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RESUMO

Listeria monocytogenes é uma bactéria que pode ser encontrado em diversos locais
relacionados ao ambiente rural, € a principal causadora da listeriose, doenca relevante
no cenario moderno, causadora de prejuizos a industria alimenticia e ao consumidor
dada a gravidade do quadro clinico e sintomas comuns a outras doencas, e com
acentuada subnotificagdo. No Brasil, at¢é o momento, poucos estudos de biologia
molecular foram realizados para avaliar a deteccdo dessa bactéria em propriedades
rurais, que tem sido classificada como potencial reservatério de cepas patogénicas.
No presente estudo, foram colhidas 30 amostras por swabs de locais relacionados ao
ambiente rural, que foram posteriormente isoladas em meios de cultivo seletivos para
0 género Listeria. Em seguida, as amostras foram submetidas ao ensaio de reacao
em cadeia de polimerase (PCR) multiplex, para caracterizacdo das espécies e
principais sorotipos de L. monocytogenes. Além disso, as amostras foram submetidas
ao teste de susceptibilidade e resisténcia a antimicrobianos. O isolamento
microbiolégico confirmou o crescimento do género Listeria spp. Os resultados do teste
de disco-difusdo demonstraram que 14 das 16 amostras testadas apresentaram
resisténcia a pelo menos 1 dos medicamentos testados, com resisténcia a:
Amoxicilina, Ampicilina, Eritromicina Ciprofloxacina, Canamicina, Tetraciclina e
Vancomicina em 14 das 16 amostras, o que € incomum ao género Listeria spp. Ainda,
8 amostras positivas nos meios seletivos pertenceram aos sorotipos 1/2a e 1/2b, estes
sorotipos tém sido frequentemente associados a surtos de listeriose e podem ser
encontrados em alimentos de origem animal, além de ruminantes e outros animais.
Considerando a resisténcia aos antimicrobianos de ampla utilizagdo observada no
presente estudo, associada a deteccdo de sorotipos potencialmente virulentos,
sugerimos a padronizacdo da caracterizagdo molecular da L. monocytogenes e
adocado de novas normas sanitarias no Brasil, ja que este patégeno pode representar

ameaca a saude publica.

Palavras-chave: Listeriose, antibiograma, rural, sorotipo, 1/2a, 1/2b, Listeria

monocytogenes.



ABSTRACT

Listeria monocytogenes is a bacteria that can be found in several places related to the
rural environment, it is the main cause of listeriosis, a relevant disease in the modern
scenario, causing damage to the food industry and consumers due to the severity of
the clinical condition and symptoms common to other diseases, and with marked
underreporting. In Brazil, so far, few molecular biology studies have been carried out
to assess the detection of this bacterium in rural properties, which has been classified
as a potential reservoir of pathogenic strains. In the present study, 30 samples were
collected by swabs from locations related to the rural environment, which were later
isolated in selective culture media for the Listeria genus. Then, the samples were
submitted to multiplex polymerase chain reaction (PCR) assay, to characterize the
species and main serotypes of L. monocytogenes. In addition, the samples were
submitted to antimicrobial susceptibility and resistance testing. The double-stage
microbiological isolation confirmed the growth of the genus Listeria spp. The results of
the disk-diffusion test showed that 14 of the 16 samples tested were resistant to at
least 1 of the drugs tested, with resistance to: Amoxicillin, Ampicillin, Erythromycin
Ciprofloxacin, Kanamycin, Tetracycline and Vancomycin in 14 of the 16 samples,
which is unusual to the genus Listeria spp. Furthermore, 8 positive samples in selective
media belonged to serotypes 1/2a and 1/2b, these serotypes have been frequently
associated with outbreaks of listeriosis and can be found in foods of animal origin, in
addition to ruminants and other animals. Considering the resistance to widely used
antimicrobials observed in this study, associated with the detection of potentially
virulent serotypes, we suggest standardizing the molecular characterization of L.
monocytogenes and adopting new health standards in Brazil, as this pathogen can

pose a threat to public health.

Keywords: Listeriosis, antibiogram, rural, serotype, 1/2a, 1/2b, Listeria

monocytogenes.
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1. INTRODUCAO
1.1.Listeria monocytogenes

A Listeria monocytogenes é uma bactéria ubiquitaria, gram positiva,
anaerobia facultativa, de crescimento rapido, ndo formadora de esporos,
patégeno intracelular facultativo, possui formato de bastonete n&o capsulado,
com tamanhos que variam de 0,4 - 2 ym (1). E a principal causadora da listeriose,
doenca infecciosa e zoondtica (2). A bactéria pode se desenvolver a partir de
uma ampla faixa de pH, que varia entre 4,3 até 9,4 e suporta temperaturas que
vao dos 4°C aos 45°C. Além disso, a bactéria pode sobreviver por longos
periodos em concentracdes de NACL de até 40% e apresenta capacidade de
desenvolvimento em concentracdo de 10%, a maior parte dos alimentos prontos
para consumo possui concentracdes de NACL que variam de 2 a 5% (3). A L.
monocytogenes € altamente adaptada a diferentes ambientes, acomete tanto a
humanos quanto a outros mamiferos de sangue quente, € comumente
encontrada em fezes de animais, como ruminantes, ovinos € humanos. Além
disso, a bactéria também habita locais como solo e vegetais em decomposicéo

e é comumente encontrada em rios, agudes e efluentes agricolas (4-6).

A listeriose tem como principais sindromes clinicas gastroenterite,
meningoencefalite, septicemia, além de causar abortamento e O6bito em
humanos e animais (2-5). Em ruminantes, € a principal causadora de encefalites
bacterianas em paises temperados, e a infeccdo ocorre de forma direta pelo

consumo de silagem de baixa qualidade contaminada (5,6).

Os principais reservatorios da L. monocytogenes sao a agua e alimentos
prontos para 0 consumo, como carnes processadas, derivados de leite e
produtos frescos, como os encontrados em feiras livres (7). A contaminacgéo de
alimentos ocorre de forma cruzada, em equipamentos de corte, processamento
ou locais de armazenamento, pois podem aderir a superficies de contato com
alimentos, como acgo inoxidavel, madeira, poliestireno e vidro, isto ocorre devido
a capacidade de algumas cepas de L. monocytogenes possuem a capacidade

de formacéo de biofilme (8).
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A L. monocytogenes pode aderir as mais diversas superficies, como
pisos, tubulacbes de agua, ar-condicionado, e vedacdes de borracha, que séo
locais comuns para a formacéo e acumulo do biofilme (8). As bactérias com essa
capacidade geram complexas estruturas que sao inseridas em uma matriz
extracelular produzida a partir de substancias poliméricas, e estas sédo as
responsaveis pela capacidade de adesdo. As substancias poliméricas
extracelulares (SPE) permitem que a L. monocytogenes apresente resisténcia a
alguns antibioticos, remoc&o mecanica e a desinfetantes, vale ressaltar que elas
nao ficam presas as SPE, podendo ficar livres no ambiente, e aumentar assim
seu potencial de contaminacdo e infeccdo (8, 9). A melhor adaptacdo ao
ambiente industrial por algumas cepas e a relacdo com a formacéo de biofilme

ja foi relatada em estudo (10).

O mecanismo que a L. monocytogenes cria o biofilme pode ser iniciado
por diversas condi¢des, sendo a principal delas a variacdo de temperatura na
faixa dos 4 a 37°C, a temperatura ideal para formacdo estad em torno de 15°C
(11). A resisténcia associada ao biofilme aumenta quando é formado por
espécies mistas de bactérias, que aumenta também o indice de resisténcia a

desinfetantes (12).

Quanto a prevaléncia da Listeria monocytogenes no cenario mundial, fica
claro que ndo se limita a regides ou paises especificos, podendo ser encontrada

em qualquer local do mundo, o que inclui suas linhagens e sorotipos (13).

1.2.EPIDEMIOLOGIA MOLECULAR

A linhagem | é constituida pelo maior nUmero de sorotipos da Listeria
monocytogenes, que inclui os sorotipos 1/2b, 3b e 4b (14). As linhagens
associadas a estes sorotipos incluem o gene de viruléncia prfA (proteina
regulatoria da listeriolisina). Além disso, a prevaléncia da linhagem | de Listeria
€ consideravelmente maior em comparacdo com a linhagem Il, em alimentos
(carnes prontas e produtos frescos), os sorotipos isolados da linhagem | eram

respectivamente 1/2b, 3b e 4b (14). O sorotipo 4b foi encontrado em varias
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amostras de alimentos, o que pode explicar a ocorréncia de eventuais surtos de

listeriose em todo o mundo (14).

A linhagem Il inclui cepas dos sorotipos 1/2a, 3a, 1/2c e 3c; 0s sorotipos
1/2c e 3c sdo mais frequentes em animais; ja o sorotipo 1/2a é o mais associado
a infeccbes em seres humanos da linhagem Il (14). Em geral as cepas da
linhagem Il apresentam menor prevaléncia em humanos, o que provavelmente
esta relacionado a menor producdo do gene inlA (Internalina A), isso reduz a
viruléncia das cepas se comparadas com as da linhagem | (14). Ainda, a
linhagem Ill € constituida pelos sorotipos 4a e 4c basicamente, sdo mais comuns
em listeriose animal, algumas das cepas que nao pertencem nem ao grupo 4a e
ao 4c foram relacionadas a uma linhagem designada como 1lIB, posteriormente
outros subgrupos derivados da linhagem Il passaram a ser utilizados para
diferenciar estas cepas, sdo denominados os subgrupos como IlIA, 11IB e IlIC
(14).

