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RESUMO 
 
 
O objetivo deste estudo foi realizar a caracterização molecular de estirpes de Listeria 

monocytogenes e Salmonella spp. isoladas de biofilmes de ambientes de abatedouros 

frigoríficos de aves e bovinos localizados no Distrito Federal e estado de Goiás. 

Objetivou-se caracterizar os isolados de L. monocytogenes através da sorotipificação e 

através da análise de variabilidade genética pela técnica da PFGE. Para Salmonella spp., 

objetivou-se realizar caracterização pela análise do WGS. Realizou-se a análise da 

sequência de fragmentos do gene inlA nos isolados de L. monocytogenes para detecção 

de PMSCs. Para avaliação do potencial patogênico desses isolados, realizou-se o teste 

de adesão e invasão em cultivo de células Caco-2, além da detecção de resistência 

antimicrobiana em todos os isolados através de antibiograma pela técnica de difusão em 

disco e pesquisa de genes de resistência antimicrobiana por PCR, no caso dos isolados 

de L. monocytogenes, e WGS, para o isolado de Salmonella spp.. Avaliou-se a 

capacidade de formação de biofilme dos isolados a 37ºC e 12ºC, com 24 e 168 horas de 

incubação respectivamente, pelo teste em microplaca de poliestireno. Foram detectados 

14 isolados de L. monocytogenes e um (01) isolado de Salmonella spp. em dois dos três 

abatedouros frigoríficos de aves estudados. Nenhum isolado foi detectado nos dois 

abatedouros frigoríficos de bovinos. Todos os isolados de L. monocytogenes perteceram 

à linhagem II (sorotipo 1/2a), e foram observados 11 pulsotipos diferentes. O isolado de 

Salmonella foi identificado como Salmonella enterica sorovar Ruiru. Não foram 

detectados PMSCs  no sequenciamento do gene da inlA dos isolados de L. 

monocytogenes, e todos estes isolados foram capazes de aderir em células Caco-2, 

enquanto 50% deles foram também capazes de invasão das células. Foi detectada 

resistência antimicrobiana em 57,1% dos isolados de L. monocytogenes, sendo a 

resistência às sulfonamidas a mais observada. Foram detectados os genes tetC, ermB 

e tetM, e quatro dos isolados detectados foram classificados com multirresistentes. O 

isolado de Salmonella spp. apresentou resistência a 9 antimicrobianos e foi classificada 

como multirresistente, e foram detectados os genes de resistência qnrB19, blaCMY-2, 

aac(6’)-1aa, sul2 e tetA, além de mutação no gene parC p. T57S. 78,5% dos isolados de 

L. monocytogenes foram capazes de formação de biofilme a 37ºC/ 24h de incubação e 

64,3% foram capazes de formação de biofilme a 12ºC/168h de incubação. Não houve 

diferença estatística na capacidade de formação de biofilme nas diferentes temperaturas 

avaliadas. O isolado de Salmonella spp. foi capaz de formar biofilme em ambas as 
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temperaturas testadas. A caracterização dos biofilmes, bem como a sua presença nos 

estabelecimentos abatedouros frigoríficos de aves deste estudo foi confirmada pelas 

coletas repetidas dos mesmos pontos, e pelo teste de capacidade de formação de 

biofilme in vitro. Desta forma, estes resultados ressaltam o risco potencial de 

contaminação cruzada nos ambientes de abatedouros frigoríficos de aves. Os testes de 

adesão e invasão, aliados à ausência de PMSCs nos isolados de L. monocytogenes, à 

resistência antimicrobiana e à observação de isolados multirresistentes para os dois 

microrganismos detectados demonstram o risco potencial para a saúde pública, e 

destacam a importância da vigilância e manutenção de programas de controle de 

patógenos dentro da indústria de produção de carnes. 
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ABSTRACT 
 

The aim of this study was to perform the molecular characterization of Listeria 

monocytogenes and Salmonella spp. strains isolated from biofilms in poultry and bovine 

slaughter plants located in Distrito Federal and Goiás state. Strain serotyping was 

performed via PCR for L. monocytogenes and WGS for Salmonella. Genetic 

polymorphism of L. monocytogenes strains was evaluated via PGFE. Sequence analysis 

of inlA gene fragments was performed aiming PMSCs detection. For assessment of 

pathogenic potential, adhesion and invasion essays using Caco-2 cells were performed 

with all L. monocytogenes strains. Antibiotic resistance profile was also assessed by disk-

diffusion test, in addition to detection of resistance genes via PCR, regarding L. 

monocytogenes strains, and WGS for Salmonella spp. strain.   Assessment of biofilm 

formation ability was performed by polystyrene microplate test at 12ºC and 37ºC in 24 

and 168 hours of incubation respectively. It was detected 14 L. monocytogenes isolates 

and one Salmonella spp. isolate in two out of the three evaluated poultry slaughter plants. 

No isolate was detected in bovine slaughter plants. All L. monocytogenes isolates 

belonged to lineage II (serotype 1/2a), and 11 pulsotypes were detected. The Salmonella 

strain was identified as Salmonella enterica serovar Ruiru. No PMSCs were detected in 

the inlA gene sequence fragments analysed in this study, and the L. monocytogenes 

isolates were capable of Caco-2 cell adhesion, while 50% of them were also capable of 

Caco-2 cell invasion. Antimicrobial resistance was detected in 57.1% of the L. 

monocytogenes strains, and sulphonamides resistance was the most detected 

resistance. It was detected the resistance genes tetC, ermB and tetM, and four of the 

isolates were classified as multiresistent strains. Salmonella spp. strain presented 

resistance to nine antimicrobials and was classified as multiresistent, and it was detected 

the resistance genes qnrB19, blaCMY-2, aac(6’)-1aa, sul2 and tetA, besides the parC 

gene mutation p.T57S. 78.5% and 64.3% of L. monocytogenes strains showed biofilm 

formation ability at 37ºC/ 24h incubation and 12ºC/ 168h incubation respectively. There 

was no significant difference in biofilm formation ability between the two evaluated 

temperatures. Biofilm characterization, along with bacterial presence in poultry slaughter 

plants analysed in this study, was confirmed by repeated and serial sampling at the same 

sampling points associated with biofilm formation ability in vitro essays. The results 

presented highlight the potential risk of cross-contamination in poultry slaughter plants. 

Adhesion and invasion essays, along with PMSCs absence in L. monocytogenes strains, 
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and detection of antimicrobial resistance and multiresistent isolates in both evaluated 

microorganisms, highlight the potential risk regarding public health, and therefore show 

the importance of surveillance and maintenance of pathogen control programs in the meat 

production industry.   
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1. INTRODUÇÃO 

 

O Brasil possui o maior rebanho bovino comercial do mundo, totalizando 214 

milhões de cabeças e representando 13% do total mundial, segundo dados de 2018 

apresentados pela Associação Brasileira das Indústrias Exportadoras de Carnes (ABIEC, 

2019). Houve produção de 10,96 milhões de toneladas de carne bovina em 2018 no país, 

dos quais 20,1% foram destinados à exportação e o restante para o consumo interno, 

que perfez em 2018 um consumo de 42,12 quilos de carne per capita (ABIEC, 2019). 

Ainda segundo a ABIEC (2019), essa produção garantiu ao Brasil a posição de segundo 

maior produtor mundial de carne bovina. O Brasil é também o maior exportador de carne 

bovina do mundo, com um volume de 2205,2 toneladas de carne exportadas em 2018 

(ABIEC, 2019). A indústria possui uma capacidade de abate de quase 200 mil 

bovinos/dia e está continuamente evoluindo e aprimorando o bem-estar animal e a 

segurança higienicossanitária dos produtos para garantir a competitividade e a 

abrangência de mercado (EMBRAPA, 2017). Assim como a bovinocultura, a avicultura 

brasileira é altamente produtiva devido a investimentos nas áreas de genética, nutrição, 

manejo, biossegurança e à implementação de programas de qualidade que incluem o 

bem-estar animal e a preservação do meio ambiente (ABPA, 2016). O Sindicato das 

Indústrias de Produtos Avícolas do Estado do Paraná (SINDIAVIPAR) forneceu dados 

sobre a exportação brasileira no ano de 2018. Segundo esses dados, 4,3 milhões de 

toneladas de carne de frango foram exportadas, fazendo com que o Brasil ficasse à frente 

da China e dos Estados Unidos, tornando-se o maior exportador de carne de frango em 

2016 (SINDIAVIPAR, 2018) e mantendo-se como o maior exportador em 2018 (ABPA, 

2019). 
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A globalização e o aumento da conscientização dos consumidores fizeram com 

que a procura por alimentos de alta qualidade microbiológica crescesse (BEZZERA & 

MARTINS, 2008). A condição higienicossanitária do ambiente industrial é um fator 

essencial para produção e comercialização de alimentos que sejam seguros e de 

qualidade, já que as carnes e os produtos cárneos estão diretamente envolvidos na 

ocorrência das Doenças Transmissíveis por Alimentos (DTA’s) por advirem de animais 

que possuem diversos microrganismos em sua microbiota natural, podendo assim 

contaminar as carcaças durante o processo de abate ou serem contaminadas por 

microrganismos carreados pelos manipuladores, utensílios e água (MATSUBARA, 2005; 

LUNDGREN et al., 2009). 

 O gênero Listeria compreende vinte diferentes espécies, das quais seis são 

classificadas como Listeria sensu stricto: Listeria marthii, Listeria innocua, Listeria 

ivanovii, Listeria monocytogenes, Listeria seeligeri e Listeria welshimeri (LUQUE-

SASTRE et al., 2018; LECLERCQ et al., 2019). Destas espécies, Listeria monocytogenes 

é descrita como o principal agente etiológico de listeriose em humanos (LUQUE-

SASTRE et al., 2018). A associação da Listeria monocytogenes com doenças graves de 

origem alimentar sugere que a contaminação do alimento seja a principal forma de 

transmissão da listeriose humana (SCHLECH et al., 1983; SCALLAN et al., 2011; 

CAMARGO et al., 2017; JACKSON et al., 2018). A maior parte dos casos em humanos 

ocorre em pacientes imunossuprimidos, sendo que outros grupos de risco são idosos, 

diabéticos, portadores de HIV, pacientes de diálise real, portadores de transplantes e 

alcoólatras (BARBUDDHE et al., 2015; CAMARGO et al., 2017). Sendo uma bactéria 

psicrotrófica, encontra condições favoráveis ao seu desenvolvimento dentro da indústria, 

em superfícies como ralos, equipamentos e chão (CARPENTIER & CERF, 2011). 
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O gênero Salmonella, responsável pela salmonelose, consiste em duas espécies: 

a Salmonella enterica e a Salmonella bongori. A espécie Salmonella enterica é 

subdividida em mais de 2600 sorotipos em relação à base somática (O), flagelar (H), e 

antígenos de polissacarídeos capsulares (Vi) (GUIBOURDENCHE et al., 2010). 

Frequentemente identificada como o agente etiológico de surtos alimentares, seu estudo 

e pesquisa tem grande importância para a saúde pública, pois causa uma enfermidade 

de difícil controle, já que apresenta uma extensa gama de reservatórios, ampla 

distribuição no ambiente e portadores assintomáticos, favorecendo sua disseminação 

(GOUVÊA, 2009). 

Atualmente o desafio no abate e processamento das carnes é evitar não apenas 

a contaminação direta por essas bactérias, mas também a contaminação cruzada dos 

produtos cárneos durante sua industrialização (LEMOS, 2002; RODRIGUES, 2010). O 

monitoramento microbiológico, que inclui pesquisa de microrganismos indicadores e de 

microrganismos patogênicos como Salmonella spp. e L. monocytogenes, possui grande 

importância na busca pela garantia da segurança do alimento, sendo, portanto, um dos 

critérios a serem avaliados dentro do controle do processo de produção da carne (CAC, 

2007). A contaminação cruzada pode ocorrer através de biofilmes bacterianos que se 

formam por erros na higienização e sanitização do sistema de abate, e são responsáveis 

pela diminuição da qualidade dos alimentos por veicular patógenos ao homem, além de 

serem fontes recorrentes de contaminação dos alimentos produzidos (KASNOWSKI et 

al., 2010; MARTINS, 2013). 

Muito se tem discutido a respeito da capacidade que estes dois microrganismos 

apresentam na formação de biofilmes na indústria frigorífica (LERICHE & CARPENTIER, 

2000; SINDE & CARBALLO, 2000; JOSEPH et al., 2001). Um biofilme é uma população 

de células microbianas que cresce sobre uma superfície (DONLAN, 2002). Numerosos 
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estudos têm mostrado que essas bactérias são capazes de aderir e de formar biofilme 

em superfícies de metal, vidro ou borracha (LERICHE & CARPENTIER, 2000; SINDE & 

CARBALLO, 2000; JOSEPH et al., 2001), sendo estes materiais comuns em indústrias 

frigoríficas. A formação de biofilme pode permitir a esses microrganismos sobreviver em 

superfícies e persistir em ambientes de processamento de alimentos por longos períodos 

(CORCORAN et al., 2014; SIMÕES et al., 2010; VESTBY et al., 2009).  

Há grande variação no grau de patogenicidade da espécie L. monocytogenes, que 

abrange clones de hipovirulência e de hipervirulência (MAURY et al., 2016). Dentre os 

mecanismos associados à patogênese da listeriose, há a capacidade de indução de sua 

captação pelas células hospedeiras através da interação de internalinas com receptores 

do tipo E-caderina de células hospedeiras (MENGAUD et al., 1996; ORSI et al., 2007). 

Internalinas são proteínas de membrana de 80 kDa codificadas por mais de 25 genes 

identificados em L. monocytogenes, dentre os quais destaca-se a internalina A, 

codificada pelo gene inlA, que possui um papel central na patogenicidade do 

microrganismo, sendo a funcionalidade dessa proteína necessária para a invasão celular 

(POYART et al., 1996; LECUIT et al., 2001; ORSI et al., 2007). Estudos indicam que a 

presença de stop codons prematuros (PMSCs) no gene inlA relacionam-se com clones 

que produzem internalina A secretada e truncada, apresentando fenótipo de invasão 

atenuado (NIGHTINGALE et al., 2005). A linhagem de células Caco-2 de câncer de cólon 

humano para testes in vitro de invasão e adesão celulares tem sido amplamente utilizada 

e é estabelecida na literatura para realização desse tipo de teste in vitro de isolados de 

L. monocytogenes (OLIER et al., 2002; CENCIČ & LANGERHOLC, 2010; ZILELIDOU et 

al., 2015; CASTELLANO et al., 2018). Não existe um estudo de caracterização do gene 

InlA de isolados de L. monocytogenes obtidos especificamente a partir de ambientes de 

abatedouros frigoríficos de aves e bovinos na região do Distrito Federal e Goiás. 
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 A Resistência Antimicrobiana (RAM) é atualmente uma preocupação crescente 

em escala mundial, mostrando-se uma ameaça séria à saúde humana (WHO, 2018; 

MCEWEN & COLLIGNON, 2018). Na busca da mitigação dos riscos que o cenário atual 

da RAM traz, a Organização Mundial da Saúde criou o Plano de Ação Global para 

padronizar ações que objetivem conter o avanço da RAM (WHO, 2015). Um dos pilares 

dessa ação é o monitoramento da disseminação da RAM em escala global, cujos 

parâmetros para coleta, análise e compartilhamento de dados foram padronizados pelo 

Global Antimicrobial Resistance Surveillance System (WHO, 2018). Considerando o 

frequente isolamento de patógenos como L. monocytogenes e Salmonella spp. em 

ambientes de processamento de alimentos como abatedouros frigoríficos (HAUBERT et 

al., 2015; CAMARGO et al., 2015a; DANTAS et al., 2020), faz-se necessário o 

monitoramento da ocorrência de RAM em isolados obtidos a partir dessas fontes 

ambientais. 

