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Abstract

Listeriosis is a great concern for public health due to its high fatality rates and L.
monocytogenes, the species from the Listeria genus most commonly associated with this
disease, is known to be disseminated through the food chain.

The present study began by gathering Listeria spp. from three distinct environments: a cheese
making factory, a slaughterhouse and a supermarket. After sampling the cheese making factory
seven Listeria spp. were obtained (two L. monocytogenes from serogroup 1/2a-3a), 15 Listeria
spp. were isolated at the slaughterhouse (six L. monocytogenes: four from serogroup 1/2a-3a
and two from serogroup 4b-4e-4ab) and 30 Listeria spp. at the supermarket (12 L.
monocytogenes: nine from serogroup 1/2a-3a, two from serogroup 1/2c-3c and one from
serogroup 4b-4e-4ab). Overall, all sampling sites harbored L. monocytogenes belonging to the
most virulent lineages (I and IlI), pointing to a health risk associated with the environments under
study.

To further assess the putative pathogenicity of the 52 Listeria, 13 clinical isolates (from Brazil,
Denmark and Portugal) and 17 food isolates (from Spain and Portugal) were included in the
present investigation for comparison purposes and all Listeria were analyzed regarding their
antimicrobial susceptibility (to 11 antibiotics) and presence/expression of virulence factors (eg.
hlyA, plcA, inlA, inlC, hemolysin, DNase).

The results showed the increase of resistance to two clinically relevant antibiotics for the
treatment of listeriosis (ampicillin and penicillin) and revealed the existence of multirresistant
isolates, findings which represent a high risk for human health. Regarding the virulence profiles
observed, they varied from the detection of one virulence trait to the presence of all factors
tested, suggesting different levels of virulence among the isolates being investigated.
Compilation of all the results obtained disclosed the occurrence of listeria isolates with high
pathogenicity potential at all sampling sites, reinforcing the need for surveillance designed for

detecting the presence of Listeria spp. in food products and food processing environments.

Key words: Listeria spp.; antimicrobial susceptibility; virulence factors; pathogenicity potential.
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Resumo

A listeriose humana é uma doenca associada a elevadas taxas de mortalidade, possuindo
assim um elevado impacto para a salde publica. De todas as espécies pertencentes ao género
Listeria, a mais comumente responsavel por esta doenc¢a é L. monocytogenes, que se encontra
altamente disseminada pela cadeia alimentar.

O presente estudo iniciou-se com a criacdo de uma colecéo de isolados de Listeria recolhidos
em trés locais de amostragem (fabrica de queijos, matadouro de suinos e hipermercado).
Assim, foram identificadas: sete Listeria spp. na fabrica de queijos (duas pertencentes a
espécie L. monocytogenes serogrupo 1/2a-3a); 15 Listeria spp. no matadouro (seis
pertencentes a espécie L. monocytogenes, quatro do serogrupo 1/2a-3a e duas do serogrupo
4b-4e-4ab); e 30 Listeria spp. no hipermercado (12 pertencentes a espécie L. monocytogenes,
nove do serogrupo 1/2a-3a, duas do serogrupo 1/2c-3c e uma do serogrupo 4b-4e-4ab).
Portanto, em todos os locais amostrados foram detectados serogrupos de L. monocytogenes
pertencentes as linhagens mais preocupantes (I e Il), o que per se ja demonstra um certo risco
para a saude publica.

Na tentativa de melhor averiguar o potencial de patogenicidade dos 52 isolados adicionaram-se
a colecdo 13 isolados clinicos (provenientes do Brasil, Dinamarca e Portugal) e ainda 17
isolados alimentares (isolados de peixe e queijo em Espanha e Portugal). Procedeu-se a
andlise da susceptibilidade a 11 antibiticos, bem como a avaliacdo da presenca/expresséo de
factores de viruléncia (ex. hlyA, pIcA, inlA, inlC, hemolisina, DNase).

Dos resultados obtidos é importante destacar a emergéncia de resisténcia a dois dos
antibidticos habitualmente utilizados no tratamento da listeriose (ampicilina e penicilina) e a
existéncia de isolados multirresistentes, o que representa um elevado risco para a salde
publica. Relativamente aos perfis de viruléncia observados, estes vdo desde a detegéo de pelo
menos um factor de viruléncia a presenga de todos os factores testados, o que sugere
diferentes graus de risco entre os isolados em estudo.

A integracéo de todos os resultados obtidos permitiu avaliar que existem isolados com elevado
potencial patogénico nos trés locais amostrados, reforcando a necessidade de proceder a
vigilancia da presenca de Listeria spp. em alimentos e ambientes em que 0S mesmos Sao

processados e/ou comercializados.

Palavras-chave: Listeria spp.; susceptibilidade a antibiéticos; factores de viruléncia; potencial

de patogenicidade.
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1. Introducéo

1.1. Caracteristicas gerais do género Listeria

A descoberta oficial do género Listeria ocorreu por volta de 1924, quando Murray, Webb e
Swanm isolaram L. monocytogenes como agente etioldgico de uma septicemia que afetou
coelhos e porquinhos-da-india no seu laboratério em Cambridge, Inglaterra. No entanto, a
primeira cultura de L. monocytogenes registada, data de 1921, isolada por Cotoni e Dumont de
um paciente com meningite (Vazquez-Boland et al., 2001).

O género Listeria, pertencente a familia Listeriacea, engloba um grupo de bactérias
intimamente relacionadas, gram-positivas, n&o-formadoras de esporos, em forma de
bastonetes regulares isolados ou organizados em cadeias, com conteaddo de G+C
relativamente baixo (36-38%), aerébias facultativas. Sobrevivem e multiplicam-se dentro dos
limites de temperatura 0-45 °C, sendo a sua temperatura 6tima de crescimento de 30-37 °C.
Apresentam mobilidade entre 20-28 °C, através de flagelos peritriquios, perdendo a mesma a
partir de 37 °C. N&o sobrevivem a temperaturas de 60 °C por mais de 30 minutos. Em termos
de resisténcia a diferentes gamas de pH, crescem entre intervalos de 6-9 e em concentragcfes
a NaCl até 10% (p/v). S&o catalase positiva e oxidase negativa, hidrolisam a esculina mas nédo
a ureia.

Este género é constituido por oito espécies: L. monocytogenes, L. innocua, L. welshimeri, L.
seeligeri, L. ivanovii (possui duas subespécies: L. ivanovii subsp. ivanovvi e L. ivanovii subsp.
londoniensis), L. grayi, L. marthii e L. rocourtiae (J. P. Euzéby
[http://www.bacterio.cict.fr/l/listeria.html Acedido em 13/07/2012]). Todas estas espécies sdo
filogeneticamente muito relacionadas, com excecéo de L. grayi, tendo sido sugerido que esta
espécie deveria ser colocada num género separado denominado Murraya (Stuart e Welshimeri,
1974 em Bakker et al., 2010).

Varios estudos taxondmicos em conjunto com estudos bioquimicos, composicdo de DNA, e
sequenciacao do gene rDNA 16S, demonstraram que todas as espécies pertencentes a este
género formam um grupo homogéneo e relacionado com alguns membros do género
Brochothrix, justificando assim o estatuto de ambos se encontrarem na mesma familia (Vos et
al., 2009).

Para a detecdo de Listeria spp. e distingdo entre espécies, existem inUmeros métodos que
podem ser efetuados, baseados nas caracteristicas fenotipicas e genotipicas.

Exemplos de métodos fenotipicos sdo os bioquimicos, serolégicos e tipagem fagica. No
entanto, os resultados destes métodos podem variar com condi¢des externas, com a fase de
crescimento e com mutacgdes genéticas espontaneas, fazendo com que uso destes métodos
conduza a resultados ambiguos (Jeyaletchumi et al., 2010).

Por esse motivo, Frece et al. (2010) sugeriram que deveria existir uma maior dependéncia de
métodos genotipicos, pois estes demonstram ser mais confidveis e sensiveis que os métodos

fenotipicos (em Jadhav et al., 2012). Os métodos genotipicos assentam em métodos



moleculares, que detectam Listeria spp., através da utilizacdo de sondas de acidos nucleicos

ou através da amplificagdo dos mesmos (Liu, 2006).

1.2. Potencial de patogenicidade

Alguns membros do género Listeria sdo responsaveis por uma doenca alimentar com grande
impacto para a saude publica, a listeriose humana. Desde a década de 1980, quando surgiram
uma série de surtos epidémicos de listeriose em humanos nos EUA e na Europa, que esta é
considerada uma importante infe¢do de origem alimentar.

Nos humanos a doenga severa ocorre nos recém-nascidos, nas criangas, nos idosos e
naqueles que possuem o sistema imunitario comprometido. As manifestagdes variam desde
sintomas leves, como gripe e diarreia, a sintomas que colocam a vida em risco, caracterizados
por septicemia e meningoencefalites. Nas mulheres gravidas a infe¢cdo pode ser transmitida
para o feto, causando aborto.

As infegcBes humanas sao raras, mas sdo importantes uma vez que se encontram associadas a
elevadas taxas de mortalidade. De facto, estes organismos estéo entre as principais causas de
morte através de infe¢des com origem alimentar em paises industrializados.

O numero de casos de listeriose humana aumentou 19,1% comparado com 2008, com 1645
casos confirmados em 2009, com a elevada taxa de casos de fatalidade de 16,6%. As taxas de
notificagdes mais elevadas foram observadas na Dinamarca, Espanha e Sui¢a. As pessoas
idosas foram as mais afetadas por esta doenca, com 58,5% dos casos (Anonimo, 2011).

Em Portugal, a listeriose ainda ndo € uma doenca de declaracao obrigatdria, pelo que os dados
disponiveis sao escassos. No relatério conjunto European Food Safety Authority/European
Centre for Disease Provention and Control (EFSA/ECDC) foram apresentados dados referentes
a Portugal apenas para o ano de 2004, 34 casos humanos. Segundo Ana Leca (2012), de
2000-2010 existiram 198 casos de listeriose em Portugal. Em 2010 foram noticiadas segundo a
Dire¢do Geral de Saude, 13 mortes devido a listeriose, na regido de Lisboa e vale do Tejo
([http://www.dn.pt/inicio/portugal/interior.aspx?content_id=1637454&seccao=Sul Acedido em
17/08/2012)).

Estima-se que a via de transmissdo para humanos ocorre através do consumo de alimentos.
Mead et al. (1999) estimam que o consumo de produtos alimentares contaminados é
responsavel por 99% dos casos de listeriose humana (em Hain et al., 2006). Segundo Anénimo
(2011), a infecdo também pode ser transmitida diretamente de animais infetados para
humanos, assim como entre humanos. A transmissdo animais-humanos ocorre, pois 0s
animais sdo portadores assintomaticos que espalham listeria em nameros significativos através
de fezes, contaminando o meio ambiente, via ciclo fecal-oral.

L. monocytogenes é a espécie responsavel pelo maior niimero de casos de listeriose humana.
No entanto, muito raramente, L. ivanovii e L. seeligeri tém sido associadas a doencas no
Homem (Jadhav et al., 2012).

L. monocytogenes engloba um espectro de estirpes com patogenicidade e viruléncia variada.

Enquanto muitas estirpes de L. monocytogenes sao naturalmente virulentas e capazes de



produzir morbilidade e mortalidade elevada, outras sdo ndo virulentas sendo incapazes de
estabelecer infecdo (Liu et al., 2007).

E importante compreender a evolucdo e ecologia de L. monocytogenes para uma prevencio
eficaz e melhorada da listeriose.

Existem duas grandes abordagens utilizadas na tipificacdo de L. monocytogenes: a fenotipica e
genotipica (Jeyaletchumi et al.,, 2010). Serotipagem, fagotipagem, multilocus enzyme
electrophoresis (MLEE) sao alguns exemplos de métodos de tipificagcdo fenotipica; pulsed-field
gel electrophoresis (PFGE), ribotipagem e técnicas de tipificagdo baseadas em reacdes de
PCR, nomeadamente serotipagem molecular, random amplified polymorphic DNA (RAPD),
repetitive extragenic palindrome (REP), enterobacterial repetitive extragenic palindrome (ERIC),
multiloccus sequence typing (MLST) sdo exemplos de métodos de tipificacdo genotipica. PFGE
e RAPD séo as técnicas mais utilizadas para tipificar as estirpes de L. monocytogenes (Atil et
al., 2011). Os métodos de tipificacdo fenotipicos sdo geralmente menos sensiveis, possuem
baixa diferenciacdo e ndo sdo facilmente reprodutiveis, enquanto os genotipicos sdo mais
sensiveis e fidedignos (Jadhav et al., 2012).

