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RESUMO 

 Este trabalho teve como objetivo realizar a detecção de cepas de Listeria monocytogenes de 

cortes cárneos bovinos bem como no ambiente de abatedouros frigoríficos localizados no Distrito 

Federal, promover a sorotipificação pela reação em cadeia da polimerase (PCR), realizar 

antibiograma e submeter às cepas à eletroforese de campo pulsado (Pulsed-field gel electrophoresis 

- PFGE). Foram analisados um total de 125 cortes cárneos bovinos, 45 amostras de swabs de 

carcaças bovinas e 43 amostras de swabs em que foram detectados um total de 13 cepas de Listeria 

monocytogenes, sendo 11 oriundas de cortes cárneos bovinos e duas cepas oriundas deswabs de 

ambiente em um abatedouro frigorifico. Não foram detectadas cepas de swabs de carcaça. Dentre as 

13 cepas de Listeria monocytogenes foram encontradas seis cepas do sorotipo 4b, cinco do sorotipo 

1/2c e duas cepas do sorotipo 1/2a. Dentre as 11 cepas de L. monocytogenes encontradas em cortes 

cárneos bovino, uma (9,1%) cepa apresentou resistência a eritromicina, outra (9,1%) cepa a 

gentamicina e outra a ciprofloxacina (9,1%) e todas as cepas (100%) apresentaram resistência ao 

Ácido Nalidíxico. Das duas (2) cepas oriundas de ralos de abatedouro frigorífico, todas (100%) 

apresentaram resistência ao Ácido Nalidíxico e a sulfonamidas. A análise por eletroforese de campo 

pulsante (PFGE) demonstrou 8 diferentes pulsotipos, em que foram agrupados em 3 diferentes 

grupos clonais, que coincidentemente se correlacionavam com os 3 diferentes sorotipos encontrados 

sugerindo um ampla disseminação desses perfis no Distrito Federal. 

 

http://www.medicinanet.com.br/conteudos/medicamentos/122/acido_nalidixico.htm
http://www.medicinanet.com.br/conteudos/medicamentos/122/acido_nalidixico.htm
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A MOLECULAR CHARACTERIZATION OF LISTERIA MONOCYTOGENES FROM BEEF 

SAMPLES AND CATTLE SLAUGHTERHOUSES LOCATED IN FEDERAL DISTRICT 

ABSTRACT 

 The aim of the present work was the analysis of Listeria monocytogenes strains in beef 

samples as well as slaughterhouse environment, located in the Federal District, promote serotyping 

by polymerase chain reaction (PCR), perform antibiotic susceptibility and submit the strains to 

Pulsed-field gel electrophoresis (PFGE). A total of 125 beef samples were analyzed, 45 samples of 

carcasses swabs and 43 swab samples. It detected 13 strains of Listeria monocytogenes, 11 in beef 

samples.  and 2 in slaughterhouse environmental. No carcass swabs strains were isolated. Among 

the 13 strains of Listeria monocytogenes, was found six strains of serotype 4b, five serotype 1/2c 

and two strains of serotype 1/2a. Among the 11 strains of Listeria monocytogenes found in beef, 

one (9.1%) strain showed resistance to erythromycin, one (9.1%) strain to gentamicin, one to 

ciprofloxacin (9.1%) and all strains (100%) were resistant to nalidixic acid. The two (2) strains 

coming from the slaughterhouse drains, all (100%) were resistant to nalidixic acid and 

Sulfonamides. The analysis by pulsed field gel electrophoresis (PFGE) showed 8 different 

pulsotypes, they were grouped into three different clonal groups, which coincidentally correlated 

with the three different serotypes found, what suggests a widespread dissemination of these profiles 

in the Federal District. 
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CAPITULO I 

 

I. INTRODUÇÃO 

 

 O gênero Listeria compreende seis diferentes espécies, sendo Listeria grayi, Listeria 

innocua, Listeria ivanovii, Listeria monocytogenes, Listeria seeligeri e Listeria welshimeri 

(Scarcelli & Piatti, 2002). Apenas a Listeria monocytogenes tem sido considerada patogênica para 

humanos e animais (DE VALK et al. 2005). O habitat natural destas bactérias são matérias vegetais 

em decomposição onde vivem como saprófitas (VASQUEZ-BOLAND et al. 2001). Ela pode ser 

encontrada naturalmente no solo, fezes dos animais, esgotos e na água (PAILLARD et al. 2003). A 

ampla distribuição dessa espécie no ambiente natural é provavelmente relacionada com sua 

habilidade em crescer e sobreviver em condições extremas, como em ambientes a temperatura de 

4ºC. (MARGOLLES et al. 2001). 

 A doença causada pela Listeria monocytogenes em humanos é conhecida como listeriose. 

Este microrganismo é um bacilo intracelular facultativo, anaeróbios facultativos e Gram positivo e 

pode causar meningite ou meningoencefalite podendo levar o hospedeiro à morte em 30% dos casos 

(LECUIT, 2007). A associação recente da Listeria monocytogenes com doenças graves de origem 

alimentar sugere que a contaminação do alimento seja a principal forma de transmissão da listeriose 

humana. A listeriose acomete principalmente indivíduos imunossuprimidos, idosos, crianças e 

gestantes (FARBER & PETERKIN, 1991; JERSEK, 1996). Neste último caso a listeriose pode 

resultar em aborto, parto pré-maturo, malformações no feto e infecção generalizada no recém-

nascido (LECUIT, 2007). Uma grande variedade de alimentos tem sido implicada em casos 

listeriose, como o leite e derivados, legumes e produtos cárneos de diferentes espécies de animais 

(GALLEGOS et al. 2008; VANEGAS et al., 2009). A Listeria monocytogenes pode entrar na cadeia 

alimentar durante todo o processo de abate dos animais, na ordenha ou contaminando o solo e 

vegetais com o uso de fertilizantes que possuem excretas de animais. (MCEWEN & FEDORKA-

CRAY, 2002). Uma vez presente nas fábricas de processamento de alimentos de origem animal, a 

bactéria do gênero Listeria dificilmente é eliminada da indústria; devido ao fato da grande 

capacidade dessa bactéria em formar biofilmes. (PARIZI, 1998). 
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 A resistência aos antibióticos usados para tratar a listeriose não é comumente encontrada. 

Mas devido a presença de tais resistências em outras bactérias, Doucet-Populaire et al. (1991) 

observaram que a emergência de resistência múltipla a antibióticos nesta espécie poderia ser 

secundária a aquisição de um plasmídeo auto-transferível originário de enterococos e estreptococos. 

No Brasil alguns estudos já foram feitos para conhecer o perfil de resistências para Listeria, como 

por exemplo, estudos feitos por Moreno et al. (2013) em ambientes de matadouros, na carne de 

porco e infecções humanas que já confirmaram o surgimento de cepas de Listeria  resistentes a um 

ou mais antibióticos. 

 A caracterização microbiológica da Listeria monocytogenes pode ser realizada pela 

eletroforese em gel de campo pulsante (PFGE) com enzimas AscI e Apal (GRAVES E 

SWAMINATHAN, 2001; MARTIN et al. 2006), que por sua vez também é utilizado para 

soroagrupar e subtipar a Listeria monocytogenes, e é considerada o método padrão-ouro para 

analise devido ao seu alto poder discriminatório e  de reprodutibilidade, atualmente é reconhecida 

como a mais importante técnica de tipificação para Listeria monocytogenes (WIEDMANN, 2002, 

GERNER-SMIDT et al. 2006, NEVES et al. 2008). 