Diante da importância destes microrganismos para a saúde pública, dos poucos 

trabalhos realizados no país, e ausência de estudos na região do Distrito Federal e Goiás 

em relação à presença de biofilmes em indústrias de alimentos de origem animal, 

objetivou-se promover a caracterização molecular de estirpes de Salmonella spp. e de 

L. monocytogenes isoladas de biofilmes em abatedouros de bovinos e de aves, bem 

como realizar o antibiograma, a detecção de genes de resistência a antimicrobianos, 

realizar a sorotipificação e Eletroforese em Gel de Campo Pulsado (PFGE) dos isolados, 

e assim promover o estudo da variabilidade genética destes microrganismos, além de 

realizar nos isolados de L. monocytogenes o sequenciamento de fragmento do gene de 

codificação da proteína de invasão celular Internalina  A, bem como realizar os ensaios 

de adesão e invasão em células Caco-2 e avaliar a capacidade de formação de biofilmes 

in vitro desses isolados. 
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2. OBJETIVOS  

 

2.1. Objetivo geral 

 

Realizar o isolamento e caracterização molecular de estirpes de Listeria 

monocytogenes e Salmonella spp. em biofilmes de ambientes de abatedouros frigoríficos 

de aves e bovinos localizados no Distrito Federal e Estado de Goiás, junto ao fluxograma 

de processamento na indústria.   

 

2.2. Objetivos específicos 

 

● Detectar os pontos de contaminação por biofilmes em plantas de processamento 

de abatedouros frigoríficos de bovinos e de aves; 

● Realizar a sorotipificação molecular dos isolados de Salmonella spp. e Listeria 

monocytogenes;  

● Realizar a PFGE para as estirpes de L. monocytogenes isoladas de biofilmes em 

abatedouros frigoríficos de aves e bovinos na Região do Distrito Federal e Goiás;   

● Comparar as variações genéticas entre os isolados de L. monocytogenes pelo 

método PFGE;  

● Realizar o sequenciamento do genoma completo (WGS) do isolado de Salmonella 

spp. 

● Realizar antibiograma e pesquisa de genes de resistência antimicrobianos nos 

isolados de L. monocytogenes e Salmonella spp.; 

● Analisar a sequência do fragmento do gene da internalina A dos isolados de L. 

monocytogenes; 
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● Realizar testes de adesão e invasão em células Caco-2 dos isolados de L. 

monocytogenes; 

● Verificar e comparar a capacidade de formação de biofilme in vitro dos isolados 

de L. monocytogenes e Salmonella spp. em diferentes temperaturas. 

 

 

3. MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1. Origem das amostras 

 

As amostras compunham-se de swabs estéreis (Absorve®), utilizados para 

realizar esfregaços nas superfícies das instalações e equipamentos/utensílios dos 

abatedouros frigoríficos de bovinos e aves, localizados na região do Distrito Federal e 

Goiás, sendo que todos os abatedouros frigoríficos visitados continham Serviço de 

Inspeção Oficial (SIF, SISBI ou DIPOVA). Cada amostra foi composta por um swab, com 

o qual se realizou coleta de um único ponto. Os pontos escolhidos para a realização da 

coleta dos swabs das superfícies seguiram o protocolo descrito por BARROS et al. 

(2007) e NICOLAU & BOLOCAN (2014), baseados em pontos onde há maior 

probabilidade desse microrganismo se estabelecer dentro da indústria (NICOLAU & 

BOLOCAN, 2014). Os pontos de coleta foram separados em dois grupos: instalações e 

equipamentos/utensílios, sendo as coletas das instalações realizadas nos pisos, paredes 

e ralos de câmaras frias e linhas de abate; e dos equipamentos/utensílios nas esteiras, 

mesas de evisceração, tubulações de aço inox (chutes e direcionadores), maquinários 

diversos e utensílios como ganchos e serras, segundo as especificidades dos 

abatedouros. A técnica utilizada para realização do esfregaço de superfície consistia em 
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arraste dos swabs umidificados na solução de transporte (água peptonada 0,1% 

(Himedia®️)) estéril em uma área delimitada por moldes estéreis de 25 cm², segundo 

protocolo preconizado por NICOLAU & BOLOCAN (2014). As amostras foram 

acondicionadas em caixas isotérmicas e encaminhadas ao Laboratório de Microbiologia 

de Alimentos (LAMAL) da Faculdade de Agronomia e Medicina Veterinária da 

Universidade de Brasília, onde foram processadas dentro de 24 horas após a coleta para 

o cultivo e isolamento microbiológico. 

Foram coletadas amostras em três (03) abatedouros frigoríficos de aves, sendo 

dois (02) localizados na região do Distrito Federal (Frigoríficos A e B) e um (01) localizado 

no estado de Goiás (Frigorífico C); e em dois (02) abatedouros frigoríficos de bovinos, 

sendo um (01) localizado na região do Distrito Federal (Frigorífico D) e um (01) localizado 

na região do Entorno, no estado de Goiás (Frigorífico E). O número de empresas 

participantes deste projeto foi em decorrência do aceite das mesmas em participarem 

espontaneamente da pesquisa. Ao todo, foram realizadas 16 visitas nas indústrias, 

sendo oito (08) visitas em abatedouros de aves e oito (08) em abatedouros de bovinos, 

obtendo-se, no período de março de 2017 a setembro de 2018, um total de 287 amostras, 

sendo 118 amostras de swabs obtidos de abatedouros frigoríficos de bovinos e 169 

swabs obtidos de abatedouros frigoríficos de aves.  

A caracterização do biofilme dentro da planta de processamento da indústria foi 

realizada a partir da repetição de coleta de amostras de esfregaços de swabs estéreis 

obtidas do ambiente industrial e equipamentos/utensílios por mais de uma vez nos 

mesmos pontos de coleta (BERRANG et al., 2005). Estudos correlacionam a 

permanência de microrganismos em superfícies após procedimentos de higienização e 

sanitização com a presença de biofilme nas mesmas (PAN et al., 2006; VESTBY et al., 

2009). Por isso, as coletas foram realizadas sempre no período entre duas higienizações 
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das instalações e equipamentos/utensílios, ou seja, foram realizadas algumas horas 

após a última higienização pós abate e imediatamente anterior à higienização pré abate. 

Realizou-se a repetição consistente de coleta nos mesmos pontos dentro de cada planta 

com o intuito de observar a reincidência de isolamento dos microrganismos pesquisados 

em diferentes tempos. 

 

3.2. Pesquisa de Listeria monocytogenes 

 

A metodologia de pesquisa e isolamento utilizada foi a preconizada por RYSER & 

DONNELY (2015) para pesquisa e isolamento microbiológico de Listeria 

monocytogenes. Após o transporte dos swabs em água peptonada (Himedia®) a 0,1%, 

foi realizada homogeneização dos tubos de ensaio contendo os swabs em agitador de 

tubos (AP56, Phoenix®), e posteriormente foi transferido 1 mL da solução de transporte 

para 9 mL de caldo UVM (Acumedia®) para incubação a 35°C por 24 horas. Em seguida, 

transferiu-se 0,1mL do caldo UVM para 10mL de caldo Fraser (Acumedia®), incubados 

a 35°C por 24h. Em seguida, os tubos de caldo Fraser que apresentaram hidrólise da 

esculina foram plaqueados com auxílio de uma alça de níquel-cromo por esgotamento 

em placas de ágar MOX (Difco®), que foram incubadas a 35°C por 24h. Os tubos de 

caldo Fraser que não apresentaram hidrólise da esculina foram mantidos incubados a 

35ºC por mais 24 horas antes de serem descartados. As colônias pequenas e com halo 

de hidrólise de esculina foram colhidas e transferidas para caldo Brain Heart Infusion 

(BHI) (Difco®) e incubadas à 37°C por 18-24 horas. Realizou-se o teste de 

turbilhonamento com gotícula retirada do caldo BHI, coloração Gram e teste da catalase. 

Para a identificação e confirmação da L. monocytogenes, foi utilizada a técnica de análise 

de Reação em Cadeia da Polimerase (PCR). Os controles positivos para a padronização 
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do procedimento foram estirpes cedidas gentilmente pelo Dr. Ernesto Hofer da Fundação 

Oswaldo Cruz / Rio de Janeiro. 

 

3.3. Pesquisa de Salmonella spp. 

  

 A metodologia para a análise das amostras foi a preconizada pelo Manual Técnico 

de Diagnóstico Laboratorial da Salmonella spp. (BRASIL, 2011), pela ISO 6579/2002 

(ISO, 2002) e por RYSER & DONNELY (2015), em que os swabs de superfície que se 

encontravam em água peptonada (Himedia®) a 0,1% foram transferidos para tubos 

contendo 9 mL de água peptonada tamponada (Acumedia®) a 1% e incubados em estufa 

bacteriológica a 37°C por 24 horas, sendo posteriormente transferidos alíquotas de 1 mL 

dessa solução para 10 mL de caldo Tetrationato (Merck®), 1 mL para 10 mL de caldo 

Selenito Cistina (Merck®) e 0,1 mL para 10 mL de caldo Rappaport Vassiliadis (Fluka®). 

Posteriormente, as amostras foram incubadas em estufa bacteriológica (Fanem®) à 

42°C por 24 horas. Em seguida, com auxílio de uma alça de níquel-cromo, os caldos 

supracitados foram plaqueados por esgotamento em estrias em meio seletivo Ágar Verde 

Brilhante Vermelho de Fenol (BPLS) (Acumedia®), ágar XLD (Merck®) e ágar Bismuto 

Sulfito (BS) (Acumedia®) e novamente incubados à 37°C (ágares BPLS e XLD) ou 35º 

C (ágar BS) por 24 a 48 horas. Aproximadamente três colônias com características 

morfológicas de Salmonella spp. foram plaqueadas em Ágar Tríplice Açúcar Ferro (TSI) 

(Acumedia®) e incubados à 37° por 18-24 horas. Os tubos de TSI com crescimento 

sugestivo de Salmonella foram submetidos aos testes bioquímicos indicados no Manual 

Técnico de Diagnóstico Laboratorial da Salmonella spp. (BRASIL, 2011), sendo eles a 

hidrólise da uréia, fenilalanina desaminase, pesquisa da produção de indol, prova de 

Voges-Proskauer (VP), prova do Vermelho de Metila (VM), lisina descarboxilase e prova 
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de utilização do citrato. Foi realizada a técnica de Reação em Cadeia da polimerase 

(PCR) para identificação e confirmação do gênero Salmonella spp.. Os controles 

positivos para a padronização dos procedimentos foram cedidos gentilmente pela 

Fundação Oswaldo Cruz - Rio de Janeiro. 

 

3.4. Confirmação de detecção de Listeria monocytogenes e Salmonella spp. pela 

Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) 

 

 Para a confirmação de gênero e espécie dos isolados de Listeria monocytogenes, 

utilizou-se o protocolo descrito por KÉROUANTON et al. (2010). As colônias sugestivas 

que apresentavam características fenotípicas, morfológicas e bioquímicas compatíveis 

com a espécie Listeria monocytogenes foram submetidas à PCR, utilizando-se os 

primers LIP1 (D’AGOSTINO et al., 2004) e LIP2A (KÉROUANTON et al., 2010). 

 Para a confirmação do diagnóstico molecular do gênero Salmonella, utilizou-se o 

protocolo descrito por FREITAS et al. (2010). Colônias sugestivas em suas 

características morfológicas e bioquímicas foram submetidas à PCR com o gene alvo 

ompC, utilizando-se primers OMPCF e OMPCR (ALVAREZ et al., 2004). 

 

3.5. Sorotipagem dos isolados de Listeria monocytogenes por PCR 

 

 Após confirmação da espécie por PCR, realizou-se a sorotipagem dos isolados 

de Listeria monocytogenes de acordo com o protocolo descrito por DOUMITH e 

colaboradores (2004), utilizando-se PCR multiplex com os primers lmo0737, lmo1118, 

ORF2819 e ORF2110. Foi realizada PCR de colônia nos isolados de L. monocytogenes. 

As reações de amplificação foram feitas em volume final de 25 µL, contendo 2U de taq 

DNA polimerase (Invitrogen®), 2mM de desoxirribonucleotídeos fosfatados 
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(Invitrogen®), tampão 1X (200 mM Tris-HCl, pH 8.4, 500 mM KCl - Invitrogen®), 1.5mM 

de MgCl2 (Invitrogen®) e primers nas concentrações de 1 µM para lmo0737, ORF2819 

e ORF2110; e 1.5 µM para lmo1118. A reação ocorreu em termociclador MyCycler 

(BioRad®) nas seguintes condições: desnaturação inicial a 94ºC por 3 minutos; 35 ciclos 

a 94ºC por 0.40 minutos, 53ºC por 1.15 minutos, e 72ºC por 1.15 minutos; e um ciclo final 

a 72ºC por 7 minutos. Os fragmentos esperados para os primers lmo0737, lmo1118, 

ORF2819 e ORF2110 eram de 691bp, 906bp, 471bp e 597bp respectivamente. As 

informações sobre os primers utilizados encontram-se no Quadro 1. Os produtos da 

amplificação foram visualizados em gel de agarose (Invitrogen®) a 2%, corados com 

brometo de etídio a 5 mg/mL e visualizados em transiluminador (Major Science®). 

 

Gene-alvo Primer Sequência (5'- 3') Tamanho (bp) Especificidade do sorotipo 

lmo0737 lmo0737-F AGGGCTTCAAGGACTTACCC 
691 1/2a, 1/2c, 3a e 3c 

 lmo0737-R ACGATTTCTGCTTGCCATTC 

lmo1118 lmo1118-F AGGGGTCTTAAATCCTGGAA 
906 1/2c e 3c 

 lmo1118-R CGGCTTGTTCGGCATACTTA 

ORF2819 ORF2819-F AGCAAAATGCCAAAACTCGT 
471 1/2b, 3b, 4b, 4d e 4e 

 ORF2819-R CATCACTAAAGCCTCCCATTG 

ORF2110 ORF2110-F AGTGGACAATTGATTGGTGAA 
597 4b, 4d e 4e 

 ORF2110-R CATCCATCCCTTACTTTGGAC 

Quadro 1. Descrição dos primers utilizados para sorotipagem dos isolados de L. monocytogenes 

(DOUMITH et al., 2004). 

 

 Após a sorotipificação por PCR para determinação da linhagem (DOUMITH et al., 

2004), foi realizado BLAST (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) do resultado do 

sequenciamento dos fragmentos (1157bp e 760bp) de gene da Internalina A de todos os 

isolados para comparação de homologia das sequências de DNA e posterior 

identificação do sorotipo de cada isolado. 

about:blank
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3.6. Determinação do sorotipo de Salmonella spp. 

 

 A identificação do sorotipo de Salmonella spp. foi realizada pela análise do 

genoma completo (WGS), no Laboratório de Resistência Bacteriana e Alternativas 

Terapêuticas sob responsabilidade do Prof. Dr. Nilton Lincopan, no Instituto de Ciências 

Biomédicas da Universidade de São Paulo (USP – São Paulo/SP). Foi feita a extração 

do DNA seguindo protocolo do kit PureLink™ Genomic DNA Mini Kit (Life 

Technologies®, CA). A quantificação do material foi feita utilizando-se Nanodrop, 

seguido de quantificação por Qubit (BR). O sequenciamento foi realizado na Plataforma 

NextSeq (Illumina®). Para preparação da biblioteca, seguiu-se o protocolo do Nextera 

DNA Flex Library Prep Kit (Illumina®), que foi quantificada por Qubit (HS). O tamanho 

dos fragmentos foi verificado via Bioanalyzer. Os dados foram então analisados via 

SeqSero2 (ZHANG et al., 2019) para determinação do sorovar. 

 

3.7. Identificação dos pulsotipos de Listeria monocytogenes por PFGE 

 

Analisou-se o perfil dos isolados de L. monocytogenes pela técnica Pulsed Field 

Gel Electrophoresis (PFGE) preconizada pelo Centers for Disease Control and 

Prevention (CDC, 2015). Os isolados foram cultivados em ágar nutriente (Acumedia®️) e 

incubados por 18 a 24 horas a 37ºC em estufa bacteriológica (Quimis®). As suspensões 

bacterianas foram feitas em tampão TE (Tris 10mM: EDTA 1mM, ph 8,0). Para o preparo 

dos plugs, utilizou-se solução de lisozima (Sigma®) a 20 mg/mL, proteinase K 

(Invitrogen®) a 20mg/mL e agarose SeaKem Gold (Lonza®) a 1%.  A enzima de restrição 

utilizada foi AscI (Invitrogen® ANZA® 21 SgsI) a 10U/µL, adicionada de albumina de soro 

bovino (Promega®) a 20mg/mL. O padrão utilizado foi plug de Salmonella ser. 

about:blank
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Braenderup H9812, restrito pela enzima XbaI (Roche®) a 10U/µL, cedido pelo 

Laboratório de Enterobactérias (LABENT) da Fundação Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro. 