As espécies de Listeria possuem multiplos marcadores de superficie, somaticos (O) e
flagelares (H), uteis na tipificacdo, que permitem que L. monocytogenes seja diferenciada em
13 sero6tipos diferentes:1/2a, 1/2b, 1/2c, 3a, 3b, 3c, 4a, 4ab, 4b, 4c, 4d, 4e e 7 (Vos et al.,
2009).

Diferentes estudos de tipificacdo genéticos tém sugerido que existem em L. monocytogenes
diferentes divisdes/linhagens genéticas. Estudos filogenéticos demonstraram que L.
monocytogenes consiste em trés linhagens: a) estirpes L. monocytogenes da linhagem I, que
incluem os serotipos 1/2b, 4b, 4d, 4e, 3b e 7, e estdo associados a listerioses epidémicas; b)
estirpes de L. monocytogenes da linhagem Il, que incluem os ser6tipos 1/2a, 1/2c e 3a, que
sdo frequentemente contaminantes de alimentos ready-to-eat (RTE) e de outros produtos
alimentares e que contribuem significativamente para listerioses esporadicas; e as estirpes da
linhagem Ill, que incluem os ser6tipos 4a, 4c e 7, que sdo primeiramente associados a
listeriose animal, uma vez que apenas 1% das listerioses sdo atribuidas a esta linhagem (Velge
e Roche, 2010). Estudos recentes tém demonstrado que os isolados da linhagem Ill podem ser
classificados em trés subgrupos: llIA, IIIB e IlIC (Roberts et al., 2006 em Velge e Roche, 2010).
Roberts et al. (2006) verificaram que isolados das linhagens IlIA e IlIB formavam um grupo
monofilético, enquanto os isolados IlIB eram agrupados separadamente; Ward et al. (2008)
sugeriram a separacdo dos isolados de L. monocytogenes em quatro linhagens, onde o
subgrupo IlIA e IlIC formam a linhagem Il e o subgrupo 1lIB forma a linhagem IV (em Orsi et al.,
2011).



1.2.1. Listeria spp. no ambiente

Embora estas bactérias sejam raramente isoladas das aguas do mar ndo poluidas e aguas
subterréneas, onde a disponibilidade de nutrientes é limitada, estas sdo encontradas em rios,
esgotos, e efluentes industriais e agricolas. A incidéncia de Listeria spp. na agua, parece
aumentar com a atividade humana e animal, uma vez que as aguas poluidas contém varios
nutrientes essenciais para o crescimento de listeria em comparacdo com as aguas nao
poluidas. Listeria spp. sdo também isoladas frequentemente do solo e das plantas, onde
existem como saprofitas. Em particular, L. monocytogenes é um patogéneo intracelular
facultativo de animais e humanos, e L. ivanovii sobretudo de animais ungulados; as restantes
espécies sdo consideradas saprdéfitas que se adaptaram a viver em vida livre no solo e na
vegetacdo em decomposicdo (Vos et al.,, 2009). Segundo Ecker et al. (2005), L.
monocytogenes € considerada um patogéneo de prioridade de categoria B, um agente
notificavel, um patogéneo humano globalmente importante, um patogéneo alimentar principal e
um agente zoonético, enquanto L. ivanovii, L. seeligeri e L. welshimeri sdo consideradas
apenas agentes zoonoticos.

Existem ainda outros ambientes onde Listeria spp. pode persistir e multiplicar-se, tais como
alimentos e seus ambientes de processamento.

Nos alimentos Listeria spp. pode ser isolada de peixes, marisco e em diversas carnes para
consumo humano (ex. galinha, porco e vaca). A sua presenga em lacticinios e em vegetais é
geralmente baixa. Os alimentos que se destacam séo os RTE, devido a este tipo de alimentos
nao necessitar de cozedura, a capacidade que estas bactérias possuem de se multiplicar em
condicdes de temperaturas de refrigeracdo e em condi¢cdes anaerdbias e também a tendéncia
para um aumento do consumo desse tipo de alimentos nas Ultimas décadas (Vos et al., 2009).
Na Unido Europeia, os limites legais de seguranca para os RTE sdo < 100 ufc/g. Dados de
Andnimo (2011) indicaram que os RTE disponiveis nas lojas que excederam esse limite
mantiveram-se a niveis baixos. No entanto, durante o processamento a maioria das amostras
nao cumpriram com o critério de auséncia de L. monocytogenes. Os niveis mais elevados de
nao-conformidade foram em queijo, especialmente os queijos de pasta mole ou semi-mole e
produtos carneos, seguido por outros produtos RTE.

Em Portugal, L. monocytogenes ja foi isolada em peixe importado e em ambientes de
processamento de peixe fumado e Listeria spp. tém sido isoladas em alimentos crus e RTE,
incluindo os alimentos vendidos a retalho (Chambel et al., 2007). Recentemente, a Agéncia
Espanhola de Seguranca Alimentar e Nutrigdo (AESAN) do Ministério da Salde alertou no dia
17 de Setembro de 2012, para a presenca de L. monocytogenes em varios queijos frescos
provenientes de Portugal ([http://sol.sapo.pt/inicio/Sociedade/Interior.aspx?content_id=59320
Acedido em 19/09/2012]).

Devido a presenga de L. monocytogenes e restantes espécies de Listeria em alimentos
cozinhados, Gravani (1999) indicou que a contaminacdo de alimentos ocorre apés o

processamento de alimentos.



Blackman e Frank (1996) demonstraram que L. monocytogenes é capaz de formar biofilmes
nas superficies de contacto de diferentes produtos alimentares, o que justifica a presenca e a
sobrevivéncia de Listeria spp. apos higienizagdo. Tem sido descrito que L. monocytogenes tem
a capacidade de formar biofiimes em superficies de contacto comumente utilizadas no
ambiente de processamento de alimentos, tais como plastico, borracha, aco inoxidavel e vidro
(Chae e Schraft, 2000) e que estirpes de L. monocytogenes sdo capazes de persistir nos
ambientes de processamento dos alimentos por mais de 12 anos e contaminar os produtos
intermitentemente (Kovacevi¢ et al., 2012).

Assim, numerosos estudos tém-se focado na presenca de Listeria spp. em ambientes de

producéo e nos padrées de contaminacao.

1.2.2. Susceptibilidade a antibiéticos

A terapia de escolha para o tratamento da listeriose consiste na administracdo de ampicilina ou
penicilina G combinados com um aminoglicésido, classicamente a gentamicina. A associagcéo
de trimetoprim com uma sulfonamida, como o sulfametoxazole com co-trimoxazole, é
considerada como a segunda escolha de terapia, geralmente administrada no caso de doentes
alérgicos aos antibidticos da classe B-lactamicos (Charpentier e Courvalin, 1999; Conter et al.,
2009). A existéncia de resisténcia e multirresisténcia a antibiéticos comumente utilizados no
tratamento de listeriose é uma grande preocupacao para a saude publica.

Com a excecao da resisténcia natural in vitro as antigas quinolonas, fosfomicinas e a um largo
espectro de cefalosporinas, Listeria spp. sao largamente susceptiveis as classes de antibidticos
clinicamente relevantes contras as bactérias gram-positivas. A primeira estirpe resistente de L.
monocytogenes foi descrita em 1988 (Poyart-Salmeron et al., 1990 em Charpentier e Courvalin,
1999). Deste entdo tem ocorrido um aumento do niumero de descricbes de estirpes resistentes
isoladas de alimentos, animais e humanos (Arpin et al., 1992; Charpentier et al., 1995; Facinelli
et al., 1993; Franco et al., 1994; Harden et al., 1993; MacGowan et al., 1990; Poyart-Salmero et
al., 1992; Quentin et al., 1990; Slade et al., 1990 em Charpentier e Courvalin, 1999).

Ainda que L. monocytogenes seja a espécie mais associada a listeriose humana, a avaliacdo
de outras Listeria spp. € importante, uma vez que ocorre a transferéncia de genes de
resisténcia a antibioticos entre estirpes de Listeria spp. Essa transferéncia também ocorre com
Staphylococcus aureus e Enterococcus spp., ou até mesmo entre bactérias ndo patogénicas
(Charpentier e Courvalin, 1999). As bactérias podem transferir outros genes de resisténcia a
antibidticos no ambiente, alimentos, ou mesmo no trato intestinal humano e animal. Uma prova
dessa afirmacdo surge, por exemplo, no estudo de Morvan et al. (2010), em que o0s
mecanismos de resisténcia aos antibidticos encontrados em estirpes resistentes de isolados
clinicos, alimentares e ambientais, eram os mesmos. Pesavento et al. (2010) afirmam que
Listeria spp. possuem o mesmo padrdo de outras bactérias no mundo, relativamente ao
aumento da frequéncia de isolados resistentes a antibidticos. Esses eventos s@o devido a

presenca de plasmideos e transposdes que sdo cedidos entre estirpes por conjugacao,



transformacédo e transdugcdo. Também eventos de mutagfes nos genes cromossomais podem
ter um papel na conferéncia da resisténcia em Listeria spp. (Chen et al., 2010).

A emergéncia e o desenvolvimento de Listeria spp. resistentes a antibiéticos tem sido atribuido
ao uso abusivo de antibiéticos no tratamento e promocao de crescimento de gado (Harakeh et
al., 2009; Hernando et al., 2012; Li et al., 2006; Yan et al., 2010).

Os estudos na ultima década tém providenciado evidéncias documentadas que tém surgido
Listeria spp., incluindo L. monocytogenes, resistentes a varios antibiéticos tais como acido
nalidixico, ampicilina, cefalosporina, cefotaxime, cefalotina, clindamicina, cloranfenicol,
eritromicina, estreptomicina, flumequina, gentamicina, kanamicina, lincomicina, meticilina,
oxacilina, penicilina G, rifampina, rifampicina, sulfonamida, sulfametazole-trimetoprim,
tetraciclina, teicoplanina, vancomicina (Altuntas et al., 2012; Charpentier e Courvalin., 1999;
Conter et al., 2007; Reis et al., 2011, Li et al., 2006; GelbicoVa e KaRpisKoV4, 2012). Embora
seja rara, a resisténcia a tetraciclina é o fendétipo de resisténcia mais frequentemente descrito
em Listeria spp. de diferentes origens (Bertrand et al., 2005).

Devido a emergéncia de estirpes de Listeria spp. resistentes e multirresistentes é entéo
importante efetuar a monitorizagdo de resisténcia antimicrobiana em Listeria spp., para: i)
perceber as mudancas nos padrdes de resisténcia mais comuns; ii) implementar medidas pré-
ativas para o controlo do uso dos agentes antimicrobianos; iii) prevenir a disseminacdo de

estirpes multirresistentes que podem levar a consequéncias indesejaveis.

1.2.3. Factores de viruléncia

Como ja mencionado, as estirpes patogénicas de Listeria causam uma doenca severa,
listeriose. Estas bactérias tém a aptiddo de conseguir atravessar trés barreiras: barreira
intestinal, barreira hemato-encefélica e barreira materno-fetal (Figura 1). Tal é possivel, pois
listeria resiste a morte intracelular quando é fagocitada pelos macrofagos e tem a capacidade
de invadir varios tipos de células, que sdo normalmente nao fagocitarias (Cossart et al., 2008),

através da producéo de varios factores de viruléncia.

Listeria monocytogenes em Figado Cérebro
alimentos contaminados

1 Nédulo
linfatico
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Figura 1. Passos sucessivos da disseminacao de L. monocytogenes por trés barreiras: barreira intestinal, barreira

hemato-encefélica e barreira materno-fetal, provocando listeriose humana (adaptado Cossart et al., 2008).



Embora ja se tenha registado a descricdo de plasmideos em listeria, todos os factores de
viruléncia descritos até a data séo codificados cromossomicamente. Os genes de viruléncia de
L. monocytogenes, assim como de outras espécies patogénicas deste género, estao
organizados, na maior parte, em ilhas de patogenicidade (PAls). PAls sdo normalmente
adquiridas pela bactéria via transferéncia horizontal, por vezes como parte de elementos
genéticos méveis, e que consequentemente tém um papel chave na evolugdo da viruléncia
bacteriana (Vazquez-Boland et al., 2001). Ja foram identificadas duas ilhas de patogenicidade
em Listeria, a ilha de patogenicidade 1 (LIPI-1) e a ilha de patogenicidade 2 (LIPI-2) (Hain et
al., 2006; Vazquez-Boland et al., 2001).