 Tendo em vista a importância deste microrganismo para a saúde pública, aos poucos 

trabalhos já realizados no Distrito Federal e no país, este trabalho teve por objetivo realizar a 

detecção de cepas de Listeria monocytogenes de cortes cárneos bovinos bem como no ambiente de 

abatedouros frigoríficos localizados no Distrito Federal, promover a sorotipificação por PCR, 

realizar antibiograma, bem como submeter às cepas à eletroforese de campo pulsado (Pulsed-field 

gel electrophoresis - PFGE). 
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II. REFERENCIAL TEÓRICO 

1. Caracterização do gênero 

 

 A Listeria é composta por seis espécies: L. monocytogenes, L. seeligeri, L. ivannovii, L. 

innocua, L. welshimeri e L. grayi (LIU, 2006). Com exceção de L. grayi, todas as demais são 

encontradas em alimentos. De acordo com Leclercq et al. (2010) duas espécies (L. monocytogenes e 

L. ivanovii) são normalmente consideradas patogênicas para animais e seres humanos e a espécie 

considerada a principal causa de listeriose em humanos e animais é a L. monocytogenes. O gênero 

Listeria é composto por pequenos bacilos Gram-positivos, anaeróbicos facultativos, não formadores 

de esporos e que apresentam motilidade característica em formato de “guarda chuva” quando 

incubados entre 20 a 25ºC (ROCOURT AND BUCHRIESER, 2007; SCHUCHAT et al. 1991). Seu 

crescimento ocorre em temperaturas que variam de 0,4ºC até 50°C (FARBER & PETERKIN, 

1991), enquanto a maioria dos outros gêneros de bactéria não possuem essa característica 

(GANDHI & CHIKINDAS, 2007).  

 O local mais comum para se encontrar a Listeria é o solo, água e também pode ser 

encontrada nas fezes dos animais e do homem, no leite das vacas, e em restos provenientes de 

abatedouros. Os ruminantes domésticos são considerados como reservatório desta bactéria, atuando 

como importante fonte de manutenção e disseminando o microrganismo no ambiente (VÁSQUEZ-

BOLAND et al., 2001; NIGHTINGALE et al., 2004). 

 A classificação referente a bactérias do gênero Listeria spp.  De acordo com Garrity et al. 

(2003) é descrita abaixo: 

Domínio: Bactéria 

Filo: Firmacutes 

Classe: Bacilli 

Ordem: Bacillales 

Família: Listeriaceae 

Gênero: Listeria 

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

welshimeri e Listeria seeligeri. 
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2. Agente etiológico Listeria monocytogenes 

 A Listeria monocytogenes se apresenta como bacilos Gram positivos e possui células que 

medem em média 0,4 a 0,5 μm X 1,0 a 2,0μm (BARON et al. 1994). Ela se apresenta nas formas 

cocoides, e a aparência das colônias no ágar sangue pode levar a confusão com o Streptococcus beta 

hemolítico (QUINN et al. 1994). De acordo com Quinn et al. (1994) a Listeria monocytogenes é 

catalase positiva, oxidase negativa e expressa β-hemólise com a formação de zonas claras no ágar 

sangue.  

 A Listeria Monocytogenes pode ser classificada em dois (2) diferentes tipos de linhagens 

genéticas, a primeira (I) com os sorotipos 1/2a, 4b e 3b encontrados normalmente em casos clínicos 

na listeriose humana. A segunda linhagem (II) representada pelos sorotipos 1/2a, 1/2c e 3a no qual 

são obtidos principalmente em alimentos. NADON et al. (2001) e WARD et al. (2004) consideram 

também um terceiro grupo (III) em que estão presentes os sorotipos 4a e 4c, considerado raro de se 

encontrar, e podem ser encontrados em casos clínicos de listeriose em animais (GRAY et al. 2004; 

NORTON et al. 2001; FUGETT et al. 2007). Já Doumith et al. (2004) propuseram a reação em 

cadeia da polimerase (PCR) multiplex, em que utilizaram cinco conjuntos de primers para genes 

específicos que permitiram agrupar as cepas de Listeria monocytogenes em cinco diferentes grupos 

genéticos correlacionando com os sorotipos. 

 Esta bactéria é amplamente distribuída no ambiente, ela pode ser encontra tanto no solo, na 

água e nos esgotos (HOF, 2003). Ainda de acordo com Hof, (2003) ela já foi encontrada em 37 

diferentes espécies de mamíferos e é provável que 1,0% da população seja portadora desta bactéria 

no trato gastrointestinal. A elevada frequência de portadores saudáveis de L. monocytogenes, foram 

maiores entre os trabalhadores de abatedouros frigoríficos do que na média da população 

(NESBAKKEN et al., 1996). Diversos estudos já relacionaram a presença desta bactéria em 

amostras fecais de pessoas saudáveis como, por exemplo, Bojsen-Moller, (1972) e Lamont et al. 

(1986) reforçando o fato que o trato gastrointestinal humano é o reservatório da Listeria 

monocytogenes. 
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3. Histórico 

 De acordo com Mantilla et al. (2007) o primeiro caso clínico de listeriose humana ocorreu 

em 1929, na Dinamarca, em que foi estabelecido a correlação entre a Listeria monocytogenes e a 

meningite em humanos e em 1981 em estudos feitos por Bem-Embarek, (1994), no Canadá, 

começou a suspeitar que a principal via da contaminação por Listeria monocytogenes em humanos 

era oriundas de alimentos. Este último foi considerado então o primeiro surto de listeriose de 

origem alimentar na América do Norte, em Nova Escócia no Canadá, com 41 doentes e 11 mortes. 

Este surto foi relacionado com a ingestão de salada contendo repolho contaminado a partir de adubo 

in natura proveniente de ovinos (SCHLECH III et al. 1983). Já de acordo com McLauchlin et al. 

(1991) o primeiro surto de listeriose relacionado com a ingestão de produtos cárneos contaminados, 

envolveu um tipo de patê importado pelo Reino Unido com 366 doentes e 63 mortes. 

 Em relação aos antimicrobianos, as primeiras cepas de Listeria monocytogenes resistentes 

aos antimicrobianos foram detectados em 1988 (POYART-SALMERON et al. 1990). Embora as 

cepas de Listeria monocytogenes com resistência a um ou mais antibióticos já tenham sido isoladas, 

como por exemplo, as cepas resistentes ao cloranfenicol, azitromicina, estreptomicina e tetraciclina 

(POYART-SALMERON et al. 1990). 

4. Epidemiologia  

Distribuição geográfica 

 

 A listeriose constitui uma doença de notificação compulsória na maioria dos países do 

mundo, e apesar de poucos registros oficiais de sua ocorrência, representa grande preocupação para 

as autoridades de saúde pública, uma vez que tem uma taxa alta de mortalidade e atinge 

preferencialmente pacientes com a imunidade baixa e gestantes (JEFFERS et al. 2001; 

ALLERBERGER et al. 2002; DOGANAY et al. 2003; DOUMITH et al. 2004). Todos os países 

nórdicos possuem um sistema de notificação laboratorial para Listeria monocytogenes. Na 

Finlândia, Noruega e Suécia os médicos obrigatoriamente devem relatar todos os casos 

diagnosticados de listeriose (GUDBJORNSDOTTIR et al. 2003). No Brasil, a legislação federal em 
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vigor que contempla os Padrões Microbiológicos para alimentos está expressa na Resolução da 

Diretoria Colegiada (RDC) da Agencia Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA) do Ministério 

da Saúde, sob nº 12, de 02/01/2001, em que explicita que a presença de Listeria monocytogenes 

deve estar ausente em uma amostra de 25g de queijo. Para outros tipos de alimentos, não há limites 

fixados para esta bactéria (BRASIL, 2001). Entretanto a listeriose é relatada principalmente em 

países industrializados, e os casos notificados na África, Ásia e América do Sul ainda são baixos 

(ROCOURT et al. 2003). 

 

 Nos Estados Unidos (EUA) são confirmados 7,4 casos por milhão de habitante/ano de 

listeriose invasiva, 16 casos de listeriose perinatal a cada 100 mil nascimentos, sendo 23% 

responsáveis por morte fetal (CISTERNAS et al. 2002). De acordo com Wesley, (2009) também 

nos Estados Unidos (EUA) a Listeria monocytogenes é causadora de cerca de 2500 casos, 2289 

hospitalizações e 449 mortes a cada ano com uma taxa de mortalidade de 28%, por esses resultados 

esta bactéria vem sendo considerada um dos principais patógenos de origem alimentar. A incidência 

de listeriose no mundo varia entre 0,1 e 11,3 casos por milhão de habitantes por ano 

(SWAMINATHAN AND GERNER-SMIDT, 2007). 

