria monocytogenes

InlA

Legenda: (1) Ligagdo da célula bacteriana a superficie da célula hospedeira e a internalizagéo,
através de um mecanismo conhecido como “ziper”, promovido por duas proteinas de superficie
listeriais (inlA e InIB) com os seus respectivos receptores da superficie celular (E-caderina e o
receptor tirosina cinase c-Met); (2) Absor¢do do agente por meio da formagéo de endossomos; (3)
Ruptura do endossomo mediada por trés fatores: uma toxina formadora de poro (LLO) e duas
fosfolipases (PIcA e PIcB); (4) Replicagdo no citosol celular; (5) Propagagéo bacteriana através da
passagem de célula a célula, mediado pela proteina de superficie ActA (polimerizagdo de actina),
proporcionando motilidade de Listeria através do citoplasma; (6) Quando atinge a membrana
plasmatica, induz a formagédo de estruturas semelhantes a pseudépodes, permitindo a invasdo da
célula vizinha: esta atividade é mediada pela proteina InIC; (7) Fagocitose e formagdo de uma
vacuolo de membrana dupla; (8) Ruptura do vacuolo; (9) Inicio de um novo ciclo de replicagdo e
propagacédo. FONTE: adaptado de Camargo et al. (2016).

Apods a ingestao de alimento contaminado, a primeira etapa do processo
invasivo ocorre com a adesao bacteriana a superficie das células do intestino do
hospedeiro, seguida da invasao através de fagocitose ou pela interagdo entre
moléculas ligante presentes na superficie da bactéria e da célula epitelial intestinal.
A invasdo também pode ocorrer através das células M, com posterior colonizagéo
das placas de Peyer (MARCO, et al., 1992; LIU et al., 2007). A infecgdo pode se
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estender aos tecidos mais profundos, com posterior disseminacdo via corrente
sanguinea ou linfatica em direcdo a 6rgédos alvos, como bago, figado, sistema
nervoso, placenta (VAZQUEZ-BOLAND et al., 2001; BARBUDDHE et al., 2009).

L. monocytogenes pode reconhecer diferentes receptores, incluindo
glicoproteinas transmembranas como a E-caderina, receptor de molécula
complemento (gC1qR), receptor de fator de crescimento de hepatdcitos (Met), além
de componentes da matriz extracelular, como as proteoglicanas (COSSART, 2001;
P1ZZARRO-CERDA & COSSART, 2006). Os principais ligantes desses receptores
sdo as internalinas (inl) A e B (codificadas pelos genes inlA e iniB), que séao
proteinas de superficie caracterizadas por possuir repeticbes ricas em leucina,
responsaveis por intermediar a ligagcdo com a célula do hospedeiro. Outras proteinas
de superficie, como autolisinas (Ami, p60 e Auto), podem estar envolvidas no
processo de invasdo, porém atuando como adesinas (CABANES et al., 2004; DE
LAS HERAS et al., 2011).

ApoOs adesdo bacteriana, se inicia uma cascata de reagdes que leva a
internalizagao progressivamente da bactéria, através de um mecanismo conhecido
como “ziper” (JARADAT & BHUNIA, 2002; LIU et al., 2007), resultando na absorgao
do agente por fagocitose. Em seguida, L. monocytogenes escapa do vacuolo
fagocitico através da acgédo conjunta de trés fatores: formagdo de poros pela
listeriolisina-O (LLO — codificada pelo gene hly) e agdo de duas fosfolipases C (PIc)
denominadas PIcA e PIcB (codificadas pelos genes pIcA e plcB), que sdo capazes
de promover a degradacdo dos fosfolipidios presentes na membrana dos
fagossomos (GOLDFINE et al., 1992; JARADAT & BHUNIA, 2002; LIU et al., 2007;
MERTINS et al., 2007; TEMOIN et al., 2008; CAMARGO et al., 2016).

A formacdo de poros ou as lesbes da membrana desses fagossomos
facilitam o acesso das fosfolipases, onde a PIcA atua de forma especifica na
degradagao do fosfatidilinositol e a PIcB apresenta uma atividade proteolitica a um
amplo espectro de substratos (fosfatidilserina, fosfatidilcolina, fosfatidiletiionamina e
esfingomielina), levando a uma total dissolugdo da barreira fisica que delimita o
compartimento fagossémico. A PIcA, secretada por L. monocytogenes, parece atuar
como um fator de viruléncia acessorio, colaborando na lise do fagossomo junto com
LLO e potencializando a atividade da PIcB. A PIcB é secretada pela bactéria em

forma de proenzima inativa, que requer sua maturagao citoplasmatica pela clivagem
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proteolitica, mediada por uma metaloprotease, codificada pelo gene mp/ (VAZQUEZ-
BOLAND et al., 2001; DE LAS HERAS et al., 2011).

Livre no citosol, L. monocytogenes adapta seu metabolismo e inicia a
expressao de genes que ativam os processos de multiplicagdo, tais como o
transportador de hexoses fosfatadas (Hpt) e o lipoato-proteina ligase. Em seguida, a
propagacdo dentro da célula e migragcdo para células vizinhas é totalmente
dependente da proteina ActA (Actin Nucleating Factor), codificada pelo gene actA,
que garante o movimento através da indugcdo de polimerizagdo de actina. Além
disso, a proteina actA também participa da manutencdo de agregados de Listeria
spp. no limen intestinal (VAZQUEZ-BOLAND et al., 2001; DE LAS HERAS et al.,
2011).

O movimento de L. monocytogenes é aleatorio e quando a bactéria alcanga
o limite da periferia celular € empurrada para o exterior dando lugar a uma protruséo
similar a um pseudopode (denominada de listeriopode). Essa estrutura penetra na
célula vizinha resultando na formagcdo de um vacuolo de dupla membrana
(CHAKRABORTY et al., 1996; LASA et al., 1998) iniciando, assim, um novo ciclo

intracelular de infeccgao.

2.2.2 Genes de viruléncia

O sucesso da infecgao de L. monocytogenes requer a presenga e expressao
de genes de viruléncia, sendo que varios deles tém sido identificados e estudados
(JARADAT & BHUNIA, 2002; LIU et al., 2007; MERTINS et al., 2007; TEMOIN et al.,
2008). A maioria dos genes que codificam os fatores de viruléncia estédo localizados
no cromossomo (MERTINS et al., 2007), onde sdo encontrados os seis principais
genes de viruléncia desse patdgeno em uma regido central de viruléncia. Essa
regidao € denominada de LIPI-1 (llha de patogenicidade de Listeria 1) e dela fazem
parte os genes prfA, pIcA, hly, actA, plcB e mpl (VAZQUEZ-BOLAND et al., 2001; DE
LAS HERAS et al., 2011) (FIGURA 02).
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FIGURA 2 — REPRESENTACAO ESQUEMATICA DA ORGANIZACAO E CONTROLE DE
REGULACAO DE GENES DE VIRULENCIA DE L. monocytogenes AGRUPADOS NO
CROMOSSOMO DA BACTERIA
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Legenda: A ilha de patogenicidade de Listeria - 1 (LIPI-1) codifica a listeriolisina-O (gene hly), ActA,
PIcA, PlcB, Mpl e PrfA. O gene prfA atua na regulagéo global dos genes da LIPI-1 além de trés loci
cromossOémicos adicionais: o operon inlAB, inlC e hpt. A diregao apontada pelo gene indica o sentido
da transcricdo. FONTE: adaptado de Cossart & Lecuit (1998).

A LIPI-1 é organizada de forma que o gene hly destaca-se em posi¢cao
central com dois operons em seus extremos, o operon formado pelos genes mpl,
actA e plcB, que é transcrito no mesmo sentido do gene hly, e o operon plcA-prfA,
transcrito na diregcdo oposta (FIGURA 02). As internalinas, por sua vez, organizam-
se em ilhas compostas por dois ou mais genes que sdo transcritos na mesma
direcdo. Uma das unicas excecbdes € o gene inlC que encontra-se isolado do
restante das internalinas em uma ilha propria. Os genes mais estudados dessa
familia sdo o inlA e o inIB que se organizam em um operon, denominado operon
inlAB, que é considerado um dos principais marcadores de viruléncia das cepas de
L. monocytogenes (VAZQUEZ-BOLAND et al., 2001).

O gene prfA atua na regulagdo global dos genes de viruléncia em L.
monocytogenes. Seu produto, a proteina PrfA (positive regulatory factor A), é o
principal regulador identificado até o momento diretamente envolvido no controle da
expressao de grande parte dos genes de viruléncia da bactéria, tanto da regido LIPI-
1 quanto outros genes como das internalinas (inlAB e inIC) e hpt (VAZQUEZ-
BOLAND et al., 2001; DE LAS HERAS et al., 2011) (FIGURA 02).

Por sua vez, a regulagdo da expressdo do proprio prfA € complexa e
envolve a modulacdo do ambiente a partir de alteragdes na temperatura, condi¢des
de estresse, captura de substancias quimicas do meio extracelular, contato com

células eucaridticas e o proprio ambiente citoplasmatico da célula hospedeira. Estas
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variagdes ambientais promovem a ativacdo do PrfA, anteriormente inativo ou com
baixa atividade, ocasionando a transcrigdo dos genes de viruléncia. Dessa forma, a
ativagdo do PrfA transforma L. monocytogenes de um micro-organismo saprofitico
em um patégeno intracelular (CRUZ, MARTINEZ & DESTRO, 2008; FREITAG et al.,
2009).

Além da liberagao das células bacterianas no citoplasma celular, por meio da
formacdo de poros na membrana dos vacuolos, as LLO sédo as proteinas
responsaveis pela atividade hemolitica em isolados virulentos, cuja agao pode ser
evidenciada ao redor das colénias quando cultivadas em &gar sangue. E uma
hemolisina, formadoras de poros colesterol-dependentes, sendo necessaria para a
sobrevivéncia e proliferacdo de L. monocytogenes dentro de macrofagos e fagocitos,
e é considerada o principal fator de viruléncia do patégeno (VAZQUEZ-BOLAND et
al., 1989; COSSART, 2002).

Codificada pelo gene mpl, a metaloprotease contribui indiretamente para a
viruléncia da L. monocytogenes, estando envolvida no processo de ativagdo da
PIcB, ja que esta é secretada pela bactéria na forma de proenzima inativa
(VAZQUEZ-BOLAND et al., 2001).

As internalinas sdo proteinas que induzem a internalizagcdo em células
epiteliais ndo fagociticas in vitro, codificadas por uma familia de multiplos genes.
Duas dessas proteinas sdo particularmente importantes para a patogenicidade de L.
monocytogenes: InlA e InIB. Existe também a InlC, que n&o esta envolvida no
processo de entrada na célula epitelial, mas pode estar envolvida na viruléncia,
expressada quando a infeccao esta na fase de espalhamento intercelular ativo,
participando da disseminacdo da infeccao (VAZQUEZ-BOLAND et al., 2001;
BIERNE et al., 2007).

A inlJ, é codificado por um gene conservado (inlJ) no genoma de cepas de L.
monocytogenes e ausente no restante das espécies do género (DOUMITH et al.,
2004a), sendo utilizado como marcador na triagem molecular para a caracterizagao
da patogenicidade dos isolados (LIU et al., 2007). Ja se tem relato da existéncia de
outras internalinas atuantes no mecanismo de infeccao, que sao identificadas como:
InIC2, InID, InlE, InIF, InIG e InIH. Porém, estas proteinas podem nao estar
relacionadas com a viruléncia (VAZQUEZ-BOLAND et al., 2001).

Para indicar o potencial patogénico de cepas isoladas, protocolos de

analises moleculares visam a pesquisa do grupo de genes conhecidos como
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internalinas (inlA, inIB e inlC), que estdo associados com o ciclo de viruléncia de L.
monocytogenes, ou ainda a investigacdo da presenca de diferentes fatores de
viruléncia utilizando primers que ligam regides altamente conservadas como as
regides dos genes hly, iap (gene que codifica a proteina p60 que esta associado a
invasao), actA e prfA (VAZQUEZ-BOLAND et al., 2001; LIU et al. 2007).

2.3 LISTERIOSE ALIMENTAR EM HUMANOS

Varios fatores podem contribuir para o desenvolvimento de listeriose em
humanos, como o numero de células bacterianas ingeridas, a imunidade do
hospedeiro e o potencial de viruléncia de cada cepa (VAZQUEZ-BOLAND et al.,
2001; CAMARGO et al., 2016). A doenca pode ser caracterizada por trés sindromes:
gastroenterite febril;, listeriose maternofetal/neonatal; bacteremia com ou sem
acometimento do sistema nervoso central. Outras infeccbes menos comuns também
ja foram descritas, como endocardites, miocardites, arterites, pneumonias, pleurites,
hepatites, peritonites e abcessos localizados, dentre outros (VAZQUEZ-BOLAND et
al., 2001). Ainda, além da ocorréncia do quadro assintomatico em alguns seres
humanos (GRIF et al., 2003), pode se encontrar, em alguns estudos, relatos de que
até 21% dos humanos podem ser portadores desta bactéria nos intestinos
(SCHUCHAT et al., 1991; MASCOLA et al., 1992; SLUTSKER & SCHUCHAT, 1999).

A maioria dos casos de listeriose em humanos é de origem alimentar, sendo
que os alimentos prontos para o consumo representam o alimento de maior risco na
transmissao (FAO/WHO, 2004; SCALLAN et. al., 2011). Em adultos saudaveis, as
infeccbes com L. monocytogenes sao raras e tipicamente causam uma doenga
gastrointestinal relativamente leve (RYSER & MARTH, 2007), sendo o periodo
meédio de incubacgado de 24 horas. Nestes casos, os sintomas sao diarreia, febre, dor
abdominal, dor de cabecga e mialgias, entretanto, a maioria dos pacientes recupera-
se sem a necessidade de tratamento com antibiéticos (SWAMINATHAN & GERNER-
SMIDT, 2007).