Apresenta-se de seguida a lista dos genes de viruléncia chave para que se inicie o ciclo de
infecdo no hospedeiro.

Hemolisina

A atencdo dos investigadores foi inicialmente direcionada para a atividade hemolitica,
classicamente considerada como um marcador de viruléncia pois estd presente em espécies
patogénicas e ausente nas ndo-patogénicas, existindo por isso uma forte correlagdo entre a
atividade hemolitica e a patogenicidade no género Listeria (Ivanov et al., 1982 em Bhat et al.,
2012).

Estes estudos levaram a descoberta do gene responsavel por esta atividade, hly, e a
caracteriza¢do do seu produto génico que contém uma fungéo critica para a sobrevivéncia
como parasita nas células eucaridticas do hospedeiro. A hemolisina de L. monocytogenes,
listeriosina O (LLO), é uma toxina formadora de poros, que pertence a uma familia dependente
de colesterol. Mais tarde, a hemolisina de L. ivanovii, ivanolysina O (ILO) foi purificada e
caracterizada. Foi também demonstrado que espécies de L. seeligeri, consideradas néo-
patogénicas, sdo produtoras de uma hemolisina relacionada com LLO, que permite a producdo
de uma fraca hemodlise. A identificagdo deste gene foi rapidamente seguida pela caracterizagao
completa do locus genético onde este gene se situa, LIPI-1 (Vazquez-Boland et al., 2001).
Fosfolipases

Listeria spp. produz trés diferentes fosfolipases que estdo envolvidas na viruléncia:
phosphatidylinositol-phospholipase  C  (PI-PLC), codificada pelo gene plcA, e
phosphatidylcholine-phospholipase C (PC-PLC), codificada pelo gene plcB, que sé&o produzidas
tanto em L. monocytogenes, como em L. ivanovii e SmcL (esfingomielinase C) codificada pelo
gene smcL, especifica de L. ivanovii (Vazquez-Boland et al., 2001).

Metaloprotease

A metaloprotease, codificada pelo gene mpl, possui um papel indireto na viruléncia, estando
envolvida na ativagdo de PC-PLC para o inicio de um novo ciclo de infecdo (Bakker et al.,
2010; Liu et al., 2006, Vazquez-Boland et al., 2001).

Actina

Actina € uma proteina de superficie, codificada pelo gene actA, que tem como funcdo a
mobilidade e a disseminacgdo célula-a-célula, através da polarizacdo da actina em caudas que

propulsionam a bactéria para a membrana citoplasmatica (Hain et al., 2006).



Familia das internalinas

Corresponde a uma familia de proteinas de superficie onde todas possuem dominios ricos em
leucina repetidos (LLR). Em L. monocytogenes os primeiros membros desta familia a serem
caracterizados foram InlA e InIB, codificadas pelo operé&o inlAB., seguidas de InIC, InIC2, InID,
InlE, InlF, InIG, InlH e InlJ (Vazquez-Boland et al., 2001). Com excecao dos genes inlIC e inF,
todos os membros desta familia sdo sempre encontrados em clusters de dois ou mais genes,
todos orientados na mesma direcdo. Sabe-se que InlA e InIB possuem um papel essencial na
entrada de listeria nas células hospedeiras, InIC contribui para os estagios pés-intestinais de L.
monocytogenes, e InlJ encontra-se envolvida diretamente na passagem de L. monocytogenes
nas barreiras intestinais, bem como se encontra envolvida nos estagios subsequentes de
infecdo e viruléncia (Liu et al., 2007).

Tém sido descritas diversas internalinas homdlogas de L. monocytogenes em L. ivanovii,
nomeadamente i-InIC, i-InID, i-InlE, i-InlF e i-InIG (Vazquez-Boland et al., 2001).

Requldo PfrA

PfrA é um regulador positivo que se encontra directamente envolvido no controlo da expresséao
dos genes de viruléncia e é codificado pelo gene pfrA, situado em LIPI-1. Pertence a familia de
uma proteina receptora, CAMP. O gene pfrA situa-se a jusante e por vezes € cotranscrito com o
gene plcA. Alguns dos membros regulados por PfrA incluem os genes de LIPI-1 e varios genes
da familia de internalinas, tais como inlC de L. monocytogenes e i-inlE de L. ivanovii. Existem
genes que sdo parcialmente regulados, tais como o operao inlAB.

Para ndo existir uma expressdo desnecessaria de PfrA, esta é apenas activada durante a
infecdo da célula hospedeira. Um nimero de sinais que marcam a transicdo entre o ciclo de
vida extracelular e intracelular sdo transmitidos por PfrA via mecanismos diferentes, ainda mal
compreendidos (Heras et al., 2011;Liu, 2006; Vazquez-Bolland et al., 2001).

Proteina extracelular lap ou p60

E uma proteina associada a invasdo, codificada pelo gene iap. E um gene comum a todos os
membros do género Listeria. O papel principal desta proteina é a separac¢do do septo na ultima
etapa da divisdo celular, ou seja, € essencial para a viabilidade da célula e, adicionalmente,

tem um papel na aderéncia as células do hospedeiro (Bubert et al., 1999).

Todos os factores de viruléncia contribuem para o ciclo de infecdo. O ciclo de infecdo em L.
monocytogenes em culturas de células tem sido estudado em detalhe:

Ciclo de infecdo em L. monocytogenes (Figura 2)

N

O ciclo inicia-se com a adesdo a superficie das células eucaridticas e a subsequente
penetracdo. Este mecanismo designa-se por mecanismo de zipper, que envolve a interagcdo de
ligandos da superficie das bactérias (InlA e InIB) com os seus respectivos receptores (E-
caderina e factor de complemento Clqg, respectivamente). O resultado deste mecanismo é a
internalizacdo da bactéria e a sua incorporagcdo dentro de um vacutolo de membrana simples
(fagossoma). LLO e PI-PLC véo atuar em sinergia para permitir a lise do vacuolo e a libertagdo

da bactéria no citosol. Nesse local, L. monocytogenes inicia a sua replicacdo e a polimerizagéo



de ActA. O processo de polimerizagdo ocorre num dos pélos da bactéria, que produz energia
para impulsionar a bactéria que se vai movendo no citosol. Quando esta se encontra na
membrana plasmaética, a bactéria fica envolvida numa estrutura designada de filopodia, onde é
reconhecida e envolvida pelas células adjacentes, gerando um vacuolo com dupla membrana.
A lise deste vacuolo e os sinais resultantes iniciam um novo ciclo de infe¢do, que se encontra
dependente de PC-PLC, que é activado por Mpl (Cossart et al., 2008; Hain et al., 2006; Liu,
2006).

Figura 2. Representacgao do ciclo de infecdo de L. monocytogenes (retirado de Cossart et al., 2008).

Tal como foi referido, os factores de viruléncia sédo principalmente requeridos para colonizar o
tecido animal e para superar os mecanismos de defesa do hospedeiro durante a infecéo.
Portanto, a sua sintese fora do hospedeiro pode representar um “fardo” que compromete a
capacidade de listeria sobreviver no ambiente natural e limitar o potencial de transmisséo.
Existem evidéncias que L. monocytogenes possui mecanismos de sinais sensoriais e de
transducéo para explorar os diversos ambientes fisico-quimicos que pode encontrar de forma a
adaptar a expressdo dos genes de viruléncia para necessidades particulares de ciclo de vida
saprofita versus parasitica. Dois exemplos sdo a temperatura, que controla a transcricdo de
pfrA (a 30°C é baixa, mas comec¢a a ser induzida a 37°C, a temperatura média corporal do
hospedeiro) e, os glicidos fermentaveis, que causam uma forte repressdo dos genes de
viruléncia em L. monocytogenes, normalmente presentes no ciclo de vida sapréfita (Vazquez-
Boland et al., 2001).

Para a investigacao do potencial de patogenicidade de bactérias do género Listeria procede-se
a pesquisa de alguns destes genes através de reacdes de PCR multiplex, ou por ensaios
fenotipicos de producdo de hemolisina e fosfolipases (PC-PLC e PI-PLC), muitas vezes em
combinacdo com ensaios de viruléncia em ratos e em embrides de aves. Em estudos ja
efetuados, na pesquisa de genes de viruléncia em estirpes de L. monocytogenes de variadas
origens (clinicas, alimentares e ambientais), existe sempre um perfil de flutuagédo relativamente
a presencga dos genes de viruléncia chave para a infecdo. Tal podera acontecer devido a
mutacdes de uma regido particular. Normalmente essas estirpes sdo designadas de avirulentas
(GelbicoVa e KaRpisKoVa, 2012; Indrawattana et al., 2011; Jallewar et al., 2007; Kaur et al.,
2007; Kaur et al., 2010; Maklon et al., 2010; Neves et al., 2008; Rawool et al., 2007a).



Na Figura 3 encontra-se representada a LIPI-1. A estrutura genética de LIPI-1 de L.
monocytogenes e L. ivanovii é idéntica, tendo um grau de semelhanca de 73-78%, divergindo
apenas na estrutura de actA. LIPI-I encontra-se ausente nas espécies nao-patogénicas de
Listeria, apenas com uma excec¢do, L. seeligeri, onde LIPI-I se encontra numa forma de
estrutura intacta mas o0s genes ndo sao expressos corretamente (Vazquez-Boland et al., 2001).

L. monocytogenes
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Figura 3. Organizacéo fisica do cluster central de viruléncia e a estrutura do seu locus em algumas

espécies de Listeria (retirado de Vazquez-Boland et al., 2001).

A presenca ou auséncia de LIPI-1, bem como as caracteristicas de viruléncia podem ser
usadas para classificar as espécies de Listeria e agrupa-las em trés grupos: (i) espécies que
contenham LIPI-I, e que sdo patogénicas (L. monocytogenes e L. ivanovii); (ii) espécies que
nao possuem LIPI-I e que ndo sdo patogénicas (L. marthii e L. welshimeri) e (iii) espécies cuja
presenca/auséncia varia com as estirpes. O Ultimo grupo contém L. seeligeri em que a maioria
das estirpes contém LIPI-I, e L. innocua em que a maioria das estirpes nao possui LIPI-|
(Bakker et al., 2010).
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1.3. Objetivos do estudo

A listeriose humana é uma doenga com elevado impacto para a salde publica, uma vez que
provoca uma elevada morbilidade e mortalidade. E provocada por bactérias patogénicas
pertencentes ao género Listeria. Essa patogenicidade é associada a presenca de varios
factores de viruléncia bem como resisténcia a antibioticos, principalmente a antibiéticos para o
tratamento de listeriose.

As bactérias pertencentes a este género sdo ubiquas e conseguem sobreviver e multiplicar-se
em condi¢des extremas, potencializando a sua presenga em alimentos e nos seus locais de
processamento, 0 que € alarmante, uma vez que esta demonstrado que a transmissao das
espécies patogénicas deste género para os humanos ocorre por ingestdo de alimentos
contaminados.

Tendo em conta este panorama, o0 presente estudo teve como objetivos principais: 1) o
isolamento de Listeria spp. de alimentos e superficies em trés locais distintos: fabrica de
queijos, madatadouro de suinos e hipermercado; 2) a caracterizacdo molecular dos isolados; 3)
a pesquisa da susceptibilidade a antibioticos; 4) a pesquisa da presenca e expressdo de
factores de viruléncia. Os resultados desses quatro objetivos permitem-nos responder ao n0sso
objetivo final: 5) avaliagdo do potencial patogénico dos membros da cole¢do em estudo. De
forma a responder a este Ultimo objetivo, integramos na nossa colegéo isolados clinicos, uma
vez que estes sdo comprovadamente patogénicos e poderdo auxiliar na compreensédo do

potencial de patogenicidade presente nos isolados da nossa colecao.
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2. Materiais e Métodos

2.1. Recolha, processamento e isolamento

Para a criacdo da colecdo de Listeria spp., foi efetuada a recolha de amostras em trés locais
distintos: fabrica de queijos, matadouro de suinos e hipermercado.

Em cada local, foram recolhidas trés tipos de amostras: alimentares, de superficie e liquidas.
Na Figura 4 encontram-se esquematizados todos os passos realizados na recolha e

processamento das amostras, e no isolamento de Listeria spp.