Os plugs foram carregados nos moldes, intercalando-se no máximo três poços de 

amostras com um poço do padrão, utilizando-se agarose SeaKem Gold a 1% (Lonza®) 

para preparo do gel de corrida. A eletroforese foi realizada em aparelho CHEF 

Mapper/DRIII (BioRad®) nas seguintes condições: 2,2 L de tampão de corrida 0.5X (Tris-

borato EDTA – TBE (Roche®)) bombeados a 1 litro/minuto a 14ºC; tempo inicial de troca 

4.0 segundos; tempo final de troca 40.0 segundos; voltagem 6V; angulação 120º; tempo 

de corrida 19 horas. O gel foi corado em solução de brometo de etídio (10 µg/mL) e 

descorado em água destilada, e a imagem dos fragmentos foi capturada em 

fotodocumentador (Major Science®). A análise dos fragmentos foi realizada através do 

software BioNumerics versão 7.6. (AppliedMaths®), utilizando-se o coeficiente de 

similaridade de Dice a 1,5% de tolerância (DICE, 1945). Para construção do 

dendograma, realizou-se análise de clusters UPGMA (Unweighted Pair Group Method 

using Arithmetic Average). 

 

3.8. Análise da sequência do gene inlA dos isolados de Listeria monocytogenes  

 

 A análise da sequência do gene inlA (2400pb) foi realizada a partir da metodologia 

proposta por POYART et al. (1996), que consiste na amplificação por PCR de dois 

fragmentos do gene da internalina A: unidades de repetição A (1157pb) e B (760pb). 

Para a repetição A, utilizou-se os primers O1 (5’-GAATGTAACAGACACG-3’) e O2 (5’-

ATCGCTAATAGTAGC-3’) (POYART et al., 1996). Para a repetição B, utilizou-se os 

primers O3 (5’-AGCCACTTAAGGCAAT-3’) e O4 (5’-AGTTGATGTGTTAGA-3’) 

(POYART et al., 1996). As reações de PCR uniplex, em volume final de 100µL, 

compunham-se de 5U de taq DNA polimerase (Invitrogen®), 2mM de 
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desoxirribonucleotídeos fosfatados (Invitrogen®), tampão 1X (200 mM Tris-HCl, pH 8,4, 

500 mM KCl - Invitrogen®), 1,5mM de MgCl2 (Invitrogen®), primers nas concentrações 

de 0,5 µM cada e adição de 10µL de DNA mantido a 95ºC por 10 minutos. A reação foi 

realizada em termociclador MyCycler (BioRad®) nas seguintes condições: desnaturação 

a 95ºC por 5 minutos; 40 ciclos de amplificação consistindo de 1 minuto de anelamento 

a 55ºC, 90 segundos de extensão a 72ºC e 1 minuto de desnaturação a 94ºC. Os 

produtos de PCR foram separados em gel de agarose 1,5% (Invitrogen®), corados por 

brometo de etídio e visualizados em transiluminador (Major Science®). Realizou-se a 

purificação dos produtos da PCR utilizando-se kit PureLink (Invitrogen®). A quantificação 

do material foi realizada pelo uso de marcador High Mass (Invitrogen®) e então 

procedeu-se com o sequenciamento dos fragmentos em sequenciador ABI3500 (Applied 

Biosystem®). 

 

3.9. Teste de invasão e adesão celular em células Caco-2 dos isolados de L. 

monocytogenes 

 

 As células de adenocarcinoma de cólon humano da linhagem Caco-2 utilizadas 

neste estudo foram gentilmente cedidas pela Profa. Dra. Elaine Cristina Pereira De 

Martinis, oriundas da coleção de células da Faculdade de Ciências Farmacêuticas de 

Ribeirão Preto, da Universidade de São Paulo (USP). O protocolo de cultivo celular foi o 

descrito por GAILLARD e colaboradores (1987), com a utilização do meio Dulbecco’s 

Modified Eagle’s Medium – high glucose (DMEM) (Sigma-Aldrich®) suplementado por 

soro fetal bovino a 10% (Gibco®) e penicilina (100U/mL) - estreptomicina (10mg/mL) 

(Sigma-Adrich®) – denominado meio DMEM completo. As células foram mantidas em 

frascos de cultivo de 250mL (Kasvi®) em estufa de câmara de CO2 5% e temperatura de 

37ºC (Quimis® - Estufa Microprocessada de CO2 – Q316C). Após 24 horas incubadas, 
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observou-se o crescimento semi-confluente das células, que foram tripsinizadas (0,25% 

Tripsina-EDTA (1X) – Sigma-Aldrich®) e ajustadas para a concentração final de 0,5 x 

105 células/mL em meio de cultivo DMEM. Foi aliquotado 1 mL dessa suspensão celular 

em cada poço das placas de polipropileno para cultivo celular (Kasvi®), e as mesmas 

foram incubadas em estufa de câmara de CO2 5% a 37ºC por 24 horas. Posteriormente, 

observou-se a confluência das células nos poços (1,0 x 105 células/poço) para realização 

dos ensaios de adesão e invasão de L. monocytogenes. 

 

3.9.1. Ensaio de adesão celular dos isolados de L. monocytogenes 

 

 Procedeu-se aos ensaios de adesão celular conforme descrito por MORONI et al. 

(2006). Após confluência das células nos poços das placas de polipropileno, o poço foi 

inoculado com volume da suspensão bacteriana ajustada para se obter uma 

multiplicidade de infecção (MOI) de 100 bactérias por célula. Adicionou-se meio DMEM 

(Gibco®) suplementado com 10% de soro fetal bovino (Gibco®) e as placas foram 

incubadas em estufa de câmara de CO2 5% a 37ºC por 2 horas. Posteriormente, realizou-

se três lavagens com tampão fosfato-salino 1X (PBS - Laborclin®), tratamento das 

células com solução de lise (Triton 100X 0,1% - Sigma Aldrich®) por 10 minutos em 

estufa de CO2 nas mesmas condições anteriores, e por fim realizou-se a quantificação 

de células bacterianas viáveis  por semeadura de diluições seriadas em ágar BHI (caldo 

BHI (Difco®) adicionado de 1,5% de ágar bacteriológico (Acumedia®)). O resultado 

obtido foi expresso em unidades formadoras de colônia (UFC)/mL. Todos os testes foram 

feitos em triplicata. A porcentagem de adesão bacteriana nas células Caco-2 foi 

determinada pela fórmula: % adesão = número de células aderidas x 100/número de 

células aderidas ao poço.   
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3.9.2. Ensaio de invasão celular dos isolados de Listeria monocytogenes 

 

 Os ensaios de invasão celular seguiram a metodologia descrita por GAILLARD e 

colaboradores (1987) e MORONI e colaboradores (2006). Após inoculação dos poços 

com suspensão bacteriana ajustada para MOI de 100 bactérias por célula, as placas 

foram incubadas em estufa de câmara de CO2 5% a 37ºC por 2 horas. Posteriormente, 

os poços foram lavados com PBS 1X (Laborclin®) e tratados com 250 µL de solução de 

gentamicina 1mg/mL (Sigma-Aldrich®). Após uma hora de incubação em estufa de 

câmara de CO2 a 37ºC, os poços foram tratados com solução de lise (Triton 100X 0,1% 

- Sigma-Aldrich®) por 10 minutos em estufa de câmara de CO2 e as células bacterianas 

viáveis foram quantificadas por semeadura de diluições seriadas em ágar BHI (caldo BHI 

(Difco®) adicionado de 1,5% de ágar bacteriológico (Acumedia®)). O resultado obtido foi 

expresso em unidades formadoras de colônia (UFC)/mL. Todos os testes foram feitos 

em triplicata. A porcentagem de invasão bacteriana nas células Caco-2 foi determinada 

pela fórmula: % adesão = número de células internalizadas recuperadas x 100 / número 

de células aderidas ao poço.   

 

3.10. Resistência antimicrobiana dos isolados de Listeria monocytogenes 

 

 Avaliou-se a resistência antimicrobiana dos isolados de L. monocytogenes pelo 

método de difusão em disco, de acordo com o protocolo preconizado pelo Clinical and 

Laboratory Standards Institute (CLSI, 2020). Utilizou-se ágar Müeller-Hinton 

(Acumedia®) (MH), e os antibióticos testados foram: ampicilina (10µg), ciprofloxacino 

(5µg), cloranfenicol (30µg), doxiciclina (30 µg), eritromicina (15 µg), gentamicina (10 µg), 
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sulfonamidas (300 µg) e tetraciclina (30 µg). Três a cinco colônias foram coletadas do 

ágar nutriente (Acumedia®) e inoculadas em 5 mL de caldo Broth Heart Infusion (BHI) 

(Difco®), posteriormente foram incubadas a 37ºC até atingirem turbidez equivalente ao 

padrão 0,5 na escala McFarland (Nefelobac - Probac®). Em seguida, os isolados foram 

cultivados em ágar Müeller-Hinton (MH) com o auxílio de swab estéril (Absorve®), o qual 

foi embebido no caldo BHI e aplicado homogeneamente na placa de ágar MH. No 

máximo cinco discos de antibiótico (DME®) foram dispostos em cada placa, seguindo 

recomendação do CLSI (2020). Após incubação em estufa bacteriológica a 37ºC por 24 

horas, realizou-se a medição dos diâmetros dos halos de inibição observados em cada 

disco. Para interpretação dos resultados, utilizou-se os padrões para Staphylococcus 

spp. (CHEN et al., 2010) definidos pelo CLSI M100 (CLSI, 2020), com exceção dos 

padrões para eritromicina e ampicilina, em que se utilizou os padrões definidos pelo 

European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST, 2019) para 

Listeria monocytogenes. 

 

3.11. Pesquisa de genes de resistência antimicrobiana dos isolados de Listeria 

monocytogenes  

 

 Realizou-se PCR de colônia nos isolados para pesquisa de genes de resistência 

antimicrobiana relacionados às tetraciclinas (tetA, tetB, tetC, tetM), macrolídeos (ermA, 

ermB, ermC, ereA), anfenicois (cat1, cmlA), sulfonamidas (sull), beta-lactâmicos (ampC, 

blaSHV) e aminoglicosídeos (aac(3)-I) (Quadro 1). As reações foram feitas em volume 

final de 25µL, em termociclador (MyCycler®), de acordo com as condições descritas nos 

trabalhos discriminados no Quadro 2 para cada par de primer. 
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Gene Primer Sequência de nucleotídeos (5'-3') Tamanho (pb) Referência 

aac(3)-I aac(3)-I-F ACCTACTCCCAACATCAGCC 157 VAN et al., 2008 

 aac(3)-I-R ATATAGATCTCACTACGCGC   

ampC AmpC-For TTCTATCAAMACTGGCARCC 550 SCHWARTZ et al., 

2003 

  AmpC-Rev CCYTTTTATGTACCCAYGA  

SHV blaSHV-F TCGCCTGTGTATTATCTCCC 768 
VAN et al., 2008 

 blaSHV-R CGCAGATAAATCACCACAATG   

ermA ermA-F TCTAAAAAGCATGTAAAAGAA 645 SUTCLIFFE et al., 

1996 

 ermA-R CTTCGATAGTTTATTAATATTAGT  

ermB ermB-F GAAAAGGTACTCAACCAAATA 639 SUTCLIFFE et al., 

1996 

 ermB-R AGTAACGGTACTTAAATTGTTTAC  

ermC ermC-F TCAAAACATAATATAGATAAA 642 SUTCLIFFE et al., 

1996 

 ermC-R GCTAATATTGTTTAAATCGTCAAT  

ereA ere(A)-F GCCGGTGCTCATGAACTTGAG 419 VAN et al., 2008 

 ere(A)-R CGACTCTATTCGATCAGAGGC  

cat1 CATIF AGTTGCTCAATGTACCTATAACC 547 VAN et al., 2008 

 CATIR TTGTAATTCATTAAGCATTCTGCC  

cmlA cmlA-F CCGCCACGGTGTTGTTGTTATC 698 VAN et al., 2008 

 cmlA-R CACCTTGCCTGCCCATCATTAG  

sull sull-F TTCGGCATTCTGAATCTCAC 822 VAN et al., 2008 

 sulI-R ATGATCTAACCCTCGGTCTC  

tetA tet(A)-F GTGAAACCCAACATACCCC 887 VAN et al., 2008 

 tet(A)-R GAAGGCAAGCAGGATGTAG  

tetB tet(B)-F CCTTATCATGCCAGTCTTGC 773 VAN et al., 2008 

 tet(B)-R ACTGCCGTTTTTTCGCC  

tetC tet(C)-F ACTTGGAGCCACTATCGAC 880 VAN et al., 2008 

 tet(C)-R CTACAATCCATGCCAACCC  

tetM tet(M)-1 GTTAAATAGTGTTCTTGGAG 700 AARESTRUP et al., 

2000 

 tet(M)-2 CTAAGATATGGCTCTAACAA  

Quadro 2.  Primers utilizados na pesquisa de genes de resistência antimicrobiana dos isolados de 

L. monocytogenes.   
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3.12. Resistência antimicrobiana de Salmonella spp. 

 

 Avaliou-se a resistência antimicrobiana dos isolados de Salmonella spp. pelo 

método de difusão em disco, de acordo com o protocolo preconizado pelo Clinical and 

Laboratory Standards Institute (CLSI, 2020). Os antibióticos testados foram ácido 

nalidíxico (30µg), amoxicilina (10 µg), ampicilina (10 µg), cefalotina (30 µg), cefazolina 

(30 µg), ceftazidima (30 µg), ciprofloxacino (5 µg), cloranfenicol (30 µg), colistina (10µg), 

doxiciclina (30 µg), gentamicina (10 µg), sulfonamidas (300 µg) e tetraciclina (30 µg). 

Três a cinco colônias foram coletadas do ágar nutriente (Acumedia®), inoculadas em 5 

mL de caldo BHI (Difco®) e posteriormente foram incubadas a 37ºC até atingirem 

turbidez equivalente ao padrão 0,5 na escala McFarland (Nefelobac - Probac®). Em 

seguida, os isolados foram cultivados em ágar Müeller-Hinton (MH) com o auxílio de 

swab estéril (Absorve®), que foi embebido no caldo BHI e aplicado homogeneamente na 

placa de ágar MH. No máximo cinco discos de antibiótico (DME®) foram dispostos em 

cada placa, obedecendo os critérios estabelecidos pelo CLSI (2020). Após incubação em 

estufa bacteriológica a 37ºC por 24 horas, realizou-se a medição dos diâmetros dos halos 

de inibição observados em cada disco. Para interpretação dos resultados, utilizou-se os 

padrões para Enterobacteriaceae definidos pelo CLSI M100 (CLSI,2020). 

 

3.13. Pesquisa de genes de resistência antimicrobiana de Salmonella spp. 

 

A análise da presença de genes de resistência antimicrobiana foi realizada pela 

leitura do sequenciamento completo do genoma (WGS), no Laboratório de Resistência 

Bacteriana e Alternativas Terapêuticas da Universidade de São Paulo, no Instituto de 

Ciências Biomédicas, sob a responsabilidade do professor doutor Nilton Lincopan. 

Realizou-se a extração do DNA seguindo protocolo do kit PureLink™ Genomic DNA Mini 
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Kit (Life Technologies®, CA), seguida da quantificação do material utilizando-se 

Nanodrop, e posterior quantificação por Qubit (BR). O sequenciamento foi realizado na 

Plataforma NextSeq (Illumina®). Para preparação da biblioteca, utilizou-se o protocolo 

do Nextera DNA Flex Library Prep Kit (Illumina®), que foi quantificada por Qubit (HS). O 

tamanho dos fragmentos foi verificado via Bioanalyzer. Para análise dos dados do WGS, 

avaliou-se a qualidade das reads pelo FASTQC v.0.11.3 e foi feita a trimagem das 

mesmas via TrimGalore v.0.6.5. A montagem de novo das sequências foi realizada com 

o uso do Unicycler v.0.4.8 e a análise dos dados para pesquisa de características 

moleculares relacionadas à resistência antimicrobiana foi realizada pelo ResFinder v.3.2 

(ZANKARI et al., 2012), através da pesquisa de presença de genes relacionados a 

resistência aos seguintes antimicrobianos: quinolonas, tetraciclina, nitroimidazol, 

sulfonamidas, macrolídeos, rifampicina, glicopeptídeos, colistina, trimetroprim, ácido 

fusídico, aminoglicosídeos, beta-lactâmicos, oxazolidinona e fosfomicina. Realizou-se 

também via ResFinder a pesquisa de pontos de mutação cromossômica relacionados à 

resistência antimicrobiana nos genes gyrA, gyrB, pmrA, pmrB, parC, parE e 16s_rrsD.  