 A dificuldade de recuperar organismos envolvidos nos surtos, a subnotificação e a demora 

na realização das análises convencionais são alguns dos importantes fatores que retardam ou 

impedem a notificação em situações de emergência (ARRUDA, 2007). Uma pesquisa realizada por 

Scavia et al. (2012) sobre pessoas com doença gastrintestinal aguda relataram que apenas 36,5% 

procuraram assistência médica, e destes apenas 2,3% tiveram uma amostra de fezes testada para 

investigação diagnóstica.  

 

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

  

 No Brasil, a ocorrência de Listeria spp. foi amplamente demonstrada em camarão (HOFER 

& RIBEIRO, 1990), linguiça frescal (SILVA et al. 2004) de carne, leite e produtos lácteos 

(DESTRO et al., 1991; SILVA et al., 1998; GUDBJORNSDOTTIR et al. 2003; BARROS et al. 

2007). 
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 Gandhi e Chikindas, (2007) ressaltaram que a contaminação dos produtos alimentícios pela 

Listeria pode ocorrer em qualquer fase de processamento, porém a contaminação do produto final, 

ou seja, depois de ser processado, é a principal causa de surtos. Gandhi e Chikindas, (2007) 

afirmam também que as principais fontes de contaminação por essa bactéria são alimentos crus, 

ingredientes não processados que são adicionados aos produtos processados, superfícies que entram 

em contato com o alimento, ambientes, manipulação imprópria do produto e acondicionamento 

inadequado. Martinez et al. (2003) e Rocourt et al. (2003) consideram que até 95% dos casos de 

listeriose estão relacionados com o consumo de alimentos contaminados, especialmente produtos 

ready-to-eat. Já a presença de L. monocytogenes em carne bovina relada por Zhu et al. (2012) 

ocorre principalmente pela facilidade de contaminação desta bactéria durante todo o processamento 

em que já se tem o conhecimento de que o trato intestinal dos animais funciona como uma 

importante fonte de contaminação de carcaças e ambiente. 

 Gudbjornsdottir et al. (2003) encontraram em seu estudo 2,9% cepas de Listeria 

monocytogenes em carnes cruas, 2,3% cepas em produtos ready-to-eat, 8,3% cepas em carne de 

frango cru e 13,5% cepas em frutos do mar nos países nórdicos. Gudbjornsdottir et al. (2003) 

também relataram em seu estudo que a matéria prima crua que chegava na indústria estava menos 

contaminada do que o produto final no fim da linha de processamento da indústria e que a 

probabilidade do aumento de contaminação durante o processamento parece ser maior em peixes e 

aves, devido às maiores quantidades de água utilizada durante todo o processamento 

(GUDBJORNSDOTTIR et al. 2003). No Brasil, Mantilla et al. (2007) encontram em carne moída 

somente duas amostras (6,7%), das 30 analisadas, contaminadas com L. monocytogenes. Em 

Portugal, Mena et al. (2004) das 17 amostras de carne bovina crua, três (17,7%) foram positivas 

para L. monocytogenes. 

 

6. Listeriose e sinais clínicos 

 

A partir da década de 80, a listeriose se tornou uma doença de grande preocupação mundial 

devido ao diagnóstico de diversos casos de listeriose em humanos na Europa e nos Estados Unidos, 

em consequência da ingestão de alimentos contaminados (VASQUEZ-BOLAND et al. 2001). No 

Brasil sua notificação não é obrigatória e, portanto não há estatísticas oficiais para casos de 
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listeriose no Brasil (HARTMANN et al. 2009). A presença de qualquer espécie de Listeria nos 

alimentos de origem animal é indicativa de condição higiênica deficiente em alguma etapa do 

processamento industrial, distribuição e ou armazenamento (LACIAR et al. 2006). 

A associação recente da Listeria monocytogenes com doenças graves de origem alimentar 

sugere que a contaminação do alimento seja a principal forma de transmissão da listeriose humana. 

A maior parte dos casos desta doença em humanos ocorre em indivíduos imunossuprimidos, 

crianças e gestantes (JERSEK, 1998). A listeriose pode ter diferentes apresentações clínica tal como 

a septicemia, meningite e meningoencefalite. Em lactantes e mulheres grávidas a forma invasiva 

pode causar infecções perinatais e abortos espontâneos, respectivamente (SCHUCHAT et al. 1991;. 

VAZQUEZ-BOLAND et al., 2001; SIEGMAN-IGRA et al. 2002). A gastrenterite febril ocasionada 

por este patógeno geralmente é uma infecção autolimitada que afeta normalmente indivíduos 

saudáveis após a ingestão de produtos alimentares contaminados com uma grande carga da bactéria 

(OOI AND LORBER, 2005). 

A presença de qualquer espécie de Listeria nos alimentos de origem animal é indicativa de 

condição higiênica deficiente em alguma etapa do processamento industrial, distribuição e ou 

armazenamento (LACIAR et al. 2006). Além disso, vale ressaltar que a Listeria monocytogenes, 

por ser encontrada em diferentes tipos de alimentos, pode causar severos quadros clínicos 

provocados a partir da ingestão de baixa dose infectante (ARRUDA, 2007). Condições sanitárias 

deficientes durante o abate dos animais, cozimento inadequado, armazenamento impróprio, e 

principalmente a falta de higiene durante todo o preparo dos produtos cárneos são condições que 

podem predispor o contato da bactéria com os indivíduos podendo assim levar a contaminação e 

tornarem-se portadores assintomáticos ou sintomáticos (GARRITY et al. 2003). 

Os principais sinais clínicos observados em humanos em decorrência da listeriose são 

semelhantes ao de uma gripe comum, acompanhado de febre, dores musculares e alterações 

gastrointestinais. Em casos mais graves pode causar endocardite e ter uma taxa de mortalidade de 

até 50% (VASQUEZ-BOLAND et al. 2001; DOGANAY, 2003; ARRUDA, 2007). Ainda de 

acordo com Arruda et al. (2007) e Vasquez-boland et al. (2001) é possível ocorrer a septicemia, 

aborto, parto prematuro e morte fetal em grávidas e em casos em que a bactéria atinge o sistema 

nervoso, pode ocasionar infecção do sistema nervoso central  (VASQUEZ-BOLAND et al. 2001; 

ABRAM et al. 2003 ; DOGANAY, 2003; ARRUDA et al. 2007). 
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7. Métodos de detecção de L. monocytogenes 

 

 Um dos métodos para isolamento da bactéria Listeria monocytogenes nos alimentos e 

preconizado pelo United States Department of Agriculture (USDA) consiste em uma fase de 

enriquecimento primário - em Caldo de enriquecimento da Universidade de Vermont Modificado 

(UVM), enriquecimento secundário - em caldo Fraser, plaqueamento seletivo, isolamento, 

purificação e caracterização bioquímica (realização com CAMP test, fermentação de açúcares e 

redução do nitrato), que é preconizada pela Instrução Normativa nº 40 de 2005, do Ministério da 

Agricultura, Pecuária e Abastecimento – MAPA. Um segundo método preconizado pela United States 

Food and Drug Administration (FDA) inicia com o caldo de enriquecimento para Listeria (LEB) a 

30ºC por 24h e 48h, depois pela semeadura de superfície em ágar Oxford (OXA) a 35ºC por 48h e 

por fim semeadura em ágar Cloreto de Lítio Feniletanol Moxalactam (LPM) a 30ºC/ por 24h e 48h 

(SILVA et al. 1997). Os métodos clássicos para detecção, contagem e identificação da Listeria 

monocytogenes são considerados efetivos, porém em relação ao controle de qualidade em indústrias 

elas são consideradas demoradas e dificultam a implementação de programas sanitários efetivos 

para garantir a qualidade microbiológica e atender assim a legislação vigente (BARBALHO, 2002). 

A disponibilidade de testes de diagnóstico rápido, específicos e sensíveis, capazes de distinguir L. 

monocytogenes de outras espécies de Listeria é essencial para o controle efetivo da doença (LIU, 

2006). 