Amostras alimentares Amostras superficie Amostras liquidas 7
Recolha de pequenas porgdes Colocacao delimitador Limpeza do local
de diferentes zonas e a 10x10cm de passagem da amostra
diferentes profundidades da com algodao embebido em alcool ~ Recolha
amostra num recipiente estéril \L l/

Recolha da amostra

com zaragatoa Recolha de 1 L de

amostra num
| recipier‘\te estéril -

v
259 da\{;mostra Adicionada a 100 mL il
de agua peptonada’ Filtragdo de 500 mL da amostra
\l’ no interior de um saco Stomacher utilizando uma membrana filtrante ' com
porosidade controlada de 0,45 pm
Adicionada a 225 mL
de agua peptonada’ l} — Processamento
no interior de um saco Stomacher?
\ Adicionada a 225 mL

Homegeneizagao da d 1

i e 4gua peptonada
amostra em agua peptonada /no interior de um saco Stomacher?
durante o minuto utilizando o

Stomacher?

100 L retirados do
saco Stomacher
* (indculo)

Plagueamento em Plagueamento em
meio ALOA® meio Oxford!

— Isolamento

e Incubagdo durante
~40ha 37°C

Recolhidas 5 colonias
caracteristicas e ——> 5 passos de purificagéo
plagqueadas em meio TSA' por riscados sucessivos B
em meio TSA

Figura 4. Esquema representativo dos passos efetuados na recolha, processamento e isolamento.
*Passos de enriquecimento, onde apds a incubacdo se repete 0os mesmos passos do isolamento.
'Scharlau, Barcelona, Espanha; “Stomacher Lab-Blender 400; *Merck, Darmstadt, Alemanha; ALOA, Agar

Listeria selective base acc. Ottavanii and Agosti, TSA, Triptic Soy Agar.

De forma a complementar a colecédo Listeria spp., foram gentilmente fornecidas estirpes de
origem alimentar, nomeadamente: sete estirpes L. monocytogenes serogrupo 1/2a-3a e uma
estirpe L. monocytogenes serogrupo 4b-4e-4ab, isoladas de peixe, fornecidas pelo Instituto de
Investigaciones Marinas de Vigo (IMV), Espanha; trés estirpes L. monocytogenes serogrupo
1/2a-3a e seis estirpes L. monocytogenes serogrupo 4b-4e-4ab, isoladas de queijo, fornecidas

pela Doutora Manuela Sol, do Instituto Nacional de Recursos Biolégicos (INRB), Portugal.
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Para avaliar o potencial patogénico da colecdo foram gentiimente fornecidas estirpes clinicas
de pacientes diagnosticados com listeriose, nomeadamente: uma estirpe L. monocytogenes
serogrupo 1/2a-3a, uma estirpe L. monocytogenes serogrupo 1/2c-3c e sete estirpes L.
monocytogenes serogrupo 4b-4e-4ab fornecidas pelo Instituto Oswaldo Cruz (IOC), Laboratério
de Zoonoses bacterianas, Brasil; uma estirpe L. monocytogenes serogrupo 1/2a-3a e duas
estirpes L. monocytogenes 4b-4e-4ab fornecidas do Statens Serum Institut (SSI), Dinamarca;
uma estirpe L. monocytogenes 4b-4e-4ab fornecidas pelo Hospital de Cascais Dr. José

Almeida, Portugal.

2.2. Identificacdo ao nivel de género/espécie e tipificagdo por métodos moleculares
2.2.1. Identificacdo por métodos fenotipicos

A ldentificacdo por métodos fenotipicos ao nivel de género foi realizada através dos seguintes
passos: 1) observacdo das coldnias caracteristicas no meio ALOA e Oxford; 2) avaliagdo da
hidrélise da esculina pelo crescimento dos isolados no meio Bile Esculin Azide Agar (BEAA)
(Scharlau, Barcelona, Espanha); 3) reacéo da catalase; 4) reaccdo da oxidase; e 5) coloragéo
de Gram.

Os isolados identificados fenotipicamente como pertencentes ao género Listeria foram
armazenados em Brain Heart Infusion (BHI) (Scharlau, Barcelona, Espanha) com 20% (v/v)
glicerol a -80 °C. Para uso de rotina, os isolados foram cultivados em meio BHI soélido, através

de uma picada central, e mantidos a 4 °C.

2.2.2. Identificagao por métodos moleculares

A identificacdo por métodos moleculares foi executada através de uma reacdo de PCR-
multiplex descrita por Kérouanton et al. (2010). Este método além de proceder a identificacdo
de género, efetua a identificacdo da espécie L. monocytogenes e respectivos serétipos. As
condicdes de reacdo e a informacéo dos primers apresentam-se na Tabela 1. Informacéo mais

detalhada do PCR-multiplex pode ser encontrada no Anexo, Tabela Al.

Tabela 1. Reac¢do de PCR-multiplex para identificacdo por métodos moleculares.

Condig¢des de reagdo PCR

Tamanho do fragmento

locus (bb) Mistura de reacéo Condicbes PCR
Imo1118 906
1 X tampéo de reacdo (NZYTech, Lisboa, 94 °C (3 min);
Imo0737 691 Portugal); 0,2 mM de cada dNTP (Promega, 35 ciclos de:
ORF2110 597 EUA); 2,5 mM MgCl, (NZYTech, Lisboa, 94 °C (45 s),
Portugal); 25 pmol/uL de cada primer 53 °C (45 s),
ORF2819 471 (STAB VIDA, Portugal); 1 U de Taq 72 °C (45 s);
rs 370 polimerase (Invitrogen) e 1,5 uL de DNA. 72 °C (5 min),
P 10 °C (infinito)
pfrA 274
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As reacdes de PCR foram realizadas no termociclador (Doppio, VWR, Radnor, Pennsylvania,
USA). Para 10 pL dos produtos da reacdo de PCR foram adicionados 2 pL da mistura 1:1 azul
bromofenol e gel RED e resolvidos através da eletroforese em gel de agarose 1,5% (p/v) em
TBE 0,5 X a 95 V com duragdo de 1 h 30 min. Para cada gel, um marcador de massa
molecular (1 kb Plus, Invitrogen) foi incluido em duas posi¢cdes. Todos os geéis foram
fotografados no ImageMaster (PharmaciaBiotech, GE Healthcare, UK).

2.2.3. Tipificagado por métodos moleculares
A tipificacdo por métodos moleculares envolveu a técnica PCR-fingerprinting, com a utilizacao

do primer csM13 e técnica ERIC-PCR. As condi¢Bes de reacdo e a informacao dos primers
seguem-se na Tabela 2.

Tabela 2. Informacéo dos primers e das condicdes das reagbes PCR-fingerprinting e ERIC-PCR.

Condicfes de reacdo PCR

Primer Sequéncia (5’-3’) Mix Condicbes PCR
1 X tampéo de reagao (NZYTech,
csM13 GAGGGTGGCGGTTCT Lisboa, Portugal); 0,1 mM de cada 94 °C (3 min);
dNTP (Promega, EUA); 3,5 mM 40 ciclos de:
MgCl, (NZYTech, Lisboa, Portugal); 94 °C (45 s),
12,5 pmol/pL de cada primer (STAB 40 °C (1 min),
VIDA, Portugal); 1 U de Taq 72 °C (2 min);
ERIC1 ATGTAAGCTCCTGGGGATTCAC polimerase (Invitrogen) e 1,5 uL de 72 °C (_5 r_ni_n),
ERIC2  AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG DNA. 10 °C (infinito)

As reacfes de PCR foram realizadas no termociclador (Doppio, VWR, Radnor, Pennsylvania,
USA). Para 12 pL dos produtos de reagdo de PCR foram adicionados 2 pL da mistura 1:1 azul
bromofenol e gel RED e resolvidos através da eletroforese em gel de agarose 1,2% (p/v) em
TBE 0,5 X a 95 V com duracdo de 2 h 45 min. Para cada gel, um marcador de peso molecular
(1 kb Plus, Invitrogen) foi incluido em duas posicfes. Todos os géis foram fotografados no
ImageMaster (PharmaciaBiotech, GE Healthcare, UK).
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2.3. Potencial de patogenicidade

2.3.1. Susceptibilidade a antibiéticos

A susceptibilidade a 11 agentes antimicrobianos (Tabela 3) foi avaliada pelo método de
difusdo, usando os breakpoints de resisténcia para Staphylococcus spp. estabelecido pelo
Clinical and Laboratory Standards Institute, 2007 (CLSI). Os breakpoints encontram-se

reunidos no Anexo, Tabela A2.

Tabela 3. Antibiéticos utilizados neste estudo.

Classe Antibidtico Simbolo Conteudo do disco (ug)
Aminoglicésidos Gentamicina® GM 10
B-lactamicos Penicilina Ampicilina® AMP 10
Penicilina G* P 10
Fenicois Cloranfenicol” C 30
Glicopéptidos Vancomicina® VA 30
Lincosamidas Clindamicina® CcC 2
Macrélidos Eritromicina’* E 15
Quinolonas Ciprofloxacina® CIP 5
Rifamicina Rifampicina® RD 5
Sulfonamida Trimetoprim-Sulfametazole® SXT 25
Tetraciclina Tetracilina® TE 30

Tagentes antimicrobianos da marca BioMeuriex; “agentes antimicrobianos da marca Oxoid.

2.3.2. Pesquisa de factores de viruléncia

A pesquisa de factores de viruléncia foi efetuada por ensaios em placa e/ou amplificacdo de
PCR.

Os ensaios em placa tiveram como objetivo a detecdo da atividade da gelatinase, da DNase,
da hemolisina, da lipase e de PC-PLC.

1) atividade da gelatinase: os isolados foram inoculados no meio Gelatin peptone agar
(Liofilchem, Italia) e incubados durante 24 h a 37 °C. Ap6s esse periodo, adicionou-se uma
solugdo de sulfato de amonio saturado. As colonias produtoras da gelatinase foram
reconhecidas pela formacao de halos transparentes; 2) atividade da DNase: os isolados foram
inoculados no meio DNase test agar (Liofilchem, Italia) e incubados durante 24 h a 37 °C. Apos
a incubacgédo adicionou-se reagente azul de toluidina a 0,1%. As colonias produtoras de DNase
foram confirmadas pela formacdo de halos réseos; 3) atividade da hemolisina: os isolados
foram inoculados em placas de agar com 5% de sangue de cavalo (Biogerm laboratérios, Maia,
Portugal) e incubados aproximadamente 48 h a 37 °C. Zonas claras a volta das colénias
indicaram produtores de hemolisina; 4) atividade da lipase: os isolados foram inoculados no
meio Spirit Blue Agar (Difco, Franklin Lakes, USA), que possui uma coloracdo azul escura, e
incubadas a 37 °C durante 24 h. Apés esse periodo as col6nias com organismos lipoliticos
foram reconhecidas por uma coloragcdo mais clara a volta das coldnias (uma espécie de efeito
de halo transparente); 5) atividade de PC-PLC: os isolados foram inoculados no meio de gema
de ovo, segundo Alonzo et al. (2009), e incubados aproximadamente 48 h a 37 °C. Os isolados
produtores desta fosfolipase foram reconhecidos pela formacdo de um halo opaco.

A pesquisa de alguns genes de viruléncia chave (plcA, actA, flaA, hlyA, iap, inlA, inIB, inlC e

inlJ) para o ciclo de infegdo de L. monocytogenes foi realizada através de duas reacdes de
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PCR-multiplex. Os primers utilizados, assim como as condi¢des de reagdo, encontram-se
descritos na Tabela 4. Informacdo mais detalhada da reacdo de PCR-multiplex pode ser

encontrada no Anexo, Tabela Al.

Tabela 4. ReagBes de PCR-multiplex utilizados na pesquisa de genes de viruléncia.

Condic¢bes de reacdo PCR

Tamanho do

locus fragmento (pb) Mistura de reagéo Condicdes PCR
) plcA 1483 1 X tampao de reagédo

PCR-multiplex A 944 0U 839 (NZYTech, Lishoa,
descrito por ac ou Portugal); 0,1 mM de cada 94°C (3 min):
Rawool et al., hlyA 538 dNTP (Promega, EUA); 3,5 40 ciclos do-
2007 ap 130 mM MgCl, (NZYTech, 04°C (45 ),
- Lisboa, Portugal); 12,5 40°C (1 min)l
inlB 884 pmol/uL de cada primer . Iy
) . 72°C (2 min);
PCR-multiplex inlA 800 (STAdB \4|DA, F;F)rtugabv LU 22o¢ (5 min)
descrito por Liu et : € Taq polimerase °C (infinito)
al. 5007 iniC 517 (Invitrogen) e 1,5 pL de 10°C (infinito)

inlJ 238 DNA.