Ja a forma invasiva, que acomete normalmente os individuos
imunocomprometidos, idosos, gestantes e neonatos, caracteriza-se por uma alta
taxa de letalidade, cuja taxa média varia entre 20 a 30% e a mais elevada taxa de
internagao hospitalar (90%) entre todos os agentes patogénicos de origem alimentar
(ZHANG et al., 2004; SWAMINATHAN & GERNER-SMIDT, 2007; SCALLAN et al.,
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2011; BEHRAVESH et al., 2011), sendo portanto, o grupo foco dos modelos de
estudos de dose-resposta de L. monocytogenes (FAO/WHO, 2004; HOELZER et al.,
2013). Além da gravidade da doenca, esses grupos de individuos também
apresentam uma maior suscetibilidade no desenvolvimento de listeriose. Os
individuos com leucemia linfocitica cronica, por exemplo, parecem ter um aumento
no risco de adquirir a doengca 1.000 vezes mais em comparacdo com adultos
saudaveis (GOULET et al., 2012). Da mesma forma, as gestantes tém um risco 100
vezes maior de adquirir listeriose invasiva em comparagao com mulheres nao
gravidas (GOULET et al., 2012; POUILLOT et al., 2012).

Em gestantes, a infecgdo geralmente apresenta sintomas de gripe,
ocorrendo febre e dor de cabeca e a complicagdo mais comum é o aborto
espontaneo ou natimorto. J&4 em recém-nascidos existem duas formas de listeriose:
a precoce e a tardia. A precoce esta associada a problemas no sistema respiratorio
e bacteremia, enquanto que a tardia ocorre normalmente apdés duas semanas de
vida e esta associada a meningite, sendo a listeriose uma das principais causas de
meningite em recém-nascidos (SLUTSKER & SCHUCHAT, 1999; RYSER &
MARTH, 2007; SWAMINATHAN & GERNER-SMIDT, 2007; LAMONT et al., 2011).

Em adultos mais velhos, geralmente com mais de 50 anos de idade, e
individuos imunocomprometidos, a listeriose invasiva geralmente apresenta tropismo
pelo sistema nervoso central, cursando com septicemia, meningite,
meningoencefalite, romboencefalite e abcessos cerebrais (MYLONAKIS, HOHMANN
& CALDERWOOD, 1998; BROUWER et al.,, 2006; RYSER & MARTH, 2007;
USDA/FDA, 2011; DISSON & LECUIT, 2012).

O primeiro surto de listeriose de origem alimentar, registrado e
documentado, foi na América do Norte em 1981, no Canada. O surto envolveu a
ingestado de salada contendo repolho contaminado pelo adubo utilizado proveniente
de ovinos, o que resultou em 41 pessoas acometidas e 11 mortes (SCHLECH III et
al., 1983). Em 1983 também ocorreu um surto em Boston, nos Estados Unidos, com
49 casos e 14 mortes, que foi epidemiologicamente ligado ao consumo de leite
pasteurizado (FLEMING et al., 1985). Em 1985, um grande surto ocorreu no sul da
Califérnia (Estados Unidos) com 142 casos e 48 mortes, e foi causado por um tipo
de queijo de massa mole, denominado Mexican-style (LINNAN et al., 1988). Entre
1998 e 2015, segundo dados oficiais reportados pelo Centro de Controle e

Prevencdo de Doencas — CDC do Departamento de Saude dos Estados Unidos,
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ocorreu um total de 61 surtos de listeriose no pais, acometendo 722 pessoas com
544 hospitalizagdes e 118 mortes (EUA, 2013a; EUA, 2013b; CDC, 2014a; CDC,
2014b; CDC, 2015; CDC, 2016; CDC, 2017).

Na UE, 1.763 casos listeriose humana foram confirmados em 2013, cuja
taxa de notificacdo teve um aumento de 8,6% em relagdo a 2012 (0,44 casos por
100.000 habitantes). De todas as doengas zoondticas sob vigilancia da UE, a
listeriose foi a doenga mais grave em humanos, com 99,1% dos casos
hospitalizados e 191 casos fatais (taxa de letalidade de 15,6%). Nesse mesmo ano,
um total de 12 surtos foram relatados entre sete Estados-Membros, onde foi possivel
determinar fortes evidéncias de envolvimento de cinco diferentes categorias de
alimentos em sete desses surtos [crustaceos, mariscos, moluscos e seus produtos
(3); queijo (1); carne bovina e produtos a base de carne (1); carne suina e seus
produtos (1); salada mista (1)]. Além disso, a Noruega relatou um surto que foi
associado ao consumo de truta semi-fermentada, com trés pessoas acometidas, das
quais uma pessoa morreu (EFSA,2015).

No Brasil, as informagdes sobre as doengas causadas pela ingestdao de
alimentos contaminados por micro-organismos com potencial patogénico s&o
bastante escassas. Ha uma grande deficiéncia no diagndstico clinico e na
notificacdo de casos e surtos de listeriose alimentar, o que se reflete na inexisténcia
de relatos oficiais por parte das autoridades sanitarias resultando na falta de dados
que ilustrem a magnitude da listeriose no pais (CRUZ, MARTINEZ & DESTRO,
2008). Apesar da deficiéncia na descrigdo de surtos de listeriose de origem alimentar
no pais, sao frequentes os trabalhos relatando a presenga de L. monocytogenes em
alimentos variados e no ambiente industrial (BARROS et al., 2007; MIYASAKI et al.,
2009; ROSSI et al.,, 2011; FERRONATTO et al., 2012; CAMARGO et al., 2014;
BYRNE et al., 2016; SILVA et al., 2016; IGLESIAS et al.,, 2017; OXARAN et al.,
2017; SCHAFER et al., 2017).


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0309174009001958#!
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0023643817305947#!
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2.4 Listeria monocytogenes EM AMBIENTES INDUSTRIAIS E ALIMENTOS

Devido a sua natureza ubiqua, L. monocytogenes pode se estabelecer em
ambientes variados, tendo sido recuperada inclusive em ambiente doméstico, como
superficies de cozinhas e refrigeradores (AZEVEDO et al., 2005). A capacidade de
aderir e formar biofilme em superficies, principalmente nas areas de dificil limpeza e
desinfeccao e que frequentemente entram em contato com alimentos, € o principal
determinante para sua persisténcia e disseminacdo (MJURETRY & LANGSRUD,
2004; BONAVENTURA et al. 2008; BONSAGLIA et al. 2014).

Os biofilmes sao definidos como comunidades microbianas complexas
envolvidas em uma matriz polimérica extracelular que se liga as superficies como
uma forma de autoprotecéo bacteriana frente a fatores ambientais adversos, sendo
esse 0 modo predominante de crescimento microbiano na natureza (SHI & ZHU,
2009; STEENACKERS et al., 2012; SREY et al., 2013). Situacdes de estresse, como
baixa disponibilidade de nutrientes, baixas temperaturas e contato com sanitizantes,
sdo consideradas importantes no estimulo para o desenvolvimento de biofilmes
pelas células bacterianas (JEFFERSON, 2004).

Os mecanismos de formacdo de biofilmes por L. monocytogenes sao
basicamente os mesmos usualmente encontrados em outros micro-organismos
(GANDHI & CHIKINDAS, 2007; MORETRY & LANGSRUD, 2004). De forma
simplificada, ocorre uma adesao inicial de bactérias em superficies, seguida do
desenvolvimento de micro-colénias com producdo de exopolissacarideos e
maturacdo dos biofiimes (CHMIELEWSKI & FRANK, 2003). Persistem aderidas as
superficies por meses ou até anos e, apés maturacao, se desprendem de forma
intermitente podendo contaminar alimentos ou se dispersar pelo ambiente
(MARKKULA et al., 2005).

A capacidade de adesao por cepas de L. monocytogenes ja foi evidenciada
em diferentes materiais frequentemente utilizados em superficies de manipulagao de
alimentos, como borracha, plastico, vidro e aco inoxidavel (BERESFORD et al.,
2001; CHMIELEWSKI & FRANK, 2006; PAN et al., 2006; BERRANG et al., 2005;
GANDHI & CHIKINDAS, 2007; ZHAO et al., 2013; REIS-TEIXEIRA et al., 2017).
Além disso, cepas de L. monocytogenes aderidas sao mais resistentes a limpeza e a
desinfeccdo do que as bactérias em suspensao (células planctonicas) (PAN et al.,
2006; SIMOES, SIMOES & VIEIRA, 2010; VAN DER VEEN & ABEE, 2011).
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Assim, a sobrevivéncia facilitada de L. monocytogenes em planta de abate,
processamento e manipulacdo de alimentos, é a principal razdo pela qual a bactéria
€ considerada um desafio sério tanto aos padrbes de higiene como frente ao risco
de contaminacdo dos alimentos (OLIVEIRA et al., 2010; SIMOES, SIMOES &
VIEIRA, 2010).

Quando ocorre a contaminagéo dos alimentos, L. monocytogenes pode ser
destruida por tratamentos térmicos, assim, a contaminagao pos-processamento € a
causa mais frequente envolvida na ocorréncia de surtos. A contaminagao de
produtos finais, principalmente alimentos prontos para consumo, assume um
importante papel epidemiolégico na transmisséo de L. monocytogenes para 0s seres
humanos, uma vez que durante as diferentes etapas de processamento agentes
podem facilmente contaminar os produtos manipulados, que nao sofrerdo nenhum
tratamento térmico adicional até o consumo (MARTINS & GERMANO, 2011; YANG
et al., 2016).

Usualmente, esse patdégeno encontra-se em baixas frequéncias nos suinos a
serem abatidos, sendo conteudo gastrointestinal e tonsilas elencados como as
principais fontes de contaminagdo da carcaca por L. monocytogenes (HELLSTROM
et al., 2010; FERRONATTO et al., 2012). No entanto, a capacidade de persistir por
longos periodos em utensilios e equipamentos representa a principal relagdo da
presencga de L. monocytogenes nos produtos carneos (BARROS et al., 2007).

Em virtude da ampla distribuicdo e sobrevivéncia no ambiente, carcagas e
cortes carneos podem ser contaminados em qualquer fase do abate e
processamento. No entanto, o nivel de contaminagdo pode aumentar ao longo da
cadeia, sendo a etapa de cortes um importante ponto pds-abate, que influencia no
aumento da frequéncia de Listeria spp. nas amostras de carne suina destinadas ao
processamento ou a comercializagcdo em comparagdo com as carcacas
imediatamente abatidas (KANUGANTI et al., 2002; LOPEZ et al., 2008; GAMBOA-
MARIN et al., 2012; PRENCIPE et al., 2012). A contaminagcédo da carne in natura
representa uma importante fonte de transferéncia de L. monocytogenes ao homem,
tanto por contaminacao cruzada que pode ocorrer dentro da propria industria, quanto
por contaminacao no ponto de distribuicdo, venda do produto ou no ambiente
doméstico (CARPENTIER & CERF, 2011).

Os surtos envolvendo carne suina normalmente estdo relacionados com

contaminagao pos-processamento. Na Inglaterra, entre 2010 e 2012, ocorreu um
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surto envolvendo 14 pessoas com mais de 55 anos associado ao consumo de torta
de carne suina (AWOFISAYO-OKUYELU et al., 2016). Na Austria, um surto a partir
do consumo de jellied pork (prato preparado com carne suina e gelatina) envolveu
19 individuos (PICHLER et al., 2009). Nesse contexto, a alta adaptagdo de L.
monocytogenes no ambiente, evidencia sua importdncia como contaminante
ambiental e atribui aos alimentos produzidos com carne suina um importante papel
epidemioldgico na transmissdo do patégeno para os seres humanos (GIBBONS et
al., 2006; MARTINS & GERMANO, 2011; MELONI et al., 2013; SIMMONS et al.,
2014; LARIVIERE-GAUTHIER et al., 2014).

O uso da carne suina na elaboragao de alimentos pronto para o consumo é
uma pratica comum, cuja tecnologia de producdo nem sempre requer o tratamento
térmico como forma de obtencdo do produto, como € o caso da fabricacdo dos
embutidos fermentados. As etapas de fermentagcdo e secagem empregados na
elaboracdo desses produtos tendem a reduzir substancialmente a carga microbiana
devido ao conjunto de obstaculos: diminuicdo do pH e da atividade de agua e
elevada concentracdo cloreto de sodio (THEVENOT et al., 2005). No entanto, os
obstaculos presentes nos produtos carneos fermentados ndo sao suficientes para
eliminar L. monocytogenes, ressaltando a importancia de se utilizar produtos
carneos de qualidade na producido desses tipos de alimentos. Além disso, alguns
produtos elaborados com carne suina podem ser submetidos a etapas adicionais
como o fatiamento ou nova embalagem antes de sua comercializagdo, podendo
assim, serem expostos a outras fontes de contaminacdo pds-processamento
(JOHNSON et al., 1988; TYOPPONEN et al., 2003; DROSINOS et al., 2006;
GIBBONS et al., 2006; COLAK et al., 2007; MARTINS & GERMANO, 2011; MELONI
et al., 2014).

Os paises diferem em sua legislagdo em relagdo a presenga de L.
monocytogenes em alimentos. Alguns deles, como os Estados Unidos, segue uma
politica de tolerancia zero sobre a presenga desse patdgeno em alimentos prontos
para consumo (GELBICOVA & KARPiISKOVA, 2009). No entanto, em 2008, a Food
and Drug Administration (FDA) publicou um Guia de Politica de Conformidade que
propée uma tolerancia de 100 Unidades Formadoras de Colbénia (UFC)/g em
alimentos prontos para o consumo que nao suportam a multiplicacéo de Listeria spp.
(FDA, 2008). Nos Estados-Membros da Unido Europeia (UE), o Regulamento n°
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2073/2005 permite uma contagem de até 100 UFC/g nos alimentos prontos para o
consumo, sendo este limite considerado seguro para os consumidores (UE, 2005).