E possivel que a diferenca entre as linhagens da Listeria monocytogenes
em relacdo as proteinas de superficie possam definir diretamente sua
patogenicidade e habilidade de adaptagdo aos mais variados meios, o que acaba
por tornd-la um microrganismo onipresente no ambiente (6). A linhagem 1| é
altamente associada a infeccdes em mamiferos, além de ser a linhagem com
maior prevaléncia em casos de listeriose em seres humanos, também é
causadora da forma encefélica da doenca em ruminantes (6,13). Entretanto,
estudos indicam a possibilidade de maior viabilidade genética da linhagem I
guando comparados a linhagem | (6). Além disso, cepas de L. monocytogenes
do sorotipo 4b associadas a surtos envolvendo bovinos, caprinos e equinos

podem causar formas graves de listeriose em seres humanos (6,15).

A relacdo entre complexos clonais e grandes surtos de listeriose é
conhecida, o complexo clonal € um grupo de microrganismos geneticamente
idénticos, que se multiplicam a partir de um unico individuo original. Ja clone
epidémico se refere ao conceito de uma linhagem que, apds o processo de
mutacdo adquire a capacidade de se adaptar, infectar e causar doengas em
animais e humanos. Estes clones epidémicos possuem linhagens que se diferem

de cepas ndo patogénicas, ambas sdo adaptadas ao meio o que Ihes confere
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capacidade de sobrevivéncia em ambientes diversos, os clones epidémicos
apresentam elevado nivel de patogenicidade tanto para humanos quanto para
animais (14). Portanto, a partir do uso do sequenciamento genético, tem sido
possivel identificar inUmeros complexos clonais e clones epidémicos de L.
monocytogenes relacionados a surtos de listeriose em humanos e animais (6,
7,13,14).

1.3.ESTUDOS EPIDEMIOLOGICOS E MOLECULARES SOBRE L.
monocytogenes NO BRASIL E NO MUNDO.

Até o presente momento, existem poucos estudos sobre a caracterizacdo
genética da L. monocytogenes em territorio brasileiro. Em um estudo sobre
contaminacdo em frango no Distrito Federal foram identificados os sorotipos
1/2a, 1/2b e 4e, a partir de técnica de sequenciamento genético PFGE (Pulsed
Field Gel Eletrophoresis) para analise de amostras de frango refrigerado, a
contaminacdo também estava presente nas embalagens, indicando
contaminacgdo cruzada no processamento deste alimento (16). Um estudo sobre
o sorotipo 4b em produtos de origem carnea de amostras isoladas do periodo de
1972 até 2010 nos estados de S&o Paulo, Rio de Janeiro, Goias, Pernambuco,
Distrito Federal, Mato Grosso e Espirito Santo evidenciou cepas patogénicas, o
estudo utilizou PCR para caracterizagcdo molecular e PFGE (Pulsed Field Gel
Eletrophoresis) para sequenciamento e identificacdo das cepas encontradas
(17). Além disso, foram encontradas cepas de Listeria monocytogenes dos
sorotipos 1/2b, 3b e 4 (4b, 4d e 4e). O estudo utilizou o PCR em tempo real para
identificacdo das cepas e sequenciamento genético por técnica de PFGE para
caracterizacdo mais detalhada dos patdégenos, a contaminacéo foi constatada
em 4 das 13 plantas de produc¢éo de carne bovina analisadas no estado do Mato
Grosso, o maior produtor de carne do Brasil, ainda neste estudo foi avaliada a
resisténcia do patdgeno a desinfetantes, foi constata a resisténcia a elevadas
concentracbes de hipoclorito de sodio (18). Estudos como os citados
anteriormente ndo sao comuns, a Listeria monocytogenes segue sendo um
microrganismo esporadico em estudos moleculares em nosso pais, 0 que é
diferente do praticado no cenario mundial, onde surtos de listeriose tem se

tornado cada vez mais comuns.
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Na regido de Turim, Itdlia um surto de Listeriose causado por presunto
fatiado foi estudado e cepas do sorotipo 1/2a de Listeria monocytogenes foram
encontradas (19). Além disso, outro estudo da Italia encontrou contaminacéo
cruzada por L. monocytogenes, Listeria innocua, Listeria welshimeri e Listeria
ivanovii em fabrica de presunto (20). Adicionalmente, um estudo sobre a
diversidade de Listeria spp. em fabricas de alimentos encontrou cepas
potencialmente patogénicas de L. monocytogenes pertencentes ao sorotipo 1/2a
em amostras de alimentos prontos para o consumo, além de contaminagfes em
carne bovina e suina (21). Na China um estudo evidenciou cepas patogénicas
dos sorotipos 1/2a em amostras de alimentos frescos provenientes de feiras
livres (7). No Estados Unidos um estudo sobre a diversidade genética da L.
monocytogenes encontrou cepas patogénicas dos sorotipos 1/2a, 1/2b e 4b em
fazendas de gado leiteiro (5). Os exemplos supracitados indicam que a listeriose
€ uma doenca relevante para a saude publica; e no Brasil € uma doenca
subnotificada em humanos e animais, provavelmente por ser confundivel
clinicamente, ja que as sindromes clinicas similares as de outras doencas

infecciosas (2-5, 22).

1.4.LEGISLACAO E NORMATIVAS PARA IDENTIFICACAO DE
LISTERIA MONOCYTOGENES

A legislagdo brasileira para seguranca alimentar se mostra arcaica se
comparada a de outros paises, como os Estados Unidos e Unido Europeia que,
estabeleceram regras para seus sistemas de vigilancia, a fim de identificar e

retirar do mercado produtos que apresentem focos de contaminagéao (23, 24).

Nos Estados Unidos, a legislacdo para alimentos é definida pelo FDA
(Food and Drug Administration), com tolerancia zero para presenca de Listeria
monocytogenes em alimentos prontos para o consumo. De fato, a lei norte
americana passa a considerar qualquer alimento contaminado como adulterado,
logo, ilegal (23). O FDA ainda criou uma regra que orienta e define diretrizes para
a Listeria monocytogenes (25), instalada pela norma CFR 10.115, servindo para

fiscais, para profissionais da industria alimenticia e ao publico geral. Esta regra


https://www.federalregister.gov/select-citation/2019/11/06/21-CFR-10.115
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traz métodos, técnicas e orientagdes sobre como lidar com o patégeno. Quanto
a coleta de amostras e identificacdo o FDA normatiza por meio do B.A.M.
(Bacteriological Analytical Manual) todo o procedimento para coleta e
identificag8o da Listeria desde o cultivo em meios de cultura até a utilizacdo de
PCR, rt-PCR e PFGE, quando necessario (26). Vale lembrar que lotes

contaminados deverédo ser descartados (27).

Na Unido Europeia, o regulamento vigente das normas gerais da
legislacdo alimentar (23) define que alimentos contaminados ou que apresentem
riscos a saude de humanos e animais devem ser retirados de comercializagao
(23). Além disso, a regulamentacdo n° 2073/2005, acrescenta critérios
microbioldgicos aplicados a géneros alimenticios (28). A anexo | da lei 2073/2005
estabelece que em 25g de amostra ndo seja encontrada Listeria monocytogenes
(29). A lei 2016/C 278/01 do EUR-LEX estabelece que todos os métodos de
analise das amostras devem seguir os padrées do manual HACCP (Hazard
Analysis and Critical Control Point) que trazem niveis de confianca para a coleta,
andlise e deteccao correta do patégeno, ainda orienta sobre formas de limpeza
e desinfeccao (29). Além disso, reforcando os métodos de analise em especifico
para Listeria monocytogenes o item 5.2 — Sampling and method of analysis do
documento 2005/175/EC da comissdo de recomendacdo indicou para
padronizacdo de analise de Listeria monocytogenes a utilizacao da ISO 11290-
1/2017, que se baseia na ISO 7278/2007, que posteriormente foi implementado
pelo regulamento 1441/2007 que altera a lei N° 2073/2005 e reforca ainda mais
0s métodos de andlise e caracterizacdo microbiolégica para as amostras em
alimentos, infelizmente ndo define métodos de biologia molecular para
caracterizacdo dos patdégenos, limitando-se apenas a testes sorolégicos e de

cultivo bacteriano (29, 31).