As reacdes de PCR foram realizadas no termociclador (Doppio, VWR, Radnor, Pennsylvania,
USA). Para 8 pL dos produtos de reacdo de PCR foram adicionados 3 pL da mistura 1:2 azul
bromofenol e gel RED) e resolvidos através da eletroforese em gel de agarose 1,5% (p/v) em
TBE 0,5 X a 95 V com duracdo de 1 h 30 min). Para cada gel, um marcador de massa
molecular (1 kb Plus, Invitrogen) foi incluido em duas posi¢cdes. Todos os geéis foram
fotografados no ImageMaster (PharmaciaBiotech, GE Healthcare, UK).

2.4. Analise de dados

Os perfis obtidos pelas reacdes de PCR-multiplex, PCR-fingerprinting e ERIC-PCR foram
analisados utilizando o programa BioNumerics® versao 6.6 (Applied Maths, Kortrijk, Belgium).
Na construcéo do dendrograma para os dados da reacdo de PCR-multiplex utilizou-se o célculo
de Dice e para os dados das reacdes de PCR-fingerprinting e ERIC-PCR utilizou-se o
coeficiente de Pearson e o método UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic
average).

Para os dados obtidos apés a avaliacdo da suceptibilidade a antibidticos e pesquisa dos
factores de viruléncia, uma matriz de dados booleanos (presencga/auséncia de resisténcia a
antibidticos e factores de viruléncia), foi analisada no programa BioNumerics® versédo 6.6
(Applied Maths, Kortrijk, Belgium) utilizando métodos numéricos hierarquicos. As semelhancas
foram calculadas com recurso ao coeficiente ‘simple matching’ e o método de aglomeragéo
UPGMA.

A reprodutibilidade de todas as técnicas foi calculada através da andlise aleatdria de 10% de
réplicas.

A andlise do qui-quadrado das tabelas de contingéncias foi utilizada para determinar a
independéncia estatistica entre os isolados identificados como Listeria-ndo monocytogenes e L.

monocytogenes para a presenca de resisténcias e factores de viruléncia (Zar, 1996).
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Resultados e Discusséao

2.5. Disseminacéo de Listeria spp. nos locais de amostragem em estudo

No presente trabalho foi realizada a recolha de varios tipos de amostras (alimentares,
superficies e liquidas), nomeadamente 29 amostras na fabrica de queijos, 20 no matadouro de
suinos e 38 no hipermercado. Essas amostras foram processadas e submetidas ao isolamento
de Listeria spp. através de dois meios seletivos, ALOA e Oxford. Foram escolhidos estes dois
meios, pois o uso de, pelo menos dois meios é recomendando, e 0 uso de ambos aumenta a
detecéo e a enumeracdao de estirpes atipicas (Leclerq, 2004; Becker et al., 2006).

As colénias presuntivas de Listeria spp. no meio Oxford apresentam coloracdo castanho-
escura resultado da atividade da enzima [(-D-glucosidase (esculinase) que cliva a esculina
presente no meio que ao reagir com o ferro origina halos castanho-preto a volta das col6nias.
No meio ALOA as colbnias presuntivas de Listeria-ndo monocytogenes (LNM) apresentam
coloracdo verde com um halo transparente. A coloracdo azul verde é devido a atividade da
enzima B-D-glucosidase que cliva o substrato cromogénico 5-bromo-4-cloro-3-indoxil- B-D-
glucopiranosida presente no meio, e a formacdo do halo resulta da atividade de PI-PLC
(produzida apenas por estirpes patogénicas) que cliva o substrato L-a-fosfatidilinositol
presente, produzindo acidos gordos insollveis a volta das colénias. As colénias recolhidas de
ambos os meios durante a fase de isolamento apresentavam todas as caracteristicas
mencionadas.

O numero de isolados obtidos em cada local de amostragem foi de 28 isolados na fabrica de
queijos, 39 isolados no matadouro de suinos e 100 isolados no hipermercado.

Esses isolados foram purificados através de cinco passos de purificacdo, e submetidos a
identificagdo por métodos fenotipicos (teste da hidrolise da esculina, catalase, oxidase e
coloracdo de Gram). ApOs esta bateria de testes o ndmero de isolados identificados como
Listeria spp. diminuiu para 9 isolados na fabrica de queijos, 21 no matadouro de suinos e 47 no
hipermercado.

De seguida procedemos a identificagdo por métodos moleculares através da reagdo de PCR-
multiplex. Esta permite-nos identificar os isolados como LNM e LM. Os detalhes séo

apresentados na Tabela 5.

Tabela 5. Presencga de genes em andlise para cada um dos serogrupos.

Identificacao Serogrupo Imo01118 Imo0737 ORF2110 ORF2819 pfrA  prs

LM 1/2a-3a + + +
LM 1/2b-3b + + +
LM 1/2c-3c + + + +
LM 4c + +
LM 4b-4e-4ab + + + +

Nota: Estirpes LMN apenas amplificam o locus prs.

Utilizando este método, os produtos amplificados para os isolados em estudo encontram-se

representados na Figura 5.
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Figura 5. Exemplo de reacdes de PCR-multiplex dos isolados em estudo. Eletroforese a): Pogo 1,2,4, 5,
6, 12 17, 20 e 21, isolados considerados ndo listeria; Poco 3, 7, 8, 9, 10 e 11, isolados idenficados como
LNM; Pocgo 13, 14, 15 e 16, isolados identificados como LM 1/2a-3a; Pogo 17, controlo negativo; Pogo 19,
controlo positivo CECT935 LM 4b. Eletroforese b): Poco 1, 4, 14, 15, e 16, isolados identificados como
LNM; Poco 2,3, 6, 7, 8, 9, 10, 13, 17, isolados considerados néo listeria; Poco 5, isolado identificado como
LM 4b-4e-4ab; Poco 11 e 12, isolados isolados identificados como LM 1/2¢-3c; Pogo 19, controlo positivo
CECT935 LM 4b e Pogo 20, vazio. LNM — Listeria-ndo monocytogenes; LM — L. monocytogenes; M —

marcador de massa molecular.

Na Tabela 6, encontra-se o niumero de isolados obtidos em cada local de amostragem e a sua
identificagdo. Mais informagao sobre a origem dos isolados e o numero obtido em cada passo
de identificacdo pode ser consultada no Anexo, Tabelas A3, A4 e A5.

Tabela 6. Numero de isolados e sua identificagdo nos trés locais de amostragem.

Identificac8o  Serogrupo Fabrica de queijos Matadouro de suinos  Hipermercado

LNM - 5 9 18
LM 1/2a-3a 2 4 9
LM 1/2b-3b
LM 1/2¢c-3c 2
LM 4c
LM 4b-4e-4ab 2 1
NL - 2 6 14

LNM - Listeria-ndo monocytogenes; LM — L. monocytogenes; NL — N&o listeria.

Relacionando o nimero de amostras onde pesquisamos por Listeria spp. com o namero de
amostras onde estas foram isoladas (Anexo, Tabelas A3, A4 e A5), verifica-se que a sua
presenca na fabrica de queijos foi de 14%, no matadouro de suinos 20%, e no hipermercado
de 29%. A presenca do género Listeria neste estudo é consistente com a presenga média
observada em varios estudos de isolados de outros paises e de produtos similares (Jallewar et
al., 2007; Kovacevi¢ et al., 2012; Leite et al., 2005, Wang et al., 2012). Observando

particularmente as estirpes de L. monocytogenes isoladas (n=20), 75,0% pertencem ao
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serogrupo 1/2a-3a, 15,0% pertencem ao serogrupo 4b-4e-4ab e 10,0% ao serogrupo 1/2c-3c.
Observa-se o isolamento de dois serogrupos que possuem serotipos pertencentes a linhagem
Il (1/2a, 3a e 1/2c), e um que possui serétipos pertencentes a linhagem | (4b e 4e),
especificamente as linhagens que sao responsaveis por mais casos de listeriose humana.
Observa-se ainda que o serogrupo presente em maior percentagem nos trés locais foi o 1/2a-
3a. Estudos ja efetuados em isolados de L. monocytogenes de origem alimentar e ambiental,
verificaram que o sero6tipo encontrado com maior frequéncia € o serétipo 1/2a. Uma explicagao
para tal podera ser o facto de este serétipo possuir mais “habilitagdes” para sobreviver na
matriz de certos alimentos (O’Connor et al., 2009). A maior percentagem de isolamento de
estirpes de L. monocytogenes do ser6tipo 1/2a é concordante com os resultados obtidos em
varios estudos (Gelbi¢oVa e KaRpiSKoVa, 2012; Gilot et al., 1996; Lukinmaa et al., 2004).

A presenca de estirpes de Listeria possui um elevado risco para a saude publica mas é
alarmante apenas se as estirpes forem patogénicas, nomeadamente L. monocytogenes em
alimentos, ou nos seus ambientes de processamento, que quando chegam ao consumidor ndo
sdo cozinhados. Ha que também ter em conta que L. monocytogenes engloba um espectro de
estirpes com patogenicidade e viruléncia variada, muitas vezes associada ao seu serotipo.
Seguindo esta linha de raciocinio, o que podemos afirmar é que, independentemente da
espécie, no matadouro de suinos o risco associado a uma possivel listeriose é baixo, uma vez
que a partida os produtos carneos terdo que ser cozinhados pelo consumidor; relativamente ao
hipermercado ja se torna mais elevado, uma vez que tanto existem produtos alimentares que
terdo que ser cozinhados pelo consumidor como produtos RTE, e é o local que possui os trés
serogrupos isolados, nomeadamente o serogrupo que inclui um ser6tipo pertencente a
linhagem | (responsavel por listeriose epidémica); ja na fabrica de queijos o risco associado a
uma listeriose € elevado, pois todos os produtos alimentares processados sdo RTE, mas
apenas foi isolado um serogrupo (1/2a-3a). Assim a presenca de estirpes de Listeria
patogénicas na fabrica de queijos é alarmante, ja no hipermercado vai depender da origem do
isolado, por exemplo, isolados LM disseminados no talho ou peixaria ndo apresentam um risco
elevado, os isolados disseminados na gastronomia e charcutaria ja apresentam.

Quanto a analise das técnicas de identificacdo utilizadas observamos que ocorreu uma
reducao do nimero de isolados identificados como Listeria spp., revelando que os métodos
fenotipicos ndo sado suficientes para uma identificacdo segura.

Uma vez que varias colénias do mesmo produto e da mesma placa foram recolhidas e
isoladas, foi essencial garantir que ndo estamos na presenca de clones. Para tal, recorreu-se a
uma técnica de tipificagdo por métodos moleculares. A partir desta técnica avaliamos a
diversidade genética dos isolados obtidos dos trés locais de amostragem, através da
construcdo de um dendrograma que inclui: os padrbes de bandas obtidas da reacdo PCR-
fingerprinting, e os padr6es de bandas obtidas da reacdo de PCR-multiplex utilizada para
determinar os serotipos dos isolados, para uma exclusdo de clones mais fidedigna. Efetuamos
também a constru¢do de um dendrograma referente aos isolados alimentares (recebidos pelo

IMV e INRB) e outro dendrograma referente aos isolados clinicos (recebidos pelo 10C, SSI e
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Hospital de Cascais), para com base na percentagem de semelhanca existente entre os
mesmos, escolher os isolados representativos, de forma a reduzir tempo e custos na pesquisa
de factores de viruléncia e na avaliacdo da susceptibilidade a antibiéticos (resultados nao
mostrados).