No entanto, em 2011, foi levantada uma discusséo sobre a necessidade de
incorporar novos dados e modelos dose-resposta de L. monocytogenes através de
analises de risco (HOELZER et al., 2013). Em 2015, um trabalho de modelo de
dose-resposta de Listeria spp., realizado com auxilio do Centro de Seguranca
Alimentar e Nutricdo Aplicada nos Estados Unidos — CFSAN/US, resultou em uma
previsdo de 3,5% de casos esperados (55 de 1.591 individuos expostos) ligados ao
consumo de 10.000 UFC ou menos (100g de um alimento contendo 100 UFC/qg)
(POUILLOT et al., 2015). Esse percentual gera incerteza sobre o padrédo de 100
UFC/g sugerido pelos 6rgaos de saude, levantando preocupacgdes quanto a protegao
dos individuos suscetiveis. Assim, o principal modo de prote¢do de grupos de risco
ainda é evitar a exposi¢ao aos alimentos e condigdes de alto risco para presencga L.
monocytogenes (KOCOT & OLSZEWSKA, 2017; FDA, 2017; CDC, 2018; FSA,
2018).

As regulamentagdes e as ag¢des implementadas na industria entre 1998 e
2008, nos Estados Unidos, reduziram os surtos envolvendo alimentos prontos para o
consumo a base de carnes vermelhas e aves. Em contraste, ndo houve reducio dos
surtos de listeriose associados ao consumo de produtos lacteos (CARTWRIGHT et
al., 2013). Desde 2010, o pais foi acometido por uma série de surtos de listeriose
atribuidos a alimentos classificados como risco moderado ou baixo pelas avaliagdes
de risco existentes (BUCHANAN et al., 2017), incluindo surto envolvendo alface em
2010 (GAUL et al., 2013), meldo em 2011 (CDC, 2011), brotos em 2014 (CDC,
2015b), frutas como nectarina e ameixas em 2014 (BUCHANAN et al., 2017), macas
carameladas envolvendo notificagdes entre 2014 e 2015 (CDC, 2015c), e sorvete
com um surto o qual teve notificagdo de casos entre 2010 e 2015 (CDC, 2015a;
POUILLOT et al., 2016).

No Brasil, apenas um unico tipo de alimento possui padrdo em relacédo L.
monocytogenes. A Portaria 146/1996 do Ministério da Agricultura Pecuaria e
Abastecimento (MAPA) (BRASIL, 1996) e a Resolug¢ao da Diretoria Colegiada - RDC
12/2001 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (BRASIL, 2001) estabelece os
requisitos microbiolégicos para queijos e determina que os produtos de umidade
acima de 46% devem ser isentos desse patégeno.
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Outra forma de fiscalizagdo e controle pelo MAPA é realizada através da
Instrucdo Normativa (IN) 09/2009, que estabelece os procedimentos de controle de
L. monocytogenes em produtos de origem animal prontos para o consumo
suscetiveis, ou seja, produtos com pH superior a 4,4 ou que apresentem atividade
de agua maior que 0,92 ou concentragédo de cloreto de sddio inferior a 10%, como
forma de monitorar e assegurar o consumo desses alimentos. Essa regulamentagéo
determina que os estabelecimentos fabricantes desse tipo de alimento, devem incluir
em seus programas de autocontrole os riscos inerentes a contaminagdo por L.
monocytogenes bem como as medidas de prevencado da contaminagdo (BRASIL,
2009).

Além disso, a IN 09/2009 estabelece um controle oficial, que é baseado na
coleta rotineira de amostras para a avaliagdo microbiolégica, inspecao e verificagao
das instalagcdes no que diz respeito a contaminacéo cruzada, facilidade de limpeza e
sanitizacdo, avaliacdo da matéria-prima e a avaliagcdo dos métodos aplicados pela
industria como forma de evitar a multiplicacao bacteriana ao longo do processo de
producao de alimentos (BRASIL, 2009).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Rastrear a contaminagdo de L. monocytogenes em cadeia produtiva de
suinos e em utensilios, equipamentos e instalagbes de estabelecimento de abate e

processamento de suinos localizado no estado do Parana.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Pesquisar, confirmar e sorotipificar L. monocytogenes isoladas de

diferentes pontos de coleta;

e Determinar os perfis genéticos e pesquisar a presenga dos genes de
viruléncia inlA, inIB, inlC, inld, pIcA, hlyA, actA e iap nos isolados de L.

monocytogenes;
e Caracterizar o perfil de resisténcia dos isolados a antimicrobianos;

¢ Avaliar a capacidade de adeséao dos isolados de L. monocytogenes.
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4 CAPITULO | - PESQUISA E DETERMINAGAO DO PERFIL GENETICO DE
Listeria monocytogenes EM CADEIA PRODUTIVA E AMBIENTE DE ABATE
E PROCESSAMENTO DE SUINOS

RESUMO: O potencial patogénico de Listeria monocytogenes pode ser evidenciado
pela sua relacdo com surtos decorrentes da ingestdo de alimentos contaminados.
Nos animais a serem abatidos, esse patdogeno encontra-se em baixas frequéncias,
porém, devido a capacidade de persistir aderidos a utensilios, equipamentos e
instalagdes do ambiente industrial, pode ser transferido aos produtos carneos,
podendo carrear o patdgeno até o consumidor. O objetivo deste estudo foi fazer um
levantamento da contaminacéo de L. monocytogenes na cadeia produtiva de suinos
e em utensilios, equipamentos e instalagdes do ambiente de abate e processamento
de um abatedouro frigorifico de suinos, bem como identificar a diversidade de
sorotipos e pulsotipos entre os isolados. As amostras foram submetidas a pesquisa
de Listeria spp. de acordo com o protocolo ISO 11.290 modificado. Os isolados
suspeitos de Listeria spp. foram identificados por testes bioquimicos e sorotipificados
por PCR multiplex. Todos os isolados confirmados para Listeria spp. foram
submetidos a eletroforese em gel de campo pulsado. Das 894 amostras obtidas, 18
(2,0%) foram positivas para Listeria spp. Destas, 16 (1,8%) amostras obtidas de piso
da pocilga de espera, ralo da sala de abate e faca, tabua de corte, esteira condutora
para embalagem final e ralo da sala de corte foram confirmadas para L.
monocytogenes e duas (0,2%) para L. innocua (uma amostra obtida de piso da
pocilga de espera e uma amostra obtida de ralo da sala de corte). Todos os isolados
de L. monocytogenes foram do sorogrupo molecular IVb e apenas um apresentou
pulsotipo diferente. L. monocytogenes nao foi detectada nas amostra obtida nas
granjas de terminagao e, no abatedouro frigorifico, a maior frequéncia de isolamento
do patdégeno ocorreu nas etapas finais de manipulagdo da carne suina. Através da
determinacao do perfil genético, foi possivel constatar uma persisténcia de clones
desses isolados no ambiente industrial, demonstrando assim, a necessidade do
controle permanente de L. monocytogenes na industria, sobretudo no ambiente de
processamento, visando minimizar a contaminacdo de produtos finais com um
patdgeno de importancia em saude publica.

Palavras-chave: esteira; higienizagdo; PFGE; sala de corte; sorotipificacao

molecular.

4.1 INTRODUCAO

Usualmente, Listeria monocytogenes encontra-se em baixas frequéncias nos
suinos a serem abatidos, no entanto, esse patdgeno apresenta um perfil eficiente de
sobrevivéncia no ambiente industrial, podendo contaminar as carcacas e os cortes

suinos em qualquer fase do abate e processamento (BARROS et al., 2007). Uma
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vez contaminada, a carne in natura representa uma importante fonte de veiculagéao
de L. monocytogenes por atuar como fonte de contaminagédo cruzada para outros
ambientes e alimentos (CARPENTIER & CERF, 2011).

Ainda, o uso da carne suina na elaboragdo de alimentos pronto para o
consumo como embutidos e presuntos € uma pratica comum, assumindo um
importante papel epidemiologico na transmissdo de patdgenos alimentares para os
seres humanos. A tecnologia de producao desses alimentos nem sempre requer o
tratamento térmico como forma de obtencéo do produto, podendo néo ser suficiente
para eliminar L. monocytogenes. Além disso, alguns produtos elaborados com carne
suina podem ser submetidos a etapas adicionais como o fatiamento ou nova
embalagem antes de sua comercializagdo, podendo assim, serem expostos a outras
fontes de contaminacgédo pds-processamento (JOHNSON et al., 1988; TYOPPONEN
et al., 2003; DROSINOS et al., 2006; GIBBONS et al., 2006; COLAK et al., 2007;
MARTINS & GERMANO, 2011; MELONI et al., 2014).

L. monocytogenes se destaca como agente patogénico devido ao seu
potencial de causar quadros graves da doenca principalmente envolvendo individuos
idosos, imunocomprometidos, gestantes e neonatos. Embora sejam descritos 13
sorotipos para L. monocytogenes, 95% das cepas isoladas de alimentos e humanos
sdo pertencentes aos sorotipos 1/2a, 1/2b, 1/2c e 4b (ALLERBERGER et al., 2003;
BORUCKI & CALL, 2003; SWAMINATHAN & GERNER-SMIDT, 2007). A listeriose
se caracteriza por disturbios gastrointestinais e septicemia, podendo ocasionar
infeccbes do sistema nervoso central e provocar aborto. A taxa de mortalidade
média envolvendo L. monocytogenes varia de 20 a 30%, principalmente quando o
quadro cursa com encefalite e meningite (LATORRE et al., 2007; BEHRAVESH et
al., 2011).

O vprincipal determinante para persisténcia e disseminacdo de L.
monocytogenes é a capacidade em aderir e formar biofiime em superficies,
principalmente nas areas de dificil limpeza e desinfeccao, e devido ao seu potencial
de sobreviver em ambientes variados (LEE WONG, 1998; MJRETRJ &
LANGSRUD, 2004; BONAVENTURA et al. 2008; BONSAGLIA et al. 2014). Desse
modo, torna-se relevante a realizagdo do monitoramento ao longo da cadeia
produtiva bem como de utensilios, equipamentos e instalagbes de plantas frigorificas

para identificar as fontes de contaminacbes de L. monocytogenes, gerando
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informagdes que auxiliem no controle da contaminagdo e assegurem a qualidade
dos produtos destinados ao consumo humano.

Assim, este trabalho teve como objetivo fazer o levantamento da
contaminagao de L. monocytogenes na cadeia produtiva de suinos e em utensilios,
equipamentos e instalagdbes do ambiente de abate e processamento de um
abatedouro frigorifico de suinos, bem como identificar a diversidade de sorotipos e

pulsotipos entre os isolados.

4.2 MATERIAL E METODOS

4.2.1 Amostragem

Para o desenvolvimento do estudo foram selecionadas dez granjas de
terminacéo de suinos e um abatedouro frigorifico de suinos fiscalizado pelo Servigo
de Inspecgao Federal, localizado no estado do Parana (Brasil), onde foram realizadas
dez repeticdes entre setembro de 2016 e fevereiro de 2017.

Em cada coleta realizada na granja foram obtidas amostras de agua, ragéo e
piso das pocilgas. No abatedouro frigorifico, foram amostradas aleatoriamente dez
carcagas pertencentes ao mesmo lote de suinos (correspondente ao lote da coleta
da granja de terminagcdo) em quatro pontos distintos ao longo do abate: apds
sangria, apds chamuscamento, apds evisceracdo e apos lavagem final. Para
assegurar que a mesma carcaga fosse coletada nos quatros pontos estabelecidos,
0os dez animais eram separados aleatoriamente na chegada do estabelecimento,
onde se procedia a marcagdo de zero a nove com tatuagem na regiao dorsal

anterior esquerda dos animais (TABELA 01).
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TABELA 1 — AMOSTRAS COLETADAS EM DEZ GRANJAS DE TERMINAGCAO DE SUINOS E EM
UM ABATEDOURO FRIGORIFICO DE SUINOS AO LONGO DE DEZ REPETIGOES REALIZADAS
ENTRE SET/2016 E FEV/2017

Unidade Total
Local Amostra
amostral amostra
Instalagcéo Piso de pocilga Overshoes 10
Granja de ,
. Agua - 500ml 10
Terminagao
Racéao - 500gr 10
Pocilga de espera  Instalagao Piso Overshoes 10
Apds sangria 400cm? 100
Apds chamuscamento 400cm? 100
Carcaca
Apés evisceragdo 400cm? 100
Apés lavagem 400cm? 100
Abate Luva de ago 4 unidade® 184
Utensilio
Faca 4 unidades® 20d¢
Equipamento Mesa de evisceracio 400cm? 20¢
Parede 400cm? 20d
Instalagao
Ralo 1 unidade® 20d
Parede 400cm? 20d
Camara Fria Instalacao
Piso 400cm? 20d
Luva de aco 4 unidadesP 404
Faca 4 unidades® 40d
Utensilio
Tabuas de corte 400cm? 20d
Caixas plasticas 400cm? 204
Mesa de corte primario (Mezanino) 400cm? 20d
Sala de Cortes Equipamento Mesa/Esteira de desossa 400cm? 404
Esteira condutora para embalagem 400cm? 20d
Parede 400cm? 20d
Instalagao
Ralo 1 unidadec 20d
Primarios 400cm? 36
Cortes
Finais? 400cm? 40
TOTAL - - 894

aCortes finais: coletados antes da embalagem final; "Cada amostra foi composta por um “pool” de
quatro unidades; °Cada amostra de ralo sifonado foi composta pela amostragem da area total interna;
dMetade das amostras foram coletadas antes do inicio das atividades e metade coletadas durante as
atividades. FONTE: a autora (2018).

Ainda no abatedouro frigorifico, foram coletadas amostras de piso das

pocilgas com os animais ja descarregados; equipamentos, utensilios e instalagoes
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do ambiente de abate e processamento em dois momentos: antes do inicio das
atividades e durante as atividades; cortes carneos primarios e antes da embalagem
final (TABELA 01).

As amostras obtidas de carcacas, cortes e superficies foram coletadas com
esponjas estéreis pré-umedecidas (10 ml de NaCl 0.85% por esponja) em quatro
areas delimitadas por moldes estéreis de 10 x 10 cm (100 cm?) totalizando 400 cm?.
Cada amostra superficial de utensilio foi composta por um “pool” de quatro unidades,
também coletada com esponjas estéreis pré-umedecidas. A coleta dos ralos
sifonados foi realizado com esponja estéril pré-umedecida, onde cada amostra foi
composta pela area total interna do ralo. O material foi devidamente acondicionado
em recipientes isotérmicos € mantido sob refrigeragdo até o momento das analises

laboratoriais.