 

3.14. Capacidade de formação de biofilme in vitro de isolados de Listeria 

monocytogenes e Salmonella spp. 

 

 A capacidade de formação de biofilme dos isolados identificados neste estudo foi 

avaliada a partir do ensaio em microplaca de titulação de poliestireno descrito por 

DJORDJEVIC et al. (2002) e adaptado por BORGES et al. (2018). Os isolados foram 

cultivados individualmente em placa de petri contendo ágar Triple Soy (TSA - 

Acumedia®) em temperatura de 37ºC por 24 horas em estufa bacteriológica (Quimis®). 

Em seguida, uma colônia da placa contendo TSA foi transferida para 10 mL de caldo 

Triple Soy sem glicose (TSB - Acumedia®), que foi incubado a 37ºC por 24 horas em 
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estufa bacteriológica (Quimis®). Posteriormente, alíquotas dessa suspensão foram 

adicionadas a caldo TSB até a concentração de 3x108 UFC/mL (escala 1 de MacFarland 

- Probac do Brasil®). Então, 200 µL dessa suspensão foram adicionados em um poço 

de uma microplaca de poliestireno de 96 poços estéril (Kartell®). Para o controle 

negativo, três poços foram preenchidos com 200 µL de caldo TSB sem glicose. Todos 

os isolados foram testados em triplicata. As placas assim preparadas foram então 

cobertas com papel filme e incubadas aerobicamente nas seguintes condições a serem 

avaliadas: uma placa foi incubada por 24 horas sob temperatura de 37 ºC e a outra foi 

incubada em refrigerador (Electrolux® 262L) a 12ºC por 168 horas (7 dias). Após 

incubação, as suspensões bacterianas foram retiradas dos poços pelo processo de 

lavagem. O procedimento foi realizado por três vezes com solução estéril de cloreto de 

sódio a 0,9%. Após secagem da placa, as células bacterianas foram fixadas com 200 µL 

de metanol em cada poço por 15 minutos. O metanol foi removido e as placas foram 

deixadas para secar em temperatura ambiente. Posteriormente, corou-se as células com 

200 µL de cristal violeta de Hucker a 1% por 10 minutos. As placas foram então lavadas 

em água corrente e secas à temperatura ambiente. Adicionou-se então 200 µL de ácido 

acético (J.T.Baker®) a 33% e procedeu-se com a leitura da absorbância em leitor de 

ELISA (Biotek® ELx800) com comprimento de onda de 490 nm. O valor da densidade 

óptica para cada isolado foi determinado pela média aritmética das leituras das 

absorbâncias obtidas dos três poços, e foi comparado com o valor do controle negativo 

(DOn). Para determinação da capacidade e intensidade de formação de biofilme dos 

isolados, utilizou-se quatro categorias: isolado não formador de biofilme (NF) quando a 

densidade óptica do isolado (DOi) foi menor ou igual à DOn (DOi ≤ DOn); fracamente 

formador de biofilme se DOn < DOi ≤ 2xDOn; formador de biofilme moderado se 2xDOn 

< DOi ≤ 4xDOn ou forte formador de biofilme se 4xDOn < DOi (STEPANOVIĆ et al., 
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2000). A análise estatística dos dados para comparação da capacidade de formação de 

biofilme a 12ºC e a 37ºC dos isolados de L. monocytogenes foi realizada com o programa 

SAS (University Edition, Cary, North Carolina). Foi calculada a média das triplicatas e os 

resultados foram submetidos à análise de normalidade pelo teste de Shapiro-Wilk. Em 

seguida, os dados foram submetidos ao teste T pareado para comparação de médias 

entre os dois grupos: as amostras incubadas sob temperatura de 37ºC e as amostras 

incubadas sob a temperatura de 12ºC. 

 

 

4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

4.1. Pesquisa e isolamento de Listeria monocytogenes em abatedouros de aves e 

bovinos  

 

 Foram detectados 14 (4,87%) isolados de Listeria monocytogenes do total de 287 

swabs das instalações e equipamentos de abatedouros frigoríficos de aves e bovinos, 

dos quais 169 swabs foram obtidos de abatedouro de aves e 118 foram obtidos de 

abatedouros de bovinos. Todos os isolados deste microrganismo foram detectados em 

abatedouros de aves. Não foi detectado nenhum isolado de L. monocytogenes em 

abatedouros de bovinos. Os pontos de detecção destes microrganismos em abatedouros 

de aves foram: 05 isolados (35,7%) detectados em tubulações de aço inox (chutes); 03 

isolados (21,4%) detectados em ralos localizados na sala de abate e área de cortes; 02 

isolados (14,4%) em mesas de evisceração; 03 isolados (21,4%) em esteiras localizadas 

na área de cortes e 01 isolado (7,1%) na parede da sala de cortes. Os resultados de 

pesquisa de L. monocytogenes nas instalações, equipamentos e utensílios, obtidos nas 

visitas aos  abatedouros frigoríficos de aves, encontram-se dispostos na Tabela 1. Todas
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Tabela 1.  Pesquisa de Listeria monocytogenes em swabs de instalações, equipamentos e utensílios de abatedouros frigoríficos de aves 

localizados no Distrito Federal e Estado de Goiás.   

  

Região e 

identificação do 

DF DF DF DF DF GO GO DF     

Estabelecimento A A A A A C C B     

Pontos de coleta de 

swabs 

Coleta 1  

nº de 

swabs=16 

Coleta 2  

nº de 

swabs=16 

Coleta 3  

nº de 

swabs=16 

Coleta 4  

nº de 

swabs=15 

Coleta 5  

nº de 

swabs=25 

Coleta 6 

nº de 

swabs=25 

Coleta 7 

nº de 

swabs=25 

Coleta 8 

nº de  

swabs=31 

Total 

de estirpes de 

Listeria 

monocytogenes 

Total de swabs 

obtidos em cada 

ponto de coleta 

Porcentagem de 

amostras positivas em 

cada ponto de coleta 

(%) 

Identificação dos isolados detectados 

em cada ponto de coleta 

Instalações         4 56 7.14  

Piso de área limpa 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0.0  

Ralos de área limpa 0 0 1 0 0 0 1 1 3 38 7.89 63A-1;69A-3; 117A-2 

Ralos de área suja 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2 0.0  

Paredes de área limpa 0 0 0 0 0 0 1 0 1 13 0.0 76A-3 

Paredes de área suja 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2 0.0  

Equipamentos e 

Utensílios 
        10 113 8.84  

Mesas de evisceração 0 0 0 0 0 0 2 0 2 35 5.71 72A-3; 77A-3 

Esteiras de área 

limpa 
0 0 0 0 0 3 0 0 3 33 9,09 45A-3; 52A-3; 59A-3 

Chutes de miúdos 0 0 0 0 0 2 3 0 5 13 38.46 42A-3; 54A-3; 72A-3; 78A-3; 88A-3 

Chutes de carcaças 0 0 0 0 0 0 0 0 0 14 0.0  

Chutes de ossos e 

vísceras 
0 0 0 0 0 0 0 0 0 5 0.0  

Ganchos 0 0 0 0 0 0 0 0 0 6 0.0  

Maquinários 0 0 0 0 0 0 0 0 0 7 0.0  

Total de isolados 
de L. 

monocytogenes 
obtidos em cada 

coleta 

0 0 1 0 0 5 7 1 14    

Total de swabs 
obtidos em cada 

coleta 
16 16 16 15 25 25 25 31  169   
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 as 14 estirpes isoladas foram confirmadas por PCR (Figura 1). A distribuição das coletas 

das amostras de swabs, bem como as identificações dos abatedouros frigoríficos por 

regiões, encontram-se no anexo A. 

Figura 1. Resultado da PCR para confirmação de Listeria monocytogenes de 10 estirpes isoladas 

de abatedouros frigoríficos localizados na região do Distrito Federal e Estado de Goiás, pela 

utilização dos primers LIP1 e LIP2A, com amplificação de fragmentos com 274 bp. De 1, 9, 17 e 

25: DNA ladder 100bp (Invitrogen®); número 2:  controle negativo; número 3: estirpe controle 

positivo; números 4, 6, 8, 11, 12, 13, 15, 19, 23 e 28: estirpes com resultado positivo para a PCR.  

 

Na região do Distrito Federal, não há nenhum relato de pesquisa de biofilmes de 

Listeria monocytogenes em ambiente, utensílios e equipamentos de abatedouros 

frigoríficos de aves e bovinos, sendo este o primeiro relato. No entanto, há relatos da 

ocorrência de L. monocytogenes em alimentos de origem animal, prontos para consumo, 

como salsicha tipo ‘hot dog’  e carne moída bovina, disponibilizados no comércio desta 

região (ROCHA et al., 2014). Já na região Centro-Oeste, CESAR et al. (2011) relataram 

a presença de L. monocytogenes em amostras de swabs ambientais de duas indústrias 
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de produção de salsichas tipo ´hot dog’. PALMA et al. (2016) verificaram a presença de 

L. monocytogenes em cortes cárneos de bovinos e ambientes de abatedouros-frigoríficos 

de bovinos localizados no Distrito Federal. Os relatos de CESAR et al. (2011), ROCHA 

et al. (2014) e PALMA et al. (2016) corroboram com os resultados da presença de L. 

monocytogenes nas regiões deste estudo. Os resultados de não detecção de L. 

monocytogenes nos abatedouros frigoríficos de bovinos neste estudo foram contrários 

aos observados por PALMA et al. (2016), em que os autores verificaram a presença 

deste microrganismo em amostras de swabs ambientais oriundas deste tipo de 

estabelecimento. Essa divergência pode ser decorrente de condições adequadas de 

higienização e sanitização desses estabelecimentos. Além disso, as datas de realização 

das visitas eram previamente combinadas com as indústrias, o que pode ter influenciado 

o comportamento dos responsáveis pela higienização dos estabelecimentos. A ausência 

do microrganismo pode ser explicada também pelo número reduzido de visitas, que por 

sua vez culminaram com um número menor de swabs pesquisados, o que decorreu da 

resistência das indústrias em participarem da pesquisa. Levando-se em consideração a 

característica da L. monocytogenes de estar presente em biofilmes em ambientes de 

processamento de produtos de origem animal (PERNI et al., 2007; RIEU et al., 2008; 

CARPENTIER & CERF, 2011) e o relato existente da presença do microrganismo em 

ambiente de abatedouro frigorífico de bovinos previamente descrito por PALMA et al. 

(2016), mais estudos são necessários, com maior número de amostras de swabs, para 

se avaliar a real presença deste microrganismo nos abatedouros de bovinos na região 

do Distrito Federal.   

 Os resultados da presença de L. monocytogenes nos abatedouros frigoríficos de 

aves deste estudo foram similares aos verificados por RODRIGUES et al. (2010) e 

SCHÄFER et al. (2017) na região sul do país; por LOURA et al. (2005) no estado da 
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Bahia e por CHIARINI et al. (2009) na região sudeste, em que todos detectaram a 

presença deste microrganismo em amostras de swabs coletadas de ambientes, 

equipamentos e utensílios obtidas nesse tipo de indústria. Os resultados de presença de 

L. monocytogenes nas amostras de swabs de ralos neste estudo foram também similares 

aos observados por BERRANG et al. (2005) em  abatedouro frigorífico de aves nos 

Estados Unidos. A detecção do microrganismo nos seguintes pontos: paredes (1/14 

isolados), ralos (3/14 isolados), tubos direcionadores (5/14 isolados) e esteiras (3/14 

isolados) foram similares aos observados por BERRANG et al. (2002), que detectaram 

a presença deste microrganismo nestes mesmos pontos. No Brasil, RODRIGUES et al. 

(2010) detectaram L. monocytogenes em amostras de swabs coletados de mesas de aço 

inox e esteiras pertencentes a este tipo de estabelecimento na região Sul, corroborando 

com os pontos de contaminação observados nesta pesquisa. A detecção do 

microrganismo em tubos direcionadores de aço inox (chutes) e esteiras neste estudo 

foram similares aos observados por SCHÄFER et al. (2017), que relataram a presença 

desse microrganismo nestes mesmos locais, em abatedouro frigorífico de 

aves localizado em Santa Catarina, na região sul do Brasil. LOURA et al. (2005), em 

estudo realizado em abatedouro frigorífico de aves, localizado no estado da Bahia, 

também relataram a detecção de L. monocytogenes em mesas de aço inox, porém, 

diferentemente do que foi observado no presente estudo, os autores relataram a 

presença do microrganismo em utensílios como serras,  o que não foi observado nos 

três abatedouros frigoríficos onde foram realizadas as coletas de swabs. Essa 

divergência pode ser explicada pelo reduzido números de swabs coletados neste tipo de 

utensílio (13/ 169 swabs). 

 Os biofilmes detectados neste estudo, baseados nos critérios de detecção por 

swabs, com repetição de coletas nos mesmos pontos em diferentes visitas para verificar 
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persistência do microrganismo nos pontos coletados, conforme proposto por BERRANG 

et al. (2005), foram: paredes, ralos, mesas de evisceração, esteiras, e tubulações de aço 

inox. Todas as coletas foram realizadas após ao menos uma higienização do ambiente, 

sugerindo persistência do microrganismo, possivelmente pela sua capacidade de 

aderência em superfícies pela formação de biofilmes (LUNDÉN et al., 2000; BORUCKI 

et al., 2003; MØRETRØ & LANGSRUD, 2004; BALOGU et al., 2013). Em um dos pontos 

de coleta, o de tubulações de aço inox (chutes) no abatedouro C, foi detectada a 

presença de L. monocytogenes em duas coletas realizadas em diferentes dias, 

comprovando a presença de biofilme no local.  

 Em dois estudos diferentes, nos Estados Unidos, BERRANG et al. (2005; 2010) 

utilizaram a coleta seriada dos mesmos pontos dentro da planta de abate, com intervalos 

entre as coletas, para caracterizar a presença de isolados persistentes de L. 

monocytogenes em ambientes de abatedouros frigoríficos de aves. Diferentemente do 

presente estudo, que realizou coletas de diversos pontos das instalações e 

equipamentos/ utensílios do ambiente dos estabelecimentos, os autores selecionaram 

apenas ralos como pontos de coleta. No estudo publicado em 2010, os autores concluem 

que a persistência desse microrganismo nos ralos esteja relacionada com a ocorrência 

de biofilmes nesse tipo de instalação. No Brasil, também de modo semelhante ao 

presente estudo, SERENO et al. (2019) realizaram coletas seriadas de swabs de 

paredes, ralos, mesas, esteiras e chão em um abatedouro frigorífico de suínos na região 

Sul, detectando a persistência de estirpes de L. monocytogenes no mesmo ponto de 

coleta ao longo do tempo, o que relaciona-se com a presença de biofilme nesse local. 

Nos três trabalhos citados, os pontos de persistência do microrganismo, que foram ralos 

nos relatos de BERRANG et al. (2005; 2010) e esteira no relato de SERENO et al. (2019), 

foram pontos onde o presente estudo também detectou a presença desse 
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microrganismo, apesar de não ter ocorrido detecção no mesmo ponto em mais de uma 

coleta nesses pontos específicos, mas sim no ponto do tubo de aço inox discutido 

anteriormente. Em abatedouros frigoríficos de aves localizados no país, este é o primeiro 

relato de caracterização de biofilme a partir de coletas repetidas de swabs em pontos 

específicos das instalações e equipamentos/utensílios deste tipo de estabelecimento, e 

realizadas em diferentes visitas por um período de tempo.  