Entretanto, no Brasil a situacao € diversa, segundo a Resolu¢do-RDC N°
12, de 02 de janeiro de 2001, que define niveis seguros de microrganismos e
toxinas em produtos destinados ao consumo humano. Conforme o item C do
topico 5.8.1 da péagina 4, assim como na legislagdo Europeia, as amostras
colhidas para analise devem ser negativas para Listeria monocytogenes a

quantidade de 25g (32). Entretanto, ndo ha mencéao sobre a questao da mistura
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de amostras a cada unidade amostral, sem indicar ac6es em relacédo a remocao
ou destruicdo de produtos contaminados com a L. monocytogenes.
Posteriormente, foi criada a Normativa N° 09, de 8 de abril de 2009 do Ministério
da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento, visando apenas produtos prontos para
o consumo (33). Posteriormente, houve atualizacdo dessa norma em 2013,
estabelecendo que os produtos devem ser analisados, excluindo assim suas
matérias primas, e segundo no Art. 9°, pagina 2 da normativa, o
reprocessamento de produtos com contaminacdo confirmada pela bactéria
Listeria monocytogenes € permitido, quando deveria ser destruido para evitar
contaminacgdes futuras (34). Ainda sobre a fragilidade da legislacdo, o §1°,
pagina 2, exige o procedimento de analise microbioldgica para a assegurar a
auséncia do patégeno nos produtos reprocessados, mas nao cita quais testes
devem ser realizados, deixando aberta a possibilidade de interpretagdes (34).
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2. OBJETIVOS
2.1.0BJETIVO GERAL

Identificar e caracterizar a bactéria Listeria monocytogenes de ambiente

rural e seus locais relacionados.

2.2.0BJETIVOS ESPECIFICOS

e Isolar e identificar o género Listeria de ambientes rurais do estado de S&o
Paulo a partir do cultivo bacteriano em meios de seletivos Caldo Demi-Fraser e
agar Listeria Oxford

e Confirmar género e espécie de Listeria monocytogenes, bem como seus

principais sorotipos, do ambiente rural, a partir do ensaio de PCR Multiplex

e Verificar possivel resisténcia aos antimicrobianos amoxicilina, ampicilina,
ciprofloxacina, eritromicina, gentamicina, canamicina, tetraciclina e vancomicina
das amostras confirmadas como género e espécie de Listeria monocytogenes,
bem como seus principais sorotipos, a partir do ensaio de PCR Multiplex

o Verificar possivel correlacdo estatistica entre as varidveis de resisténcia e

susceptibilidade aos antimicrobianos



20

3. MATERIAL E METODOS

3.1. AMOSTRAGEM, ISOLAMENTO MICROBIOLOGICO E COMISSAO
DE ETICA ANIMAL.

Para a amostragem, os critérios de inclusdo foram: propriedades rurais
localizadas no estado de S&o Paulo, que possuissem animais domésticos e
fontes de agua corrente (Figura 1). Os critérios de exclusédo foram: propriedades

urbanas, auséncia de animais domésticos e de fontes de agua.

O presente estudo foi baseado a partir de estudos anteriores (6, 15, 18,
31, 35, 36, 37, 38), bem como na norma ISO 11290-2:2017, que padroniza 0s
meétodos de cultivo e semeio da bactéria Listeria monocytogenes, foi definido o
meétodo de semeadura em campo (31). O método adotado ndo deseja avaliar a
carga bacteriana presente no local, o objetivo € detectar os patégenos presentes
no ambiente e possibilitar posteriormente a caracterizagdo molecular. Para o
isolamento microbiologico, foram realizadas duas etapas com meios de cultivo
bacteriano seletivos distintos, para uma maior sensibilidade, especificidade e

reprodutibilidade dos resultados (31).

A primeira coleta foi realizada no dia 24/09/2020, em 2 sitios na regido de
Sdo José dos Campos. Foram utilizados swabs estéreis para coleta das
amostras. Os swabs contendo as amostras foram submergidos em tubos tipo
Falcon de 15ml, que foram devidamente preenchidos com meio de cultura liquido
seletivo para Listeria (caldo Demi-Fraser) e armazenados a 4°C para transporte
até o centro de pesquisas da UNIP, em Sdo Paulo, SP. Posteriormente, as
amostras foram incubadas em estufa microbiol6gica a 37° por 48h (31). Em
seguida, todas as amostras positivas foram isoladas em placas contendo meio
seletivo agar Listeria Oxford, repetindo o processo de incubacédo em estufa a 37°
por 48h (31).

A presenca e crescimento de Listeria monocytogenes nos meios seletivos
supracitados induz ao escurecimento dos meios de cultivo (Figura 2B), isto
ocorre devido a presenca da enzima [-glucosidase, presente em todas as
Listeria spp. que hidrolisam o composto cromogénico presente no caldo Demi-

Fraser, que em estado estéril possui coloracao amarelada (31).
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O meio de cultura Listeria Oxford também sofre alteracdo de cor em meio
ao crescimento de Listeria spp. (Figura 2), pois possui as mesmas propriedades
de composicdo cromogénica que o caldo Demi-Fraser (31). O escurecimento do
meio de cultura Listeria Oxford ao redor da &rea semeada, além da observacao
de colonias de cor acinzentada, e com textura rugosa ou leitosa, em toda a
extensdo da semeadura, sdo caracteristicas esperadas apresentadas por

Listeria spp (31).

Adicionalmente, o presente estudo foi submetido e aprovado pela
comissao de ética animal (CEUA) da UNIP, por se tratar de estudo que utilize
amostras bioldgicas de animais domésticos, mesmo sem ter causado qualquer

tipo de dor ou mal trato, sob nimero 4094210519.

Figura 1 — Foto de bebedouro automético da propriedade rural 1.

Legenda: observe a agua turva, um dos locais de interesse onde foi realizada a coleta com swab.
Posteriormente a amostra coletada deste local foi confirmada como Listeria monocytogenes, confirmando

um foco de contaminagao. Fonte: Autor, 2020.

3.2.TESTE DE SUSCETIBILIDADE A ANTIMICROBIANOS

De acordo com a literatura cientifica, foi definida metodologia utilizada
para a realizacdo do Teste de Suscetibilidade a Antimicrobianos (TSA) para
género Listeria spp., e Listeria monocytogenes, utilizando a técnica de Kirby &

Bauer, recomendada pela Anvisa, CLSI (Instituto de Padrdes Clinicos e
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Laboratoriais) e por diversos fabricantes de antibioticos voltados para técnicas
de disco-difusédo (39, 40).

Foram selecionados 8 antibitticos relevantes acerca das Listeria spp.,
sendo eles Amoxicilina (AMO), Ampicilina (AMP), Ciprofloxacina (CIP),
Eritromicina (ERI), Gentamicina (GEN), Kanamicina (KAN), Tetraciclina (TET) e
Vancomicina (VAN) (18, 41, 42, 43, 44).

Foi coletada uma colbnia bacteriana diretamente da placa de cultivo de
Listeria Oxford e/ou meio caldo brain heart infusion (BHI), e semeada em caldo
Mueller Hinton para a adequacéo a escala 0,5 de McFarland. Posteriormente, a
semeadura seguiu em placas contendo Agar Mueller Hinton, que foi acrescido

dos discos de antibidticos, com repouso em estufa por 24h (40).

3.3.ANALISE MOLECULAR

Os sorotipos foram confirmados por meio de PCR multiplex,
conforme previamente descrito (46). Os genes marcadores selecionados para o
ensaio de PCR multiplex foram prs, Imo0737, ORF2819 e ORF2110, utilizados
para identificar os sorotipos 1/2a, 1/2b, 1/2c e 4b de cepas de L. monocytogenes,
de acordo com a bibliografia (46). As sequéncias dos primers utilizados na

reacao podem ser visualizadas na tabela 1:

Tabela 1 — Genes, oligonucleotideos iniciadores (primers), sequéncias “forward” e “reverse” dos

primers, peso molecular aferido em pares de bases (bp) e sorotipos que cada primer revela.

GENERO LISTERIA
PESO
GENE . spp. E SOROTIPOS
SEQUENCIA DO PRIMER MOLECULAR
ALVO DE L.

(BP)
MONOCYTOGENES

For: GCTGAAGAGATTGCGAAAGAAG L
prs 370bp Listeria spp.
Rev: CAAAGAAACCTTGGATTTGCGG

For:
orf 2819 AGCAAAATGCCAAAACTCGT 471bp 1/2b, 3b, 4b, 4d e 4e
Rev: CATCACTAAAGCCTCCCATTG

For: AGTGGACAATTGATTGGTGAA
orf 2110 597bp 4b, 4d e 4e
Rev: CATCCATCCCTTACTTTGGAC
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For:
AGGGCTTCAAGGACTTACCC
Imo 0737 = 691bp 1/2a, 1/2c, 3a e 3c

er:

ACGATTTCTGCTTGCCATTC
Fonte: Extraido de 46.