4.2.2 Pesquisa de Listeria spp.

A pesquisa de Listeria spp. foi realizada conforme o protocolo da ISO
11.290-1 (ISO, 1996; ISO, 2004) modificado. Amostras superficiais de carcagas
foram adicionados 90 ml de NaCl 0.85% peptonada 0,01% por esponja seguido de
homogeneizagdo por um minuto (230rpm) em Stomacher Seward 400®. Apods a
homogeneizagdo, 40ml foram transferidos para um tubo tipo falcon 50ml e
submetido a uma centrifugagdo por 15 minutos a 2000 g. O sobrenadante foi
descartado e o pellet foi ressuspendido com 10ml de caldo de enriquecimento para
Listeria (LEB, Difco™) e incubado a 30°C/24h. Apds incubacdo, 0,1ml de
enriquecimento foi transferido para o caldo Fraser (Oxoid), que foi incubado a
37°C/48h. A partir dos tubos com caldo Fraser que apresentaram hidrdlise da
esculina (escurecimento do caldo) realizou-se semeadura em placas de
Chromogenic Listeria Agar (ALOA, Oxoid) e Oxford Listeria agar (OXA, Oxoid),
seguido de incubacao a 37°C/48h. As colbnias caracteristicas foram selecionadas e
submetidas a confirmagdo e identificagdo bioquimica (provas de produgéo de
catalase, fermentacdo de carboidratos — dextrose, xilose, ramnose e manitol,
producao de B-hemdlise, motilidade e coloragao de Gram).

Para as amostras de agua e ragao, 25 ml ou gr foram incubados com 225ml
de LEB a 30°C/24h. Para as demais amostras, as esponjas foram submetidas a uma
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incubagédo direta com 90ml de caldo LEB (Difco™) a 30°C por 24h. Apds incubagao,

a sequéncia analitica foi idéntica ao descrito para as amostras de carcacas.
4.2.3 Sorotipificagdo molecular dos isolados de Listeria spp.

Os isolados confirmados de Listeria spp. foram submetidos ao protocolo de
reacao em cadeia da polimerase (PCR) multiplex para confirmagao e sorotipificagao
molecular como descrito por Doumith et al. (2004b).

Primeiramente, as culturas foram submetidas a extracdo de DNA total
utilizando-se lisozima (Sigma) e o kit Wizard® Genomic DNA Purification (Promega).
Apos extragao, o DNA das cepas foi submetido a PCR multiplex para diferenciagao
dos sorogrupos. As reacbes compreenderam um volume final de 25 ul
compreendendo 12,5 pyl de GoTaq Green Master Mix (Promega), 2,0 ul do DNA
extraido, 8,4 ul dos cinco pares de primers (1pmol) (TABELA 02) e 2,1 ul de agua
ultra pura para PCR (Promega). As condigbes das reagdes foram: 94°C/3 min; 35
ciclos de 94°C/0,4 min, 53°C/1,15 min, 72°C/1,15 min; e 72°C/7 min. Para
observacado dos resultados das amplificacbes, 5 ml da reacdo foi submetido a
eletroforese em gel de agarose a 2% (g/v) diluido em tamp&o de 0,5X Tris/Acido
Borico/EDTA, revelados com GelRed (Biotium Inc., Hayward, CA, EUA) em

transiluminador.

TABELA 02 - GENES ALVO E SEQUENCIAS DOS PRIMERS UTILIZADOS PARA
SOROTIPIFICACAO DOS ISOLADOS DE Listeria monocytogenes

Gene alvo Sequéncia (5'—3")* Tamanho do produto (bp)

Imo0737 F: AGGGCTTCAAGGACTTACCC 691
R: ACGATTTCTGCTTGCCATTC

Imo1118 F: AGGGGTCTTAAATCCTGGAA 906
R: CGGCTTGTTCGGCATACTTA

F: AGCAAAATGCCAAAACTCGT
ORF2819 R: CATCACTAAAGCCTCCCATTG 47

F: AGTGGACAATTGATTGGTGAA

R: ATCCATCCCTTACTTTGGAC
Prs F: GCTGAAGAGATTGCGAAAGAAG 370
R: CAAAGAAACCTT GGATTT GCG G

FONTE: a autora (2018).

ORF2110 597
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424 PFGE

Foram selecionados isolados de cada amostra positiva para Listeria spp.,
com exceg¢ao a amostra de pocilga de espera, obtida no dia 11 de janeiro de 2017,
na qual foi possivel obter apenas um isolado. A extragdo de DNA cromossomal foi
realizado de acordo com o protocolo descrito Graves e Swaminathan (2001)
recomendado pelo Center for Diseases Control and Prevention - CDC (PulseNet)
para subtipagem de Listeria spp. e a digestdo enzimatica foi feita utilizando as
enzimas Ascl e Apal (New England Biolabs Inc., Ipswich, MA, EUA). Os produtos da
macrorrestricdo foram separados por eletroforese em gel de agarose (Agarose
Seakem Gold 1% em tampdo TE 0,5X), utilizando o equipamento CHEF-DR I
(BioRad, Philadelphia, NY, EUA) com os seguintes parametros: gradiente de 6 V/cm;
switch time inicial, 4s; switch time final, 40s; tempo de corrida de 20 horas. Os géis
obtidos foram corados em banhos com GelRed (Biotium Inc., Hayward, CA, EUA) e
as imagens analisadas pelo software BioNumerics (version 6.6 Applied Maths, Gand
Belgium). Foi utilizada como referéncia para normalizagdo das imagens uma cepa
de Salmonella Braenderup (H9812) digerida com Xbal (Promega Corp., Madison,
WI, EUA) e foi aplicada uma otimizagdo de 1,5% e Dice de 5% para posigdo das

bandas.

4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Das 894 amostras obtidas nas 10 repeti¢des, 18 (2,0%) foram positivas para
Listeria spp. Destas, 16 (1,8%) amostras, obtidas de piso da pocilga de espera e ralo
da sala de abate e faca, tabua de corte, esteira condutora para embalagem final e
ralo da sala de corte, foram confirmadas para L. monocytogenes e duas (0,2%) para
L. innocua (uma amostra obtida de piso da pocilga de espera e uma amostra obtida
de ralo da sala de corte) (TABELA 03). Nao foi encontrada mais de uma espécie em

uma mesma amostra simultaneamente.
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TABELA 3 — RESULTADO DA PRESENCA DE Listeria spp., L. monocytogenes E L.innocua EM AMOSTRAS OBTIDAS ENTRE SET/2016 E FEV/2017 DE

UM ABATEDOURO FRIGORIFICO DE SUINOS

Local Amostra Momento da coleta N Listeria spp. L. monocytogenes L. innocua
Pocilga de Espera Piso Durante as atividades 10 02 (20,0%) 01 (10,0%) 01 (10,0%)
Abate Ralo Antes das atividades 10 02 (20,0%) 02 (20,0%) -

Faca Durante as atividades 20 01 (5,0%) 01 (5,0%) -
Tabuas de corte Antes das atividades 10 01 (10,0%) 01 (10,0%) -
Sala de Cortes Esteira condutora para embalagem  Antes das atividades 10 05 (50,0%) 05 (50,0%) -
Esteira condutora para embalagem Durante as atividades 10 06 (60,0%) 06 (60,0%) -
Ralo Antes das atividades 10 01 (10,0%) - 01 (10,0%)
- Demais amostras - 814 0 0 0
Total - - 894 18 (2,0%) 16 (1,8%) 02 (0,2%)

FONTE: a autora (2018).
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Nenhuma das amostras de agua, ragédo e piso de pocilga obtidas das dez
granjas distintas de terminagao de suinos apresentaram L. monocytogenes e apenas
uma amostra de piso da pocilga de espera, no abatedouro frigorifico, foi positiva
para o patégeno. Os suinos podem excretar esses micro-organismos em suas fezes
podendo contaminar o ambiente na granja e carrear esse patdgeno para dentro do
ambiente industrial (BOSCHER, HOUARD & DENIS, 2012). No entanto, a baixa taxa
de contaminagao das pocilgas indica que o animal nao € o principal determinante
para a deteccao de L. monocytogenes em plantas frigorificas.

Nao foi detectado L. monocytogenes nas amostras de superficies de carcaca
em nenhum dos quatro pontos amostrados (apds sangria, apdés chamuscamento,
apos evisceracao e apos lavagem final). Uma baixa taxa de isolamento em carcagas
suinas também foi encontrada por Prencipe et al. (2012), onde encontraram uma
positividade de 3% (23/774) em superficies de carcagas suinas coletadas antes da
refrigeragao.

Em virtude da ampla distribuicdo e sobrevivéncia desse patdégeno no
ambiente, as carcacas podem ser contaminadas em qualquer fase do abate. No
entanto, o nivel de contaminagdo tende a aumentar ao longo da cadeia devido ao
aumento da manipulagdo dos cortes, envolvendo mais utensilios e tendo contato
direto com equipamentos distintos, encontrando percentuais mais elevados na carne
suina no final das etapas de processamento do que nas carcagas imediatamente
apo6s as etapas de abate (KANUGANTI et al., 2002; LOPEZ et al., 2008; GAMBOA-
MARIN et al., 2012; PRENCIPE et al., 2012).

Na sala de abate, nenhuma amostra analisada de utensilio e equipamento
foi positiva para L. monocytogenes e duas amostras de ralo foram positivas para o
patdogeno. As instalagdes como piso, parede e ralo, mesmo que nao entram em
contato direto com o alimento, podem constituir pontos importantes na manutencéao
de cepas de L. monocytogenes no ambiente industrial, devido a sua capacidade de
aderir e formar biofilme sob condi¢gdes adversas. Uma vez aderida nesses locais, L.
monocytogenes pode se desprender e contaminar utensilios e equipamento que
posteriormente poderao entrar em contato com o produto, principalmente através da
formagcdo de aerossdis produzidos durante as etapas de higienizagao
(GUDBJORNSDOTTIR et al., 2004; ZHAO et al., 2006; BERRANG et al., 2010).

Ja na sala de corte, duas amostras de utensilio (faca e tabua de corte) de

120 analisadas (1,6%) e 11 amostras de equipamento (esteira condutora para
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embalagem) de 80 analisadas (13,8%) apresentaram L. monocytogenes. No
entanto, ndo foi possivel isolar o patdgeno nas amostras obtidas dos cortes carneos,
cujo resultado pode ser explicado pela forma de obtencdo das amostras que era por
friccdo da esponja dentro da area delimitada pelo molde, diferente do que acontecia
com o produto que era apenas levemente depositado na esteira condutora.

Essas frequéncias de isolamento no ambiente industrial foram menores do
que em outros trabalhos de levantamento da presenga de L. monocytogenes em
plantas de abate e processamento de produtos carneos. Meloni et al. (2013)
avaliaram a disseminagédo desse patdgeno em cinco plantas de processamento de
carne suina da ltalia durante trés anos, onde encontraram uma positividade de 23%
em amostras de equipamentos, utensilios e superficies de contato. Lariviere-
Gauthier et al. (2014) fizeram um levantamento de L. monocytogenes em uma planta
de abate e processamento de carne suina na provincia de Quebec, Canada, e
obtiveram 43,9% (18/41) das amostras positivas para este patdogeno em
equipamentos e 66,7% (20/30) em superficies do ambiente da sala de desossa.

Ja Simmons et al. (2014), em um estudo que avaliou os padrdoes de
contaminagao por L. monocytogenes em 121 estabelecimentos que produziam
embutidos carneos nos Estado Unidos, detectaram uma positividade para esse
patdogeno em 4,5% das superficies que entraram em contato com os alimentos. Esse
resultado foi semelhante ao encontrado neste estudo, onde se encontrou uma
positividade de 6,5% (13/200) nas amostras de utensilios e equipamentos que
entraram em contato direto com a carne suina na sala de corte.

Apesar das amostras de carcaga e carne suina nado apresentarem o L.
monocytogenes, a presencga deste patdbgeno em ambiente industrial representa risco
de contaminacgao aos produtos carneos, ja que o agente pode contaminar o alimento
em qualquer fase do processo. Ainda, com base nos resultados obtidos, deve-se
destacar a maior taxa de isolamento do patégeno nas etapas finais de manipulagao
da carne suina, representando um importante papel epidemiolégico na transmissao
de L. monocytogenes para os consumidores.

Dos 31 isolados de L. monocytogenes submetidos a analise de
macrorrestricdo por PFGE, apenas um apresentou um pulsotipo diferente com
98,4% de similaridade com os demais isolados (FIGURA 01). Todos os isolados de

L. innocua analisados apresentaram o mesmo pulsotipo.
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FIGURA 1 — PADROES DE PFGE APOS A MACRORRESTRICAO (ENZIMAS APAI E ASCI) DOS ISOLADOS DE Listeria spp. OBTIDOS DAS AMOSTRAS
COLETADAS EM UM ABATEDOURO FRIORIFICO DE SUINOS AO LONGO DE DEZ COLETAS REALIZADAS ENTRE SET/2016 E FEV/2017

. Apal Ascl Isolado Data Origem Identificagéo Sorotipo
| i i _ 10 13/10/2016 EEDP L. monocytogenes  IVb
101 11/01/2017 EEDP L. monocytogenes Vb
104 11/01/2017 PE L. monocytogenes Vb
106 18/01/2017 FDP L. monocytogenes Vb
109 18/01/2017 FDP L. monocytogenes Vb
I i i | ME 26 03/11/2016 EEDP L. monocytogenes Vb
' I | i !l 30 03/11/2016 EEDP L. monocytogenes Vb
I § e s 09/11/2016 RAAP L. monocytogenes  IVb
II |- ' | ‘ ﬁ 38 09/1/2016 RAAP L. monocytogenes  IVb
- 4 28/09/2016 EEAP L. monocytogenes  IVb
| i3 i ek | [ 4 09/11/2016 EEAP L. monocytogenes  IVb
} i ] 1 " 44 09/11/2016 EEAP L. monocytogenes  IVb
B 19 i 0+ 09/11/2016 EEDP L. monocytogenes  IVb
| g 14 i N s 09/11/2016 EEDP L. monocytogenes Vb
59 30/11/2016 TCAP L. monocytogenes Vb
62 30/11/2016 TCAP L. monocytogenes Vb
65 30/11/2016 EEAP L. monocytogenes Vb
68 30/11/2016 EEAP L. monocytogenes Vb
72 30/11/2016 EEDP L. monocytogenes Vb
| [ i 74 30/11/2016 EEDP L. monocytogenes Vb
77 14/12/2016 EEAP L. monocytogenes Vb
| i b m 8 28/09/2016 EEAP L. monocytogenes  IVb
, 80 14/12/2016 EEAP L. monocytogenes Vb
Y 83 14/12/2016 EEDP L. monocytogenes  IVb
86 14/12/2016 EEDP L. monocytogenes Vb
[ 89 11/01/2017 RAAP L. monocytogenes  IVb
90 11/01/2017 RAAP L. monocytogenes Vb
91 11/01/2017 EEAP L. monocytogenes Vb
95 11/01/2017 EEAP L. monocytogenes Vb
94 l 97 11/01/2017 EEDP L. monocytogenes IVb
| {9 { o 13 13/10/2016 EEDP L. monocytogenes  IVb
897 19 13/10/2016 PE L. innocua Listeria spp.
22 13/10/2016 PE L. innocua Listeria spp.
53 09/11/2016 RSCAP L. innocua Listeria spp.
56 09/11/2016 RSCAP L. innocua Listeria spp.