Tendo em conta o objetivo de avaliar o potencial patogénico de todos os isolados foi construido
um dendrograma contendo todos os isolados da cole¢do (Figura 6). Das 87 estirpes avaliadas,
apenas 84 foram incluidas no dendrograma, uma vez que para trés estirpes ndo obtivemos
amplificacdo com os primers ERIC. Num estudo anterior, Ruiz-Bolivar et al. (2011) também
tiveram problemas de amplificacdo com o primer ERIC, s6 obtendo amplificacdo para 84,4%
dos isolados. O nivel de reprodutibilidade obtido considerado os 10% de réplicas foi de

aproximadamente 80% e com base nesse valor selecionou-se o nivel de corte de 80%.
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Figura 6. Dendrograma contendo todos os isolados da colecéo Listeria spp., construido a partir dos dados de amplificacdo da
reacdo de PCR-multiplex utilizando o coefiente de Dice, e dos dados de amplificacdo das reagBes de PCR-fingerprinting com o
primer csM13 e ERIC-PCR, utilizando o coeficiente de Pearson, através do método de aglomeracéo baseado na distancia média
ndo ponderada (UPGMA). LM — L. monocytogenes; LNM — Listeria-ndo monocytogenes; “food” — isolados de peixe; setas pretas —
isolados representativos escolhidos; caixa verde — cluster de L. monocytogenes; caixa azul- cluster de Listeria-ndo
monocytogenes; caixas a tracejado de cor azul, laranja, roxo, amarelo e vermelho, correspondem a clusters que contém isolados

alimentares e de superficie com elevada percentagem de semelhanga com isolados clinicos.
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A andlise do dendrograma permitiu observar a formacéo de dois grandes clusters principais: 0
cluster que agrupa todas as LM e o cluster que agrupa todas as LNM (representados na Figura
6 numa caixa verde e azul, respectivamente). No cluster LM, para valores superiores ao nivel
de corte efetuado (80%), observa-se a formacdo de vérios subclusters. Salientamos cinco
subclusters formados, assinalados na Figura 6 como subcluster A, B, C, D, e E que incluem
isolados clinicos, uma vez que todos os isolados agrupados nesses subclusters poderdo
representar um elevado risco para a saude publica. Analisando o subcluster A, verificamos que
o isolado clinico, 4256, agrupa a 94,3% com isolados de superficie do hipermercado
correspondentes a isolados de uma luva de um trabalhador do talho (Ox LSJTLuv2, 3, 4). No
entanto, esses isolados ndo representam um risco tdo elevado uma vez que nesse local os
alimentos processados sdo alimentos que irdo ser cozinhados, destruindo a bactéria. Os
isolados alimentares com origem em peixe (F1, E1 e B2), também se encontram nessa mesma
situacdo.0O mesmo ndo se pode afirmar relativamente aos isolados que se encontram neste
subcluster e que foram obtidos de queijo (LM10, LM11, LM3), um isolado da superficie de uma
luva de um trabalhador da fabrica de queijos (AL LSlu | 3.2) e os isolados de superficie de um
tabuleiro da gastronomia (AL LSJGTab 1, 2 e Ox LSJGTab 1), uma vez que se encontram em
produtos alimentares RTE ou em superficies de contacto com produtos alimentares RTE. No
caso dos isolados agrupados no subcluster B e E, ndo representam um risco tdo elevado para
a saude publica uma vez que os isolados agrupados com elevada percentagem com os
isolados clinicos foram obtidos, respectivamente, de peixe e superficie do matadouro; o mesmo
ndo acontece com os isolados agrupados no subcluster C e D, que foram obtidos a partir de
superficies do hipermercado na zona da gastronomia e de queijo, respectivamente.

Observamos ainda que, de uma forma geral, Listeria spp. se encontra altamente disseminada
em todos os ambientes, uma vez que ndo ocorreu a formacdo de um cluster especifico de
isolados do mesmo local de amostragem. Esta observacao é consistente com o estudo de
Ruiz-Bolivar et al.,, 2011. O facto de se encontrar altamente disseminada potencializa um
possivel surto esporadico ou até mesmo epidémico de listeriose, mas claro esta que existem
outros factores a ter em conta para tal acontecer, como a origem das estirpes, o hospedeiro e a
capacidade que a estirpe possui de persistir e provocar doenca, que estd dependente, por
exemplo, da producdo de factores de viruléncia e da sua susceptibilidade a antibidticos para
tratamento de listeriose. Assim, na tentativa de melhor esclarecer qual o potencial de
patogenicidade das estirpes Listeria em analise, procedeu-se a avaliagdo da sua

susceptibilidade a antibiéticos e pesquisou-se a presenca/producdo de factores de viruléncia.
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2.6. Susceptibilidade a antibiéticos

A susceptibilidade a 11 agentes antimicrobianos foi avaliada pelo método de difusdo, usando
os breakpoints de resisténcia de Staphylococcus spp. estabelecido pelo CLSI, 2007, uma vez
que ndo existem critérios estabelecidos para Listeria spp. e em varios estudos os breakpoints
para Staphylococcus spp. sdo os utilizados (Chen et al., 2010; Conter et al., 2009; Davis e
Jackson, 2009).

O numero de isolados resistentes para os antibidticos testados encontra-se representado na
Figura 7. Foi realizada a distingdo entre LNM e LM, uma vez que isolados LM representam um
nivel de risco mais elevado pois séo responsaveis por listeriose humana mais frequentemente

gue as espécies patogénicas LNM.
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Figura 7. Grafico representativo do nimero de isolados resistentes, num total de isolados de LNM (n=19)

e LM (n=22). LNM - Listeria ndo-monocytogenes; LM - L. monocytogenes.

Ao analisarmos o ndmero de isolados resistentes de uma forma global, verificamos que existe
um numero de resisténcias baixo, mas a uma gama de antibidticos elevada; pelo menos um
isolado é resistente a todos os antibidticos testados, com excegdo de cloranfenicol. Confirma-
se entdo que, apesar de o nimero de resistentes ser baixo, existem resisténcias nos isolados
de origem alimentar, de locais de processamento e clinicos, confirmando a afirmacéo de Lungu
et al. (2011) que nos diz que desde a primeira descricdo de isolados Listeria resistentes
continua a existir um padrdo continuo de emergéncia de estirpes resistentes de Listeria
isoladas de amostras alimentares, de locais de processamento dos mesmos e de casos
clinicos de listeriose. Estas observac@es representam um elevado risco para a salde publica,
especialmente se existirem resisténcias aos antibidticos utilizados no tratamento de listeriose.

Este caso é observado nos isolados deste trabalho, pois 0 maior nimero de resisténcias
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observadas ocorre para dois antibiéticos utilizados no tratamento de listeriose, a ampicilina e
penicilina.

Aplicando a andlise estatistica do qui-quadrado na perspectiva de avaliar se os isolados LNM
s80 mais resistentes aos antibiéticos testados do que LM verificdAmos que as estirpes de LNM
sd0 mais resistentes a penicilina que LM (p< 0,05). Relativamente as resisténcias observadas
para os restantes antibiticos ndo existem diferencas estatisticamente significativas entre LNM
e LM. Apesar de existir uma maior resisténcia a penicilina em LNM que em LM, ndo deixa de
ser preocupante uma vez que poderdo existir LNM patogénicas e existe ainda a possibilidade
de os genes que conferem essas resisténcias serem transferidos para LM, conferindo assim
risco acrescido para a saude publica.

Segundo a definicdo de Magiorakos et al. (2011) para Multi-Drug Resistant (MDR) (néo-
susceptibilidade a um agente de pelos menos trés classes de antibidticos com alvos
diferentes), quatro estirpes LNM sdo MDR e os perfis de resisténcia observados foram os
seguintes: AMP-CC-CIP-P, AMP-CC-E-P-RIF e AMP-CC-CIP-GM-P-RIF; e duas estirpes LM
séo MDR, com os perfis de resisténcia: AMP-CC-P-T e AMP-CC-GM-P-RIF. A emergéncia de
estirpes MDR é uma preocupacgédo para a salde publica, uma vez que a probabilidade de um
tratamento antimicrobiano funcionar € mais baixa, pois sdo resistentes a antibiéticos com
diferentes alvos. Estirpes de MDR nédo séo comuns, mas a sua emergéncia tem sido descrita
(Lungu et al.,, 2011). Todos estes resultados indicam que € necesséria a vigilancia na
prevaléncia e emergéncia de Listeria spp. resistentes e MDR em Portugal.

Adicionalmente, o facto de ndo existirem breakpoints de resisténcia antimicrobiana
direcionados para Listeria spp. podera influenciar o estudo da resisténcia em Listeria spp.
Como a avaliacdo da susceptibilidade a antibidticos neste estudo teve como referéncia
breakpoints para Staphylococcus spp. e como ja existem alguns autores que determinaram
alguns breakpoints para Listeria spp. (Anexo, Tabela A2), procedemos a avaliacdo das
diferengas que poderao surgir no nimero de isolados resistentes quando utilizados diferentes

breakpoints (Figura 8).
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Figura 8. Gréfico representativo do namero de isolados resistentes de Listeria spp., segundo os
breakpoints de CLSI, 2007, O’Connor et al., 2010 e Acciari et al., 2011.
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Observa-se que existem diferencas no nimero de resistentes e que, de uma forma geral, neste
estudo possivelmente estaremos a admitir resistentes que na realidade ndo o s&o. Isto
demonstra que sao necessarios estudos para determinar as referéncias especificas para
Listeria spp., pois ao usarmos breakpoints de Staphylococcus spp. estamos a introduzir erros

na avaliacdo da susceptibilidade a antibiéticos.

2.7. Factores de viruléncia

A pesquisa de factores de viruléncia foi efetuada por ensaios em placa e/ou por amplificacéo
de PCR.

Os ensaios em placa realizados foram: 1) atividade da gelatinase; 2) atividade da DNase; 3)
atividade da hemolisina; 4) atividade da lipase e 5) atividade de PC-PLC. O numero de isolados
produtores destas atividades encontra-se representado na Figura 9. Foi realizada a distingao
entre LNM e LM.
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Figura 9. Gréfico representativo do nimero de isolados produtores de DNase, gelatinase, hemolisina,
lipase e PC-PLC, num total de isolados de LNM (n=19) e LM (n=22), aos 11 antibiéticos testados. LNM —
Listeria ndo-monocytogenes; LM - L. monocytogenes.

Observando os resultados obtidos e por analise estatistica do qui-quadrado, as estirpes LM em
estudo s8o mais produtoras de hemolisina, relativamente as estirpes de LNM (p<0,05). Nas
restantes atividades estudadas ndo existem diferencas estatiscamente significativas entre LM e
LNM. A hemdlise é uma caracteristica importante que parece estar relacionada com a
patogenicidade de listeria, uma vez que Listeria spp. ndo-hemoliticas sdo praticamente
consideradas nao-patogénicas (Courtieu, 1991 em Aurora et al., 2008). Assim, este resultado
traduz-nos que os isolados LM em estudo sdo potencialmente mais patogénicos do que LNM, o
que era esperado uma vez que nos isolados de LNM poderéo estar presentes tanto listerias
patogénicas como ndo-patogénicas. Sabe-se também que LM é produtora de uma hemolisina,
LLO, que possui um papel importante durante o ciclo de infecdo no hospedeiro, durante a fuga

do vacuolo para a libertacdo da bactéria no citosol, sendo assim esperado que todos os
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isolados de LM possuam atividade hemolitica. O elevado nimero de isolados LNM hemoliticos
pode ser devido a alguns desses isolados pertencerem a espécies de Listeria spp. no qual ja
foram descritas hemolisinas, nomeadamente, L. ivanovii e L. seeligeri (Vazquez-Bolland et al.,
2001). Como o gene (hlyA) de LLO foi pesquisado, os resultados desta atividade seréo,
posteriormente, confrontados com os resultados da pesquisa desse gene. Os isolados
produtores das outras atividades demonstraram algum potencial patogénico, na medida em
que os isolados produtores da gelatinase poderdo possuir a capacidade de hidrolisar o
colagénio e certos péptidos bioativos no hospedeiro sugerindo a sua participacéo na iniciacéo e
propagacéo de processos inflamatdrios; os isolados produtores da lipase poderdo possuir a
capacidade de digerir lipidos celulares do hospedeiro para a aquisicao de nutrientes resultando
na morte das células do hospedeiro (Furumura et al., 2006); e os isolados produtores da
DNase poderao degradar a cromatina libertada pelos neutréfilos permitindo a sobrevivéncia ao
sistema imunolégico do hospedeiro (Brinkmann et al., 2004).

Relativamente aos resultados da producédo de PC-PLC, ndo se encontram de acordo com o0s
estudos de Jaradah et al. (2002) onde todos os isolados de origem clinica e alimentar foram
positivos para esta atividade, e no presente estudo foram poucos os isolados produtores de
PC-PLC. Na avaliacdo do potencial patogénico, ird ser confrontada a origem dos isolados
produtores e ndo-produtores desta fosfolipase, por forma a constatar, por exemplo, se estes
serdo isolados clinicos.

Na perspectiva de avaliar a viruléncia dos isolados, investigamos 0s genes responsaveis pela
producéo de factores de viruléncia chave no estabelecimento de L. monocytogenes no
hospedeiro e que permitem que este provoque doenca. Os genes em estudo foram
combinados em duas reagfes de PCR-multiplex.