Resumidamente, a reacdo de cadeia em polimerase (PCR) multiplex foi
realizada em reacdes de 50pul, contendo 75mM de Tris-HCI (pH 8,8); 1 unidade
da enzima recombinante Tag DNA polimerase (Life Technologies, Sado Paulo,
SP, Brasil); 0,2uM de cada desoxirribonucleotideo trifosfato (dNTP) (Life
Technologies, Sdo Paulo); 1uM de cada par de primers descritos na Tabela 2;
1,5mM de cloreto de magnésio (MgCI2); e 60ng de DNA extraido de cada
amostra. A reacéo de PCR foi realizada a partir do primeiro ciclo de desnaturacéo
a 94°C por 2 minutos; posteriormente, 35 ciclos foram executados com as
seguintes temperaturas: desnaturacao a 94°C por 40 segundos, anelamento a
53°C por 1,15 minutos, e extensdo a 72°C por 1,15 minutos; a extensao final foi
realizada a 72°C por 7 minutos. O termociclador utilizado foi o Mastercycler
gradiente (Eppendorf, Alemanha). Posteriormente, 5ul dos produtos
amplificados foram misturados com 1ul do tampdo da amostra, que contém
reagente fluorescente na luz ultravioleta (Orange Loading Dye, 6X, cod. G1881,
Kasvi, Sdo Paulo, Brazil). A mistura desses reagentes foi submetida a
eletroforese em gel de agarose 1,5% (Invitrogen, Carlsbad, CA), a 120V por 70
minutos com tampdo de corrida do gel 1X Tris acetato do acido
etilenediaminetetraacetico (pH 8,3). Os produtos amplificados foram visualizados
com transiluminador ultravioleta (Kasvi, S&o Paulo, Brazil), e o0s pesos
moleculares foram comparados com padrdao molecular de pares de bases de
DNA (bp) (1Kb, DNA Ladder, Kasvi). O controle negativo da reacdo de PCR
multiplex foi o mix do PCR misturado com &gua ultrapura, que foi submetida as
mesmas condi¢des dos ensaios descritos acima. O controle positivo foi 0 DNA
extraido de uma amostra de Listeria monocytogenes ATCC19112, guardada em

repositério a -80°C.
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3.4. ANALISE ESTATISTICA DO TESTE DE DISCO-DIFUSAO

Todos os experimentos de difusdo em agar foram realizados em triplicata.
A andlise estatistica e construcdo dos graficos foi realizada com o software
GraphPad Prisma 8.0 (47). Os resultados da média dos halos obtidos para a
analise da resisténcia e sensibilidade a determinado antibiético, foram
comparados em tabelas individuais nos testes de ANOVA de duas vias,
considerando o grau de sensibilidade e resisténcia de cada antibiético. Em

seguida, foi realizado o teste de comparacao multipla de Bonferroni (47).
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4.1.ISOLAMENTO MICROBIOLOGICO
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Houve crescimento nos meios seletivos Figura 2 e 3) na maioria das amostras

coletadas, e a tabela 2 apresenta mais detalhes sobre a origem das coletas das

amostras ambientais. Além disso, estdo apresentados os resultados do

isolamento microbiolégico.

Os resultados do presente estudo demonstraram um alto percentual de amostras

positivas no isolamento microbiologico (93%).

Tabela 2 — Locais de coleta das amostras ambientais, com respoectivos resultados dos meios

seletivos de cultivo utilizados.

N° | Grupo Descricéo Demi-Fraser L. Oxford
A0l 2 Curral — Silagem P P
A02 2 Curral — Coxo P
A03 3 Curral — Chéo P P
A04 1 Curral — Esterco bovino velho P P
A05 1 Curral — Esterco cavalo fresco P P
A06 1 Curral — Esterco bovino fresco P P
AO07 3 Curral — Sedimentos P P
A08 4 Bebedouro 1 P P
A09 3 Galinheiro — Poleiro P P
A10 2 Galinheiro — Comedouro P P
All 4 Galinheiro — Bebedouro P P
Al12 1 Galinheiro — Esterco P P
Al3 3 Bebedouro 2 — Solo P P
Al4 4 Bebedouro 2 — Bebedouro P P
A15 4 Agua do Poco N N
Al6 3 Chéo - Limite Pastagem P P
Al7 3 Chéo — Mata 1 P P
A18 3 Chéo — Mata 2 P P
A19 3 Reservatério seco P P
A20 1 Curral — Esterco bovino P P
A21 4 Agua — Bebedouro P P
A22 2 Curral — Silagem P P
A23 4 Curral — Leite P P
A24 2 Curral — Coxo P P
A25 3 Curral — Ambiente P P
A26 2 Coxo 1 — Sal mineral N N
A27 2 Coxo 2 — Silagem P P




A28 1 Agua — Suinos P P
A29 1 Pasto — Esterco cavalo P P
A30 1 Pasto — Esterco bovino P P
A3l 1 Esgoto — Esterco suinos P P
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Legenda: P: Positivo. N: Negativo, A: Designac¢éo para diferenciacéo entre amostras coletadas.

Grupo 1: esterco, grupo 2: racao/silagem, grupo 3: ambiental e grupo 4: 4gua/leite. Fonte: Autor,

2020.

Figura 2 — Meios de cultura seletivos caldo Demi-Fraser.

Legenda: Na figura 1 A o tubo sem crescimento de Listeria spp., a esquerda na figura 1 B com

0 crescimento de Listeria spp. e alteracdo de coloracdo do meio de cultura. Fonte: Autor, 2020.

Figura 3 — Meios de cultivo seletivos agar Listeria Oxford semeados a partir das amostras de

ambiente rural.

Legenda: observe a reacdo cromogénica pode ser observada na parte superior da placa, com o

escurecimento e crescimento de culturas de bactérias do género Listeria. Na figura, a foto da
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placa correspondente a amostra A30, posteriormente confirmada como Listeria monocytogenes.

Fonte: Autor, 2020.

4.2. TESTE DE SUSCETIBILIDADE A ANTIMICROBIANOS

Os resultados dos testes de disco-difusdo somente das amostras

positivas no PCR estdo apresentados na tabela 3: Foi observada resisténcia a
Amoxicilina (AMO), Ampicilina (AMP), Ciprofloxacina (CIP), Eritromicina (ERI),
Canamicina (KAN), Tetraciclina (TET) e Vancomicina (VAN) em diversas

amostras (tabela 3). Particularmente, foi observada sensibilidade ao antibiético

gentamicina em todas as amostras, entretanto, foi observada maior resisténcia

aos antibidticos amoxilicina e ampicilina na maioria das amostras.

Tabela 3 — Resultados dos antibiogramas das amostras, apresentando padrées de resisténcia

ou susceptibilidade.

Amostras| AMO | AMP CIP ERI GEN KAN TET VAN
A04 R R R R S S S R
A05 R R S R S S S R
A06 R R S S S S S S
A07 R R S R S R R R
A08 S S S S S S S S
A09 S S S R S S R S
All S S R R S R R R
Al4 R R S S S S S S
A16 R R R S S R R R
Al17 S S S S S S S S
A20 R R S R S S S R
A22 S S S R S S R S
A24 R R S S S S S S
A25 R R S S S R S S
A28 S S R R S S R R
A30 R R S S S R R R

Legenda: R: Resistente / S: Suscetivel. Os dados brutos estao no anexo Il. Fonte: Autor,
(2021); BrCast/EUCAST, (2019).

Figura 4 — Placa de petri contendo meio de cultura &gar Mueller Hinton para o teste de

antibiograma.
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Legenda: Teste de disco-difusédo demonstrando a formacéo de um pequeno halo, confirmando a
resisténcia ao medicamento Ampicilina. A amostra A30 foi confirmada como sendo Listeria

monocytogenes pertencente ao sorotipo 1/2a. Fonte: Autor, 2021.

4.3.ANALISE MOLECULAR

A tabela 4 apresenta os resultados da PCR multiplex para Listeria e L.
monocytogenes, com seus respectivos sorotipos identificados. posteriormente o
PCR confirmou que 53% das amostras positivas no isolamento microbioldgico
pertenciam ao género Listeria spp., e destes 50% foram classificados apenas
como Listeria spp. (46). Porém, mais das amostras pertencentes a espécie L.
monocytogenes 43% foram caracterizados como pertencentes ao sorotipo 1/2a;
um isolado foi classificado como sorotipo 1/2b, porém como nao ocorreu reacao

positiva do primer prs este resultado precisara ser confirmado posteriormente.

Tabela 4 — Resultados da PCR multiplex para triagem e caracterizacdo das cepas de Listeria spp
e L. monocytogenes.

Amostra Grupo PRS ORF 2819 | ORF 2110 | LMO 0731 | Sorotipo
AOL 2 N N N N N
AO2 2 N N N N N
AO3 3 N N N N N
A04 1 P N N N spp.
A05 1 P N N N spp.
A06 1 P N N P 1/2a
AO07 3 P N N N spp.
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A0S 4 P N N P 1/2a
A9 3 P N N N spp.
A10 2 N N N N N
A1l 4 P N N N spp.
AL2 1 N N N N N
AL3 3 N N N N N
Ald 4 P N N N spp.
ALG 3 P N N N spp.
A17 3 P N N P 1/2a
AL8 3 N N N N N
AL9 3 N N N N N
A20 1 N N N P *1/2a
A1 4 N N N N N
*A22 2 N P N N 1/2b
A23 4 N N N N N
A24 2 P N N P 1/2a
A25 3 P N N P 1/2a
A27 2 N N N N N
A28 4 P N N N spp.
A29 1 N N N N N
A30 1 P N N P 1/2a

Legenda: P: Positivo, N: Negativo, Sorotipo 1/2a: prs + Imo0737, 1/2b: prs+orf2819, spp.: prs.
Fonte: Autor, 2020.

Oito amostras foram caracterizadas pelo PCR multiplex como Listeria
spp., sete pertencentes ao sorotipo 1/2a e 1 como sorotipo 1/2b. Os resultados

foram distribuidos entre os 4 grupos de amostras, conforme tabelas 2 e 4.