 Após o isolamento da Listeria se realizam diferentes testes bioquímicos como a catalase 

positiva, oxidase e indol negativo. A Listeria hidrolisa a esculina, porém não é capaz de hidrolisar a 

ureia. Além disso, entre as espécies de Listeria existem propriedades bioquímicas distintas que 

podem ser úteis para identificação. Como por exemplo, espécies de Listeria mostram variações 

significativas na sua capacidade de hemólise de glóbulos vermelhos de cavalo ou ovelha, e em sua 

capacidade de produzir ácido a partir de L-ramnose, D-xilose e α-metil-D-manosídeo (ROBINSON 

et al. 2000; LIU, 2006). 

 A identificação da Listeria spp. e L. monocytogenes utilizando métodos moleculares está se 

tornando cada vez mais popular pois estas técnicas são extremamente precisas, sensíveis e 

específicas (GASANOV et al. 2005). A aplicação de técnicas moleculares facilitou também a 
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identificação e caracterização de genes e proteínas associadas à virulência em L. monocytogenes 

(LIU, 2006). As ferramentas da biologia molecular, tais como a reação em cadeia da polimerase 

(PCR), também têm sido utilizadas para a realização de detecção direta deste microrganismo em 

alimentos de origem animal (DOUMITH et al. 2004; LIU, 2006). A PCR é uma técnica pela quais 

segmentos de DNA são amplificados utilizando uma polimerase estável ao calor e dois primers de 

DNA curtos (sequências iniciadoras específicas de parte de um gene específico) e os fragmentos 

amplificados são então detectados, normalmente utilizando a eletroforese em gel de agarose corada 

com brometo de etídio e as bandas são então visualizadas através de um transiluminador sob luz 

Ultravioleta (GASANOV et al. 2005). 

 A eletroforese de campo pulsante (Pulsed Field Gel Eletrophoresis – PFGE) devido à sua 

alta sensibilidade, alto poder discriminatório, padronização e reprodutibilidade, é atualmente 

reconhecido como a mais importante técnica de tipificação para Listeria monocytogenes e outros 

microrganismos (WIEDMANN, 2002). É uma técnica derivada da eletroforese convencional do 

DNA em gel de agarose, tendo como principal diferença, a mudança repetida da orientação do 

campo elétrico (TENOVER et al. 1995; HERSCHLEB et al.  2007). A análise em eletroforese de 

campo pulsante (Pulsed Field Gel Eletrophoresis – PFGE) é conhecida como padrão ouro para 

identificação de linhagens bacterianas, e tem sido utilizada para analisar variações genéticas dos 

microrganismos, bem como em cepas de Listeria monocytogenes (GALVÃO et al. 2012).. Uma 

endonuclease de restrição específica cliva enzimaticamente o DNA cromossômico em uma 

sequência específica de nucleotídeos. O número e o tamanho dos fragmentos gerados refletem a 

frequência e a distribuição destes sítios de restrição (DESTRO, 1995). Após a digestão, estes 

fragmentos de DNA bacteriano são separados por eletroforese, utilizando a PFGE. Após a 

coloração com brometo e visualização das bandas no gel, estas são analisadas em programas 

computacionais especializados, permitindo uma rápida e fácil comparação entre os perfis obtidos, 

os quais são agrupados em subtipos (AUTIO et al. 2002). 

 O PulseNet é uma rede internacional de subtipagem molecular, criada em 1996, para 

bactérias  associadas à doenças de origem alimentar, desenvolvido e gerenciado pelo CDC  (Centers 

for Disease Control and Prevention), dos Estados Unidos, que utiliza a  PFGE como um método 

fundamental para a detecção de cepas e ajudar a definir focos que poderão  possivelmente estar 

relacionadas a surtos (SPERRY et al., 2008). Quando os grupos de isolados com perfis de PFGE 
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similares são detectados, os laboratórios de saúde pública que constituem o PulseNet, compartilham 

estes dados com  epidemiologistas, os quais realizarão investigações sobre o histórico dos alimentos 

envolvidos no surto, de forma a traçar a origem do microrganismo e levantar a possibilidade de 

prevenir outros surtos e realizar melhorias nos sistemas de segurança alimentar (MONTVILLE &  

MATTHEWS, 2005), é considerado então um instrumento importante para se analisar a circulação 

das cepas entre diferentes regiões e países. 

8. Resistencia aos antimicrobianos 

  

 A Listeria monocytogenes é normalmente susceptível a inúmeros antibióticos (HOF et al. 

1997), exceto para as cefalosporinas, fluoroquinolonas e fosfomicina (CHARPENTIER et al. 1999; 

POROS-GLUCHOWSKA et al. 2003). Porém à medida que os antimicrobianos vão sendo 

utilizados na criação de animais de produção em todo o mundo, o potencial de desenvolvimento de 

bactérias patogênicas resistentes transmitidas por alimentos aos antimicrobianos e subsequente 

transmissão para os seres humanos como contaminantes alimentares vem aumentando 

(MANTILLA et al. 2007; EFSA, 2008).  

 Além do mais, a mutação espontânea em bactérias de origem alimentar ou a propagação de 

bactérias resistentes na ausência de pressão seletiva pode também contribuir para o aumento da 

resistência antimicrobiana nos alimentos (EFSA, 2008b). Genes de resistência podem ser 

transferidos através de elementos genéticos móveis, tais como os transposons e os plasmídeos 

(POYART-SALMERON et al., 1990) para Listeria monocytogenes no interior do trato 

gastrintestinal (PERRETEN et al. 1997). Genes de resistência também podem vir de outras fontes 

tais que esses genes frequentemente se movimentam entre bactérias Gram-positivas e Gram-

negativas através da conjugação (CHARPENTIER et al. 1999). 

 

https://pt.wikipedia.org/wiki/Conjuga%C3%A7%C3%A3o_(biologia)
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III. OBJETIVOS 

 

Objetivo geral 

 

 Realizar o isolamento das cepas de Listeria monocytogenes de cortes cárneos bovinos 

comercializados no Distrito Federal, de ambientes de abatedouros frigoríficos e de carcaças 

bovinas localizados no Distrito Federal. 

Objetivos específicos 

 Promover sorotipificação das cepas de Listeria monocytogenes isoladas por Reação em 

Cadeia de polimerase (PCR); 

 Realizar o antibiograma nas cepas encontradas; 

 Submeter às cepas à Eletroforese de Campo Pulsado (Pulsed-field gel electrophoresis - 

PFGE). 
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CAPITULO II 

 

I. INTRODUÇÃO 

 

 O gênero Listeria é um patógeno intracelular facultativo, Gram positivo e compreende seis 

diferentes espécies: Listeria grayi, Listeria innocua, Listeria ivanovii, Listeria seeligeri, Listeria 

welshimeri e Listeria monocytogenes. Destas espécies apenas a ultima é descrita como patogênica 

para humanos (SCARCELLI & PIATTI, 2002). A doença causada por este tipo de bactéria é 

denominada listeriose e é veiculado principalmente por alimento (LECUIT, 2007; GALLEGOS et 

al. 2008; VANEGAS et al. 2009). Ela possui 13 sorotipos, dentre esses, quatro sorotipos (4b, 1/2a, 

1/2b e 1/2c) são responsáveis por mais de 95% dos casos de listeriose em humanos 

(CARTWRIGHT et al. 2013). 

 A Listeria monocytogenes normalmente é sensível à maioria dos antibióticos exceto a 

cefalosporinas e fosfomicina, a que são naturalmente resistentes (TROXLER et al. 2000). Mas à 

medida que os antimicrobianos vão sendo utilizados na criação de animais de produção em todo o 

mundo, existe um interesse global referente ao aumento do número de bactérias resistentes às 

drogas (MANTILLA et al. 2007). No Brasil alguns estudos já foram feitos para conhecer o perfil de 

resistências para Listeria, como por exemplo, estudos feitos por Moreno et al. (2013) em ambientes 

de matadouros, carne de porco e infecções humanas que já confirmaram o surgimento de cepas de 

Listeria  resistentes a um ou mais antibióticos. 