Legenda: EEDP - Esteira condutora para embalagem da sala de cortes durante processamento; PE — Pocilga de espera; FDP — Faca da sala de cortes
durante processamento; RAAP — Ralo da sala de abate antes do processamento; EEAP - Esteira condutora para embalagem da sala de cortes antes
processamento; TCAP — Tabua de corte da sala de cortes antes do processamento; RSCAP — Ralo da sala de cortes antes do processamento. Nota: As
similaridades entre os pulsotipos de PFGE identificados foram estimadas usando o coeficiente de Dice (5% de tolerancia). FONTE: a autora (2018).
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E comum encontrar trabalhos com baixa diversidade genética entre os
isolados de L. monocytogenes. Meloni et al. (2013), na Italia, e Lopez et al. (2008),
na Espanha, obtiveram seis e nove pulsotipos diferentes, respectivamente, entre os
isolados obtidos em abatedouro frigorifico de suinos. Camargo et al. (2014)
encontraram 100% dos isolados L. monocytogenes obtidos de ambientes de abate e
processamento de bovinos, no Brasil, com o mesmo perfil genético. Essa baixa
diversidade encontrada entre os isolados pode ser decorrente da capacidade do
patdogeno persistir nos mesmos nichos ecoldgicos por meses ou anos, tornando-se
endémicos e especificos da planta frigorifica.

Esses resultados obtidos da analise do perfil genético evidenciaram uma
persisténcia de isolados de L. monocytogenes durante as coletas realizadas no
ambiente de abate e processamento num mesmo abatedouro frigorifico em
momentos distintos, sobretudo, na esteira condutora dos cortes para embalagem
final. Nesse local foi possivel recuperar o agente antes das atividades em cinco
coletas e durante as atividades em seis coletas (FIGURA 02).

FIGURA 02 - PERSISTENCIA DE CLONES DE L. monocytogenes EM UM ABATEDOURO
FRIGORIFICO DE SUINOS EM DEZ COLETAS REALIZADAS ENTRE SET/2016 A FEV/2017

Amostras
Positivas
PE X
RAAP X X
FDP X
TCAP X
EEAP X X X X X
EEDP X X X X X X
Co1 C02 Co03 co4 C05 Co06 co7 Cco8 Cc09 Cc10
28/set 13/out 01/nov 09/nov 30/nov 14/dez 11/jan 18/jan 25/jan 01/fev
2016 2016 2016 2016 2016 2016 2017 2017 2017 2017

Legenda — PE — Pocilga de espera; RAAP — Ralo da sala de abate antes do processamento; FDP —
Faca da sala de cortes durante processamento; TCAP — Tabua de corte da sala de cortes antes do
processamento; EEAP - Esteira condutora para embalagem da sala de cortes antes processamento;
EEDP - Esteira condutora para embalagem da sala de cortes durante processamento. X — presenga
de L. monocytogenes. C — coleta. FONTE: a autora (2018).

Uma série de fatores de risco diferentes podem contribuir com essa
persisténcia, desde caracteristicas relacionadas com o proprio micro-organismo

(potencial de adesdo e formacédo de biofilmes, tolerancia ao “estresse ambiental’
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causado pelas oscilagdes de temperatura, pela falta de nutriente ou pela agao de
desinfetantes) até caracteristicas dos utensilios, equipamentos e instalagdes
(presenca de locais de que favoregam a adesdao e o alojamento das células
bacterianas) que podem facilitar a permanéncia de L. monocytogenes em plantas
frigorificas por longos periodos de tempo (LOPEZ et al., 2008; CARPENTIER &
CERF, 2011; CAMARGO et al., 2014).

Todos os isolados de L. monocytogenes sorotipificados foram do sorogrupo
molecular IVb, segundo a classificagao proposta por Doumith et al. (2005), que inclui
os sorotipos 4b, 4d e 4e. Embora o sorotipo exato ndo possa ser identificado com
esse ensaio, pode-se verificar uma predominancia diferente de sorotipos quando
comparados com os resultados da sorotipificacdo tradicional de isolados obtidos de
ambientes de processamento de suinos descritos por Ochiai et al. (2010) e Meloni et
al. (2013), e com os resultados dos isolados obtidos de ambientes de abate e
processamento de bovinos descrito por Camargo et al. (2015). Nos trés estudos, o
sorotipo predominante foi o 1/2c, pertencente ao sorogrupo molecular lic, diferente
ao observado com os isolados obtidos neste trabalho.

O sorotipo 1/2c também faz parte dos quatro principais sorotipos de L.
monocytogenes isolados de alimentos e pacientes, no entanto, geralmente sao
reconhecidas por possuir baixo potencial de viruléncia (RAGON et al., 2008; LOPEZ
et al., 2013). Os sorotipos 1/2a, 1/2b e 4b sao os principais responsaveis por causar
listeriose e o0 sorotipo 4b geralmente esta associado a sintomas clinicos graves
(SWAMINATHAN & GERNER-SMIDT, 2007).

4.4 CONCLUSAO

Através da determinacao do perfil genético, foi possivel constatar uma
persisténcia de clones de L. monocytogenes IVb no estabelecimento em amostras
obtidas na sala de abate e processamento de suinos. Apesar de nenhuma amostra
de carcaca e carne suina ter sido positiva para o patdégeno, a sua manutengcdo em
varios momentos distintos, expde os produtos manipulados a uma possivel
contaminagao, demonstrando assim, a necessidade do controle permanente de L.
monocytogenes na industria, sobretudo no ambiente de processamento.

Nao foi detectada L monocytogenes nas amostras obtidas nas granjas de

terminacdo, sugerindo que os animais n&o constituem o principal disseminador do
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patogeno as plantas frigorificas. A maior frequéncia de isolamento do patégeno no
ambiente industrial ocorreu nas etapas finais de manipulacdo da carne suina, tanto
em utensilios (faca e tabua de cortes) como em equipamento (esteira condutora de

corte para embalagem final).
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5 CAPITULO Il — PESQUISA DE GENES DE VIRULENCIA, PERFIL DE
RESISTENCIA A ANTIMICROBIANOS E CAPACIDADE DE ADESAO Listeria
monocytogenes ISOLADA DE ABATEDOURO FRIGORIFICO DE SUINOS

RESUMO: A listeriose € uma grave doenga de interesse global cujo patégeno pode
ser transmitido por alimentos. O desenvolvimento desse quadro € possivel devido
Listeria monocytogenes possuir uma variedade de fatores de viruléncia, onde cada
fator desempenha um papel importante e estdo envolvidos em diferentes estagios de
sua patogénese. As cepas de L. monocytogenes sao consideradas relativamente
suscetiveis a uma ampla gama de antimicrobianos, embora tenha sido relatado um
aumento da resisténcia frente a importantes antimicrobianos utilizados no tratamento
de listeriose em humanos. Ainda, a capacidade de aderir e formar biofiimes em
superficies representa importante risco a saude, por auxiliar na persisténcia e
disseminagao de cepas com potencial patogénico em ambientes de processamento
de alimentos, podendo contaminar os produtos principalmente por contaminacao
cruzada. Assim, os objetivos deste trabalho foram avaliar a patogenicidade das
cepas de L. monocytogenes quanto a presencga dos principais genes de viruléncia,
quanto ao perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos e quanto a capacidade de
adesao em superficie. Um total de 87 cepas de L. monocytogenes, isolados de
ambiente de abate e processamento de suinos, foram submetidos a caracterizagao
quanto a presenca de genes de viruléncia (inlA, inIB, inlC, inld, hlyA, actA, iap, pIcA)
através da PCR. Para determinacao do perfil de resisténcia a antimicrobianos foram
utilizados as metodologias de disco-difusdo e ao teste de microdiluicdo em caldo e a
capacidade de adesao em superficie de poliestireno foi avaliada pela metodologia
descrita por Stepanovi¢ et al. (2000) e Lee et al. (2017) com modificagées. Das 87
cepas avaliadas quanto a presenga de genes de viruléncia, 93,1% (81/87)
apresentaram todos os genes pesquisados. Apenas uma cepa nao apresentou os
genes inlA e inlC e seis cepas nao apresentaram o gene inlB. Essas cepas
apresentaram suscetibilidade a maioria dos antimicrobianos testados, no entanto, foi
detectado 100% de resisténcia a ampicilina, 18,8% a penicilina e 6,25% a
sulfametaxazol-trimetropim. Todos os isolados foram classificados como fracamente
aderente. Este estudo verificou que as cepas de L. monocytogenes de ambiente de
abate e processamento de suinos apresentaram os principais genes de viruléncia e
com resisténcia frente aos antimicrobianos de escolha no tratamento de listeriose. A
capacidade de adesao, detectada nas cepas testadas, contribui para a manutengao
desses micro-organismos no ambiente da industria podendo contaminar os
alimentos processados constituindo uma situagao alarmante aos consumidores.

Palavras-chave: adesao; gene de viruléncia; listeriose; resisténcia antimicrobiana.

5.1 INTRODUCAO

L. monocytogenes € um importante patégeno transmitido por alimentos que
causa gastroenterite febril em pessoas saudaveis e listeriose invasiva em

populagdes de alto risco, como gestantes, idosos e pacientes imunocomprometidos,
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podendo cursar com aborto espontdneo ou natimorto, septicemia, meningite,
meningoencefalite e abcessos cerebrais (BROUWER et al., 2006; SWAMINATHAN
& GERNER-SMIDT, 2007; RYSER & MARTH, 2007; LAMONT et al., 2011). Apesar
de nao apresentar alta incidéncia, a listeriose representa importante risco a saude
publica pela severidade da doencga, provocando hospitalizagdo em 90% dos casos
confirmados e alto indice de mortalidade com uma taxa que varia entre 20 e 30%
(SCALLAN et al.,, 2011; EFSA, 2015).

Ao longo da evolugdo de L. monocytogenes houve a aquisicdo de uma
variedade de fatores de viruléncia, possibilitando a ocorréncia desses quadros de
listeriose que se caracterizam por invasao e sobrevivéncia nas células hospedeiras,
aléem de possuir uma maneira caracteristica de colonizagcdo usando células
fagociticas para serem distribuidas pelo corpo, evadindo-se da resposta imune do
hospedeiro (CHATURONGAKUL et al., 2008; CAMARGO et al., 2016).

Entre os fatores de viruléncia, as internalinas (inl) s&o proteinas que
participam da interiorizagdo de L. monocytogenes nas células do hospedeiro. Duas
dessas sao particularmente importantes para a sua patogenicidade: InlA e InIB. Além
disso, outras internalinas como inlIC e inlJ, que n&o estao envolvidas no processo de
entrada na célula, também sao considerados marcadores de viruléncia, podendo ser
usados para diferenciar estirpes virulentas de nao virulentas (BIERNE et al., 2007,
LIU et al. 2007; DE LAS HERAS et al. 2011; PIZARRO-CERDA, KUHBACHER &
COSSART, 2012). Outros fatores-chave de viruléncia, como a hemolisina (hlyA),
fosfatidilinositol fosfolipase C (plcA), proteina de polimerizagdo de actina (actA) e
proteina p60 também participam na patogénese de L. monocytogenes (VAZQUEZ-
BOLAND et al., 2001; CAMARGO et al., 2016).

Devido a gravidade da doenga, sobretudo da listeriose invasiva, € comum a
indicacdo de antibioticoterapia. As cepas de L. monocytogenes sao normalmente
sensiveis aos antimicrobianos como penicilina, ampicilina, amoxicilina, gentamicina,
eritromicina, tetraciclina, rifampicina, sulfametaxazol com trimetropim, vancomicina e
imipenem, entretanto a maioria das cepas apresenta uma resisténcia intrinseca
frente as cefalosporinas, especialmente de terceira e quarta geragdo, como
cefotaxima e cefepima (CHARPENTIER & COURVALIN, 1999; POROS-
GLUCHOWSKA et al. 2003; CLSI, 2006).

Embora as cepas de L. monocytogenes sejam consideradas relativamente

suscetiveis, a medida que os antimicrobianos vao sendo utilizados na criagao de
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animais de produgdo ou em tratamento de humanos, a ocorréncia de mutagéo
espontanea em patdégenos de importancia em alimentos e a propagacéo de agentes
resistentes podem contribuir para o aumento da resisténcia antimicrobiana
(MANTILLA et al. 2007; EFSA, 2008; CONTER et al. 2009; GRANIER et al., 2011;
KOVACEVIC et al. 2013). Em consideragdo as implicagcbes em saude e a alta taxa
de mortalidade causada pela listeriose, € importante garantir a eficacia da
antibioticoterapia e determinar e monitorar os perfis de resisténcia antimicrobiana
dos isolados (GOMEZ et al., 2014).