A reacéo de PCR-multiplex sugerido por Rawool et al. (2007) combina a amplificacdo de quatro
genes: actA, hlyA, iap e plcA. Utilizando este método, os produtos amplificados para os

isolados em estudo foram os representados na Figura 10.
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Figura 10. Exemplo da reagdo de PCR-multiplex segundo Rawool et al. (2007) dos isolados testados
neste estudo. Pogo 1, LM7; Poco 2, CLIST2163; Poco 3, CLIST2167; Pogo 4, AL LSMmac3; Poco 5 e 6,
4911; Pocgo 7, CEPAsv4b, Poco 8, CECT911; Pogo 9, NCTC7973; Poco 10, CECT913"; Poco 11, controlo
negativo da reagédo; M — marcador de massa molecular

O numero de isolados que contém estes genes encontra-se representado na Figura 11. Foi

realizada a distincao entre LNM e LM.
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Figura 11. Grafico representativo do nimero de isolados detentores dos genes de viruléncia actA, hlyA,
iap e plcA, num total de isolados de LNM (n=19) e LM (n=22). LNM - Listeria ndo-monocytogenes; LM - L.
monocytogenes.

Os primers usados para pesquisar estes genes sdo descritos para LM. No entanto, existiram
LNM que amplificaram com estes primers. Os resultados séo consistentes com estudos em que
espécies de LNM amplificaram o gene actA, hylA, iap e plcA (Noterman et al., 1999; Paziak-
Domanska et al., 1999; Vazquez-Boland et al., 2001 em Rawool et al., 2007), uma vez que
algumas espécies LNM podem conter genes semelhantes aos encontrados em LM. Tendo em
conta estes resultados, efetuamos a analise estatistica do qui-quadrado onde presenciamos
que os isolados LM em estudo s@o os maiores detentores, em relacdo a LNM, dos genes actA,
iap e plcA (p<0,05). Relativamente ao gene hlyA ndo existem diferencas estatiscamente
significativas entre LM e LNM.

Fazendo uma analise geral da pesquisa destes factores de viruléncia, observamos que tanto
em LNM como em LM existe um polimorfismo relativamente a presenc¢a dos genes, na medida
em que o ndmero de isolados que possui cada um dos genes € varidvel. Nos estudos de
Aurora et al. (2008), Rawool et al. (2008)(a) e Jallewar et al. (2007) também foi observado
polimorfismo. Analisando o nimero de isolados que possui 0s genes actA, hlyA e pIcA, uma
vez que estes estdo integrados em LIPI-1, era esperado que o niumero de isolados fosse o
mesmo, 0 que ndo aconteceu. Uma vez que ndo sequenciamos a regido do cromossoma, ndo

€ possivel esclarecer se tal aconteceu devido a um defeito ou mutagéo na regido LIPI-1.

Determinando a correlagdo entre o numero de isolados produtores de hemolisina e os
detentores do gene hlyA esta foi negativa. Para LNM 17 isolados foram produtores de
hemolisina, contrastando com 15 isolados detentores de hlyA. No entanto, tal como ja foi
referido, o primer para hlyA é especifico para LM e também poderéo existir outras hemolisinas
em LNM que ndo contenham um elevado grau de similaridade nucleotidica com LLO. Para LM,

apenas um isolado é que ndo amplificou para o gene hlyA, mas como podera ser visualizado
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no ponto de discussdo da avaliagdo de patogenicidade existiu um isolado de LM cujos primers
nao amplificaram para nenhum gene de viruléncia.

A outra reagdo de PCR-multiplex utilizada no presente estudo, sugerido por Liu et al. (2007),
combina a amplificacdo de quatro genes: inlA, inlB, inIC e inlJ. Utilizando este método, os

produtos amplificados para os isolados em estudo foram os representados na Figura 12.

.

Figura 12. Exemplo da reacdo de PCR-multiplex segundo Liu et al. (2007) dos isolados testados neste
estudo. Poco 1, Ox LSJTRal 1; Pogo 2, Ox LSJTLuv 3; Poco 3, F1; Pogo 4, B2; Poco 5, CECT911; Poco
6, controlo negativo da reacdo; M — marcador de massa molecular.

O nudmero de isolados que contém estes genes encontra-se representado na Figura 13. Foi
realizada a distingdo entre LNM e LM.
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Figura 13. Gréfico representativo do nimero de isolados detentores dos genes de viruléncia inlA, inlB,
inIC e inlJ, num total de isolados de LNM (n=19) e LM (n=22). LNM - Listeria ndo-monocytogenes; LM - L.
monocytogenes.

Analisando o namero de isolados detentores destes genes, tal como nos genes pesquisados
na reacdo de PCR-multiplex referenciado anteriormente, apesar dos primers serem descritos

para LM, também existiram LNM que amplificaram com os primers. Foi descrito, anteriormente,
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gue uma espécie LNM teve amplificagdo positiva para estes genes (Liu et al., 2007) e que
existem LNM que possuem internalinas homélogas com as internalinas de LM (Vazquez-

Boland et al., 2001). Também foi observado polimorfismo dos genes nos isolados.

Tendo em conta que os genes inlA e inIB sdo considerados proteinas de surpeficie espécie-
especifica para LM, analisamos o ndmero de isolados LM e LNM que amplificaram para os
mesmos: cinco isolados LM ndo amplificaram o gene inlA e seis 0 gene inlB; por outro lado
guatro isolados LNM amplificaram para inlA e inlB. Existirem isolados de LM que né&o
amplificaram para o gene inlA, ndo foi consistente com os estudos de Sant’Ana et al. (2012) e
de Liu et al. (2007). No entanto Nightingale at al. (2005) j& descreveram isolados de LM que
possuem mutacdes no gene inlA. O gene inlB, ndo é muito pesquisado uma vez que Liu et al.
(2007) identificou falhas na amplificacdo de LM dos serétipos 4. No préximo ponto sera
verificado se os isolados que ndo amplificaram para este gene sdo pertencentes ao serogrupo
4b-4e-4ab.

De forma a efetuar uma comparagdo entre LNM e LM, procedemos ao teste estatistico qui-
quadrado e verificAmos que o numero de isolados LM possuem o0s genes inlA, inlC e inlJ é
maior em comparacao com LNM (p<0,05), o mesmo ndo acontece relativamente ao gene inlB.
Os isolados LM neste estudo demonstraram possuir mais determinantes de viruléncia (actA,
hlyA, iap, inlA, inlC e inlJ) do que os isolados LNM, demonstrando assim representarem
estirpes mais virulentas do que LNM, logo potencialmente mais patogénicos. No entanto, para
esclarecer e avaliar o potencial patogénico dos isolados em estudo tera que se efetuar a
integracdo da disseminag8o dos isolados no ambiente e a sua origem, as resisténcias
observadas e os fatores de viruléncias que possuem.

2.8. Potencial de patogenicidade

Quanto maior for o numero de caracteristicas, que permitem que Listeria spp. sejam
potencialmente patogénicas, maior serd o potencial patogénico associada aos isolados, e
maior serd o risco associado para a saude publica. Assim, analisando as caracteristicas dos
isolados clinicos, vamos examinar se o potencial patogénico dos isolados dos trés locais de
amostragem e dos isolados de origem alimentar fornecidos é elevado. Para melhor
visualizag¢do dos resultados, foi construido um dendrograma que associa uma matriz de dados
booleanos considerando a presenga/auséncia de resisténcia a antibidticos e factores de
viruléncia, com os dados de perfis de bandas utilizados na tipificacdo por métodos moleculares.

A Figura 14 é uma adaptacao da informacao obtida a partir do dendrograma.
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LNM n.a Matadouro de suinos, chéo, zona de corte Ox LSMch | 1
LNM n.a Hipermercado, tabuleiro, zona da gastronomia Ox LSJGTab 2
LNM n.a Hipermercado, faca, zona talho Ox LSJTFac 1
LNM n.a Fabrica de queijos, luva dos trabalhadores, zona de embalamento AL Lslu-I 3.1
LNM n.a Hipermercado, carne, zona talho AL LSJCar 1
i LNM n.a Matadouro de suinos, macaneta, zona de corte AL LSMmac 4
LNM n.a Féabrica de queijos, salmoura Ox LASal
LNM n.a Hipermercado, carne, zona talho AL LSJCar 3
LNM n.a Matadouro de suinos, macaneta, zona de corte AL LSMmac 2
LNM n.a Hipermercado, ralo lava-loi¢a, zona gastronomia AL LSIGRal* 2
LNM n.a Hipermercado, ralo chéo, zona talho AL LSJTRal 2
LNM n.a Matadouro de suinos, ralo chdo, zona tunel refrigercédo AL LSMral Il 2
LNM n.a Hipermercado, carapau, zona peixaria AL LSJCP 2
: LNM n.a Hipermercado, ralo chéo, zona talho Ox LSJTRal 1
m LNM n.a Féabrica de queijos, ralo chédo, zona maturagéo AL LSRa-Il 1
m i LNM na Fabrica de queijos, agua no tratada AL LWnt
N LNM n.a Hipermercado, ralo chéo, zona talho AL LSJTRal 3
LNM n.a Hipermercado, lombo assado, zona gastronomia AL LAJLom 1
LNM n.a Hipermercado, lombo assado, zona gastronomia AL LAJLom 2
0 LM 1/2a-3a Féabrica de queijos, luva dos trabalhadores, zona de embalamento AL LSLu-I 3.2
LM 1/2a-3a Hipermercado, tabuleiro, zona da gastronomia AL LSJGTab 3
LM
LM 1/2c-3c Hipermercado, tabuleiro, zona da gastronomia AL LSJGTab 4.2
LM 1/2a-3a Amostras alimentares, Espanha B2
LM 1/2a-3a Amostras alimentares, Espanha F1
LM 1/2a-3a Amostras alimentares, Portugal LM10
LM 1/2a-3a Amostras alimentares, Espanha A3
[T LM 1/2a-3a Hipermercado, tabuleiro, zona da gastronomia AL LSJGTab 2
LM 1/2a-3a Hipermercado, luva trabalhador, zona talho Ox LSJTLuv 3
LM 1/2a-3a Hipermercado, faca, zona talho AL LSJTFac 2
Amostras alimentares, Espanha L8
i PCUA158
CLIST2162
4911
CLIST2167
LM 4b-4e-4ab | Amostras alimentares, Portugal LM7
: LM 4b-4e-4a | Amostra clinica CEPAsval
LM 4b-4e-4ab | Matadouro de suinos, maganeta, zona de corte AL LSMmac enr. 2
| LM 1/2a-3a Matadouro de suinos, ralo chao, zona de corte AL LSMral | 2

Figura 14. Esquema representativo contendo a identificacéo dos isolados e as suas respectivas caracteristicas, nomeadamente a expresséo de atividades enzimaticas, a pesquisa de genes de
viruléncia e a resisténcia a 11 antibiéticos testados. Os isolados clinicos encontram-se assinalados a vermelho e os isolados alimentares/superficies de produtos RTE encontram-se assinalados
a vermelho.
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Os isolados clinicos encontram-se assinalados a vermelho. O isolado CLIST2164, além ser
susceptivel a todos os antibidticos testados, ndo amplificou para os genes inlA, inIB e inIC.
Estes resultados devem corresponder a verdadeiros negativos pois observou-se a amplificacédo
dos restantes genes testados. Em contrapartida o isolado foi positivo para a expressdo da
gelatinase, da lipase e da hemolisina; os isolados 4256 e a CEPAsv4b amplificaram para todos
0s genes de viruléncia pesquisados, e o isolado CEPAsv4b foi positivo para as atividades da
gelatinase, lipase e hemolisina; os isolados PCUA158 e CLIST2162 apenas ndo amplificaram
para o gene plcA; os isolados 4911 e CLIST2163 apenas nao amplificaram inIlB, CLIST2167
além da falta do gene inIB também ndo amplificou para o gene inlA. Estes Ultimos seis isolados
mencionados (4256, PCUA158, CLIST2162, 4911, CLIST2163 e CLIST2167) apenas
apresentaram atividade da hemolisina.