 A caracterização microbiológica da Listeria monocytogenes pode ser realizada pela 

determinação do sorogrupo (SEELIGER & HÖHNE, 1979; DOUMITH et al. 2004; CHEN & 

KNABEL et al. 2007; KEROUANTON et al. 2010; ) e também pela eletroforese em gel de campo 

pulsante (PFGE) com enzimas AscI e Apal (GRAVES & SWAMINATHAN, 2001; MARTIN et al. 

2006), que por sua vez é considerado o método padrão ouro para subtipagem e atualmente é 

reconhecida como a mais importante técnica de tipificação para Listeria monocytogenes 

(WIEDMANN, 2002),devido ao seu alto poder discriminatório, reprodutibilidade e padronização 

(GERNER-SMIDT et al. 2006). Após as análises das bandas em programas computacionais 

especializados, o PFGE permite uma rápida e fácil comparação entre os perfis obtidos, os quais são 

agrupados em pulsotipos (AUTIO et al. 2002). Essa técnica também pode permitir a identificação 
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de pulsotipos específicos que não puderam ser diferenciados previamente pela sorotipificação 

(BORUCKI et al. 2004). No Brasil há relatos da utilização desta técnica em cepas de Listeria 

monocytogenes detectadas em diferentes tipos de alimentos bem como em casos clínicos 

(GALVÃO et al. 2012; BARBOSA et al. 2015; CAMARGO et al. 2015), porém no Distrito Federal 

essa técnica em cepas de Listeria ainda é pouco usada, restringindo-se à cepas oriundas de casos 

clínicos. 

 Levando-se em consideração a relevância deste microrganismo para a saúde pública, aos 

poucos trabalhos realizados com Listeria no Distrito Federal oriundas de alimentos e indústrias de 

alimentos de origem animal, este trabalho teve por objetivo realizar a detecção de cepas de Listeria 

monocytogenes de cortes cárneos bovinos bem como no ambiente de abatedouros frigoríficos 

localizados no Distrito Federal, promover a sorotipificação por PCR, realizar antibiograma, bem 

como submeter às cepas à eletroforese de campo pulsado (Pulsed-field gel electrophoresis - PFGE). 
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II. MATERIAL E MÉTODOS 

1. Origem das amostras  

 

 Foram analisadas um total de 125 cortes cárneos bovinos, que foram obtidas junto aos 

estabelecimentos comerciais, em que se simulou uma situação real de compra do consumidor, 

atentando para embalagens íntegras e com selo de inspeção veterinária federal. Quarenta e cinco 

(45) amostras de swabs de meias carcaças bovinas, sendo 15 obtidas anteriormente à etapa da 

lavagem final para resfriamento, 15 obtidos logo após a lavagem final e 15 após 24 horas de 

permanência em câmara de resfriamento de carcaças. Os locais escolhidos para a obtenção dos 

swabs nas meias carcaças foram realizados segundo os protocolos descrito por Jardim et al. (2006), 

em que foram demarcadas com moldes estéreis confeccionados de aço inoxidável com área 

delimitada de 10 cm² (um molde para cada ponto). Foram considerados três locais para a coleta das 

amostras sem meias carcaças bovinas: região do coxão, lombo e ponta de agulha. Os swabs foram 

obtidos conforme a Associação Brasileira de Normas Técnicas - ABNT (1988), realizando a técnica 

de esfregaço de superfícies em meias carcaças com auxílio de swabs com ponta em algodão 

hidrófilo esterilizados. Após a aplicação nos três pontos estudados, os mesmos foram introduzidos 

em tubos contendo 20 mL de água peptonada a 0,1% (solução de transporte). Foram obtidos 

quarenta e três (43) amostras de swabs de ambientes em abatedouros frigoríficos de bovinos, sendo 

14 amostras oriundas da parede da câmara frigorífica, 11 amostras de swabs de ralos de escoamento 

localizados dentro dos abatedouros frigoríficos, 10 da mesa de inspeção e 8 amostras de swabs 

oriundos dos pisos de uma única sala de abate. A técnica utilizada para colheita de amostras foi a do 

esfregaço de superfície com swabs em água peptonada 1% e utilizando moldes estéreis de 10cm² 

(ABNT, 1988). 

 Todas as amostras foram acondicionadas em caixas isotérmicas e encaminhadas ao 

laboratório de microbiologia dos alimentos (LAMAL), da Faculdade de Agronomia e Medicina 

Veterinária da Universidade de Brasília para as análises. 
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2. Isolamento microbiológico nas amostras de carne 

 

A metodologia de isolamento microbiológico utilizada foi a descrita pela Instrução 

Normativa nº 40 de 2005, do Ministério da Agricultura, Pecuária e Abastecimento – MAPA (Brasil, 

2005), bem como a descrita por Silva et al. (1997), em que 25g±1,0g das amostras de carne bovina 

foram pesadas em sacos de homogeneização estéreis, sendo adicionados 225mL de caldo UVM 

(Acumedia ®)para incubação a 30ºC ±2ºC por 24 horas. Em seguida, transferiu-se 0,1mL do caldo 

UVM para 10ml de caldo Fraser (Acumedia ®) que foram incubados a 35ºC por 26h e por fim 

distribuiu-se 0,1mL do caldo Fraser, que apresentava hidrólise da esculina, para uma placa de Ágar 

Oxford Modificado (MOX) (Difco
tm

), suplementado com colistina e moxalactam) e incubados à 

35ºC em estufa bacteriológica (Quimis ®) por 24h,as colônias típicas foram submetidas à 

identificação por testes bioquímicos padrão tais como: coloração de Gram, teste de catalase e 

motilidade a 25 °C e 37 °C (PAGOTTO et al. 2001). Para a identificação e confirmação da espécie 

L. monocytogenes, foi utilizada a técnica de Reação de Polimerase em Cadeia (PCR) (MyCycler -

Bio-Rad), descrita por Kérouanton et al. (2010). 

Para a realização do isolamento microbiológico de amostras ambientais foram coletadas por 

meio de swab individuais, friccionados em uma área de 10 cm². Após a coleta das amostras, os 

swabs foram acondicionados, individualmente, em tubos contendo 10 mL de água peptonada à 

concentração de 0,1% e transportadas até o Laboratório de Microbiologia dos Alimentos (LAMAL) 

da Faculdade de Agronomia e Medicina Veterinária da Universidade de Brasília, em caixas 

isotérmicas e foram analisadas em até 24 horas pós-coleta, seguindo as normas descritas pela 

Instrução Normativa nº 40 de 2005, do Ministério da Agricultura, Pecuária e Abastecimento – 

MAPA (Brasil, 2005). 

3. Sorotipificação 

 

 As cepas de Listeria monocytogenes foram sorotipificadas pela técnica da reação em cadeia 

da polimerase (PCR), no Laboratório de Microbiologia dos Alimentos (LAMAL), da Faculdade de 

Agronomia e Medicina Veterinária, da Universidade de Brasília, conforme as recomendações 

descritas por Doumith et al. (2004). 
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4. Teste de resistência aos antimicrobianos 

 

 Os testes de susceptibilidade antimicrobiana das cepas de Listeria monocytogenes foram 

realizados pelo método de difusão de disco, seguindo as orientações da Clinical & Laboratory 

Standards Institute (CLSI, 2012) e para cada colônia isolada foi utilizada as seguintes bases 

farmacológicas: ácido nalidíxico (NAL: 30 µg), amoxicilina (AMX: 10µg), ampicilina (AMP: 10 

µg), ciprofloxacino (CIP: 5 µg), cloranfenicol (C:30 µg), eritromicina (E: 15 µg), gentamicina 

(CN:10 µg), norfloxacino (NOR: 10µg), penicilina (10U), sulfonamidas (SUL: 300µg), tetraciclina 

(TE: 30 µg), vancomicina (VA: 5 µg).As cepas isoladas foram cultivadas em caldo BHI(marca), e 

posteriormente transferidas para ágar de Mueller-Hinton (Oxoid CM 337),e incubadas em estufa 

bacteriológica (Quimis ®) a 37ºC durante 48h. Após esse período foram realizadas as leituras dos 

resultados, medindo-se o tamanho das zonas de inibição de crescimento bacteriano com um 

halômetro, sendo a cepa bacteriana classificada como resistente, intermediária e sensível, de acordo 

com o diâmetro da zona padrão estabelecida pelo CLSI (2012). 