 

4.2. Pesquisa e isolamento de Salmonella spp. em abatedouros de aves e bovinos  

 

 Foi detectado um (01) isolado de Salmonella spp. nos 287 (0,34%) swabs totais 

coletados de instalações e equipamentos/utensílios de abatedouros-frigoríficos de aves 

e bovinos na região do Distrito Federal e Goiás. O único isolado de Salmonella spp. foi 

detectado em um dos 169 (0,6%) swabs coletados de abatedouros-frigoríficos de aves, 

sendo oriunda de coleta de amostra de um ralo de área suja do abatedouro frigorífico B, 

localizado no Distrito Federal. Nenhum isolado de Salmonella spp. foi encontrado nas 

instalações de abatedouros-frigoríficos de bovinos e nem dos outros dois abatedouros-

frigoríficos de aves (estabelecimentos A e C) deste estudo. Este é o primeiro relato de 

pesquisa de Salmonella spp. em planta de processamento de abatedouro frigorífico de 

aves localizado no Distrito Federal, apesar de haver relatos da ocorrência deste 

microrganismo em carcaças/vísceras de aves produzidas e/ou comercializadas nesta 

região (FREITAS et al., 2010). Neste estudo não foi detectada a presença de Salmonella 

spp. em nenhuma amostra de swab oriunda do abatedouro frigorífico situado no estado 

de Goiás. No entanto, contrariamente a este resultado, há relatos da presença deste 

microrganismo em carcaças de frangos produzidas e comercializadas no estado, 

conforme relatado por MOREIRA et al. (2008), que detectaram a presença do 
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microrganismo. Portanto, não se pode afirmar que não ocorra a presença de Salmonella 

spp. nesta indústria, porém, os resultados de não detecção desse microrganismo podem 

ser decorrentes da eficiência de programas de autocontrole, higienização e sanitização 

dentro dessas indústrias. 

O resultado de detecção de um único isolado de Salmonella spp. pode ser 

explicado pela combinação prévia com as indústrias dos dias de coletas, que pode ter 

influenciado o comportamento dos responsáveis pela higienização pré e pós abate. Pode 

ser justificado também pelo reduzido número de swabs coletados, que foi decorrente da 

resistência das indústrias em permitirem o acesso interno para realização das coletas 

dos swabs. A baixa ocorrência de Salmonella spp. em abatedouros frigoríficos de aves 

também pode ser explicada pela implantação de programas de controle deste 

microrganismo, que por sua vez objetivam reduzir a incidência desse microrganismo e 

proteger o consumidor, tais como o Programa de Redução de Patógenos (PRP), criado 

pela Instrução Normativa nº 70/2003 (BRASIL, 2003b), que foi substituído pelo Programa 

de Controle e Monitoramento de Salmonella spp. em frangos, galinhas e perus de corte 

e reprodução instituído pela Instrução Normativa nº 20/2016, do Ministério da Agricultura, 

Pecuária e Abastecimento (BRASIL, 2016a); e o Programa Nacional de Monitoramento 

da Prevalência e da Resistência Bacteriana em frangos (PREBAF) da ANVISA, instituído 

em 2004 (BRASIL, 2004). No entanto, apesar dos esforços para controle e redução da 

ocorrência deste patógeno, o isolamento deste microrganismo em carnes, carcaças tanto 

de aves como de bovinos, e em ambientes de abatedouros-frigoríficos tem sido relatado 

no país, como demonstrado por REITER et al. (2007), MOREIRA et al. (2008), 

PANZENHAGEN et al. (2016) e ALMEIDA et al. (2018). Apesar disso, é possível que os 

resultados de baixa detecção desse microrganismo sejam decorrentes de controles 

internos eficientes de higienização e sanitização de ambientes desses abatedouros 
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frigoríficos, associados à implantação de programas governamentais que visem o 

controle de Salmonella spp. na indústria de produção de alimentos.  

 

4.3. Sorotipificação dos isolados de Listeria monocytogenes e Salmonella spp. 

 

4.3.1. Listeria monocytogenes 

 

 Todos os 14 isolados de L. monocytogenes  foram classificados por PCR, 

segundo a metodologia utilizada, como sorotipos 1/2a ou 3a, pertencentes à linhagem II 

(PIFFARETTI et al., 1989; WARD et al., 2008; ORSI et al., 2011), com amplificação do 

gene lmo0737 (691pb), cujos resultados encontram-se na Figura 2. Para a diferenciação 

entre os sorotipos 1/2a e 3a, utilizou-se a análise do sequenciamento dos fragmentos do  

gene da Internalina A, que por sua vez permitiu identificar todos os 14 isolados como 

pertencentes ao sorotipo 1/2a. Atualmente a sorotipificação tem sido realizada através 

do sequenciamento completo do genoma (Whole genome sequencing – WGS). No 

entanto, na ausência da disponibilidade desta tecnologia, a sorotipificação por PCR tem 

sido ferramenta útil e auxiliado na diferenciação das principais linhagens deste 

microrganismo (DOUMITH et al., 2004; KÉROUANTON et al., 2010).  

Os resultados encontrados neste estudo são similares aos descritos por CHIARINI 

et al. (2009) que, ao compararem a ocorrência de L. monocytogenes em dois 

abatedouros frigoríficos de aves localizados no estado de São Paulo, observaram que a 

maioria dos isolados pertenciam à linhagem II (1/2a, 3a). Porém, os autores não 

realizaram a diferenciação entre esses sorotipos. Estudos também relatam a ocorrência 

desse sorotipo em alimentos coletados em diversas regiões do Brasíl (ROSSI et al., 

2011; MENDONÇA et al., 2012; RISTORI et al., 2014), além de sua ocorrência em 
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ambientes de produção de alimentos de origem animal (PALMA et al., 2016; MELONI et 

al., 2013). Os resultados também estão de acordo com os achados de PALMA et al., 

2016, que relataram que os isolados oriundos de amostras ambientais de abatedouro  

frigorífico de bovinos no Distrito Federal pertenciam ao sorotipo 1/2a. Apesar de se tratar 

de amostras oriundas de ambientes de abatedouro frigorífico de bovinos, o relato de 

PALMA et al. (2016) evidencia a presença deste sorotipo na região do Distrito Federal.  

Figura 2. Resultado da sorotipificação por PCR multiplex das estirpes de Listeria monocytogenes. 

Números 1,9 e 17: DNA ladder 100 bp (Invitrogen®); Números 4,7,8,11,12,13,14,15,16,18,20 e 

22: cepas que amplificaram o gene-alvo lmo0737. Todos os isolados amplificaram apenas o gene-

alvo lmo0737 (691 pb), classificando-as como sorotipo 1/2a ou 3a (linhagem II).     
 

Os resultados de detecção do sorotipo 1/2a deste trabalho corroboram com os 

resultados da literatura, que apontam este sorotipo, junto com os sorotipos 1/2b e 1/2c, 

como um dos mais comumente detectados a partir de amostras de alimentos e 

ambientes de produção de alimentos de origem animal (SWAMINATHAN & GERNER-

SMIDT, 2007). Adicionalmente, mais de 95% das infecções humanas são causadas 

pelos sorotipos 1/2a, 1/2c e 4b (SWAMINATHAN & GERNER-SMIDT, 2007). No Brasil, 

REIS et al. (2009) relatam a ocorrência do sorotipo 1/2a oriundo de amostras clínicas de 
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humanos, onde o sorotipo 1/2a foi o segundo mais detectado. Desta forma, o sorotipo 

1/2a detectado neste estudo pode ser considerado como um potencial perigo para a 

saúde pública.  

 

4.3.2. Salmonella spp. 

 

 A análise do genoma (WGS na plataforma Next Seq da Illumina) do único isolado 

de Salmonella permitiu identificá-lo como Salmonella enterica sorovar Ruiru. Este 

resultado diverge com os encontrados por FREITAS et al. (2010), que relatam a 

ocorrência do sorovar Enteritidis em vísceras e carcaças de aves comercializadas na 

região do Distrito Federal, e por MOREIRA et al. (2008), que pesquisaram a ocorrência 

de Salmonella spp. em carcaças de frango abatidas e comercializadas na região de 

Goiás e detectaram com maior frequência os sorovares Albany e Enteritidis. Também no 

estado de Goiás, MORAES et al. (2014) relatam a detecção mais frequente dos 

sorovares Schwarzengrund e Enteritidis isoladas de amostras coletadas ao longo do 

fluxo de produção de frangos de corte neste estado. Na região sudeste, DANTAS et al. 

(2020) relatam a ocorrência de Salmonella Heidelberg e Enteritidis como os dois 

sorovares mais frequentes em amostras de swabs coletados de ambiente de um 

abatedouro frigorífico de aves no estado de São Paulo. A detecção do sorovar Ruiru no 

presente estudo também diverge dos dados apresentados no relatório do monitoramento 

da prevalência e do perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos em enterococos e 

salmonelas isolados de carcaças de frango congeladas, comercializadas no Brasil entre 

2004 e 2006, do PREBAF (BRASIL, 2008), que relata os sorovares Enteritidis, Infantis, 

Typhimurium, Heidelberg e Mbandaka como os mais frequentemente detectados.  

Não há relato de detecção do sorovar Ruiru em estabelecimentos de abatedouros 

frigoríficos de aves e bovinos no país, nem há relatos de isolamento deste sorovar de 
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nenhum outro tipo de amostra ou material, sendo este o primeiro a relatar a presença do 

mesmo em um abatedouro frigorífico de aves (estabelecimento B), localizado na região 

do Distrito Federal. Esse sorovar foi isolado pela primeira vez em 1955, e foi detectado 

de fontes animais e humanas entre 1955 e 1963 (LAPAGE & TAYLOR, 1964), além de 

ter sido descrito por GITTER & SOJKA (1964) como causador de um surto de aborto em 

ovelhas na Inglaterra. Também foi descrito em 1996 em amostras oriundas de casos de 

diarreia esporádica em humanos nas Filipinas (MATSUSHITA et al., 1995). Em 2016, 

esse sorovar foi descrito no relatório anual do programa de monitoramento de doenças 

entéricas para Salmonella do Centers for Disease Control and Prevention, dos EUA, em 

casos de salmonelose humana (CDC, 2016). Portanto, a presença deste sorovar em 

ambiente de abatedouro frigorífico de aves pode representar um risco para a saúde 

pública. 

 

4.4. Identificação de pulsotipos de Listeria monocytogenes por PFGE 

 

Os resultados de polimorfismo obtidos pela técnica de PFGE dos 14 isolados de 

L. monocytogenes após tratamento pela enzima AscI resultaram em 11 pulsotipos 

distintos, sendo estes agrupados em quatro clusters (I, II, III, IV) (Figura 3). O pulsotipo 

9 (Figura 3) foi o mais comumente encontrado (3/14 isolados), seguido pelo pulsotipo 5 

(2/14 isolados). Os demais isolados apresentaram pulsotipos distintos entre si. O 

abatedouro frigorífico C, localizado no estado de Goiás, em que se detectou 12 dos 14 

isolados de L. monocytogenes, apresentou 10 pulsotipos. O pulsotipo 5, pertencente ao 

cluster II, foi identificado em dois pontos de coleta diferentes, sendo uma amostra oriunda 

de tubo de aço inox e uma de mesa de evisceração, sugerindo a disseminação dessa 

cepa dentro da planta do abatedouro frigorífico C. O pulsotipo 9, pertencente ao cluster



 

 

35 

 

PFGE - AscI 

   
Figura 3. Dendograma (método UPGMA baseado no coeficiente de correlação de Dice a 1,5% de tolerância) e padrões de PFGE dos 14 isolados 

de L. monocytogenes submetidos a restrição com a enzima AscI. Os dados foram analisados pelo software BioNumerics®. Pulsotipos, clusteres, 

origem dos isolados (Distrito Federal ou Goiás), estabelecimento de origem (A, B ou C) e identificação do isolado.   
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III, foi identificado em dois pontos de coleta diferentes dentro dessa mesma indústria (na 

esteira e tubo de aço inox), também sugerindo a disseminação dessa cepa dentro do 

abatedouro frigorífico C (Tabela 1). Vale ressaltar que o pulsotipo 9 foi isolado em pontos 

diferentes dentro da mesma planta, e em coletas distintas, realizadas em diferentes 

momentos. Desse modo, apesar de haver higienizações entre as coletas, o fato deste 

estudo ter identificado a mesma cepa em coletas diferentes, dentro do mesmo 

estabelecimento, indica a presença de biofilmes na indústria, corroborando desta forma 

com os relatos de BERRANG et al. (2005), BERRANG et al. (2010), CAMARGO et al. 

(2015a) e SERENO et al. (2019). O pulsotipo 9 também foi detectado em uma amostra 

de ralo obtida no abatedouro frigorífico B, localizado no Distrito Federal. Esse resultado 

sugere disseminação desse pulsotipo nas regiões estudadas, uma vez que a mesma 

cepa foi isolada em dois abatedouros-frigoríficos diferentes (B e C), localizados em 

regiões diferentes, sendo respectivamente as regiões do Distrito Federal e Goiás. Para 

análise de disseminação de cepas dentro das indústrias e nas regiões estudadas, foram 

consideradas variações clonais apenas os isolados que apresentaram 100% de 

identidade entre si. 

Os resultados deste estudo confirmam a importância do emprego de métodos de 

tipificação molecular com elevado poder discriminatório como o PFGE para pesquisa de 

disseminação e persistência de cepas dentro de plantas processamento de alimentos 

(WIEDMANN, 2002; BERRANG et al., 2002; MAGALHÃES, et al., 2005; CAMARGO et 

al., 2015a). De modo semelhante aos resultados do presente estudo em relação ao uso 

a ferramenta PFGE, CAMARGO et al. (2015a) realizaram coletas seriadas de pontos do 

ambiente, cortes cárneos e mãos de empregados de um abatedouro frigorífico de 

bovinos no estado de Minas Gerais, em diferentes visitas, que permitiram, por PFGE, a 

identificação de contaminação cruzada entre esses pontos e a ocorrência da persistência 

de certos pulsotipos na indústria. Os resultados do presente estudo confirmam a 
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persistência de dois pulsotipos (5 e 9) dentro do abatedouro frigorífico C. Porém, em 

função do baixo número de isolados identificados nos outros abatedouros frigoríficos (A 

e B) avaliados neste estudo, não foi possível confirmar a persistência dos isolados dentro 

destes estabelecimentos. No entanto, a detecção dos isolados antes do início do 

funcionamento dos abatedouros frigoríficos (pré higienização) e após o término do abate 

(pós higienização) sugerem a presença contínua deste microrganismo em biofilmes pré 

formados nessas instalações. 

 

4.5. Análise da sequência dos fragmentos do gene inlA 

 

A análise do sequenciamento dos fragmentos do gene da Internalina A (2400bp), 

em todos os 14 isolados de Listeria monocytogenes, não evidenciou a presença de stop 

codons prematuros (PMSCs) em nenhum dos isolados deste estudo (Anexo B). Esses 

resultados estão de acordo com os relatados por MEDEIROS (2019), que relata ausência 

de PMSCs em isolados de L. monocytogenes oriundos de amostras de ralos de 

abatedouro frigorífico de aves na região do Distrito Federal. Também estão de acordo 

com os resultados apresentados por SMITH et al. (2019), que relatam ausência de 

PMSCs em isolados advindos de amostras de ambientes de processamento de 

alimentos e produtos prontos para consumo no Reino Unido. O presente estudo também 

está de acordo com os achados de WANG et al. (2015), que relatam que é rara a 

ocorrência de PMSCs em isolados advindos de superfícies de mercados de embutidos 

nos Estados Unidos. Porém, os resultados do presente estudo divergem dos resultados 

apresentados por MANUEL et al. (2015), nos Estados Unidos, e CAMARGO et al. (2019), 

no Brasil, que relatam maior ocorrência de PMCSs em cepas isoladas a partir de 

amostras de alimentos e ambientes de produção de alimentos. 
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A ocorrência de PMSCs em isolados de L. monocytogenes está associada com 

fenótipos de invasão atenuada (NIGHTINGALE et al., 2005; NIGHTINGALE et al., 2008). 

Estudos mostram que isolados oriundos de casos de listeriose humana possuem PMSCs 

no gene inlA com menor frequência do que isolados oriundos de alimentos (MANUEL et 

al., 2015; DA SILVA et al., 2017; CAMARGO et al., 2019). Os resultados de ausência de 

PMSCs relatados no presente estudo são de importância para a saúde pública uma vez 

que a integridade do gene inlA é necessária para a promoção da internalização deste 

patógeno nas células hospedeiras (LECUIT et al., 1997; NIGHTINGALE et al., 2005). 