O principal determinante para sua persisténcia e disseminagado € a grande
capacidade que L. monocytogenes tem em aderir e formar biofiime em superficies
que entram em contato com alimentos, principalmente nas areas de dificil limpeza e
desinfecgdo (LEE WONG, 1998; MURETRJ & LANGSRUD, 2004; BONAVENTURA
et al. 2008; BONSAGLIA et al. 2014). Esse patogeno ja foi observado em varios
pontos do ambiente de abate e processamento de suinos nos diferentes estagios de
producdo, levando a maiores chances de contaminagdo da carne in natura e
derivados (BARROS et al.,, 2007; MELONI et al., 2013; SIMMONS et al., 2014;
LARIVIERE-GAUTHIER et al., 2014).

A contaminagao da carne suina in natura representa uma importante fonte
de transferéncia de L. monocytogenes, tanto por contaminagcado cruzada que pode
ocorrer dentro da propria industria, quanto por contaminagdo no ponto de
distribuicdo, venda do produto ou no ambiente doméstico (CARPENTIER & CERF,
2011). Dessa forma, a facilidade de sobrevivéncia de L. monocytogenes em plantas
de abate e processamento favorece a transmissdo aos alimentos, assumindo um
importante papel epidemiolégico na transmissdo desse agente para os humanos
(OLIVEIRA et al., 2010; SIMOES, SIMOES & VIEIRA, 2010).

Assim, para uma melhor avaliagdo das cepas de L. monocytogenes
circulantes em ambiente de abate e processamento, os objetivos deste trabalho foi
caracterizar cepas isoladas de um abatedouro frigorifico de suinos, quanto a
presenca dos principais genes de viruléncia, resisténcia a antimicrobianos e

potencial de adesdo em superficie.



54

5.2 MATERIAL E METODOS

5.2.1 Isolados de Listeria monocytogenes

Foram analisadas 87 cepas de L. monocytogenes pertencente ao sorogrupo
IVb, segundo classificagdo feita por Doumith et al. (2005). Estas cepas foram
isoladas de diversas fontes de um abatedouro frigorifico de suinos no estado do
Parana (BR), entre setembro de 2016 e janeiro de 2017. Os isolados foram
identificados aleatoriamente como L0O1 a L87 conforme suas origens e data de coleta
(TABELA 01).

TABELA 01 - IDENTIFICAGAO DAS CEPAS DE Listeria monocytogenes OBTIDOS DE UM
ABATEDOURO FRIGORIFICO DE SUINOS LOCALIZADO NO ESTADO DO PARANA, BRASIL

ORIGEM DATA COLETA N. IDENTIFICAGAO

Esteira condutora para Embalagem Limpa 28/09/16 06 LO1 - L06
Esteira condutora para Embalagem Em Uso 13/10/16 06 LO7 - L12
Esteira condutora para Embalagem Em Uso 01/11/16 06 L13-L1L18
Ralo Limpo 09/11/16 06 L19 - L24
Esteira condutora para Embalagem Limpa 09/11/16 06 L25 - 130
Esteira condutora para Embalagem Em Uso 09/11/16 06 L31-L1L36
Tabua de corte Limpa 30/11/16 06 L37 — L42
Esteira condutora para Embalagem Limpa 30/11/16 06 L43 - L48
Esteira condutora para Embalagem Em Uso 30/11/16 06 L49 — L54
Esteira condutora para Embalagem Limpa 14/12/16 06 L55 - L60
Esteira condutora para Embalagem Em Uso 14/12/16 06 L61 - L66
Ralo Limpo 11/01/17 02 L67 — L68
Esteira condutora para Embalagem Limpa 11/01/17 06 L69 —L74
Esteira condutora para Embalagem Em Uso 11/01/17 06 L75 -L80
Piso Em Uso 11/01/17 01 L81

Faca Em Uso 18/01/17 06 L82 —L87

FONTE: a autora (2018).

Todas as cepas foram mantidas congeladas em caldo tripticase de soja
(TSB, Difco™) suplementados com glicerol a 20% (v/v). Para realizagdo das
analises, as culturas foram semeadas em agar tripticase de soja (TSA, Difco™) e

incubadas a 35°C/24h para obtencao de col6nias isoladas.
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5.2.2 Detecgdo dos genes de viruléncia

Primeiramente, as cepas foram submetidas a extracdo de DNA total
utilizando-se lisozima (Sigma) e o kit Wizard® Genomic DNA Purification (Promega).
Apo6s extracdo, o DNA foi submetido a reagdo em cadeia da polimerase (PCR) para
a deteccao dos genes de viruléncia: inlA, inlB, inIC, inld, pIcA, hlyA, actA e iap. Os
protocolos para cada ensaio de PCR foram realizados de acordo com Liu et al.
(2007) para deteccao dos genes inlA, inlB, inIC e inlJ e Rawool et al. (2007) para os
genes plcA, hlyA, actA e iap. Em todos os protocolos, as reagbes compreenderam
um volume final de 25ul compreendendo 12,5yl de GoTaq Green Master Mix
(Promega), 2,0ul do DNA extraido, 400 nMol de cada primer e agua ultrapura livre
de nucleases (Promega) para completar o volume final. As sequéncias dos primers e
os tamanhos de fragmentos esperados foram previamente descritos por Furrer et al.
(1991), Notermans et al. (1991), Paziak-Domanska et al. (1999), Suarez e Vazquez-
Boland (2001) e Liu et al. (2007) e utilizados nesta pesquisa (TABELA 02).

TABELA 02 - GENES ALVO E SEQUI:ENCIAS DOS PRIMERS UTILIZADOS PARA
CARACTERIZACAO DO POTENCIAL DE VIRULENCIA DOS ISOLADOS DE Listeria monocytogenes

Gene A , y o Produto R
PCR alvo Sequéncia dos primers (5’—3’) (pb) Referéncia

Muliplex ___ F: ACGAGTAACGGGACAAATGC .
MA - R, CCCGACAGTGGTGCTAGATT 800 Liu etal. (2007)

 F AATTCCCACAGGACACAACC .
niC R CGGGAATGCAATTTTTCACTA 517 Liu etal. (2007)

F: TGTAACCCCGCTTACACAGTT

R AGCGGCTTGGCAGTCTAATA 238 Liuetal. (2007)
Simplex ____F: TGGGAGAGTAACCCAACCAC .
P B . GTTGACCTTCGATGGTTGCT 884 Liu et al. 2007
Simplex F: CTGCTTGAGCGTTCATGTCTC ATCCCCC Notermans et al.
PlcA  R. ATGGGTTTCACTCTCCTTCTAC 1484 (1991)
Multiplex hiyA F: GCAGTTGCAAGCGCTTGGAGTGAA 456 Paziak-Domanska
R: GCAACGTATCCTCCAGAGTGATCG et al. (1999)
F: CGCCGCGGAAATTAAAAAAAGA Suarez & Vazquez-
actA  R. ACGAAGGAACCGGGCTGCTAG 839 Boland (2001)

F: ACAAGCTGCACCTGTTGCAG

/80 R. TGACAGCGTGTGTAGTAGCA 131 Furreretal. (1991)

FONTE: a autora (2018).

Aliquotas de 10pyL dos produtos amplificados foram submetidas a
eletroforese em gel de agarose a 2% (m/v) e tampdo de 0,5X Tris/Acido
Borico/EDTA, revelados com GelRed (Biotium Inc., Hayward, CA, EUA) em
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transiluminador e analisados comparativamente com um controle positivo (L.
monocytogenes ATCC 7644), um controle negativo (substituicdo da amostra por

agua ultrapura) e um marcador de DNA de 100 pares de bases (bp).

5.2.3 Suscetibilidade aos antimicrobianos

A suscetibilidade aos antimicrobianos foi determinada pelo método de disco-
difusdo de acordo com as recomendag¢des do Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI) (CLSI, 2017). Foram testados 12 antimicrobianos pertencente a nove
classes: (1) aminoglicosideos: gentamicina (10ug), canamicina (30ug) e tobramicina
(10u4Q); (2) ansamicinas: rifampicina (5ug); (3) carbapenema: meropenem (10ug); (4)
fenicdis: cloranfenicol (30ug); (5) lincosamidas: clindamicina (2ug); (6)
fluorquinolonas: ciprofloxacina (5ug); (7) tetraciclinas: minociclina (30ug) e
tetraciclina (30ug); (8) glicopeptideos: vancomicina (30ug); (9) macrolideos:
eritromicina (15ug). Atualmente nao ha critérios interpretativos de disco-difusdo para
L. monocytogenes, sendo assim, foram aplicados os critérios determinados para
outros micro-organismos Gram-positivos. Para vancomicina foi utilizado o padrao de
referéncia para Enterococcus spp. € para os demais antimicrobianos foram utilizado
os padrdes para Staphylococcus spp., onde os isolados testados foram classificados
como sensiveis, intermediarios e resistentes. Staphylococcus aureus ATCC 25923

foi utilizado como uma cepa controle.

5.2.4 Microdiluigdo em caldo para teste de suscetibilidade a antimicrobianos

Para cada origem de isolamento (esteira condutora para embalagem, ralo,
tabua de corte, piso e faca) (TABELA 01) foi selecionada uma cepa, totalizando 16
cepas, para a determinagéo da concentracgéo inibitéria minima (CIM) para ampicilina,
penicilina e para a associagdao de sulfametoxazol com trimetoprim, conforme
determinado para L. monocytogenes (CLSI, 2006), através do método de
microdiluicdo em caldo para testes de suscetibilidade antimicrobiana (CLSI, 2012).
Os resultados da CIM foram interpretados de acordo com os breakpoints definidos

no CLSI como sensiveis e resistentes.
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5.2.5 Potencial de adesao das cepas de L. monocytogenes

Todos os isolados foram submetidos ao teste de adesdo em microplaca de
poliestireno segundo metodologia descrita por Stepanovic¢ et al. (2000) e Lee et al.
(2017), com modificagdes. A partir de cada cepa diluida a 108 UFC/mL (escala 0,5
de MacFarland) utilizando caldo TSB suplementado com extrato de levedura a 0,6%
(TSB-YE, Difco™), 200uL foram semeados, em triplicata, nos pogos da microplaca
de poliestireno de 96 pogos com fundo chato (Nest®) e incubados a 35°C/48h. Em
cada placa, trés pogos foram preenchidos com 200uL de caldo TSB-YE (Difco™)
nao inoculado, utilizados como controle negativo. Apds a incubagao, as microplacas
foram lavadas trés vezes com solugao salina tamponada com fosfato estéril (PBS,
pH 7,2) (250uL/pogo). As cepas que permaneceram aderidas apds lavagem, foram
fixadas com 200uL de metanol 99% por 15 min e submetidas a secagem em
temperatura ambiente. Em seguida, os pogos foram corados com 200uL de violeta
cristal 1% por 15 minutos. Para remogao do corante, foram lavados trés vezes com
agua destilada e mantidos até secagem em temperatura ambiente. Para leitura,
foram adicionados 160uL/pogo de acido acético glacial 33% (v/v) e a absorbancia foi
verificada em uma leitora de microplacas Anthos 2010 (Bichrom®) a 595nm.

A classificagdo dos isolados foi realizada de acordo com Stepanovi¢ et al.
(2000), onde a avaliagdo dos resultados de absorbancia do valor da densidade
Optica de cada amostra (DOa) foi comparado com a média da absorbéancia dos
controles negativos acrescido de trés vezes o desvio padrdo (DOcn). Para
determinar o grau de adesdo foi utilizada a seguinte classificacdo: nao aderente
(DOasDOcn), fracamente aderente (DOcn< DOas< 2.DOcn), moderadamente
aderente (2.D0cn< DOas< 4.DOcn) e fortemente aderente (4.DOcn<DOa). Todos os

testes foram realizados trés vezes e os resultados foram calculados em média.

5.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Das 87 cepas avaliadas quanto a presenga de genes de viruléncia, 93,1%
(81/87) apresentaram todos os genes pesquisados. A cepa L04 ndo apresentou os
genes inlA, inlB e inlC e as cepas L16, L30, L32, L72 e L84 ndo apresentaram o
gene inIB. Nossos resultados estdo de acordo com estudos anteriores, onde esses

genes estiveram presentes em quase todos os isolados pesquisados em L.
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monocytogenes obtidos de diferentes categorias de alimentos e ambientes
(GELBICOVA & KARPISKOVA, 2012; LOMONACO et al. 2012; JAMALI, RADMEHR
& THONG, 2013; HAUBERT et al., 2015; CAMARGO et al., 2015; SILVA et al.,
2016).

O sucesso da infecgdo causada por L. monocytogenes requer a presenga e
a expressao de genes de viruléncia. Para indicar o potencial patogénico das cepas,
protocolos de analises moleculares visam pesquisar o grupo de genes das
internalinas (VAZQUEZ-BOLAND et al., 2001; LIU et al. 2007). O gene inlA codifica
a proteina de superficie InlA que desempenha um papel essencial no mecanismo de
penetracdo nas ceélulas hospedeiras (TORRES et al., 2005). A presenga do gene
inIB aumenta a afinidade do patégeno pelos tecidos do figado e do bago (BIERNE et
al., 2007), enquanto inIC promove a disseminacédo intracelular da infec¢do, atuando
apés os estagios intestinais da infeccdo. A funcdo exata de inlJ ainda é
desconhecida, mas tem sido relacionado com a passagem de L. monocytogenes
através da barreira intestinal (VAZQUEZ-BOLAND et al., 2001; BIERNE et al., 2007;
LIU et al., 2007).

Ainda, a investigacdo da presenca de diferentes fatores de viruléncia
utilizando primers que se ligam em regides altamente conservadas, como as regides
dos genes hly, iap e actA, auxiliam na avaliagao do potencial patogénico das cepas.
O gene hlyA, estd envolvido com a codificacédo da listeriolisina O (LLO), uma
hemolisina necessaria para a sobrevivéncia e proliferacdo dentro de macréfagos e
fagoécitos (VAZQUEZ-BOLAND et al., 2001; COSSART, 2002); PIcA, que codifica
uma fosfolipase C, que associada a LLO, atua na lise do fagossomo formado pela
invasao do agente a célula do hospedeiro; actA necessaria para a polimerizagao da
actina e, assim, permitir o movimento intracitoplasmatico; iap, participa da invasao e
sobrevivéncia nas células intestinais através da codificacdo da proteina p60
(VAZQUEZ-BOLAND et al., 2001; DE LAS HERAS et al., 2011). Assim, a presenga
desses genes indica o potencial de viruléncia das cepas de L. monocytogenes
testadas, pois cada gene desempenha um papel importante nos mecanismos de
patogenicidade que estdo envolvidos em seus diferentes estagios.