4.4. ANALISE ESTATISTICA DO TESTE DE DISCO-DIFUSAO

Os resultados do antibiograma revelaram diferencas significantes entre
os antibidticos [F (6, 98) = 9,363; p<0,0001], com grau de sensibilidade [F (1, 98)
= 272,3; p<0,0001] havendo, também interacdo entre os fatores [F (6, 98) =
3,000; p=0,0098]. O teste de comparacdes multiplas de Bonferroni revelou que
0s niveis de sensibilidade da Amoxicilina (p<0,0001****), Ampicilina
(p<0,0001****), Ciprofloxacina (p<0,0001****), Eritromicina (p<0,0001****),
Kanamicina (p=0,0037**), Tetraciclina (p<0,0001****) e Vancomicina
(p=0,0068**) foram distintamente diferentes dos niveis de resisténcia. Também

foram revelados niveis distintos de sensibilidade entre Amoxicilina vs.
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Ciprofloxacina (p=0,0288*), Ampicilina vs. Ciprofloxacina (p=0,00423%),
Ciprofloxacina vs. Kanamicina (p=0,0003***), Ciprofloxacina vs. Vancomicina
(p=0,0001****), Eritromicina vs. Kanamicina (p=0,0016**), Eritromicina vs.

Vancomicina (p<0,0001****) e Tetraciclina vs. Vancomicina (p=0,0169%*).

Grafico 1 — Comparativo entre antibiéticos das amostras positivas do PCR para Listeria
spp.

Comparativo entre antibioticos e sensibilidade
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Legenda: Analise de variancia (ANOVA) de duas vias entre antibiéticos e sensibilidade. Dados
expressos em média + SEM (resistentes: amo n=10, amp n=10, cip n=4, eri n=9, kan n=5,
tet n=9, van n=8; sensiveis: amo n=6, amp n=6, cip n=12, eri n=7, kan n=11, tet n=7, van n=8).
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5. DISCUSSAO

A Listeria monocytogenes é um patégeno cosmopolita, principal causador
da listeriose, doenga que provocou diversos surtos associados a contaminacao
de alimentos em todo o mundo, e os principais reservatérios sao os locais de
alimentacédo e circulacdo de animais, pasto, esterco, silagem, rios e acudes,
dentre outros locais relacionados ao ambiente rural (06, 15, 37). Esses
patégenos ainda séo frequentemente encontrados em fabricas de producao de
carne e leite, alimentos frescos provenientes de feiras livres e prontos para o
consumo (5, 7, 18, 19, 37).

Alguns destes surtos de listeriose em ruminantes relacionados ao
ambiente rural foram estudados com a analise filogenética do patdgeno,
demonstrando que cepas patogénicas foram relacionadas a casos de encefalite
em ruminantes na Italia (6). Na Eslovénia, cepas patogénicas foram identificadas
em caprinos apos um surto de listeriose, e os isolados foram geneticamente
relacionados a agua e esterco em regides proximas ao local de origem do surto
(15). Além disso, outro caso de surto de listeriose em ovelhas identificou, cepas
patogénicas em amostras de 4gua, silagem e solo na Suica (37). J& com relacdo
aos alimentos e fabricas relacionadas, cepas patogénicas pertencentes aos
sorotipos 1/2a, 1/2b e 4b foram identificadas em fabrica de producéo de leite nos
Estados Unidos (5). Ainda, isolados com potencial patogénico do sorotipo 1/2a
foram encontrados em alimentos frescos provenientes de feiras livres na China
e lItalia (7,19). J& no Brasil, foram encontradas em frigorificos cepas

potencialmente patogénicas, em sua maioria do sorotipo 4b (18).

Os presentes resultados indicaram que cepas de L. monocytogenes do
sorotipo 1/2a estao presentes em diversos locais relacionados ao ambiente rural,
os isolados deste sorotipo foram mais prevalentes em amostras relacionadas a
esterco (grupo 1) racéo (grupo 2) e locais de circulacao de animais como currais
e pastos (grupo 3). Os isolados caracterizados como Listeria spp. foram mais
prevalentes amostras de agua (grupo 4), demonstrando que estes sao
reservatorios para o desenvolvimento de cepas potencialmente patogénicas,

corroborando com a literatura cientifica (15, 37).



32

A linhagem Il abriga o sorotipo 1/2a um dos mais comumente associados
a casos de listeriose humana, estas cepas sao frequentemente encontradas em
contaminacdo de alimentos e agua (14), bem como foi demonstrado nos
resultados sobre a prevaléncia dos isolados em esterco e locais de circulagéo de
animais. J& o sorotipo 4b tem sido identificado em casos clinicos humanos e
animais de listeriose (5, 6, 16, 17, 18). Interessantemente, os isolados da
linhagem Il tem demonstrado maior resisténcia a antibioticos e a metais pesados
(50). Na Bélgica e Chile, um estudo revelou relacdo do consumo de carne mal
processada contaminada com Listeria monocytogenes, o que corrobora com a
predominéancia (95%) dos sorotipos 1/22, 1/2b e 4b demonstrada nos estudos
citados anteriormente (51,52). Além disso, a importancia do sorotipo 1/2a pode
ser constatada em diversos estudos sobre ambiente rural, alimentos, 4gua e até
mesmo na influéncia geogréfica sobre o desenvolvimento do patégeno no meio
(15, 38, 53).

Alguns sorotipos da Listeria possuem melhor adaptacdo ao ambiente
industrial, pode ser observada em cepas 1/2a, 1/2b e 1c, comumente
encontradas nestes ambientes, enquanto sorotipos 1/2c apresentam maior
tendéncia para formacédo de biofilme e fixacdo em superficies de aco inoxidavel
(10). A capacidade de formacéo de biofilme e pré-disposi¢do genética por parte
de cepas pertencentes aos sorotipos 1/2a, pode ser relacionada a genes de
viruléncia caracteristicos do género Listeria spp., vale lembrar que estes
biofilmes podem abrigar bactérias das mais diversas espécies e géneros, o que
aumenta a resisténcia dos patdégenos a desinfetantes e antibidticos (4, 12).
Conforme demonstrado em estudos anteriores, este fator de viruléncia confere
grande vantagem as Listeria spp. na capacidade de desenvolvimento nos mais
diversos ambientes e temperaturas (11,12, 37). Cabe ainda considerar a
possibilidade de verificagdo da presenca dos genes de viruléncia relacionados a

formacéao de biofilme, em estudos futuros.

O ecossistema de fazendas de criagédo de gado e producéo de leite tem
alta prevaléncia de Listeria monocytogenes, incluindo ainda sorotipos
associados a listeriose humana (6, 15, 36, 37, 48). No Brasil estudos moleculares

acerca da Listeria monocytogenes tém sido realizados, o0s resultados sobre
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contaminacdo de alimentos identificaram cepas patogénicas do sorotipo 4b
relacionadas a casos de listeriose causada por carne processada (17). Além
disso, cepas dos sorotipos 1/2a, 1/2b e 4b em carnes bovina e de frango

congelado foram identificados como do sorotipo 1/2a (16, 18, 49).

Com foco em amostras provenientes de locais relacionados ao ambiente
rural, os resultados mostraram que esterco, junto a areas de circulacdo de
animais, que sao os pontos com maior contaminagédo por Listeria spp e Listeria
monocytogenes, 0 que ndo anula a presenca do patégeno em racéo e silagem
ou mesmo em agua. A umidade do solo e a proximidade da agua com pastagens
tem se mostrado fator decisivo para o desenvolvimento do patdégeno (53).
Estudos anteriores pontuaram que rios e acudes sao reservatorios naturais para

cepas potencialmente patogénicas de Listeria monocytogenes (37).

A resisténcia e a sensibilidade de Listeria spp. a antibidticos tém sido
investigadas pela literatura cientifica (18, 41, 42, 43, 44). Os resultados do
presente estudo sobre a sensibilidade ao antibiético gentamicina em todas as
amostras estdo de acordo com a literatura cientifica. Entretanto foi observada
maior resisténcia ao antibiético vancomicina (43). As proteinas de ligacdo a
penicilina da Listeria monocytogenes sé&o constituintes da parede celular, que
sdo alvos dos antibidticos beta-lactamicos. A resisténcia a ampicilina é
infrequente; por exemplo, um estudo da China ndo encontrou resisténcia em
2862 amostras caracterizadas (45). A Eritromicina é usada no tratamento de
gestantes com listeriose, foi observada resisténcia a este farmaco em 8 das 16
amostras testadas (43). A resisténcia a Tetraciclina constatada nos resultados

de 7 amostras testadas nao € algo incomum nas bactérias do género Listeria
spp. (43).
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6. CONCLUSOES

Os resultados do presente estudo sugerem que cepas potencialmente
patogénicas de Listeria monocytogenes, identificadas como sorotipos 1/2a e
1/2b, apresentaram resisténcia a antimicrobianos de ampla utilizacdo como

amoxicilina, ampicilina, ciprofloxacina, eritromicina tetraciclina e vancomicina.

Além disso, os resultados do presente estudo sugerem que o ambiente
rural € um potencial reservatério de cepas patogénicas de L. monocytogenes,
indicando necessidade de atualizacdo e melhorias das normas sanitarias
exigidas pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento do Brasil para

detecgéo e caracterizagao da L. monocytogenes.
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8. ANEXOS

8.1.ANEXO |

Tabela 5 — Resultados do teste de disco-difusdo em agar das amostras positivas no teste

de PCR para Listeria spp..