 

4.6. Ensaios de adesão e invasão de células Caco-2 dos isolados de Listeria 

monocytogenes 

 

Os resultados do teste de invasão celular em células Caco-2 dos 14 isolados de 

L. monocytogenes demonstraram que todos os isolados foram capazes de aderir à 

superfície celular, com capacidade de aderência que variou entre 17,38% e 57,14%. Com 

relação à capacidade de invasão celular, 7 dos 14 isolados (50%) foram capazes de 

invadir as células Caco-2, com capacidade de invasão variando entre 5,16% e 34,27%. 

Os resultados dos testes de invasão e adesão em células Caco-2 dos 14 isolados de L. 

monocytogenes encontram-se na Figura 4. Observou-se que os isolados que 

apresentaram capacidade de invasão pertenciam aos clusters I e III, e aos pulsotipos 1 

(76A-2), 4 (54A-2), 7 (74A-2), 9 (59A-2, 78A-2 e 117A-3) e 10 (88A-2) (Figura 3). Os três 

isolados pertencentes ao pulsotipo 9 foram capazes de invadir as células Caco-2, porém 

em capacidades distintas (5,16%, 17,64% e 27,89% para 59A-2, 78A-2 e 117A-3, 

respectivamente).     
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Figura 4. Resultados dos testes de invasão e adesão em células Caco-2 dos 14 isolados de Listeria 

monocytogenes. Todos os testes foram realizados em triplicata. Os valores apresentados são a 

média simples dos resultados, e as barras representam o desvio padrão. 

 

A capacidade de invasão foi observada em sete (07) dos 14 isolados analisados 

no presente estudo, nos quais não foi detectada a presença de stop codons prematuros 

(PMSCs) no sequenciamento dos fragmentos de PCR do gene InlA, segundo o protocolo 

descrito por POYART et al. (1996). Os resultados dos sete (07) isolados de L. 

monocytogenes que foram capazes de adesão e invasão corroboram com os achados 

de NIGHTINGALE et al. (2005), que relatam que isolados sem a presença de PMSCs 

possuem capacidade de invasão de células Caco-2 significativamente maior do que 

isolados que possuem PMSCs no gene inlA. Entretanto, os resultados divergem em 

relação aos outros sete (07) isolados que, apesar de não apresentarem PMSCs, não 

foram capazes de invadir as células Caco-2. Diversos estudos comprovam o papel 

central da inlA para invasão celular (NIGHTINGALE et al., 2005; OLIER et al., 2005; DA 

SILVA et al., 2017), porém, sugere-se que outros elementos também possuam 

importância para a internalização de L. monocytogenes em diferentes tipos celulares, 

tais como a internalina B (inlB) (QUEREDA et al., 2019) e a listeriolisina O (LLO) 
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(PHELPS et al., 2018). Ademais, estudos mostram diferenças em capacidade de invasão 

entre isolados com o gene inlA completo, indicando que outros fatores, e não apenas a 

presença de PMSCs, podem estar relacionados com eficiência de invasão de L. 

monocytogenes (WARD et al., 2010).  

 

4.7. Antibiograma e detecção de genes de resistência antimicrobiana de Listeria 

monocytogenes 

 

Os isolados de L. monocytogenes apresentaram resistência ou sensibilidade 

intermediária para 7 dos 8 antimicrobianos testados. Os resultados estão descritos na 

Tabela 2. Seis (06) dos 14 isolados (42,9%) apresentaram sensibilidade para todos os 

antimicrobianos testados. Oito (08) isolados apresentaram resistência ou sensibilidade 

intermediária (57,1%) e, dentre estes, foram observados seis (06) perfis de resistência 

antimicrobiana distintos (Tabela 3). 

 Tabela 2. Antibiograma dos 14 isolados de Listeria monocytogenes, oriundos de abatedouros 

frigoríficos de aves localizados na região do Distrito Federal e Goiás, realizados por meio dos 

testes de difusão em disco para resistência antimicrobiana (CLSI, 2020). 

Antimicrobiano 

e classe 
nº de isolados resistentes (%) 

nº de isolados com 

sensibilidade intermediária 

(%) 

nº de isolados sensíveis (%) 

Total de isolados 

resistentes ou 

intermediários (%) 

Sulfonamidas 

(sulfonamida) 

8 (57.1) 0 (0.0) 6 (42.9) 8 (57.1) 

Eritromicina 

(macrolídeo) 

4 (28.6) 1 (7.1) 9 (64.3) 5 (35.7) 

Ciprofloxacino 

(quinolona) 
3 (21.4) 3 (21.4) 8 (57.2) 6 (42.9) 

Gentamicina 

(aminoglicosídeo) 4 (28.6) 1 (7.1) 9 (64.3) 5 (35.7) 

Cloranfenicol 

(cloranfenicol) 
0 (0.0) 4 (28.6) 10 (71.4) 4 (28.6) 

Tetraciclina 

(tetraciclina) 
1 (7.1) 1 (7.1) 12 (85.8) 2 (14.3) 

Doxiciclina 

(tetraciclina) 
1 (7.1) 0 (0.0) 13 (92.9) 1 (7.1) 

Ampicilina 

(beta-lactâmico) 

0 (0.0) 0 (0.0) 14 (100) 0 (0.0) 
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CIP: ciprofloxacino; CLO: cloranfenicol; DOX: doxiciclina; ERI: eritromicina; SUL: 

sulfonamidas; TET: tetraciclina. 

Tabela 3. Padrões de resistência antimicrobiana apresentados pelos 14 isolados de L. 

monocytogenes oriundos de abatedouros frigoríficos localizados na região do Distrito Federal e 

Goiás.  

  

A ausência de resistência à ampicilina e cloranfenicol detectadas neste estudo 

corroboram com os resultados observados por outros autores. PALMA et al. (2016) 

relatam sensibilidade a esses antimicrobianos em isolados de L. monocytogenes 

oriundos de cortes cárneos de bovinos e ambientes de abatedouro frigorífico localizado 

no Distrito Federal. CAMARGO et al. (2014) relatam a ausência de resistência 

antimicrobiana a esses antimicrobianos em isolados de L. monocytogenes obtidos a 

partir de couro de bovinos no estado de Minas Gerais. Em outro estudo, CAMARGO et 

al. (2015b) também relatam a ausência de resistência antimicrobiana de L. 

monocytogenes a essas drogas, sendo os microrganismos oriundos de amostras de 

carne bovina, de ambientes de processamento de carne bovina e de casos clínicos de 

humanos, de diversas regiões do Brasil. Os resultados deste estudo também corroboram 

com os relatos de HAUBERT et al. (2015), que não detectaram resistência à ampicilina 

e cloranfenicol em isolados oriundos de amostras de alimentos e ambientes de produção 

de alimentos na região sul do Brasil. O resultado de ausência de resistência à ampicilina 

Perfil de resistência nº de isolados resistentes ou intermediários 
nº de isolados resistentes ou intermediários / nº de 

isolados total (%) 

CIP, CLO, DOX, ERI, GEN, SUL, TET 1 7.1 

CIP, CLO, ERI, GEN, SUL, TET 1 7.1 

CIP, CLO, ERI. GEN, SUL 2 14.3 

CIP, ERI, GEN, SUL 1 7.1 

CIP, SUL 1 7.1 

SUL 2 14.3 

Não apresentou resistência 6 42.9 
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e cloranfenicol também corrobora com os resultados apresentados por TEIXEIRA et al. 

(2020), que relatam sensibilidade à ampicilina e cloranfenicol em todos os isolados de L. 

monocytogenes oriundos de cortes de carne bovina no estado do Mato Grosso. Esse 

resultado também corrobora com estudos de outros países, como resultados de GÓMEZ 

et al. (2014), que relatam ausência de resistência a estes antibióticos em isolados de 

ambientes de processamento de alimentos de origem animal e produtos prontos para 

consumo na Espanha, e MAUNG et al. (2019), que relatam ausência de resistência à 

ampicilina em amostras oriundas de carne de frango no Japão. A vigilância sobre 

ocorrência de resistência à ampicilina é de grande importância para a saúde pública, 

visto que esse medicamento é um dos tratamentos de escolha para listeriose humana 

(CHARPENTIER & COURVALIN, 1999). Já a sensibilidade ao cloranfenicol pode ser 

explicada pelo banimento do uso deste antimicrobiano na produção de alimentos de 

origem animal no Brasil desde 2003 (BRASIL, 2003a). 

 Os resultados de resistência e sensibilidade intermediária para ciprofloxacino, 

eritromicina e gentamicina observados neste estudo, de 42,8%, 35,7% e 35,7% dos 

isolados de L. monocytogenes respectivamente, foram contrários aos observdos por 

outros autores, tais como TEIXEIRA et al. (2020), que relatam ausência de resistência 

para estes três antimicrobianos nos isolados deste microrganismo oriundos de cortes de 

carne bovina no estado do Mato Grosso. CONTER et al. (2009) relatam ausência de 

resistência a eritromicina e gentamicina de isolados oriundos de alimentos e ambientes 

de produção de alimentos na Itália, e ocorrência de resistência a ciprofloxacino em 1,6% 

dos isolados, ocorrência menor do que a de 21,4% observada no presente estudo. O 

resultado de resistência à gentamicina e à eritromicina traz preocupações à saúde 

pública, uma vez que são medicamentos de escolha para tratamento de listeriose em 

casos específicos, como o uso de gentamicina associada à penicilina como alternativa à 
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ampicilina, e o uso de eritromicina para tratamento em grávidas (CHARPENTIER & 

COURVALIN, 1999; CRAIG et al., 2019). 

A baixa ocorrência de resistência à doxiciclina detectada neste estudo corrobora 

com os achados de VITAS et al. (2007), que relatam a baixa ocorrência de resistência a 

este antimicrobiano em isolados de L. monocytogenes obtidos em alimentos e casos 

clínicos humanos na Espanha. Porém, os resultados observados neste estudo para 

resistência à doxiciclina divergem dos detectados por MIRANDA et al. (2008), que 

relatam maior frequência de isolados resistentes a esta droga oriundos de carcaças de 

frango na Espanha. Os resultados de baixa detecção de resistência antimicrobiana à 

tetraciclina no presente estudo (7,1% dos isolados) corroboram com os achados de 

HAUBERT et al. (2015) em isolados oriundos de alimentos e ambientes de produção de 

alimentos na região sul do Brasil, e também com os relatos de GÓMEZ et al. (2014) na 

Espanha e de CONTER et al. (2009) na Itália, em isolados oriundos de alimentos e de 

ambientes de processamento de alimentos. No entanto, os resultados detectados no 

presente estudo divergem dos descritos por PALMA et al. (2016) no Distrito Federal, em 

que não houve detecção de resistência à tetraciclina em isolados oriundos de cortes de 

carne bovina e ambiente de abatedouro frigorífico de bovinos. Os resultados deste 

estudo também divergem dos resultados apresentados por CAMARGO et al. (2015b), 

que relatam ausência de resistência à tetraciclina em isolados oriundos de carne bovina, 

ambientes de processamento de carne bovina e casos clínicos de humanos de diversas 

regiões do Brasil. 

A maior ocorrência de resistência antimicrobiana detectada neste estudo foi em 

relação às sulfonamidas, detectada em 8 dos 14 isolados (57,1%).  Esses resultados 

corroboram com os resultados detectados por PALMA et al. (2016), que também relatam 

altas ocorrências de resistência a esta classe de antimicrobiano, em isolados oriundos 

de cortes cárneos bovinos e ambientes de abatedouro frigorífico de bovinos no Distrito 
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Federal. Esses resultados também corroboram os os achados de TEIXEIRA et al. (2020), 

que relatam a ocorrência de resistência às sulfonamidas em isolados de L. 

monocytogenes oriundos de cortes cárneos no estado do Mato Grosso. Também se 

assemelham com os resultados de ZHANG et al. (2007), que detectou alta ocorrência de 

resistência a sulfonamidas em isolados oriundos de alimentos na China.  Sulfonamidas, 

associadas ao trimetropim, são consideradas como tratamento de segunda escolha para 

listeriose humana (CHARPENTIER & COURVALIN, 1999), portanto a detecção de 

resistência a esta classe de antimicrobianos pode oferecer riscos à saúde pública.  

Os resultados de detecção dos genes de resistência encontram-se na Tabela 4. 

Verificou-se a presença de 4 dos 14 genes pesquisados nos isolados de L. 

monocytogenes. O gene mais detectado foi o gene tetC, em 11 dos 14 isolados de L. 

monocytogenes (78,6%). O segundo gene mais detectado foi o tetB, presente em 5 dos 

14 isolados (35,71%). Em seguida, o gene ermB em 2 dos 14 isolados (14,28%), sendo 

a mesma frequência observada para o gene tetM (14,28%). Um dos isolados apresentou 

os genes ermB, tetC e tetM. Não foram detectados os genes ermA, ermC, cat1, sulI, 

aaC(3)-1, cmlA, ereA, SHV e ampC em nenhum dos 14 isolados de L. monocytogenes 

deste estudo. 

 
Gene de resistência 

antimicrobiana nº de isolados positivos 

nº de isolados positivos / nº de isolados 

total (%) 

ermA 0 0.0 

ermB 2 14.28 

ermC 0 0.0 

cat1 0 0.0 

tetM 2 14.28 

tetA 0 0.0 

tetB 5 35.71 

tetC 11 78.6 

sul1 0 0.0 

aac(3)-1 0 0.0 
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cmlA 0 0.0 

ereA 0 0.0 

SHV 0 0.0 

ampC 0 0.0 

 ermA, ermB, ermC, ereA: resistência a eritromicina (macrolídeo); cat1, cmlA: resistência a 

cloranfenicol; tetM, tetA, tetB, tetC: resistência a tetraciclina; sulI: resistência a sulfonamidas; 

aac(3)-1: resistência a gentamicina (aminoglicosídeo); SHV: resistência a beta-lactâmicos; 

ampC: resistência a beta-lactâmicos. 

Tabela 4. Detecção por PCR de genes de resistência antimicrobiana nos 14 isolados de Listeria 

monocytogenes oriundos de abatedouro frigorífico, localizados na região do Distrito Federal e 

Goiás. 

 

 Os resultados de detecção do gene ermB dentre os genes relacionados à 

resistência a eritromicina corroboram os achados de HAUBERT et al. (2015), que relatam 

a detecção deste gene em um isolado de L. monocytogenes oriundo de ambiente de 

abatedouro de aves na região sul do Brasil. Estes resultados também corroboram com 

os achados de MORVAN et al. (2010), que detectaram o gene ermB em isolados de L. 

monocytogenes oriundos de amostras clínicas na França. O resultado de ausência do 

gene ereA em todos os isolados deste estudo corrobora com os resultados de 

SRINIVASAN et al. (2005), que relatam ausência desse gene em isolados de L. 

monocytogenes oriundos de fazendas de produção leiteira nos Estados Unidos. A 

ausência do gene ermA corrobora com os achados de MAUNG et al. (2019), que relatam 

ausência deste gene em isolados oriundos de carne de frango no Japão. Também 

corrobora com os achados de ESCOLAR et al. (2017), que relatam ausência deste gene 

em isolados oriundos de alimentos prontos para consumo de origem animal na Espanha. 

No presente estudo, apenas dois dos quatro isolados de Listeria monocytogenes, que 

apresentaram fenótipo de resistência à eritromicina no teste de difusão em disco (Tabela 

2), apresentaram um dos genes de resistência relacionados à eritromicina pesquisados 

neste estudo. É possível que os isolados que não apresentaram os genes ermA, ermB 

ou ermC apresentem genes relacionados a outros mecanismos de resistência a este 
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antimicrobiano, como os genes msr(A) ou mef(A), relacionados à resistência via bombas 

de efluxo (LUQUE-SASTRE et al., 2018), ou que a resistência destes isolados relacione-

se com uma mutação cromossômica (MORVAN et al., 2010).  

 Os resultados de presença do gene tetM em dois isolados (14,28%) corroboram 

com os resultados apresentados por BERTRAND et al. (2005), que relatam a presença 

deste gene em isolados com fenótipo de resistência à tetraciclina em estirpes oriundas 

de amostras clínicas de humanos e de ambientes de abatedouros frigoríficos de suínos 

e aves na Bélgica e França. Também corroboram com os resultados de HAUBERT et al. 