Frente aos antimicrobianos testados pelo método de disco-difusao, 100%
das cepas foram sensiveis a gentamicina, tobramicina, rifampicina, cloranfenicol,
vancomicina e minociclina. Canamicina, meropenem, tetraciclina e eritromicina

apresentaram 98,9%, 95,4%, 98,9% e 97,8%, respectivamente, entre as cepas. No
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entanto, nenhuma cepa foi sensivel a clindamicina (TABELA 03). Apenas uma cepa
(cepa L81) apresentou resisténcia a quatro classes (canamicina, clindamicina,
eritromicina e tetraciclina), sendo assim, classificada como multirresistente,
entretanto essa cepa nao diferiu das demais cepas quanto a presenga dos genes de
viruléncia. Essa cepa foi isolada do piso da pocilga de espera, podendo ter ocorrido
maior interagdo com outros micro-organismos carreados pelos suinos levando a

aquisicao de elementos genéticos moveis de resisténcia.

TABELA 03 — PERFIL DE RESISTENCIA ANTIMICROBIANA DE 87 CEPAS DE L. monocytogenes
OBTIDAS DE UM ABATERDOURO FRIGORIFICO DE SUINOS

Antimicrobiano Sensivel Intermediario Resistente
n (%) n (%) n (%)
Gentamicina 87 (100) - -
Canamicina 86 (98,9) - 1(1,1)
Tobramicina 87 (100) - -
Rifampicina 87 (100) - -
Meropenem 83 (95,4) - 4 (4,6)
Cloranfenicol 87 (100) - -
Clindamicina - 63 (72,4) 24(27,6)
Ciprofloxacina 77 (88,5) 10 (11,5) -
Minociclina 87 (100) - -
Tetraciclina 86 (98,9) - 1(1,1)
Vancomicina 87 (100) - -
Eritromicina 85 (97,8) 1(1,1) 1(1,1)
Resistente a 1 antimicrobiano - - 23 (26,4)
Resistente a 2 antimicrobianos - - 2 (2,3)
Resistente a = 3 antimicrobianos - - 1(1,1)

FONTE: a autora (2018).

No geral, a ocorréncia de resisténcia aos antimicrobianos testados foi baixa,
assim como observado em outros trabalhos (RUIZ-BOLIVAR et al., 2011; KORSAK
et al., 2012; CAMARGO et al., 2014; HAUBERT et al., 2015; LOTFOLLAHI et al.,
2017). A alta quantidade de cepas com resisténcia intermediaria a clindamicina ja foi
relatada por Lotfollahi et al. (2017), onde 100% apresentaram esse perfil. J& Chen et
al. (2010), Ruiz-Bolivar et al. (2011) e Wieczorek et al. (2012) obtiveram 69%, 65% e
37% dos isolados resistentes, respectivamente. O principal mecanismo de
resisténcia a clindamicina € a chamada resisténcia MLSB, codificada pelo gene
ermA ou ermC (erythromycin ribosomal methylase), que torna os micro-organismos
resistentes a classes antimicrobianas: macrolideos, lincosamidas e estreptograminas
B (Spizek & Rezanka, 2017). Porém, neste estudo, o baixo percentual de resisténcia

a eritromicina (1,1%) sugere que a resisténcia a clindamicina possa ser atribuida por



60

acao enzimatica que modifica a estrutura desse antimicrobiano, inativando-o
(BRISSON-NOEL et al., 1988; CHEN et al., 2010).

Teste de suscetibilidade utilizando distintas classes antimicrobianas é
amplamente utilizado para determinar e monitorar os perfis de resisténcia
antimicrobiana dos isolados, no entanto, somente ampicilina, penicilina e
sulfametaxazol-trimetropim apresentam valores de referéncia especificos para L.
monocytogenes determinados pelo CLSI. Todas as cepas testadas foram resistentes
a ampicilina, 18,8% foram resistentes a penicilina, e somente 6,2% foram resistentes

a sulfametaxazol-trimetropim (TABELA 04).

TABELA 04 — SUSCETIBILIDADE ANTIMICROBIANA DE L. monocytogenes SEGUNDO PADROES
INTERPRETATIVOS DETERMINADOS PELO CLSI (2011)

Breakpoint Variagido

Antimicrobiano (ug/mi) CIM* NR* (%)
Ampicilina >2 216 16 (100)
Penicilina >2 0,5-216 3(18,8)
Sufametaxazol/Trimetropim 24/76 1/19 — 4/76 1(6,2)

*CIM: Concentragéo Inibitoria; **NR: Numero de cepas resistentes. FONTE: a autora (2018).

E cada vez mais comum encontrar trabalhos com resultados de resisténcia
entre isolados de L. monocytogenes frente a esses antimicrobianos. Para ampicilina,
o0 numero de isolados resistentes, em alguns estudos, variaram entre 60 e 83,3% e
para penicilina, entre 27,2 e 43,4%. Frente a associacao de sulfametaxazol com
trimetropim, autores encontraram resisténcia de 10 e 33% entre os isolados testados
(HARAKEH et al., 2009; JAMALI, RADMEHR & THONG, 2013; HAUBERT et al.,
2015; OLANIRAN, NZIMANDE & MKIZE, 2015; DU et al., 2017; LOTFOLLAHI et al.,
2017).

Apesar das cepas de L. monocytogenes terem apresentado suscetibilidade a
maioria dos antimicrobianos testados, a presenca de resisténcia frente aos
antimicrobianos de eleicdo no tratamento de listeriose invasiva se constitui uma
preocupagao importante para a saude publica (LOBER, 1997; CHARPENTIER &
COURVALIN, 1999; POROS-GLUCHOWSKA et al. 2003; HANSEN, GERNER-
SMIDT & BRUUN. 2005; CLSI, 2006).

Vancomicina também € uma alternativa de tratamento quando os pacientes

sao alérgicos aos antimicrobianos da classe das penicilinas ou que cursam com
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bacteremia, e eritromicina é utilizado no tratamento de gestantes, porém ndo ha
padrdées especificos determinados pelo CLSI para L. monocytogenes. Sendo assim,
a avaliagado da suscetibilidade desse agente é feita de forma indireta, utilizando os
padrées determinados a outros micro-organismos (JONES & MACGOWAN, 1995;
LORBER, 1997; HANSEN, GERNER-SMIDT & BRUUN. 2005). Neste estudo, nao
houve resisténcia frente a vancomicina e apenas um isolado apresentou resisténcia
a eritromicina (TABELA 03).

Estudos revelaram um aumento na resisténcia de L. monocytogenes a
muitos antimicrobianos, reforcando a necessidade de se estudar constantemente as
alteracbes do comportamento da resisténcia, o que pode estar relacionado ao uso
excessivo destas moléculas em tratamentos humanos e na produgado animal, em
paralelo a habilidade inata das bactérias em evolui. Além do meio ambiente que
desempenha um papel importante permitindo interagdes com outras bactérias e
consequente transferéncia de genes ou plasmideos (CHARPENTIER &
COURVALIN, 1999; LUNGU et al., 2011; KOVACEVIC et al., 2013). A aquisigao
desses elementos genéticos moveis pode ser considera como a causa mais
provavel de desenvolvimento de resisténcia entre L. monocytogenes, visto que a
maioria dos genes envolvidos nos mecanismos de resisténcia nesses micro-
organismos se encontram em plasmideos e transposons (BIAVASCO et al., 1996;
CHARPENTIER & COUVALIN, 1999; BERTRAND et al., 2005; BERTSCH et al.,
2013; HAUBERT et al., 2015; BERTSCH et al., 2014; SHARMA et al., 2017).

Neste estudo, as cepas apresentaram capacidade de adesao em superficie,
sendo todos classificados como fracamente aderente, segundo classificagéo
sugerida por Stepanovi¢ et al. (2000). Esse perfil de adesao chama atengao para
uma possivel capacidade de formacéao de biofilme por essas cepas, ja que essa € a
primeira etapa para essa formagdo. Uma vez estabelecido, o biofilme pode se
desprender de forma intermitente, podendo atuar como fonte cronica de
contaminagao aos alimentos ou se dispersar pelo ambiente devido ao aumento da
ocorréncia da contaminagao cruzada (MARKKULA et al., 2005). Além disso, cepas
de L. monocytogenes aderidas sdo mais resistentes a limpeza e a desinfecg¢do do
que as bactérias em suspensdo (PAN et al., 2006; SIMOES, SIMOES & VIEIRA,
2010; VAN DER VEEN & ABEE, 2011).

Silva et al. (2016) também obtiveram um maior percentual das cepas

classificadas como fracamente aderente (65%), seguido de 30% e 5% das cepas
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com moderada e forte capacidade de adesao, respectivamente. A intensidade do
potencial de adesao e formacao de biofilme in vitro de L. monocytogenes varia entre
os trabalhos, devido aos varios fatores que podem interferir nessa habilidade, como
a superficie aderente (propriedades e caracteristicas fisico-quimicas), ambiente (pH,
temperatura, residuos organicos) e o proprio micro-organismo (hidrofobicidade,

motilidade e produg¢ao de exopolissacarideos) (Moltz & Martin, 2005).

5.4 CONCLUSOES

As maioria das cepas de L. monocytogenes caracterizadas apresentaram os
principais genes de viruléncia (inlA, inlB, inlC, inld, plcA, hlyA, actA e iap). Assim,
com esses resultados, sugere-se a potencial viruléncia dessas cepas, que somada a
resisténcia detectada a importantes antimicrobianos comumente usados para tratar
listeriose em humanos (ampicilina, penicilina e sulfametaxazol com trimetropim),
constituem uma situagao alarmante a saude publica.

Foi detectado o potencial de adesdo de todas as cepas testadas, mas
estudos adicionais sdo necessarios para esclarecer os mecanismos envolvidos na
adesao das cepas L. monocytogenes em superficies de interesse nas industrias de
alimentos. Contudo, a capacidade de adesao detectada nas cepas contribui para a

persisténcia desses micro-organismos no ambiente da industria.
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6 CONCLUSOES FINAIS

L. monocytogenes foi isolada de ambiente de abate e processamento de
suinos, porém nao foi detectada nas amostra obtida nas granjas de terminacgao,
sugerindo que os animais ndo constituem o principal disseminador do patégeno as
plantas frigorificas. A maior frequéncia de isolamento do patdégeno no ambiente
industrial ocorreu nas etapas finais de manipulagdo da carne suina, tanto em
utensilios (faca e tdbua de cortes) como em equipamento (esteira condutora de corte
para embalagem final).

Todas as cepas de L. monocytogenes foram pertencentes ao sorogrupo VIb
e através da determinagéo do perfil genético, pelo PFGE, foi possivel constatar uma
persisténcia de clones dessas cepas no ambiente industrial, com destaque a esteira
que conduzia os cortes para embalagem final, ponto com maior taxa de isolamento
do patdogeno tanto antes como durante as atividades. A detecgdo nesse local
assume um importante papel na rota de transmisséo de L. monocytogenes, visto que
€ a ultima etapa de manipulagdo da carne na sala de cortes, podendo facilmente
contaminar o produto que posteriormente pode carrear o agente até o consumidor.

Este estudo confirmou a presenga dos principais genes de viruléncia entre a
maioria das cepas de L. monocytogenes. Além da potencial viruléncia das cepas
testadas, foi detectado um perfil de resisténcia alarmante frente a ampicilina,
penicilina e sulfametaxazol-trimetropim, importantes antimicrobianos de eleigdo no
tratamento de listeriose invasiva.

Foi detectado o potencial de adesdao em todas as cepas testadas, sendo
classificadas como fracamente aderente. Essa capacidade de adesao pode justificar
a persisténcia desses micro-organismos tanto numa mesma superficie quanto no
mesmo abatedouro frigorifico, além de ser uma fonte constante de contaminacgao
aos alimentos devido principalmente ao aumento da possibilidade de contaminacéao
cruzada. Essas evidéncias reforcam a importancia do controle e monitoramento de
L. monocytogenes em abatedouro frigorifico de suinos, sobretudo no ambiente de
processamento, visando minimizar a contaminagao de produtos finais com um

patégeno de importancia em saude publica.
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APENDICE 1 — DETERMINAGAO DA CONCENTRAGAO INIBITORIA MiNIMA:
METODOLOGIA E RESULTADOS DETALHADOS

Foram selecionadas dezesseis cepas de Listeria monocytogenes (TABELA
01) para determinagdo da concentragao inibitéria minima (CIM) para ampicilina,
penicilina e para a associacdo de sulfametoxazol com trimetoprim, conforme
determinado para L. monocytogenes (CLSI, 2006), através do método de

microdiluicdo em caldo para testes de suscetibilidade antimicrobiana (CLSI, 2012).

TABELA 01 — CEPAS DE Listeria monocytogenes TESTADAS ATRAVES DO METODO DE
MICRODILUICAO EM CALDO PARA DETERMINACAO DA SUSCETIBILIDADE ANTIMICROBIANA

ORIGEM DATA COLETA IDENTIFICAGAO
Esteira condutora para Embalagem Limpa 28/09/16 LO1
Esteira condutora para Embalagem Em Uso 13/10/16 LO7
Esteira condutora para Embalagem Em Uso 01/11/16 L13
Ralo Limpo 09/11/16 L19
Esteira condutora para Embalagem Limpa 09/11/16 L25
Esteira condutora para Embalagem Em Uso 09/11/16 L31
Tabua de corte Limpa 30/11/16 L37
Esteira condutora para Embalagem Limpa 30/11/16 L43
Esteira condutora para Embalagem Em Uso 30/11/16 L50
Esteira condutora para Embalagem Limpa 14/12/16 L55
Esteira condutora para Embalagem Em Uso 14/12/16 L61
Ralo Limpo 11/01/17 L67
Esteira condutora para Embalagem Limpa 11/01/17 L69
Esteira condutora para Embalagem Em Uso 11/01/17 L75
Piso Em Uso 11/01/17 L81
Faca Em Uso 18/01/17 L82

FONTE: a autora (2018).