 

5. Eletroforese de campo pulsante (PFGE) 

 

 As 13 cepas de Listeria monocytogenes foram levadas ao Laboratório de Enterobactérias 

(LABENT) da Fundação Oswaldo Cruz – Rio de Janeiro, para serem submetidas à eletroforese em 

campo pulsante (PFGE). Todas as culturas obtidas foram submetidas à extração de DNA 

cromossomal de acordo com o protocolo recomendado pelo Center for Diseases Control and 

Prevention (PULSENET, 2009) para subtipagem de Listeria monocytogenes (Graves and 

Swaminathan, 2001) e a digestão enzimática foi realizada utilizando a enzima ApaI (Roche 

Diagnostics). Os produtos da clivagem foram separados em gel de agarose 1% (Pulsed Field 

Agarose, BioRad) em tampão TBE 0,5X (0,9M Tris base, 0,9 M ácido bórico, 0,02 M EDTA, pH 

8,0), por um período de 19 horas (6 V/cm-1 ), em equipamento de eletroforese de campo pulsado 

(CHEFDRIII). O tempo de pulso inicial foi de 4 segundos e o tempo final de 40 segundos. A cepa 

padrão de Salmonella Braenderup (ATCC BAA-664), clivada com a enzima XbaI (Roche 

Diagnostics), serviu como referência de tamanho dos fragmentos gerados. Após a corrida, o gel foi 

corado em solução de brometo de etídio (10mg/mL) diluída (1:10.000) em água destilada. O 
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equipamento Imagequant (Gelifesciences) foi utilizado para capturar as imagens sob luz 

Ultravioleta. O perfil de macro restrição foi analisado visualmente e cada posição de banda foi 

determinada por comparação com a cepa referência. Isolados com uma banda de diferença foram 

considerados como sendo de pulsotipos diferentes (FERRONATTO et al. 2012). 
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III. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

1. Isolamento microbiológico em amostras de cortes cárneos bovinos, swabs 

de carcaças bovinas e ambiente de abatedouros frigoríficos de bovinos 

localizados no Distrito Federal 

 

 Das 125 amostras de cortes cárneos bovinos comercializados no Distrito Federal analisados 

foram detectados 11 (8,9%) cepas de Listeria monocytogenes. Das 45 amostras de swabs obtidos de 

meias carcaças bovinas de abatedouros frigoríficos de bovinos localizados no Distrito Federal 

nenhuma cepa de Listeria monocytogenes foi encontrada, e das 43 amostras de swabs obtidas de 

ambiente de abatedouros frigoríficos de bovinos foram isoladas duas (2) cepas de Listeria 

monocytogenes, ambas oriundas de ralos de escoamentos. 

 Em relação às detecções de L. monocytogenes obtidas em cortes cárneos bovinos os 

resultados encontrados no presente estudo foram similares aos observados por Rocha et al. (2008) 

em que encontraram 4 (11,4%) Listeria monocytogenes em 35 amostras de carne bovina 

homogeneizadas, comercializadas a granel no Distrito Federal. Os resultados deste estudo também 

se assemelham aos conduzidos por Mantilla et al. (2007), onde encontraram duas (6,7%) amostras 

positivas para L. monocytogenes em 30 amostras de carnes moídas analisadas no município de 

Niterói, Rio de Janeiro. Novaes et al. (2014) também encontraram resultado similar aos deste 

estudo, de presença de uma (1) (4,55%) cepa de Listeria monocytogenes, em 50 amostras de 

carpacio, no município de Niterói, Rio de Janeiro. Estão de concordância também os resultados 

relatados por Yucel et al. (2005) em Ankara, Turquia, em que esses autores encontraram uma (1) 

(5.2%) amostras positivas para Listeria monocytogenes. Entretanto os resultados deste estudo 

divergiram aos dados obtidos em pesquisa realizada por Kasnowski (2004), em que os autores 

encontraram (30,1%) de cepas de Listeria monocytogenes em 30 amostras de carnes bovinas no Rio 

de Janeiro, e Mena et al. (2004) em Portugal, 3 (17,7%) em 17 amostras de carne. Várias são as 

possibilidades de contaminação por Listeria monocytogenes dos cortes cárneos bovinos, podendo 

ser no momento da desossa, no setor de cortes, na câmara fria, durante o transporte e até mesmo 
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dentro dos supermercados. Caselani et al. (2013) relataram em seu estudo que o setor de cortes 

apresentou ser o ponto com maior contaminação em um matadouro frigorífico, com 10 (18,9%) 

amostras positivas para Listeria spp., dentre os 53 swabs analisados da sala de corte e em segundo 

lugar a sala de desossa, com 18,4% (21) de amostras positivas, em um total de 114 amostras de 

swabs ambientais da sala de desossa analisadas. Peccio et al. (2003) não isolaram nenhuma cepa de 

L. monocytogenes  em  câmara fria em abatedouros frigoríficos de carnes suína e bovina, no entanto 

foram encontradas em máquinas de picar carne e trituradores, em instalações de processamento de 

carnes suína, e em facas utilizadas em matadouro frigoríficos de bovinos. Gudbjornsdottir et al. 

(2003) em estudo conduzido nos Países Nórdicos, detectaram que as correias transportadoras de 

carcaças e os carrinhos de transporte eram os locais com maior contaminação de Listeria 

monocytogenes. Os resultados obtidos nesta etapa deste estudo demonstram que há contaminações 

por L. monocytogenes em cortes cárneos bovinos, evidenciando a necessidade de realizações de 

maiores pesquisas na cadeia de processamento deste produto.  

 Em relação às detecções de L. monocytogenes obtidas de swabs de carcaças bovinas, Matos 

et al. (2013) também não encontraram nenhuma cepa de Listeria monocytogenes em 100 swabs de 

carcaças analisadas, em um abatedouro frigorífico de carne bovina localizado no interior do Estado 

de São Paulo. Silveira, (2010) observaram que em 110 swabs de carcaças bovinas analisadas na 

região serrana do Rio Grande do Sul, nenhuma carcaça bovina era positiva para Listeria 

monocytogenes, no entanto em swabs realizados em etapa anterior a esfola, ou seja, na superfície da 

pele, 4 superfícies de peles de distintas carcaças (3,63%) foram positivas para Listeria 

monocytogenes. Os resultados obtidos por Picchi et al. (1999) foram diferentes aos encontrados 

neste trabalho, pois estes autores detectaram L. monocytogenes em (5) 20% de quartos dianteiros 

bovinos, originários de matadouros-frigoríficos mantidos sob Inspeção Federal permanente. A 

ausência de Listeria monocytogenes observada neste estudo não permite afirmar que essa bactéria 

não ocorra nas carcaças de bovinos, tendo em vista pesquisas que evidenciam a presença deste 

microrganismo na superfície da pele de bovinos. Os resultados negativos provavelmente se devem 

ao pequeno número de carcaças amostradas. Um maior número de carcaças devem ser analisadas, 

bem como um maior número de indústrias frigoríficas. 

 Em relação aos resultados das detecções de swabs ambientais de abatedouro frigorifico, 

Lambertz et al. (2013) encontraram uma (3,8%) cepa de Listeria monocytogenes em 26 amostras de 
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ambientes em plantas de processamento de carne bovina, e Silveira (2010) identificou uma (0,5%) 

cepa de Listeria monocytogenes entre as 200 amostras analisadas na região serrana do Rio Grande 

do Sul. Entretanto estudos realizados por Caselani et al. (2013), em um matadouro frigorífico de 

bovinos localizado em Barretos-SP, verificaram que das 411 amostras de swabs ambientais, 21 

(5,1%) amostras de swabs foram positivas para L. monocytogenes e dentre essas, 8 (5,8%) cepas de 

L. monocytogenes foram oriundas do ralo. Peccio et al. (2003) ao analisarem amostras de 

superfícies de ambiente e equipamentos em abatedouros frigoríficos de Suíno e bovino no Nordeste 

da Itália, detectaram L. monocytogenes em 6,5% das amostras, sendo todas as  cepas isoladas das 

facas. Apesar do reduzido número de amostras analisadas neste estudo, a presença desta bactéria 

nos ralos de escoamento em ambiente de abatedouros frigoríficos de bovino analisados no presente 

estudo sugerem possíveis falhas na realização adequada dos procedimentos de limpeza e 

sanitização. Maiores estudos devem ser conduzidos para se verificarem os principais focos de 

contaminação em plantas de abatedouros frigoríficos de bovinos. 