ATZ?Sga Antibidtico Sensivel Resistente Resultado Resisténcia
AO4a Amoxicilina — AMO10 215 <12 12 Resistente
AO4a Ampicilina — AMP10 =16 <16 11 Resistente
AO4a Ciprofloxacina — CIP05 221 <15 15 Resistente
AO4a Eritromicina — ERI15 223 <13 10 Resistente
AO04a Gentamicina — GEN10 215 <12 16 Sensivel
AO4a Kanamicina — KAN30 218 <13 18 Sensivel
AO4a Tetraciclina — TET30 219 <14 17 Intermediario
AO4a Vancomicina — VAN30 =15 <14 9 Resistente
A05a Amoxicilina — AMO10 215 <12 8 Resistente
AO5a Ampicilina — AMP10 =16 <16 11 Resistente
AO05a Ciprofloxacina — CIP05 221 <15 25 Sensivel
AO5a Eritromicina — ERI15 223 <13 12 Resistente
A05a Gentamicina — GEN10 215 <12 21 Sensivel
AO5a Kanamicina — KAN30 218 <13 19 Sensivel
A05a Tetraciclina — TET30 219 <14 17 Intermediario
A05a Vancomicina — VAN30 215 <14 10 Resistente
AO6a Amoxicilina — AMO10 215 <12 12 Resistente
AO6a Ampicilina — AMP10 =16 <16 11 Resistente
AO6a  Ciprofloxacina — CIP05 221 <15 22 Sensivel
AO6a Eritromicina — ERI15 223 <13 26 Sensivel
AO6a Gentamicina — GEN10 215 <12 24 Sensivel
AO06a Kanamicina — KAN30 =218 <13 18 Sensivel
AO6a Tetraciclina — TET30 =219 <14 19 Sensivel
AO6a Vancomicina — VAN30 215 <14 17 Sensivel
AO7a Amoxicilina — AMO10 215 <12 12 Resistente
AQ7a Ampicilina — AMP10 216 <16 14 Resistente
AO07a Ciprofloxacina — CIP05 221 <15 18 Intermediario
AO07a Eritromicina — ERI15 223 <13 10 Resistente

AO07a Gentamicina — GEN10 215 <12 18 Sensivel

AO7a Kanamicina — KAN30 218 <13 13 Resistente

A07a Tetraciclina — TET30 =19 <14 11 Resistente

AO7a Vancomicina — VAN30 215 <14 10 Resistente

A08a Amoxicilina — AMO10 215 <12 18 Sensivel
16

A08a Ampicilina — AMP10 > <16 20 Sensivel



A08a Ciprofloxacina — CIP05 221 <15 30 Sensivel

A08a Eritromicina — ERI15 223 <13 26 Sensivel
A08a Gentamicina — GEN10 215 <12 22 Sensivel
A08a Kanamicina — KAN30 =18 <13 19 Sensivel
A08a Tetraciclina — TET30 219 <14 25 Sensivel
A08a Vancomicina — VAN30 215 <14 20 Sensivel
A09a Amoxicilina — AMO10 215 <12 20 Sensivel
A09a Ampicilina — AMP10 216 <16 19 Sensivel
A09a Ciprofloxacina — CIP05 221 <15 22 Sensivel
A09a Eritromicina — ERI15 223 <13 18 Intermediario
A09a Gentamicina — GEN10 215 <12 18 Sensivel
A09%a Kanamicina — KAN30 =18 <13 19 Sensivel
AQ09a Tetraciclina — TET30 =219 <14 8 Resistente
A09a Vancomicina — VAN30 215 <14 15 Sensivel
Alla Amoxicilina — AMO10 215 <12 20 Sensivel
Alla Ampicilina — AMP10 =16 <16 21 Sensivel
Alla  Ciprofloxacina — CIP05 221 <15 14 Resistente
Alla Eritromicina — ERI15 223 <13 8 Resistente
Alla Gentamicina — GEN10 215 <12 15 Sensivel
Alla Kanamicina — KAN30 =218 <13 12 Resistente
Alla Tetraciclina — TET30 =219 <14 8 Resistente
Alla Vancomicina — VAN30 215 <14 9 Resistente
Alda Amoxicilina — AMO10 215 <12 8 Resistente
Alda Ampicilina — AMP10 216 <16 8 Resistente
Al4a  Ciprofloxacina — CIP05 221 <15 23 Sensivel
Alda Eritromicina — ERI15 223 <13 23 Sensivel
Alda Gentamicina — GEN10 215 <12 20 Sensivel
Alda Kanamicina — KAN30 218 <13 18 Sensivel
Alda Tetraciclina — TET30 =219 <14 23 Sensivel
Alda Vancomicina — VAN30 215 <14 16 Sensivel
Al6a Amoxicilina — AMO10 215 <12 10 Resistente
Al6a Ampicilina — AMP10 =16 <16 11 Resistente
Al6a Ciprofloxacina — CIP05 221 <15 18 Intermediario
Al6a Eritromicina — ERI15 223 <13 10 Resistente
Al6a Gentamicina — GEN10 215 <12 18 Sensivel
Al6a Kanamicina — KAN30 =218 <13 12 Resistente
Al6a Tetraciclina — TET30 219 <14 13 Resistente
Al6a Vancomicina — VAN30 215 <14 11 Resistente
Al7a Amoxicilina — AMO10 215 <12 20 Sensivel
Al7a Ampicilina — AMP10 216 <16 16 Sensivel
Al7a Ciprofloxacina — CIP05 =221 <15 28 Sensivel
Al7a Eritromicina — ERI15 223 <13 29 Sensivel

Al7a Gentamicina — GEN10 215 <12 25 Sensivel



Al7a
Al7a
Al7a
A20a
A20a
A20a
A20a
A20a
A20a
A20a
A20a
A22a
A22a
A22a
A22a
A22a
A22a
A22a
A22a
A24a
A24a
A24a
A24a
A24a
A24a
A24a
A24a
A25a
A25a
A25a
A25a
A25a
A25a
A25a
A25a
A28a
A28a
A28a
A28a
A28a
A28a
A28a
A28a

Kanamicina — KAN30
Tetraciclina — TET30
Vancomicina — VAN30
Amoxicilina — AMO10
Ampicilina — AMP10
Ciprofloxacina — CIP05
Eritromicina — ERI15
Gentamicina — GEN10
Kanamicina — KAN30
Tetraciclina — TET30
Vancomicina — VAN30
Amoxicilina — AMO10
Ampicilina — AMP10
Ciprofloxacina — CIP05
Eritromicina — ERI15
Gentamicina — GEN10
Kanamicina — KAN30
Tetraciclina — TET30
Vancomicina — VAN30
Amoxicilina — AMO10
Ampicilina — AMP10
Ciprofloxacina — CIP05
Eritromicina — ERI15
Gentamicina — GEN10
Kanamicina — KAN30
Tetraciclina — TET30
Vancomicina — VAN30
Amoxicilina — AMO10
Ampicilina — AMP10
Ciprofloxacina — CIP05
Eritromicina — ERI15
Gentamicina — GEN10
Kanamicina — KAN30
Tetraciclina — TET30
Vancomicina — VAN30
Amoxicilina — AMO10
Ampicilina — AMP10
Ciprofloxacina — CIP05
Eritromicina — ERI15
Gentamicina — GEN10
Kanamicina — KAN30
Tetraciclina — TET30
Vancomicina — VAN30

218
=19
215
215
=16
=21
223
=215
218
219
215
215
216
221
223
=15
=18
219
215
=15
216
=21
223
215
=18
219
215
215
216
221
=223
215
=18
219
=15
215
216
=21
223
215
>18
219
215

25
29
15
12
10
22
16
23
18
19
14
22
20
25
10
18
18
10
17
10
12
21
23
20
19
16
15

21
24
18
14
16
15
20
18
18
11
16
15
12
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Sensivel
Sensivel
Sensivel
Resistente
Resistente
Sensivel
Intermediario
Sensivel
Sensivel
Sensivel
Resistente
Sensivel
Sensivel
Sensivel
Resistente
Sensivel
Sensivel
Resistente
Sensivel
Resistente
Resistente
Sensivel
Sensivel
Sensivel
Sensivel
Intermediario
Sensivel
Resistente
Resistente
Sensivel
Sensivel
Sensivel
Intermediario
Intermediario
Sensivel
Sensivel
Sensivel
Intermediario
Resistente
Sensivel
Intermediario
Resistente
Resistente
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A30a Amoxicilina — AMO10 215 <12 12 Resistente
A30a Ampicilina — AMP10 216 <16 14 Resistente
A30a Ciprofloxacina — CIP05 =221 <15 21 Sensivel
A30a Eritromicina — ERI15 223 <13 23 Sensivel
A30a Gentamicina — GEN10 215 <12 18 Sensivel
A30a Kanamicina — KAN30 218 <13 12 Resistente
A30a Tetraciclina — TET30 =219 <14 13 Resistente
A30a Vancomicina — VAN30 215 <14 14 Resistente

Legenda: primeira sequéncia da triplicata.

Tabela 6 — Resultados do teste de disco-difusdo em agar das amostras positivas no teste

de PCR para Listeria spp..