O teste foi realizado em triplicata e para cada antimicrobiano foi testado seis
concentracdes, sendo trés concentragdes acima e duas concentragdes abaixo ao
breakpoint determinado pelo CLSI (CLSI, 2006). Cada cepa, diluida a 108 UFC/mL
(escala 0,5 de MacFarland) utilizando caldo Mueller-Hinton (Oxoid), foi semeada nos
pocos da microplaca de 96 pocos previamente preparados com os antimicrobianos a

serem testados nas concentracdes pré-determinadas. Em todas as placas utilizadas
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foram reservados pogos para controles de crescimento das cepas (meio de cultura
com inéculo e sem adigdo de antimicrobianos) e para o branco (pogos com meio de
cultura sem in6culo e sem antimicrobiano). As placas foram incubadas a 37°C/24h, e
em seguida, foram submetidas a leitura das densidades épticas (DO) em leitor de
ELISA.

As DO das amostras foram ajustadas com o branco, e as médias foram
analisadas por ANOVA e teste de Fisher (p<0,05) para verificagao das diferengas
estatisticas entre os crescimentos dos controles com as cepas nas diferentes
concentragbes de antimicrobianos. Ainda, graficos a partir das médias foram criados
para uma detecgao visual do ponto evidente de inibigdo do crescimento das cepas
nas diferentes concentragdes dos antimicrobianos. Assim, os resultados das CIM
foram determinados associando o ponto evidente de inibicdo das cepas através dos
graficos com as diferengas detectadas nos testes estatisticos, interpretando os
valores de acordo com os breakpoints definidos no CLSI (CLSI, 2006) como
sensiveis e resistentes (TABELAS 02 A 04).



TABELA 2 — CONCENTRAGAO INIBITORIA MINIMA PARA AMPICILINA SEGUNDO METODO DE MICRODILUIGAO EM CALDO PARA CLASSIFICAGAO DO

PERFIL DE SUSCETIBILIDADE ANTIMICROBIANA DE DEZESSEIS ISOLADOS DE Listeria monocytogenes (FONTE: a autora, 2018)

Concentragéo L01 LO7 L13 L19 L25 L31 L37 L65
0 pg/mi 0,224 a 0,221 a 0,294 a 0,269 a 0,236 a 0,253 b 0,265 a 1,243 a
0,5ug/ml 0,233 a 0,222 a 0,243 b 0,227 b 0,214 a 0,218 ¢ 0,242 ab 1,169 a
1 pg/ml 0,234 a 0,216 a 0,236 b 0,222 b 0,212 a 0,288 a 0,230 ab 1,244 a
2 pg/ml 0,231a 0,211a 0,227 b 0,213b 0,214 a 0,204 c 0,236 ab 1,175 a
4 pgiml 0,213 a 0,219 a 0,229 b 0,232 b 0,219 a 0,227 bc 0,239 ab 1,163 a
8 ug/ml 0,132 b 0,163 b 0,156 ¢ 0,166 ¢ 0,177 b 0,210 ¢ 0,220 b 1,180 a
16 ug/ml 0,038 ¢ 0,024 ¢ 0,019d 0,054 d 0,014 ¢ 0,062 d 0,117 ¢ 1,275 a

p' < 0,0001 < 0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,000 0,486
CIM? R%(16) R(16) R(16) R(16) R(16) R(16) R(>16) R(>16)

"Médias seguidas por letras minusculas diferentes na mesma coluna diferem pelo teste de Fisher (p<0,05); 2Concentragao Inibitoria Minima; 3Resistente.
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GRAFICO 1 — CONCENTRAGAO INIBITORIA MiNIMA PARA AMPICILINA SEGUNDO METODO DE MICRODILUIGAO EM CALDO PARA CLASSIFICACAO DO
PERFIL DE SUSCETIBILIDADE ANTIMICROBIANA DE DEZESSEIS ISOLADOS DE Listeria monocytogenes (FONTE: a autora, 2018).
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TABELA 2 — CONCENTRAGCAO INIBITORIA MINIMA PARA AMPICILINA SEGUNDO METODO DE MICRODILUICAO EM CALDO PARA CLASSIFICACAO DO
PERFIL DE SUSCETIBILIDADE ANTIMICROBIANA DE DEZESSEIS ISOLADOS DE Listeria monocytogenes (continuagdo) (FONTE: a autora, 2018)

Concentragao L50 L55 L61 L67 L69 L75 L81 L82

0 pg/ml 1,365 ab 0,264 a 0,238 a 0,250 a 1,434 a 0,241 a 0,264 a 0,234 a
0,5ug/mi 1,347 abc 0,235 ab 0,217 a 0,217 ab 1,294 ab 0,216 b 0,226 b 0,218 ab
1 pg/mi 1,254 bc 0,225 b 0,248 a 0,210 b 1,364 ab 0,214 b 0,229 b 0,213 ab
2 pug/mi 1,230 bc 0,238 ab 0,223 a 0,209 b 1,318 ab 0,206 b 0,214 bc 0,225 a
4 pg/ml 1,199 bc 0,266 a 0,231 a 0,222 ab 1,189 ab 0,214 b 0,218 b 0,214 ab
8 pg/ml 1,193 c 0,248 ab 0,205 a 0,200 b 1,056 b 0,198 b 0,193 ¢ 0,178 b
16 pg/ml 1,471 a 0,075 ¢ 0,068 b 0,046 ¢ 1,416 ab 0,058 ¢ 0,051d 0,040 c

p' 0,054 < 0,0001 0,000 < 0,0001 0,292 < 0,0001 < 0,0001 < 0,0001

ClIMm? R3(>16) R(16) R(16) R(16) R(>16) R(16) R(16) R(16)

"Médias seguidas por letras minusculas diferentes na mesma coluna diferem pelo teste de Fisher (p<0,05); 2Concentragao Inibitoria Minima; 3Resistente.
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TABELA 3 — CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA PARA PENICILINA SEGUNDO METODO DE MICRODILUICAO EM CALDO PARA CLASSIFICACAO DO
PERFIL DE SUSCETIBILIDADE ANTIMICROBIANA DE DEZESSEIS ISOLADOS DE Listeria monocytogenes (FONTE: a autora, 2018)

Concentragao LO1 LO7 L13 L19 L25 L31 L37 L43
0 pg/ml 0,224 a 0,221 a 0,294 a 0,269 a 0,236 a 0,253 a 0,265 a 1,243 c
0,5ug/mi 0,046 b 0,042 b 0,011b 0,015b 0,020 b 0,041b 0,105b 1,242 c
1 pg/ml 0,022 c 0,008 c 0,005 b 0,006 bc 0,008 ¢ 0,009 ¢ 0,056 ¢ 1,230 c
2 pug/mi 0,015¢c 0,005 c 0,003 b 0,004 bc 0,003 cd 0,007 c 0,008 d 1,411 bc
4 pg/ml 0,011 ¢ 0,003 c 0,003 b 0,003 bc 0,001 d 0,003 ¢ 0,005d 1,769 a
8 pg/ml 0,006 ¢ 0,002 c 0,002 b 0,001 ¢ 0,001 d 0,002 ¢ 0,002d 1,541 b
16 pg/ml 0,005 c 0,003 c 0,002 b 0,002 bc 0,001 d 0,002 ¢ 0,003d 1,460 b
p' < 0,0001 < 0,0001 < 0,0001 < 0,0001 < 0,0001 < 0,0001 < 0,0001 0,000
Clm2 S3(0,5) S(0,5) S(0,5) S(0,5) S(0,5) S(0,5) S(2) R4(>16)

Médias seguidas por letras mintsculas diferentes na mesma coluna diferem pelo teste de Fisher (p<0,05); 2Concentragao Inibitéria Minima; 3Sensivel; “Resistente.
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TABELA 3 — CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA PARA PENICILINA SEGUNDO METODO DE MICRODILUICAO EM CALDO PARA CLASSIFICACAO DO
PERFIL DE SUSCETIBILIDADE ANTIMICROBIANA DE DEZESSEIS ISOLADOS DE Listeria monocytogenes (continuagdo) (FONTE: a autora, 2018)

Concentragao L50 L55 L61 L67 L69 L75 L81 L82

0 pg/ml 1,365 abc 0,264 a 0,238 a 0,250 a 1,434 bc 0,241 a 0,264 a 0,234 a
0,5ug/mi 1,217 bc 0,057 b 0,046 b 0,047 b 1,590 ab 0,042 b 0,046 b 0,052 b
1 pg/mi 1,141 ¢ 0,016 ¢ 0,013 ¢c 0,018 ¢ 1,311 ¢ 0,015¢ 0,015¢ 0,020 ¢
2 pug/mi 1,469 ab 0,008 c 0,005 c 0,006 cd 1,360 c 0,007 c 0,007 cd 0,011 ¢
4 pg/ml 1,259 bc 0,005 c 0,001 ¢ 0,004 cd 1,642 a 0,004 ¢ 0,003d 0,005 c
8 pg/ml 1,480 ab 0,003 ¢ 0,002 ¢ 0,004 cd 1,467 abc 0,004 ¢ 0,002d 0,002 ¢
16 pg/ml 1,574 a 0,003 ¢ 0,002 ¢ 0,002 d 1,479 abc 0,002 ¢ 0,002d 0,002 c

p' 0,056 < 0,0001 < 0,0001 < 0,0001 0,059 < 0,0001 < 0,0001 < 0,0001

Clm2 R3(>16) S4(0,5) S(0,5) S(0,5) R(>16) S(0,5) S(0,5) S(0,5)

Médias seguidas por letras minusculas diferentes na mesma coluna diferem pelo teste de Fisher (p<0,05); 2Concentragao Inibitéria Minima; 3Resistente; “Sensivel
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TABELA 4 - CQNCENTRACAO INIBITORIA MINIMA PARA SULFAMETAXAZOL-TRIMETROPIM SEGUNDO METODO DE MICRODILUIGAO EM CALDO PARA
CLASSIFICACAO DO PERFIL DE SUSCETIBILIDADE ANTIMICROBIANA DE DEZESSEIS ISOLADOS DE Listeria monocytogenes (FONTE: a autora, 2018)

Concentragao LO1 LO7 L13 L19 L25 L31 L37 L43
0 pg/ml 1,049 a 0,211 a 0,207 a 0,255 a 0,255 a 0,224 a 0,234 a 0,244 a
1-19 pg/ml 0,947 ab 0,015b 0,006 b 0,012 bc 0,005 b 0,011b 0,014 b 0,010 b
2-38 pg/ml 0,643 b 0,015b 0,007 b -0,001 ¢ 0,023 b 0,012b 0,015b 0,010 b
4-76 pg/ml 0,231 ¢ 0,016 b 0,008 b 0,030 b 0,006 b 0,013 b 0,014 b 0,011 b
8-152 ug/ml 0,212 ¢ 0,015b 0,009 b 0,014 bc 0,005 b 0,012b 0,014 b 0,010 b
16-304 ug/mi 0,136 ¢ 0,014 b 0,010 b 0,013 bc 0,005 b 0,012b 0,011 b 0,009 b
32-608 pg/ml 0,132 ¢ 0,022 b 0,014 b 0,015 bc 0,009 b 0,015b 0,012 b 0,010 b
p' < 0,0001 < 0,0001 < 0,0001 < 0,0001 < 0,0001 < 0,0001 < 0,0001 < 0,0001
ClIMm? R3(4-76) S$4(1-19) S(1-19) S(1-19) S(1-19) S(1-19) S(1-19) S(1-19)

Médias seguidas por letras minusculas diferentes na mesma coluna diferem pelo teste de Fisher (p<0,05); 2Concentragado Inibitéria Minima; 3Resistente; “Sensivel

GRAFICO 3 - CONC_ENTRACAO INIBITORIA MINIMA PARA SULFAMETAXAZOL-TRIMETROPIM SEGUNDO METODO DE MICRODILUIGAO EM CALDO
PARA CLASSIFICACAO DO PERFIL DE SUSCETIBILIDADE ANTIMICROBIANA DE DEZESSEIS ISOLADOS DE Listeria monocytogenes(FONTE: a autora, 2018)
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TABELA 4 - CQNCENTRACAO INIBITORIA MINIMA PARA SULFAMETAXAZOL-TRIMETROPIM SEGUNDO METODO DE MICRODILUIGAO EM CALDO PARA
CLASSIFICACAO DO PERFIL DE SUSCETIBILIDADE ANTIMICROBIANA DE DEZESSEIS ISOLADOS DE Listeria monocytogenes(cont.)(FONTE: a autora, 2018)

Concentragao L50 L55 L61 L67 L69 L75 L81 L82
0 pg/ml 0,238 a 0,242 a 0,229 a 0,213 a 0,236 a 0,231 a 0,244 a 0,238 a
1-19 pg/ml 0,010 b 0,009 b 0,019b 0,016 b 0,018 b 0,014 b 0,014 b 0,014 b
2-38 pg/ml 0,012b 0,008 b 0,022 b 0,019b 0,017 b 0,016 b 0,016 b 0,020 b
4-76 pg/ml 0,010 b 0,008 b 0,023 b 0,021 b 0,017 b 0,016 b 0,015b 0,015b
8-152 ug/ml 0,010 b 0,008 b 0,023 b 0,018 b 0,015b 0,016 b 0,014 b 0,016 b
16-304 ug/mi 0,009 b 0,007 b 0,021b 0,015b 0,015b 0,016 b 0,012 b 0,014 b
32-608 pg/ml 0,011b 0,008 b 0,020 b 0,014 b 0,014 b 0,015b 0,014 b 0,016 b
p' < 0,0001 < 0,0001 < 0,0001 < 0,0001 < 0,0001 < 0,0001 < 0,0001 < 0,0001
CIM2 S3(1-19) S(1-19) S(1-19) S(1-19) S(1-19) S(1-19) S(1-19) S(1-19)

"Médias seguidas por letras minusculas diferentes na mesma coluna diferem pelo teste de Fisher (p<0,05); 2Concentragao Inibitéria Minima; 3Sensivel
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