2. Sorotipificação pela técnica da reação em cadeia da polimerase em cepas 

de Listeria monocytogenes isoladas de cortes cárneos bovinos e ambientes de 

abatedouros frigoríficos  

 

 Os sorotipos encontrados, dentre as treze (13) cepas de Listeria monocytogenes isoladas 

neste estudo, seis (6) cepas foram do sorotipo 4b isoladas das amostras de cortes cárneos bovinos, 

cinco (5) cepas do sorotipo 1/2c isoladas das amostras de carnes bovinos e duas (2) cepas do 

sorotipo 1/2a isoladas dos ralos dos ambientes da indústria frigorífica. Os resultados com os 

sorotipos e a origem das cepas isoladas neste estudo encontram-se na Tabela 1. 

 Os resultados observados neste estudo, em que o sorotipo 4b foi o mais encontrado, seguido 

pelo segundo sorotipo 1/2c e 1/2a, foram similares aos observados por Hofer et al. (2006), em que 

encontraram em seus estudos uma maior porcentagem do sorotipo 4b com (60,3%) em 255 cepas de 

Listeria monocytogenes isoladas de materiais clínicos durante os anos de 1969 a 2000, em 

diferentes regiões pelo método de  antissoros somáticos e flagelares policlonais polivalentes e 

monovalentes produzidos pelo Laboratório de Zoonoses Bacterianas, Instituto Oswaldo 

Cruz/FIOCRUZ, RJ. Entretanto em um estudo feito por Camargo et al. (2013) em instalações de 
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processamento de carne, em Viçosa, MG, demonstrou por PCR multiplex que o sorotipo mais 

encontrado foi o 1/2c e Kramarenko et al. (2013) encontraram em diferentes tipos de alimentos na 

Estônia, 73,6% do sorotipo 1/2a, seguido do sorotipo 4b com 7,7% e 7,4% do sorotipo 1/2b e 1/2c. 

No trabalho realizado por Shi et al. (2015) também encontraram resultados diferentes com 37 cepas 

(46,25%) de Listeria monocytogenes pertencentes ao sorotipo 1/2a e 3a, sendo 21 isolados (26,25%) 

pertencentes ao sorotipo 4b, 4d e 4e, 17 isolados pertenciam ao sorotipo 1/2b, 3b e 5 isolados 

(6,25%) pertenciam ao sorotipo 1/2c e 3c em amostras de alimentos “ready-to-eat” em 24 diferentes 

cidades na China. A identificação de cepas de L. monocytogenes pertencentes ao sorogrupo 4b no 

presente estudo é relevante devido ao seu potencial patogênico e associação com casos e surtos de 

listeriose segundo os autores Swaminathan & Gerner-Smidt, (2007).  

 

Tabela 1- Resultado da sorotipificação das 13 cepas de Listeria monocytogenes isoladas de cortes 

cárneos comercializados no Distrito Federal e swabs de ambiente oriundas de abatedouro 

frigorífico no Distrito Federal. 

Origem das cepas de 

L. monocytogenes Sorotipos 

Cepas de L. 

monocytogenes 

N = 13 

Cortes cárneos 
4b 6 

1/2c 5 

Ralo 1/2a 2 

  

 A utilização da PCR para sorotipificação tem sido uma técnica bastante empregada para a 

caracterização das cepas de Listeria monocytogenes (Doumith et al. 2004a, 2005). Na Figura 1 

encontram-se alguns dos resultados das reações das PCRs para identificação das cepas isoladas de 

cortes cárneos bovinos, e das cepas oriundas dos ralos dos ambientes de abatedouros frigoríficos no 

Distrito Federal. 

 Entre as cepas 4b isoladas, 3 cepas tiveram uma dupla amplificação do fragmento de DNA 

lmo0737 (~ 691 pb), denominado por Leclercq et al., (2011) de ‘profile IVb variant 1’ (IVb-v1) 

(Figura 1). No mesmo estudo feito por Leclercq et al. (2011) eles aplicaram o método de 
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sorotipagem por PCR para cerca de 9000 cepas de Listeria monocytogenes, destes, 22 cepas 

oriundas da Argélia, Brasil, França e Suíça exibiram também esse novo perfil atípico de sorogrupo 

IVb e concluíram que essas cepas com perfil de sorogrupo IVb-v1 não parecem ter uma origem 

clonal recente, pois não é uma estirpe emergente, tal como foi observado no estudo realizado por 

Leclercq et al. (2011) em uma cepa isolada em 1959 na Suíça, a partir da coleção de culturas do 

Centro de Referência Nacional e da OMS-CC para Listeria (Coleções de Listeria do Instituto 

Pasteur, CLIP). 

 

 

Figura 1 - Resultado da PCR para identificação dos sorotipos de Listeria monocytogenes isoladas 

de cortes cárneos e swabs de abatedouro frigorifico no Distrito Federal.  1) cepa de referência 

para o sorotipo 4b oriunda da FIOCRUZ-RJ (471pb  e 597pb); 2) cepa de referência para o 

sorotipo 1/2c oriunda da FIOCRUZ-RJ (691pb e  906pb); 3,4,6 e 7) fragmentos da dupla 

amplificação do fragmento de DNA lmo0737 (691 pb), sorogrupo IVb-V1 isoladas de cortes 

cárneos (*); 5) sorotipo 1/2c (691pb e  906pb); 8) 100 bp DNA ladder; 9) sorotipo 4b ( 471pb  e  

597pb). Visualização em transiluminador Imagequant (Gelifesciences) em gel de agarose a 2% 

com concentração de 5 mg/ ml de brometo de etídio. 

 

 

 

3. Teste de susceptibilidade antimicrobiana 
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 Dentre as 11 cepas de L. monocytogenes encontradas em cortes cárneos bovino, uma (9,1%) 

cepa apresentou resistência a eritromicina, outra (9,1%) cepa a gentamicina e outra a ciprofloxacina 

(9,1%) e todas as cepas (100%) apresentaram resistência ao Ác. nalidíxico. Das duas (2) cepas 

oriundas de ralos de abatedouro frigorífico, todas (100%) apresentaram resistência ao Ác. nalidíxico 

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

 

Tabela 2 - Teste de resistência antimicrobiana realizado em 13 cepas de Listeria monocytogenes 

isoladas de cortes cárneos bovinos comercializados no Distrito Federal e swabs de ambiente 

oriundas de abatedouro frigorífico 

Agente 

antimicrobiano 

Cepas isoladas de cortes cárneos 

bovinos (n=11) 

Cepas isoladas de swabs de ralo 

de abatedouro frigorífico de 

bovinos (n=2) 

 S I R S I R 

Amoxicilina 11(100%) 0 0 2(100%) 0 0 

Cefalosporina 11(100%) 0 0 2(100%) 0 0 

Ciprofloxacino 7 (63,6%) 3 (27,3%) 1 (9,1%) 1(50%) 1(50%) 0 

Cloranfenicol 11(100%) 0 0 2(100%) 0 0 

Eritromicina 10 (90,9%) 0 1 (9,1%) 2(100%) 0 0 

Gentamicina 10 (90,9%) 0 1 (9,1%) 2(100%) 0 0 

Ác. Nalidíxico 0 0 11(100%) 0 0 2(100%) 

Norfloxacina 9 (81,8%) 2 (18,2%) 0 2(100%) 0 0 

Penicilina 11(100%) 0 0 2(100%) 0 0 

Sulfonamidas 3 (27,3%) 0 8 (72,7%) 0 0 2(100%) 