ATZ(;Sga Antibiotico Sensivel Resistente Resultado Resisténcia
A04b Amoxicilina — AMO10 215 <12 12 Resistente
A04b Ampicilina — AMP10 =16 <16 13 Resistente
A04b  Ciprofloxacina — CIP05 =221 <15 14 Resistente
A04b Eritromicina — ERI15 223 <13 9 Resistente
A04b Gentamicina — GEN10 215 <12 15 Sensivel
A04b Kanamicina — KAN30 218 <13 16 Intermediario
A04b Tetraciclina — TET30 =219 <14 16 Intermediario
A04b Vancomicina — VAN30 215 <14 10 Resistente
AO05b Amoxicilina — AMO10 215 <12 10 Resistente
A05b Ampicilina — AMP10 =16 <16 9 Resistente
A05b  Ciprofloxacina — CIP05 221 <15 23 Sensivel
AO05b Eritromicina — ERI15 223 <13 11 Resistente
A05b Gentamicina — GEN10 215 <12 23 Sensivel
AO05b Kanamicina — KAN30 =218 <13 20 Sensivel
AO05b Tetraciclina — TET30 =219 <14 16 Intermediario
AO05b Vancomicina — VAN30 215 <14 9 Resistente
A06b Amoxicilina — AMO10 215 <12 11 Resistente
A06b Ampicilina — AMP10 216 <16 9 Resistente
A06b  Ciprofloxacina — CIP05 221 <15 18 Intermediario
A06b Eritromicina — ERI15 223 <13 26 Sensivel
A06b Gentamicina — GEN10 =215 <12 23 Sensivel
A06b Kanamicina — KAN30 =218 <13 18 Sensivel
A06b Tetraciclina — TET30 =19 <14 19 Sensivel
A06b Vancomicina — VAN30 215 <14 16 Sensivel
A07b Amoxicilina — AMO10 215 <12 11 Resistente
AO07b Ampicilina — AMP10 216 <16 10 Resistente
AO07b  Ciprofloxacina — CIP05 221 <15 21 Sensivel

AO07b Eritromicina — ERI15 223 <13 11 Resistente



A07b
A07b
A07b
A07b
A08b
AO08b
A08b
AO08b
A08b
AO08b
A08b
AO08b
A09Db
A09b
A09Db
A09b
A09b
A09Db
A09b
A09b
Allb
Allb
Allb
Allb
Allb
Allb
Allb
Allb
Al4b
Aldb
Al4b
Al4b
Al4db
Al4b
Al4b
Al4b
Al6b
Al6b
Al6b
Al6b
Al6b
Al6b
Al6b

Gentamicina — GEN10
Kanamicina — KAN30
Tetraciclina — TET30

Vancomicina — VAN30
Amoxicilina — AMO10
Ampicilina — AMP10

Ciprofloxacina — CIP05
Eritromicina — ERI15

Gentamicina — GEN10
Kanamicina — KAN30
Tetraciclina — TET30

Vancomicina — VAN30
Amoxicilina — AMO10
Ampicilina — AMP10

Ciprofloxacina — CIP05
Eritromicina — ERI15

Gentamicina — GEN10
Kanamicina — KAN30
Tetraciclina — TET30

Vancomicina — VAN30
Amoxicilina — AMO10
Ampicilina — AMP10

Ciprofloxacina — CIP05
Eritromicina — ERI15

Gentamicina — GEN10
Kanamicina — KAN30
Tetraciclina — TET30

Vancomicina — VAN30
Amoxicilina — AMO10
Ampicilina — AMP10

Ciprofloxacina — CIP05
Eritromicina — ERI15

Gentamicina — GEN10
Kanamicina — KAN30
Tetraciclina — TET30

Vancomicina — VAN30
Amoxicilina — AMO10
Ampicilina — AMP10

Ciprofloxacina — CIP05
Eritromicina — ERI15

Gentamicina — GEN10
Kanamicina — KAN30
Tetraciclina — TET30

215
=18
=19
215
215
=16
221
223
215
218
=19
215
215
=16
221
=223
=15
218
=19
=15
215
=16
221
223
215
=18
219
215
215
216
221
=223
215
=18
=19
=15
215
216
=21
223
215
>18
219

22
13
10
12
20
21
34
27
23
24
28
22
22
20
21
16
17
18
10
16
21
22
15
10
18
14
10
10
12

27
23
21
21
22
18
12
12
15
21
19
13
12
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Sensivel
Resistente
Resistente
Resistente

Sensivel

Sensivel

Sensivel

Sensivel

Sensivel

Sensivel

Sensivel

Sensivel

Sensivel

Sensivel

Sensivel

Intermediario

Sensivel

Sensivel
Resistente

Sensivel

Sensivel

Sensivel
Resistente
Resistente

Sensivel

Intermediario
Resistente
Resistente
Resistente
Resistente

Sensivel

Sensivel

Sensivel

Sensivel

Sensivel

Sensivel
Resistente
Resistente
Resistente

Intermediario

Sensivel
Resistente
Resistente



Al6b
Al7b
Al7b
Al7b
Al7b
Al7b
Al7b
Al7b
Al7b
A20b
A20b
A20b
A20b
A20b
A20b
A20b
A20b
A22Db
A22Db
A22Db
A22Db
A22Db
A22b
A22Db
A22Db
A24b
A24b
A24b
A24b
A24Db
A24b
A24Db
A24b
A25b
A25Db
A25Db
A25b
A25Db
A25b
A25b
A25b
A28b
A28b

Vancomicina — VAN30
Amoxicilina — AMO10
Ampicilina — AMP10
Ciprofloxacina — CIP05
Eritromicina — ERI15
Gentamicina — GEN10
Kanamicina — KAN30
Tetraciclina — TET30
Vancomicina — VAN30
Amoxicilina — AMO10
Ampicilina — AMP10
Ciprofloxacina — CIP05
Eritromicina — ERI15
Gentamicina — GEN10
Kanamicina — KAN30
Tetraciclina — TET30
Vancomicina — VAN30
Amoxicilina — AMO10
Ampicilina — AMP10
Ciprofloxacina — CIP05
Eritromicina — ERI15
Gentamicina — GEN10
Kanamicina — KAN30
Tetraciclina — TET30
Vancomicina — VAN30
Amoxicilina — AMO10
Ampicilina — AMP10
Ciprofloxacina — CIP05
Eritromicina — ERI15
Gentamicina — GEN10
Kanamicina — KAN30
Tetraciclina — TET30
Vancomicina — VAN30
Amoxicilina — AMO10
Ampicilina — AMP10
Ciprofloxacina — CIP05
Eritromicina — ERI15
Gentamicina — GEN10
Kanamicina — KAN30
Tetraciclina — TET30
Vancomicina — VAN30
Amoxicilina — AMO10
Ampicilina — AMP10

215
215
216
221
223
215
218
219
215
215
216
221
223
215
218
219
215
215
216
221
223
215
218
219
215
215
216
221
223
215
218
219
215
215
216
221
223
215
=218
219
215
215
216

<16
<15
<13
<12
<13
<14
<14
<12
<16
<15
<13
<12
<13
<14
<14
<12
<16
<15
<13
<12
<13
<14
<14
<12
<16
<15
<13
<12
<13
<14
<14
<12
<16
<15
<13
<12
<13
<14
<14
<12
<16

14
20
19
33
28
26
22
26
15
10
11
26
17
19
17
19
13
15
18
30
12
20
19
24
18
12
14
23
24
22
23
19
18
12
10
23
23
18
15
17
16
22
23

Resistente
Sensivel
Sensivel
Sensivel
Sensivel
Sensivel
Sensivel
Sensivel
Sensivel

Resistente

Resistente
Sensivel

Intermediario
Sensivel
Intermediario
Sensivel

Resistente
Sensivel
Sensivel
Sensivel

Resistente
Sensivel
Sensivel
Sensivel
Sensivel

Resistente

Resistente
Sensivel
Sensivel
Sensivel
Sensivel
Sensivel
Sensivel

Resistente

Resistente
Sensivel
Sensivel
Sensivel

Intermediario
Intermediario
Sensivel
Sensivel
Sensivel
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A28b
A28b
A28b
A28b
A28b
A28b
A30b
A30b
A30b
A30b
A30b
A30b
A30b
A30b

Ciprofloxacina — CIP05
Eritromicina — ERI15
Gentamicina — GEN10
Kanamicina — KAN30
Tetraciclina — TET30
Vancomicina — VAN30
Amoxicilina — AMO10
Ampicilina — AMP10
Ciprofloxacina — CIP05
Eritromicina — ERI15
Gentamicina — GEN10
Kanamicina — KAN30
Tetraciclina — TET30
Vancomicina — VAN30

215
218
219
215
215
216
221
223
215
=218
219
215

<15
<13
<12
<13
<14
<14
<12
<16
<15
<13
<12
<13
<14
<14

17
11
17
17
12
13
11
13
21
22
18
13
12
14

Legenda: segunda sequéncia da triplicata. Fonte: Autor, 2021.

Intermediario
Resistente
Sensivel
Intermediario
Resistente
Resistente
Resistente
Resistente
Sensivel
Sensivel
Sensivel
Resistente
Resistente
Resistente
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Tabela 7 — Resultados do teste de disco-difusdo em agar das amostras positivas no teste

de PCR para Listeria spp..