(2015), que relatam a detecção deste gene em um isolado de L. monocytogenes obtido 

de amostra de linguiça na região sul do Brasil. Diversos estudos relatam o gene tetM 

como o genótipo mais comumente relacionado à resistência a tetraciclina em isolados 

de Listeria (BERTRAND et al., 2005; ESCOLAR et al., 2017), o que difere dos resultados 

obtidos no presente estudo, onde o gene relacionado à resistência à tetraciclina mais 

detectado foi tetC. Esses resultados diferem dos observados por SRINIVASAN et al. 

(2005), que relatam ausência do gene tetC em isolados de L. monocytogenes obtidos de 

amostras de fazendas de produção leiteira nos Estados Unidos. Os resultados de 

presença do gene tetB em 5 isolados no presente estudo também divergem dos 

resultados observados pelos mesmos autores neste mesmo estudo, onde não houve 

detecção do gene tetB em nenhum dos isolados (SRINIVASAN et al., 2005). Apesar da 

detecção do gene tetC em 11 dos 14 isolados (78.6%), apenas dois apresentaram 

fenótipo de resistência ou sensibilidade intermediária à tetraciclina no teste e difusão em 

disco (Tabela 2). Um destes dois isolados apresentou dois dos quatro genes 

pesquisados relacionados à resistência contra essa droga (tetC e tetM) (Tabela 5). O 

outro isolado apresentou apenas o gene tetC. O isolado que apresentou apenas o gene 

tetC apresentou sensibilidade intermediária a este antimicrobiano, enquanto que o 

isolado que continha os dois genes, tetC e tetM, apresentou resistência à droga. Todos 
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os outros nove isolados que portavam o gene tetC não apresentaram resistência à 

tetraciclina no teste de difusão em disco. Portanto, a presença única do gene tetC nos 

isolados deste estudo não conferiu fenótipo de resistência à tetraciclina aos mesmos, 

significando que a presença dos genes não necessariamente desencadeia o fenótipo de 

resistência, o que pode estar relacionado com a presença de mutações que levem à 

disfunção do gene (DAVIS et al., 2011). 

Apesar da ocorrência de resistência antimicrobiana à gentamicina em cinco (05) 

dos 14 isolados no teste de difusão em disco (Tabela 2), não se detectou a presença do 

gene aac(3)-1 em nenhum dos isolados. É possível que a resistência à gentamicina 

destes isolados relacione-se com a presença de outros genes não pesquisados neste 

estudo, uma vez que mais de 170 genes relacionados à resistência a aminoglicosídeos 

foram descritos em bactérias (LUQUE-SASTRE et al., 2018), o que poderia ocorrer 

através do sequenciamento completo do genoma, em havendo disponibilidade desta 

tecnologia. 

Os resultados de ausência do gene sulI em todos os isolados de L. 

monocytogenes divergiram dos resultados detectados por SRINIVASAN et al. (2005), 

que relatam a presença desse gene em isolados oriundos de ambientes de fazendas de 

produção de leite nos Estados Unidos.  No presente estudo, observou-se resistência às 

sulfonamidas em 8 dos 14 isolados no teste de difusão em disco, mas nenhum dos 

isolados apresentou o gene sulI. É possível que essa resistência esteja associada a 

outros mecanismos, como a presença de outros genes relacionados à resistência a 

sulfonamidas, como o gene sul2, folP ou thyA, sendo os últimos dois genes previamente 

descritos em L. monocytogenes (WANG et al., 2019).  

Os resultados de ausência do gene cmlA corroboram com os achados de 

SRINIVASAN et al. (2005), que também relatam ausência do mesmo em isolados de L. 

monocytogenes oriundos de ambientes de fazendas de produção leiteira nos Estados 
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Unidos. Com relação ao gene cat1, o resultado de ausência corrobora com os resultados 

de BOHÁČOVÁ et al. (2018), que relatam ausência desse gene em isolados de L. 

monocytogenes oriundos de amostras clínicas e de alimentos de origem animal, obtidos 

na República Tcheca. No presente estudo, apenas sensibilidade intermediária a 

cloranfenicol foi observada em 4 dos 14 isolados no teste de difusão em disco, e nenhum 

apresentou os genes cmlA ou cat1. O resultado de sensibilidade intermediária observada 

neste estudo pode relacionar-se com resistência cruzada pela presença de outros genes 

não pesquisados, como o gene floR (SRINIVASAN et al., 2005). Portanto, os resultados 

de ausência dos genes relacionados à resistência a cloranfenicol estão de acordo com 

os resultados esperados nos testes de difusão em disco dos isolados deste estudo. Vale 

ressaltar que, no Brasil, este antimicrobiano foi banido do uso na produção animal no 

ano de 2003 (BRASIL, 2003a), eliminando desta forma o fator de pressão de seleção.    

Os resultados de ausência do gene ampC corroboram com os resultados de 

SRINIVASAN et al. (2005), que constataram a ausência desse gene em isolados 

oriundos de ambientes de fazendas de produção leiteira nos Estados Unidos.  A ausência 

desse gene e do gene SHV são consistentes com os resultados de ausência de fenótipo 

de resistência à ampicilina no teste de difusão em disco.  

O presente estudo detectou quatro isolados (28,5%) de L. monocytogenes 

caracterizados como multirresistentes (MR), ou seja, apresentando resistência a três ou 

mais classes de antimicrobianos (EFSA/ECDC, 2013). A identificação dos isolados e o 

perfil de resistência dos mesmos estão relacionados na Tabela 5. Todos os isolados que 

apresentaram MR foram oriundos do mesmo estabelecimento (abatedouro C), localizado 

no estado de Goiás. Os isolados 54A-2 e 52A-2, que apresentaram respectivamente 

resistência a cinco (05) e a três (03) classes de antimicrobianos, foram classificados nos 

pulsotipos 4 e 3, respectivamente, pertencentes ao cluster I da análise dos padrões de 

PFGE (Figura 3), apresentando 92,3% de similaridade entre si. Dois desses isolados 
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(54A-2 e 88A-2) apresentaram capacidade de adesão e invasão no teste de adesão e 

invasão celular em células Caco-2.   

 

CIP: ciprofloxacino; DOX: doxiciclina; ERI: eritromicina; GEN: gentamicina; SUL: 

sulfonamidas; TET: tetraciclina. 

Tabela 5. Antibiograma e detecção de genes de resistência antimicrobiana dos quatro isolados de 

Listeria monocytogenes multirresistentes oriundos de abatedouro frigorífico localizado no estado 

de Goiás (estabelecimento C). 

 

A descrição de isolados de L. monocytogenes apresentando multirresistência tem 

aumentado na literatura. MAUNG et al. (2019) relatam um aumento na ocorrência de MR 

em L. monocytogenes oriundas de carne de frango no Japão em 2017, quando 

comparada com isolados de 2012. ESCOLAR et al. (2017) relatam a detecção de 

isolados deste microrganismo multirresistentes em amostras oriundas de alimentos 

prontos para consumo na Espanha. No Brasil, HAUBERT et al. (2015) relatam a 

detecção de MR em 5 isolados oriundos de alimentos de origem animal, e ambientes de 

abatedouros frigoríficos de aves no sul do Brasil. Porém, diferentemente dos resultados 

do presente estudo de ocorrência de multirresistência em 28,5% dos isolados, HAUBERT 

et al. (2015) relatam a ocorrência em 10% dos isolados analisados. HAUBERT et al. 

(2015) também relatam a presença de genes de resistência ermB e tetM em dois dos 

isolados multirresistentes detectados. De modo semelhante, o presente estudo detectou 

a presença destes dois genes em isolados multirresistentes, porém, também houve 

detecção dos genes tetB e tetC nestes isolados (Tabela 5). Diversos mecanismos estão 

Identificação do isolado 
Fenótipo de resistência segundo 

 teste de difusão em disco (CLSI, 2020) 

Gene de resistência  

detectado por PCR 
Pulsotipo Cluster 

54A-2 CIP DOX ERI GEN SUL TET ermB - tetC - tetM 4 I 

52A-2 ERI GEN SUL ermB – tetC 3 I 

72A-2 CIP GEN SUL tetC 5 II 

88A-2 ERI GEN SUL tetB – tetC 10 III 
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relacionados com o desenvolvimento e resistência a antimicrobianos em L. 

monocytogenes, como mutações e aquisição de elementos móveis a partir de outras 

espécies de Listeria ou outros gêneros de bactérias (LUQUE-SASTRE et al., 2018; 

POYART-SALMERON et al., 1992). Ademais, isolados de L. monocytogenes 

multirresistentes podem ser fontes de genes de resistência para outras bactérias através 

de elementos genéticos móveis (HAUBERT et al., 2015), os quais podem ser detectados 

pelo sequenciamento completo do genoma, que não foi possível realizar nestes isolados. 

Todos os isolados multirresistentes detectados nesse estudo apresentaram resistência 

a antimicrobianos utilizados no tratamento da listeriose humana (gentamicina e 

eritromicina). Os resultados de multirresistência detectados neste estudo são de grande 

importância para a saúde pública, considerando a importância desses antimicrobianos 

como tratamentos de escolha para listeriose humana (CHARPENTIER & COURVALIN, 

1999), e a possibilidade de transferência de genes de isolados multirresistentes para 

outros. Desse modo, mais estudos são necessários para elucidação de todos os 

mecanismos de resistência observados nestes isolados e seu real potencial como fonte 

de transferência de resistência a outros microrganismos. Ademais, a comprovada 

capacidade de invasão detectada em dois destes isolados multirresistentes reafirmam 

seu potencial risco para a saúde pública e sublinham a necessidade de vigilância para 

detecção de isolados potencialmente patogênicos na cadeia de produção de alimentos 

de origem animal. 

 

4.8. Antibiograma e detecção de genes de resistência antimicrobiana de 

Salmonella spp. 

 

 Na análise do antibiograma, foi detectada resistência ou sensibilidade 

intermediária do isolado de Salmonella spp. em nove (09) dos 13 antimicrobianos 

testados. Observou-se resistência aos antimicrobianos ácido nalidíxico, amoxicilina, 
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ampicilina, cefalotina, cefazolina, ceftazidima, sulfonamidas e tetraciclina. Observou-se 

sensibilidade intermediária para o antibiótico doxiciclina, e sensibilidade para as bases 

ciprofloxacino, cloranfenicol, gentamicina e colistina (Tabela 6). 

 Os resultados de detecção de resistência aos antimicrobianos tetraciclina e 

ampicilina, e os resultados de sensibilidade aos antimicrobianos ciprofloxacino e 

gentamicina foram semelhantes aos resultados obtidos por DANTAS et al. (2020), que 

relatam este mesmo padrão de resistência em isolados de Salmonella spp., oriundos de 

ambiente de abatedouro frigorífico de aves no estado de São Paulo. Porém, 

diferentemente do resultado de sensibilidade ao cloranfenicol detectado no presente 

estudo, esses autores relatam a ocorrência de resistência a esse antimicrobiano em 

2.5% das amostras pesquisadas. A detecção de resistência às bases ampicilina, 

cefalotina e sulfonamidas, além da sensibilidade ao ciprofloxacino corroboram com os 

achados de CUNHA-NETO et al. (2018), que detectaram estes resultados em isolados 

de Salmonella spp. oriundos de carcaças de frango de um abatedouro frigorífico no 

estado do Mato Grosso. Porém, esses autores relatam a detecção de resistência à 

gentamicina e cloranfenicol e sensibilidade ao ácido nalidíxico, o que diverge dos 

resultados observados no presente estudo. A detecção de resistência aos 

antimicrobianos sulfonamidas, tetraciclina, amoxicilina e ceftazidima estão de acordo 

com os resultados detectados por MENDONÇA et al. (2019), que relatam a ocorrência 

de resistência em isolados oriundos de carne de frango e ambientes de granja e de 

abatedouros frigoríficos nos estados de São Paulo e Mato Grosso do Sul. Diferentemente 

dos resultados encontrados neste estudo, em que não houve detecção de resistência à 

gentamicina e cloranfenicol, esses autores detectaram resistência a esses 

antimicrobianos em 1,2% e 0,4% dos isolados, respectivamente. O resultado de 

resistência a ampicilina, tetraciclina, ácido nalidíxico e ciprofloxacino corroboram com os 

resultados detectados por ZHU et al. (2017), que relatam altas taxas de resistência a 
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esses antimicrobianos em isolados de Salmonella spp. oriundos de carne de frango na 

China. Porém, esses autores também relatam ocorrência de resistência a gentamicina 

em menor taxa (10,3%), o que difere do presente estudo, onde não houve detecção de 

resistência a esse antimicrobiano. 

 A detecção de resistência a ácido nalidíxico em isolados de Salmonella spp. é 

amplamente relatada (YAMATOGI et al., 2015; ZHU et al., 2017; VINUEZA-BURGOS et 

al., 2019). VOSS-RECH et al. (2017), ao realizarem meta-análise de publicações por um 

período de 20 anos no Brasil, relatam o aumento na ocorrência de resistência a essa 

quinolona em isolados oriundos de amostras de humanos e de carne de frango. A 

resistência ao ácido nalidíxico pode ser devida à ampla utilização desse antimicrobiano 

na medicina humana e veterinária ao longo dos anos, uma vez que esta foi a primeira 

droga da classe das quinolonas a ter utilização clínica (ROBICSEK et al., 2006). Apesar 

de estudos sugerirem correlação entre resistência a ácido nalidíxico e ciprofloxacino em 

alguns sorogrupos de Salmonella spp. (HAKANEN et al., 1999; GUZMÁN-MARTÍN et al., 

2018), o presente estudo não detectou essa correlação, uma vez que não houve 

detecção de resistência ou sensibilidade intermediária ao ciprofloxacino. A resistência à 

tetraciclina, sulfonamidas e beta-lactâmicos podem estar relacionados com o uso 

excessivo destes antimicrobianos nas diferentes fases da cadeia de produção de carne 

de frango no Brasil (PARANÁ, 2005).  

 O presente estudo detectou resistência às três bases da classe das cefalosporinas 

testadas. Essa classe de antimicrobianos, em especial os de terceira geração, são 

considerados como antimicrobianos de importância crítica para a saúde humana e 

animal (WHO, 2019). Estudos tem relatado detecção de resistência a cefalosporinas, 

inclusive de terceira e quarta geração, nos últimos anos (MA et al., 2018; JEON et al., 

2019). Portanto, o resultado de detecção de resistência a antimicrobianos da classe das 

celafosporinas, em especial a ceftazidima, representa uma preocupação à saúde pública 
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e indica a necessidade da vigilância e parcimônia no uso de antimicrobianos na medicina 

veterinária. Nesse sentido, nos ultimos anos, o Ministério da Agricultura, Pecuária e 

Abastecimento (MAPA) tem promovido restrições ao uso de antimicrobianos na produção 

de alimentos de origem animal, como a proibição do uso de cloranfenicol e nitrofuranos 

em 2003 (BRASIL, 2003a), de sulfato de colistina em 2016 (BRASIL, 2016b) e, mais 

recentemente, a proibição do uso de tilosina, lincomicina e tiamulina em território 

nacional (BRASIL, 2020). 

 Em relação à detecção de genes de resistência antimicrobiana, a análise completa 

do sequenciamento do genoma (número de acesso no GenBank: JABBEB000000000.1) 

demonstrou a presença dos genes tetA, sul2, aac(6’)-Iaa, blaCMY-2, qnrB19 e da 

mutação no gene parC p. T57S (ACC →AGC, causando desta forma a mutação T→S, 

que por sua vez confere resistência ao ácido nalidíxico e diminuição da sensibilidade a 

fluoroquinolonas, como o ciprofloxacino). Os resultados do antibiograma e da detecção 

de genes de resistência encontram-se na Tabela 6. 

Antibiograma (drogas 

testadas) 

Resultado do antibiograma (S= sensível; I= 

sensibilidade intermediária; R= resistente) 

Genes de resistência 

antimicrobiana 

Ác. Nalidixico R qnrB19 

Amoxicilina R blaCMY-2 

Ampicilina R blaCMY-2 

Cefalotina R blaCMY-2 

Cefazolina R blaCMY-2 

Ceftazidima R blaCMY-2 

Ciprofloxacino S - 

Cloranfenicol S - 

Colistina S - 

Doxiciclina I - 

Gentamicina S aac(6')-1aa 

Sulfonamidas R sul2 

Tetraciclina R tetA 

Tabela 6. Antibiograma e detecção de genes de resistência antimicrobiana do isolado de 

Salmonella enterica sorovar Ruiru oriundo de abatedouro frigorífico de aves localizado no Distrito 
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Federal, realizado por meio do teste de difusão em disco (CLSI, 2020) e por WGS, 

respectivamente. 