Tetraciclina 11(100%) 0 0 2(100%) 0 0 

Vancomicina 11(100%) 0 0 2(100%) 0 0 

S= Sensível I= Intermediário R= Resistente 

 

Os perfis antimicrobianos para as cepas de Listeria monocytogenes isoladas mostraram uma 

baixa porcentagem de cepas resistentes a uma variedade de antibióticos incluindo algumas bases 

utilizadas na terapia com humanos para tratamento de casos de listeriose, tais como a Penicilina e 

http://www.medicinanet.com.br/conteudos/medicamentos/122/acido_nalidixico.htm
http://www.medicinanet.com.br/conteudos/medicamentos/122/acido_nalidixico.htm
http://www.medicinanet.com.br/conteudos/medicamentos/122/acido_nalidixico.htm
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Gentamicina (Tabela 2). Enquanto a maioria dos isolados foi sensível a todos os antimicrobianos 

analisados (Tabela 2), apenas uma cepa demonstrou resistência à gentamicina que é a opção de 

tratamento recomendado para casos de listeriose durante a gravidez (janakiraman, 2008). Em 

estudos realizados por Wieczorek et al. (2012) em Listeria monocytogenes isoladas de couros e 

carcaças bovinas, os autores encontraram também uma baixa porcentagem de cepas resistentes à 

Gentamicina com apenas 1 (1,9%). Khen et al. (2015) também encontraram uma baixa porcentagem 

de cepas resistentes a esse antibiótico, de 73 cepas analisadas em Dublin, na Irlanda apenas 4 (5%) 

apresentaram resistência a essa droga. 

 Apesar da baixa porcentagem de resistência antimicrobiana observada neste estudo, foi 

verificado que ela está presente nos microrganismos isolados neste estudo. Não se pode afirmar que 

ela se encontra em baixa prevalência devido ao baixo número de amostras analisadas, entretanto 

pode-se afirmar que há ocorrência. A presença de cepas de L. monocytogenes resistentes aos 

antimicrobianos utilizados no tratamento da listeriose humana pode levar a um problema para saúde 

humana, pois esse tipo de bactéria afeta principalmente imunossuprimidos, idosos, crianças e 

mulheres grávidas (MANTILLA et al. 2007). São necessários mais estudos para uma melhor 

compreensão da presença desta resistência em cepas de Listeria monocytogenes bem como 

identificar a real fonte de origem da resistência antimicrobiana. 

 

4. Análises de PFGE  

 

 Baseado nas análises de macrorestrição por PFGE obtidos com a enzima de restrição Apal, 

os isolados de Listeria monocytogenes resultaram em 8 pulsotipos, e mostraram uma divisão em 

três grupos clonais, segundo o BioNumerics software version 4.0 (Applied Maths, Belgium) , que 

faz a correlação entre os perfis genéticos obtidos com a enzima de restrição Apal (Figura 2) com um 

valor de corte mínimo de 80% de similaridade como proposto por Franciosa et al. (2005). Os 

isolados foram obtidos de cortes cárneos bovinos comercializados no Distrito Federal e em ralos de 

ambiente de abatedouro frigorífico. O grupo A coincidentemente foi composto por todas as cepas 

pertencentes ao sorotipo 1/2c, e apresentou dois perfis genéticos distintos com 87% de similaridade 

entre si. O grupo B apresentou 2 diferentes pulsotipos com 95% de similaridade entre si e 

coincidentemente identificados como pertencentes ao sorotipo 1/2a. Os isolados do grupo (C) 
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apresentaram quatro perfis genéticos distintos, todos eles coincidentemente pertencentes ao sorotipo 

4b com similaridade entre si de 80%. Isolados do grupo A e C de um mesmo pulsotipo foram 

obtidos em diferentes amostras de cortes cárneos bovinos de diferentes regiões do Distrito Federal e 

isolados do grupo B foram obtidos de diferentes ralos em um mesmo abatedouro frigorifico no 

Distrito Federal em diferentes épocas de isolamento (Figura 2). 

 Estudos feito por Gianfranceschi et al. (2009) demonstraram que havia uma correlação 

quase completa entre os pulsotipos e sorotipos por eles analisados, uma vez que 95,0% dos seus 

isolados que obtiveram padrões de PFGE idênticos pertenciam ao mesmo sorotipo, e apenas 5% de 

todos os isolados analisados com os mesmos pulsotipos pertenciam a diferentes sorotipos mas 

pertencentes à mesma linhagem genética. Assemelhando-se ao encontrado no presente trabalho em 

que ocorreram 100% de correlação entre os pulsotipos e sorotipos analisados. Perfis moleculares 

determinados por PFGE semelhantes indicam uma possível relação clonal entre os isolados e isso 

acontece somente quando ocorre um único evento genético como uma mutação, uma inserção ou 

deleção, que altere o padrão das bandas (MAGALHÃES et al. 2005; CRUZ et al. 2008).  

 Camargo (2013) identificou em seu trabalho diferentes rotas de contaminação no ambiente 

de processamento de carne bovina em que isolados com perfis genéticos idênticos foram 

encontrados em utensílios limpos e sujos, de diferentes cortes finais, e entre utensílios e cortes 

finais e concluiu que esses resultados analisados em seu trabalho corroborariam com a importância 

da contaminação cruzada na transmissão desta bactéria dentro de uma planta de processamento da 

indústria frigorífica. Galvão et al (2012) também identificaram potenciais vias de contaminação e 

permanência de cepas nos estabelecimentos por ele avaliado, em que um isolado observado em um 

estabelecimento de processamento foi obtido a partir do produto final (carne moída) e apresentou 

uma similaridade de 82% com outros seis outros isolados, todos obtidos no mesmo estabelecimento 

em datas anteriores realizados durante um período de 5 meses. 

 No presente estudo cepas foram observadas a partir de diferentes cortes cárneos bovinos 

comercializados em diferentes regiões do Distrito Federal, bem como em um abatedouro frigorifico 

em diferentes épocas de isolamento. Esse resultado pode sugerir uma ampla disseminação destes 

genótipos no Distrito Federal e uma possível persistência da cepa no ambiente causado por uma 

falha dos procedimentos de limpeza e sanitização adotados no próprio abatedouro frigorífico. 

Porém devido ao pequeno número de amostras analisadas maiores estudos precisam ser realizados 
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para que possa se confirmar a correlação entre as origens dessas cepas e sua possível permanência 

nos abatedouros frigoríficos. 
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Figura 2- Perfis PFGE obtidos com a enzima de restrição ApaI (Roche Diagnostics) para 

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

abatedouro frigoríficos de bovinos no Distrito Federal. 
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IV. CONCLUSÃO 

 

 Os resultados encontrados neste trabalho permitem concluir que há a presença de L. 

monocytogenes em cortes cárneos bovinos e em ambientes de abatedouro Frigorifico no Distrito 

Federal. Os principais sorotipos encontrados foram o 4b, 1/2a e 1/2c. Dentre as cepas de L. 

monocytogenes encontradas em cortes cárneos bovinos, ocorreram resistência à eritromicina, 

gentamicina e ciprofloxacina.  Todas as cepas apresentaram resistência ao Ácido nalidíxico. Das 

cepas oriundas de ralos de abatedouro frigorífico, todas apresentaram resistência ao Ác. Nalidíxico 

e a sulfonamidas. A análise por eletroforese de campo pulsante (PFGE) resultou em 8 diferentes 

pulsotipos, e mostraram uma divisão em três grupos que coincidentemente separou os 3 sorotipos, 

sugerindo uma ampla disseminação destes genótipos no Distrito Federal. Os resultados ainda 

sinalizam para que se realizem maiores estudos para verificar a abrangência deste microrganismo 

nos cortes cárneos bovinos e abatedouros frigoríficos tendo em vista a importância desta bactéria 

para a saúde pública. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

http://www.medicinanet.com.br/conteudos/medicamentos/122/acido_nalidixico.htm
http://www.medicinanet.com.br/conteudos/medicamentos/122/acido_nalidixico.htm
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