Amostra
12/06

AO4c
AO4c
AO4c
AO4c
AO4c
AO4c
AO4c
AO4c
A05c
AO5c
AO5c
AO05c
A05c
AO5c
A05c
AO05c
A06¢c
A06¢C
A06¢c
AOQ6¢C
A06¢C
AO6¢C

Antibiético

Amoxicilina — AMO10
Ampicilina — AMP10
Ciprofloxacina — CIP05
Eritromicina — ERI15
Gentamicina — GEN10
Kanamicina — KAN30
Tetraciclina — TET30
Vancomicina — VAN30
Amoxicilina — AMO10
Ampicilina — AMP10
Ciprofloxacina — CIP05
Eritromicina — ERI15
Gentamicina — GEN10
Kanamicina — KAN30
Tetraciclina — TET30
Vancomicina — VAN30
Amoxicilina — AMO10
Ampicilina — AMP10
Ciprofloxacina — CIP05
Eritromicina — ERI15
Gentamicina — GEN10
Kanamicina — KAN30

Sensivel

Resistente

<12
<16
<15
<13
<12
<13
<14
<14
<12
<16
<15
<13
<12
<13
<14
<14
<12
<16
<15
<13
<12
<13

Resultado

13
15
15
11
16
19
17
12
11
10
21

18
19
18

12
13
25
27
20
18

Resisténcia

Intermediario
Resistente
Resistente
Resistente

Sensivel
Sensivel

Intermediario
Resistente
Resistente
Resistente

Sensivel
Resistente
Sensivel
Sensivel

Intermediario
Resistente
Resistente
Resistente

Sensivel
Sensivel
Sensivel
Sensivel



AO06C Tetraciclina — TET30 219 <14 17 Intermediario

A06cC Vancomicina — VAN30 215 <14 15 Sensivel
AO07c Amoxicilina — AMO10 215 <12 10 Resistente
AOQ7c Ampicilina — AMP10 216 <16 10 Resistente
AO07c  Ciprofloxacina — CIP05 =221 <15 20 Sensivel
AQ7c Eritromicina — ERI15 223 <13 8 Resistente
AQ07c Gentamicina — GEN10 215 <12 18 Sensivel
AO07c Kanamicina — KAN30 218 <13 14 Intermediario
AQ07c Tetraciclina — TET30 =219 <14 8 Resistente
AQ7c Vancomicina — VAN30 215 <14 10 Resistente
A08c Amoxicilina — AMO10 215 <12 16 Sensivel
A08c Ampicilina — AMP10 =16 <16 17 Sensivel
A08c  Ciprofloxacina — CIP05 221 <15 33 Sensivel
A08c Eritromicina — ERI15 =223 <13 25 Sensivel
A08c Gentamicina — GEN10 215 <12 24 Sensivel
A08c Kanamicina — KAN30 =18 <13 22 Sensivel
A08c Tetraciclina — TET30 219 <14 24 Sensivel
A08c Vancomicina — VAN30 =15 <14 19 Sensivel
A09c Amoxicilina — AMO10 215 <12 18 Sensivel
A09c Ampicilina — AMP10 =16 <16 20 Sensivel
A09c  Ciprofloxacina — CIP05 221 <15 23 Sensivel
A09c Eritromicina — ERI15 =223 <13 18 Intermediario
A09c Gentamicina — GEN10 215 <12 16 Sensivel
A09c Kanamicina — KAN30 218 <13 18 Sensivel
A09c Tetraciclina — TET30 =19 <14 11 Resistente
A09c Vancomicina — VAN30 =15 <14 15 Sensivel
Allc Amoxicilina — AMO10 215 <12 22 Sensivel
Allc Ampicilina — AMP10 =16 <16 19 Sensivel
Allc  Ciprofloxacina — CIP05 221 <15 12 Resistente
Allc Eritromicina — ERI15 223 <13 12 Resistente
Allc Gentamicina — GEN10 215 <12 16 Sensivel
Allc Kanamicina — KAN30 =218 <13 13 Resistente
Allc Tetraciclina — TET30 =219 <14 11 Resistente
Allc Vancomicina — VAN30 215 <14 9 Resistente
Al4c Amoxicilina — AMO10 215 <12 7 Resistente
Al4c Ampicilina — AMP10 216 <16 12 Resistente
Al4c  Ciprofloxacina — CIP05 =221 <15 17 Intermediario
Al4c Eritromicina — ERI15 223 <13 23 Sensivel
Al4c Gentamicina — GEN10 215 <12 21 Sensivel
Al4c Kanamicina — KAN30 218 <13 19 Sensivel
Al4c Tetraciclina — TET30 =19 <14 23 Sensivel
Al4c Vancomicina — VAN30 215 <14 17 Sensivel

Al6c Amoxicilina — AMO10 215 <12 11 Resistente



Al6c
A1l6¢c
Al6c
Al6c
Al6c
Al6c
Al6c
Al7c
Al7c
Al7c
Al7c
Al7c
Al7c
Al7c
Al7c
A20c
A20c
A20c
A20c
A20c
A20c
A20c
A20c
A22c
A22c
A22c
A22c
A22c
A22c
A22c
A22c
A24c
A24c
A24c
A24c
A24c
A24c
A24c
A24c
A25c
A25c
A25c
A25c

Ampicilina — AMP10
Ciprofloxacina — CIP05
Eritromicina — ERI15
Gentamicina — GEN10
Kanamicina — KAN30
Tetraciclina — TET30
Vancomicina — VAN30
Amoxicilina — AMO10
Ampicilina — AMP10
Ciprofloxacina — CIP05
Eritromicina — ERI15
Gentamicina — GEN10
Kanamicina — KAN30
Tetraciclina — TET30
Vancomicina — VAN30
Amoxicilina — AMO10
Ampicilina — AMP10
Ciprofloxacina — CIP05
Eritromicina — ERI15
Gentamicina — GEN10
Kanamicina — KAN30
Tetraciclina — TET30
Vancomicina — VAN30
Amoxicilina — AMO10
Ampicilina — AMP10
Ciprofloxacina — CIP05
Eritromicina — ERI15
Gentamicina — GEN10
Kanamicina — KAN30
Tetraciclina — TET30
Vancomicina — VAN30
Amoxicilina — AMO10
Ampicilina — AMP10
Ciprofloxacina — CIP05
Eritromicina — ERI15
Gentamicina — GEN10
Kanamicina — KAN30
Tetraciclina — TET30
Vancomicina — VAN30
Amoxicilina — AMO10
Ampicilina — AMP10
Ciprofloxacina — CIP05
Eritromicina — ERI15

221
223
215
218
219
215
215
216
221
223
215
218
219
215
215
216
221
223
215
218
219
215
215
216
221
223
215
=218
=219
215
215
216
221
223

<16
<15
<13
<12
<13
<14
<14
<12
<16
<15
<13
<12
<13
<14
<14
<12
<16
<15
<13
<12
<13
<14
<14
<12
<16
<15
<13
<12
<13
<14
<14
<12
<16
<15
<13
<12
<13
<14
<14
<12
<16
<15
<13

12
17
20
19
13
14
14
18
18
32
26
25
23
28
17
11
12
25
16
24
18
20
14
16
20
31

27
25
28
15

10
22
22
21
19
20
15
10

24
23

Resistente
Intermediario
Intermediario

Sensivel

Resistente

Resistente

Resistente

Sensivel
Sensivel
Sensivel
Sensivel
Sensivel
Sensivel
Sensivel
Sensivel
Resistente
Resistente
Sensivel
Intermediario
Sensivel
Sensivel
Sensivel
Resistente
Sensivel
Sensivel
Sensivel
Resistente
Sensivel
Sensivel
Sensivel
Sensivel
Resistente
Resistente
Sensivel
Sensivel
Sensivel
Sensivel
Sensivel
Sensivel
Resistente
Resistente
Sensivel
Sensivel
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A25c
A25c
A25c
A25c
A28c
A28c
A28c
A28c
A28c
A28c
A28c
A28c
A30c
A30c
A30c
A30c
A30c
A30c
A30c
A30c

Legenda: terceira sequéncia da triplicata. Fonte: Autor, 2021.

Gentamicina — GEN10
Kanamicina — KAN30
Tetraciclina — TET30

Vancomicina — VAN30
Amoxicilina — AMO10
Ampicilina — AMP10

Ciprofloxacina — CIP05
Eritromicina — ERI15

Gentamicina — GEN10
Kanamicina — KAN30
Tetraciclina — TET30

Vancomicina — VAN30
Amoxicilina — AMO10
Ampicilina — AMP10

Ciprofloxacina — CIP05
Eritromicina — ERI15

Gentamicina — GEN10
Kanamicina — KAN30
Tetraciclina — TET30

Vancomicina — VAN30

215
218
219
215
215
216
221
223
215
218
219
215
215
216
221
223
215
218
219
215

<14
<14
<12
<16
<15
<13
<12
<13
<14
<14
<12
<16
<15
<13
<12
<13
<14
<14

20
16
16
17
22
24
17
10
15
14
9
10
12
10
26
25
22
13
12
14

Sensivel
Intermediario
Intermediario

Sensivel

Sensivel

Sensivel
Intermediario

Resistente

Sensivel

Intermediario
Resistente
Resistente
Resistente
Resistente

Sensivel

Sensivel

Sensivel

Resistente
Resistente
Resistente
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