 

Todos os genes de resistência detectados no presente estudo foram descritos em 

isolados de Salmonella spp. no Brasil (VILELA et al., 2018; MONTE et al., 2019). 

Observou-se a presença concomitante de resistência a quinolonas mediada por 

plasmídeo (PMQR), através do gene qnrB19, e de mutação na região determinante de 

resistência a quinolonas (QRDR), no gene parC da Topoisomerase IV. Essas 

características genéticas se confirmaram com a expressão de resistência ao ácido 

nalidíxico, mas não houve detecção de resistência ao ciprofloxacino no teste de difusão 

em disco. Apesar disso, a presença do gene qnrB19, assim como de outros genes 

relacionados a PMQR, pode ser responsável pela redução da susceptibilidade às 

quinolonas, o que pode facilitar a seleção de isolados menos susceptíveis e consequente 

falha no tratamento com essa classe de drogas (JACOBY et al., 2015). Portanto, a 

detecção de PMQR neste estudo evidencia a necessidade de vigilância sobre a 

persistência de genes de resistência a quinolonas na cadeia produtiva de aves. 

O gene blaCMY-2 é o gene plasmidial relacionado à produção de beta-lactamases 

(pAmpC) mais comumente detectado no mundo (JACOBY, 2009). O resultado da 

presença desse gene corrobora com os resultados de resistência aos beta-lactâmicos 

observados no teste de difusão em disco (ampicilina, cefalotina, cefazolina e 

ceftazidima). Sua presença traz preocupações para a saúde pública, considerando a 

importância dos beta-lactâmicos, especialmente cefalosporinas de terceira geração, para 

a saúde humana (WHO, 2019).  

A presença do gene aac(6’)-Iaa, relacionado à resistência a aminoglicosídeos, não 

conferiu resistência à gentamicina, única base dessa classe de antimicrobianos avaliada 

no teste de difusão em disco. Essa discordância entre fenótipo e genótipo também foi 

observada em isolados de Salmonella spp.oriundos de diferentes amostras na cadeia de 
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produção de frango dos estados de São Paulo, Bahia e Minas Gerais (MONTE et al., 

2019). Por outro lado, a ocorrência de resistência a tetraciclina e a sulfonamidas 

relaciona-se com a presença dos genes tetA e sul2, respectivamente. O resultado de 

ausência de genes de resistência à colistina detectados neste estudo corrobora com os 

resultados detectados por MONTE et al. (2019), que relatam ausência destes genes em 

isolados de Salmonella spp. obtidos a partir de amostras das cadeias de produção de 

suínos e aves oriundas de diversas regiões do Brasil, incluindo o Distrito Federal. 

O perfil de resistência observado neste isolado de Salmonella spp. classifica-o 

como um isolado multirresistente (EFSA/ECDC, 2013). Essa característica, associada 

com a presença de elementos genéticos móveis relacionados à resistência como 

presença de PMQR e pAmpC sugerem potencial risco à saúde pública, considerando a 

origem do isolado em um abatedouro frigorífico de aves. Ademais, a ocorrência de 

resistência a quinolonas e cefalosporinas, associada à presença de elementos genéticos 

relacionados a esse fenótipo, são de especial preocupação, visto a importância destas 

drogas na saúde humana (WHO, 2019). Os resultados deste estudo sugerem a 

importância da manutenção da vigilância sobre a ocorrência de resistência 

antimicrobiana em Salmonella spp., em especial a vigilância sobre a ocorrência de 

isolados multirresistentes, e sugere também a necessidade de controle e revisão do uso 

de antimicrobianos como quinolonas e cefalosporinas na cadeia produtiva de carne de 

frango no Brasil.  

 

4.9. Capacidade de formação de biofilme de Listeria monocytogenes 

 

Os resultados do teste de capacidade de formação de biofilme dos isolados de L. 

monocytogenes, de acordo com protocolo descrito por DJORDJEVIC et al. (2002), 

mostraram que na temperatura de incubação de 37ºC, 11 dos 14 isolados (78,57%) 
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foram capazes de formação de biofilme com 24 horas de incubação, sendo todos 

classificados como formadores fracos de biofilme (DOn < DOi ≤ 2xDOn). Na temperatura 

de incubação de 12ºC, nove (09) dos 14 isolados (64,3%) foram capazes de formar 

biofilme com 168 horas (sete dias) de incubação, sendo todos também classificados 

como formadores fracos de biofilme (DOn < DOi ≤ 2xDOn) (Tabela 7).  

 

Identificação do isolado DOi a 37ºC DOi a 12ºC Classificação a 37ºC Classificação a 12ºC 

42A-2 0,068 0,064 Fraco Fraco 

45A-2 0,061 0,053 Fraco Não formador 

52A-2 0,066 0,053 Fraco Não formador 

54A-2 0,05 0,059 Não formador Não formador 

59A-2 0,066 0,079 Fraco Fraco 

63A-1 0,069 0,072 Fraco Fraco 

69A-2 0,072 0,076 Fraco Fraco 

72A-2 0,057 0,06 Fraco Não formador 

74A-2 0,0835 0,091 Fraco Fraco 

76A-2 0,0756 0,074 Fraco Fraco 

77A-2 0,063 0,063 Fraco Fraco 

78A-2 0,047 0,069 Não formador Fraco 

88A-2 0,0515 0,052 Fraco Não formador 

117A-3 0,063 0,089 Fraco Fraco 

Parâmetros de classificação segundo STEPANOVIĆ et al. (2000): não formador se DOi ≤ DOn; 

formador fraco de biofilme se DOn < DOi ≤ 2xDOn; formador de biofilme moderado se 2xDOn 

< DOi ≤ 4xDOn e formador forte de biofilme se 4xDOn < DOi. 

Tabela 7. Resultados do teste de capacidade de formação de biofilmes in vitro, em microplaca de 

poliestireno, dos 14 isolados de L. monocytogenes de acordo com a classificação proposta por 

STEPANOVIĆ et al., 2000. DOi: densidade óptica do isolado. Os valores de densidade óptica do 

controle negativo (DOn) são: DOn a 37ºC: 0.0513 e DOn a 12ºC: 0.060. 

 

Os resultados observados de capacidade de formação de biofilme pelos isolados 

de L. monocytogenes corroboram com outros estudos que relatam a capacidade das 

mesmas em aderir e formar biofilmes em superfícies abióticas (HARVEY et al., 2007; DI 

BONAVENTURA et al., 2008; MAGALHÃES et al., 2017). Os resultados observados de 
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fraca capacidade de formação de biofilme da maioria dos isolados (78,57%) a 37ºC 

corroboram com os achados de HARVEY et al. (2007), que relatam que 90% dos isolados 

de L. monocytogenes testados pelos mesmos foram classificados como formadores 

fracos de biofilme.  

Na análise estatística realizada com o programa SAS (University Edition, Cart, 

North Carolina) pela análise de normalidade pelo teste de Shapiro-Wilk seguida do teste 

T pareado para comparação de médias entre os dois grupos, os resultados 

demonstraram que não houve diferença significativa (p=0.2450) na capacidade de 

formação de biofilme dos isolados quando incubados a 12ºC e 37ºC (Figura 5). Esses  

Figura 5.  Resultados do teste de capacidade de formação de biofilme in vitro em microplacas de 

poliestireno (DJORDJEVIC et al., 2002) dos 12 isolados de L. monocytogenes que apresentaram 

capacidade de formação de biofilme a 37ºC e/ou a 12ºC. As barras representam a média de leitura 

da densidade óptica de cada ensaio para cada isolado (DOi), todos realizados em triplicata, 

subtraídos da média da densidade óptica do controle negativo para cada repetição (DOn). 

 

resultados divergem de estudos anteriores, que indicam a temperatura como fator 

significativo para capacidade de formação de biofilme (DI BONAVENTURA et al., 2008; 

KADAM et al., 2013). Porém, a diferença nos resultados pode ser devido a diferenças 

metodológicas relacionadas com o tempo de incubação em cada temperatura. Para uma 
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avaliação adequada da capacidade de formação de biofilme a 12ºC quando comparada 

com 37ºC, futuros testes com o mesmo tempo de incubação (24 horas) deverão ser 

realizados com a temperatura de 12ºC para que se avalie o real papel da temperatura 

baixa dentro da indústria como uma ferramenta válida na inibição da capacidade de 

formação de biofilmes desses isolados. Porém, independente da comparação entre as 

temperaturas testadas, os resultados de capacidade de formação de biofilme a 12ºC de 

nove (09) dos 14 isolados evidencia os riscos que esses isolados podem representar 

para as indústrias em caso de falhas na higienização dos ambientes. 

De uma maneira geral, a maioria dos isolados deste estudo demonstraram a 

capacidade de formação de biofilme no ambiente de abatedouro frigorífico de aves das 

áreas estudadas em ao menos uma das temperaturas testadas. Aliado aos achados da 

repetição de detecção de variações clonais dentro de mesma indústria  em pontos 

diferentes (isolados 72A-2 e 77A-2, pertencentes ao pulsotipo 5, oriundos do abatedouro 

frigorífico C), e ainda aos resultados de detecção de mesma cepa disseminada nas 

instalações frigoríficas que foi identificada em visitas diferentes e em pontos de coleta 

diferentes dentro da mesma indústria, além da identificação deste mesmo pulsotipo em 

outro abatedouro de outra região (59A-2 e 78A-2, oriundos do abatedouro frigorífico C, 

no estado de Goiás; e o isolado 117A-2, oriundo do abatedouro frigorífico B, localizado 

no Distrito Federal, todos pertencentes ao pulsotipo 9), é possível afirmar que existem 

biofilmes de L. monocytogenes em abatedouros frigoríficos de aves localizados no 

Distrito Federal e Goiás. A detecção da capacidade de formação de biofilme dos 

isolados, especialmente em temperaturas observadas dentro de abatedouros frigoríficos, 

como a temperatura de 12ºC, indica a possibilidade de aderência desses isolados nas 

instalações, equipamentos e utensílios desses ambientes, o que sugere a possibilidade 

de aderência e formação de biofilmes nos ambientes estudados em caso de falhas nos 

procedimentos de higienização, determinando um potencial risco para a saúde pública 
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em função da contaminação cruzada dos alimentos. O teste de capacidade de formação 

de biofilmes em microplacas de poliestireno foi de grande valia neste estudo em função 

de sua praticidade e reprodutibilidade, e permitiu verificar a capacidade de aderência em 

superfícies abióticas dos isolados de L. monocytogenes deste trabalho. 

 

4.10. Capacidade de formação de biofilme de Salmonella spp. 

 

O resultado do teste de capacidade de formação de biofilmes do isolado de 

Salmonella spp., segundo protocolo descrito por DJORDJEVIC et al. (2002) e modificado 

por BORGES et al. (2018), mostrou que o isolado possui capacidade de formação de 

biofilme nas temperaturas de 37ºC e 12ºC, e classificou o isolado como formador fraco 

de biofilme em ambas as temperaturas. Esses resultados corroboram com os resultados 

de YIN et al. (2018), que relatam a capacidade de formação de biofilme de isolados de 

Salmonella spp. oriundos de ambientes de produção de carne bovina na China em 

diferentes temperaturas, incluindo as temperaturas de 12ºC e 37ºC. A mesma limitação 

relacionada ao tempo de incubação nas diferentes temperaturas se fez presente nesta 

análise. Desta forma, a avaliação da capacidade de formação de biofilme a 12ºC em 24 

horas seria importante para a análise do papel da temperatura como fator inibidor da 

formação de biofilme deste isolado. Apesar disso, os resultados observados no presente 

estudo sugerem o potencial risco para a saúde pública oferecido pelo isolado de 

Salmonella spp. detectado em ambiente de abatedouro frigorífico nesse estudo, uma vez 

que, em adição à sua característica de multirresistência a antimicrobianos, este isolado 

possui capacidade de aderência em superfícies abióticas, o que o torna um potencial 

contaminante de alimentos processados na indústria.    

.    
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5.CONCLUSÕES 

 

Foi detectada a presença de Listeria monocytogenes e Salmonella spp. em 

ambientes de abatedouros frigoríficos de aves localizados no Distrito Federal e estado 

de Goiás, sendo equipamentos e utensílios, especialmente tubulações de aço inox, os 

principais pontos de contaminação dentro das plantas avaliadas. Não houve detecção 

em abatedouros frigoríficos bovinos. A coleta consistente e repetida dos pontos permitiu 

a caracterização do biofilme nos ambientes destas indústrias, o que foi confirmado em 

12 dos isolados de L. monocytogenes e no isolado de Salmonella spp. pelo teste de 

capacidade de formação de biofilme in vitro a 12ºC e/ou 37ºC. A análise dos padrões de 

PFGE permitiu definir a disseminação de pulsotipos específicos tanto dentro de uma 

indústria como nas regiões estudadas, sendo este o primeiro estudo desta natureza 

nesta região. O sequenciamento do gene inlA dos isolados de L. monocytogenes 

demonstrou a ausência de PMSCs em todos os isolados. Esses resultados, associados 

aos resultados dos testes de adesão e invasão, sugerem potencial de virulência dos 

mesmos. A detecção de resistência a antimicrobianos de importância para a saúde 

pública em isolados de L. monocytogenes e no isolado de Salmonella spp., além da 

detecção de isolados multirresistentes, também sublinham o risco potencial para o 

consumidor final devido à possibilidade de contaminação cruzada dos alimentos nas 

indústrias estudadas via contato com os biofilmes formados nas superfícies abióticas. Os 

resultados deste estudo permitem comprovar a importância de pesquisas que sustentem 

uma vigilância em ambientes de abatedouros frigoríficos para que, com essas 

informações, possam adequar os procedimentos de higiene locais. Além disso, a 

detecção de isolados com potencial patogênico relacionado a capacidade de invasão 

celular, capacidade de formação de biofilme e resistência antimicrobiana auxiliam na 
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avaliação de risco para a população, sendo, portanto, um instrumento para a proteção 

da saúde pública. 
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BRASIL. Ministério da Agricultura, Pecuária e Abastecimento. Instrução Normativa n.09, 27 de 
junho de 2003. Proibir a fabricação, a manipulação, o fracionamento, a comercialização, a 
importação e o uso dos princípios ativos cloranfenicol nitrofuranos e os produtos que 
contenham estes princípios ativos, para uso veterinário e suscetível de emprego na 
alimentação de todos os animais e insetos.. Diário Oficial da União, Brasília, 27 jun. 2003a. 
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                                  ANEXO A 
 

 
Quadro de descrição das 08 coletas de swabs realizadas em abatedouros-frigoríficos de aves, separados entre as regiões do Distrito Federal 
(DF) e de Goiás (GO). Os estabelecimentos foram denominados de A, B e C e foi discriminado o número de isolados de Listeria 
monocytogenes identificados em cada ponto de coleta e número de swabs obtidos em  cada coleta.  

 
 
 

Identificação da 

coleta em ordem 

cronológica de 

realização das 

visitas 

Região Estabelecimento 

Número de isolados de Listeria monocytogenes identificados em cada tipo de Ponto de 

Coleta de swabs 

Total de isolados de 

Listeria monocytogenes 

detectados na coleta 

Total de swabs 

obtidos em cada 

coleta 

Pisos e 

paredes 

Ralos Mesas de 

evisceração 

Esteiras Tubulações de 

aço inox 

Ganchos, 

maquinários 

1 DF A 0 0 0 0 0 0 0 16 

2 DF A 0 0 0 0 0 0 0 16 

3 DF A 0 1 0 0 0 0 1 16 

4 DF A 0 0 0 0 0 0 0 15 

5 DF A 0 0 0 0 0 0 0 25 

6 GO C 0 0 0 3 2 0 5 25 

7 GO C 1 1 2 0 3 0 7 25 

8 DF B 0 1 0 0 0 0 1 31 

  Total 1 3 2 3 5 0 14 169 
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ANEXO B 
 

Alinhamento das sequências resultantes do sequenciamento dos fragmentos do gene InlA dos 14 isolados de Listeria monocytogenes. 
Pontos indicam homologia com a cepa de referência. Cepa de referência Listeria monocytogenes EGD-e número de acesso: 
CP023861, disponível em blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi. 
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45A-2     ................................C...................................................................  
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