Os factores mais criticos para 0s passos sucessivos do processo de infe¢do incluem InlA e InIB
para o processo de entrada e LLO para o escape do vacuolo. Mais especificamente, InlA
medeia a entrada de LM nas células epiteliais, e InIB facilita a entrada de LM num maior tipo de
células do hospedeiro. Em algumas células, LLO nao é eficiente e a lise do vacuolo é efetuada
por PI-PLC (Cossart et al., 2008). Posto isto, seria suposto que alguns destes isolados néo
seriam capazes de invadir o hospedeiro, uma vez que ndo conseguiriam ultrapassar a barreira
intestinal bem como outras barreiras. No entanto, poder&o ter o potencial de produzir doenca
guando as funcgdes do sistema imunitario do hospedeiro estdo suprimidas, ou entdo quando as
estirpes sdo transmitidas via intravenosa (Liu et al., 2007). E importante referir também que o
isolado CLIST2164 ndo possui 0s genes inlA, inlB e inIC, mas possui atividades hemolitica,
gelatinase e lipase, ou seja podera possuir a capacidade de hidrolisar o colagénio e certos
péptidos bioativos assim como a capacidade de digerir lipidos das células do hospedeiro,
aumentanto assim a sua capacidade de entrada nas células, jA que ndo possui trés
internalinas.

Efetuando entdo a comparacdo do perfil dos isolados clinicos com os restantes isolados,
observamos que os isolados LM s&o os que possuem o perfil mais idéntico, com a excec¢éo de
dois isolados LNM, Ox LSJGTab 2 e AL LSJCP, que séo os isolados LNM que possuem um
maior potencial patogénico. Os isolados LNM, de uma forma geral, ndo apresentaram mais de
quatro genes de viruléncia, e foram detetadas até cinco atividades de factores de viruléncia.

No entanto, os isolados com maior risco associado para a saude publica serdo aqueles cuja
origem provém de alimentos/superficies de produtos alimentares RTE. Encontram-se
assinalados a amarelo todos os isolados com essa origem. Associando a esses isolados as
caracteristicas que os isolados clinicos possuem, 0s que representam um maior risco para a
salide publica, e portanto um maior potencial patogénico associado, sdo: Ox LSJGTab 2, AL
LSJGTab 4.2, LM10, AL LSJGTab 2 e LM7. A estes isolados, com excecdo de AL LIGTab 4.2,
€ acrescentado um maior potencial patogénico uma vez que séo resistentes a pelo menos um
antibiético de escolha para o tratamento de listeriose; AL LSJGTab 2 possui um potencial ainda
maior uma vez que é um isolado MDR; e LM7 que possui 0 serogrupo (4b-4e-4ab) associado

aos serotipos da linhagem Ill, ou seja, os responsaveis por listerioses epidémicas.
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Na discussao da analise do dendrograma global na tipificagdo por métodos moleculares, foram
realcados isolados com elevada percentagem de semelhanca com os isolados clinicos. Desses
isolados, temos quatro representativos: AL LSlu-l 3.2, LM10, AL LSJGTab e LM7. Foram
retiradas conclusbes em relacdo ao seu potencial patogénico através da percentagem de
semelhanca dos perfis de bandas obtidos; com excecdo de AL LSlu-lI 3.2, que demonstrou
poder ser a Unica estirpe avirulenta (sem genes de viruléncia), as conclusfes retiradas
comprovam-se, uma vez que sao as estirpes mais virulentas da colegdo. Nos estudos de Kaur
et al. (2007) e (2009) também existiram isolados de LM que ndo amplificaram para os genes de

viruléncia sendo assim classificados como estirpes LM atipicas.

Na discussao dos factores de viruléncia, ficaram duas “questdes” por resolver, nomeadamente
a atividade PC-PLC e a presenca do gene inlB. Relativamente a expressdo de PC-PLC, e
tendo em conta que o potencial de patogenicidade de Listeria spp. pode ser avaliado por PC-
PLC (Yadav et al.,, 2008), observamos que apenas cinco isolados LNM e trés LM foram
produtores de PC-PLC mas nenhum isolado clinico foi. Assim, ndo podemos afirmar que pelo
facto de ndo terem expressado PC-PLC ndo sdo potenciais patogénicos, uma vez que
sabemos que isolados clinicos j& foram patogénicos. A justificacao para tal pode ser devido aos
factores de viruléncia serem principalmente requeridos para colonizar o tecido animal e para
superar os mecanismos de defesa do hospedeiro durante a infecdo, e a sua sintese fora do
hospedeiro pode representar um “fardo” que compromete a capacidade das estirpes de Listeria
sobreviverem no ambiente natural e limitar o potencial de transmissdo, possuindo assim
mecanismos que suprimem a producdo de alguns factores de viruléncia (Vazquez-Boland et
al., 2001). Relativamente a presenca de inIB, temos que dos trés serogrupos em estudo, pelo
menos um isolado ndo amplificou para o gene inIB, e de oito isolados 4b-4e-4ab, apenas trés

ndo amplificaram para 4b-4e-4ab.
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3. Conclusdes

A concretizagdo dos varios pontos do objetivo do presente trabalho, permitiu-nos tirar varias
ilacoes:

1) Os métodos de identificagdo por métodos fenotipicos demonstraram ndo ser suficientes para
uma identificacdo segura; no entanto para uma fase inicial sdo Gteis uma vez que fazem uma
selecdo de isolados presuntivos, e permite reduzir tempo e custos nos métodos genotipicos. A
tipificagdo por métodos moleculares demonstrou ser bastante vantajosa, na medida que em
que conseguimos escolher os representantes de cada tipo e observar a disseminacdo dos
isolados em estudo. Os resultados obtidos destas técnicas permitiram-nos observar que nos
trés locais de amostragem tanto LNM como LM se encontram presente, tendo sido encontrados
serogrupos de LM com seroétipos pertencentes as linhagens mais preocupantes (I e 1), o que
por si sO ja acarreta um certo risco para a saude publica. Juntanto a esse facto, os isolados da
colecdo demonstraram estar altamente disseminados em ambientes distintos, existindo alguns
isolados com origem alimentar/superficie com mais risco associado (produtos alimentares RTE
e/ou ambientes associados aos mesmos), com uma elevada percentagem de semelhanga com
os isolados clinicos.

2) De uma forma geral os isolados de Listeria demonstraram ser susceptiveis aos antibiéticos.
No entanto, observou-se a emergéncia de resistentes a dois antibidticos utilizados no
tratamento de listeriose (Ampicilina e Penicilina) e de MDR, indicando que é necessaria a
vigilancia na prevaléncia e emergéncia de Listeria spp. resistentes e MDR em Portugal. Foi
demonstrado que ao utilizarmos breakpoints de Staphylococcus spp., estamos a introduzir
erros na avaliacdo da susceptibilidade a antibiéticos, sendo necesséarios mais estudos para
determinar breakpoints especificos de Listeria spp.

3) Os isolados de LNM demonstraram ser menos virulentos que LM, o que seria de esperar
uma vez que nos isolados identificados como LNM poderao estar incluidas espécies de Listeria
patogénicas e também nao-patogénicas. Os perfis observados vao desde a presenca de pelo
menos um factor de viruléncia a todos os factores de viruléncia testados. Através da pesquisa
destes factores conseguimos perceber a viruléncia que os isolados acarretam e assim avaliar o
potencial patogénico associado.

4) A integracdo de todos os resultados obtidos permitiu-nos observar qual o potencial
patogénico dos isolados em estudo, através da comparacdo com as caracteristicas dos
isolados clinicos. Assim, observamos que existem isolados com elevado potencial patogénico
independentemente de serem LNM ou LM, e da sua origem. A construcdo de um dendrograma
com base numa matriz de dados booleanos relativos a presenca/auséncia de resisténcia a
antibidticos e factores de viruléncia, demonstrou ser uma ferramenta bastante vantajosa para a

integracao de todos os resultados e visualizagdo dos mesmos de uma formal global.
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Anexo

Tabela A 1. Informagdo mais detalhada das reacdes de PCR-multiplex para identificagdo por métodos moleculares e da pesquisa dos genes de viruléncia.

Tamanho do

Estirpes controlo

Gene (locus) e Sequéncia (5’-3’) Referéncia
fragmento (pb) positivo
Imo1118 AGGGCTTCAAGGACTTACCC
(proteina hipotética) 906 CECTILL ACGATTTCTGCTTGCCATTC
ImoQ737 T AGGGGTCTTAAATCCTGGAA o
(proteina hipotética) 691 CECT911, NCTC7939, CECT4031, CECT932 CGGCTTGTTCGGCATACTTA §
orf2110 AGTGGACAATTGATTGGTGAA T
(serina protéase) 597 CECT935 CATCCATCCCTTACTTTGGAC ©
orf2819 AGCAAAATGCCAAAACTCGT @
(n.a) 471 CECT935, CECT937, CATCACTAAAGCCTCCCATTG §
CECT911, NCTC7939, CECT4031", CECT932, S
prs 370 CECT935, CECT937, CECT913, CECT919', GCTGAAGAGATTCCGAAAGAAG g
(rRNA16S Género) CECT931". CECT917" CECT910". CECT934 CAAAGAAACCTTGGATTTGCGG N
LIP1 E LIP2a CECT911, NCTC7939, CECT4031", CECT932, GATACAGAAACATCGGTTGGC
274
(regulador de L. monocytogenes) CECT935, CECT937, CECT934 GTGTAATCTTGATGCCATCAGG
plcA T CTGCTTGAGCGTTCATGTCTCATCCCCC
(PI-PLC) 1483 CECT913', NCTC7939, ATGGGTTTCACTCTCCTTCTAC -
actA T CGCCGCGGAAATTAAAAAAAGA ©
(actina) 944,839 CECT913, NCTC7939, ACGAAGGAACCGGGCTGCTAG Is
hlyA GCAGTTGCAAGCGCTTGGAGTGAA SR
(LLO) 456 NCTC7939 GCAACGTATCCTCCAGAGTGATCG 2
iap ACAAGCTGCACCTGTTGCAG e
(proteina de invasao) 130 NCTC7939 TGACAGCGTGTGTAGTAGCA
inlA ACGAGTAACGGGACAAATGC
(internalina A) 800 CECT934, CECTI11 CCCGACAGTGGTGCTAGATT 5
inlB TGGGAGAGTAACCCAACCAC Q
(internalina B) 884 CECTI11 GTTGACCTTCGATGGTTGCT o
inIC AATTCCCACAGGACACAACC o
(internalina C) 517 CECTO11, CECT913 CGGGAATGCAATTTTTCACTA °
inlA 238 CECT911 TGTAACCCCGCTTACACAGTT =

(internalina C)

AGCGGCTTGGCAGTCTAATA

CECT- Coleccion Espafiola de Cultivos Tipo; NCTC- National Collection of Type Cultures.
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Anexo (continuagao)

Tabela A 2. Informacgao sobre breakpoints de resisténcia definido por Acciari et al., 2011; CLSI, 2007 e O’Connor et al., 2010.

Diametro (mm)

Classe Antibiético Referéncias Resistente  Intermédio  Susceptivel

Aminoglicésidos Gentamicina CLSI 2007 Staphylococcus spp. <12 13-14 =15

CLSI 2007 Staphylococcus spp. <28 n.a 229

Ampicilina Acciari et al. (2011) Listeria spp. <19 n.a n.a

B-lactamicos O'Connor et al. (2010) Listeria spp. <13 n.a n.a

CLSI 2007 Staphylococcus spp. <28 n.a =29

Penicilina G Acciari et al. (2011) Listeria spp. <19 n.a n.a

O'Connor et al. (2010) Listeria spp. <19 n.a n.a

Fenicdis Cloranfenicol CLSI 2007 Staphylococcus spp. <12 13-17 =18

S - CLSI 2007 Staphylococcus spp. - - =15
Glicopéptidos Vancomicina O'Connor et al. (2010) pLi)éteria spp. i <12 - -

Lincosamidas Clindamicina CLSI 2007 Staphylococcus spp. <14 15-20 =21

Macrélidos Eritromicina CLSI 2007 Staphylococcus spp. <13 14-22 > 23

Quinolonas Ciprofloxacina CLSI 2007 Staphylococcus spp. <15 16-20 =21

Rifamicina Rifampicina CLSI 2007 Staphylococcus spp. <16 17-19 =20

Sulfonamida Trimetoprim-Sulfametazole CLSI 2007 Staphylococcus spp. <10 11-15 =16

Tetraciclina Tetracilina CLSI 2007 Staph_yloc_occus spp. <14 15-18 =219
O'Connor et al. (2010) Listeria spp. <14 - -
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Anexo (continuacao)

Tabela A 3. Informacao sobre a origem dos isolados obtidos apdés amostragem na fabrica de queijos e

sua identificagdo por métodos fenotipicos e genotipica.

Local de amostragem Alimento/Superficie Cdédigo Meio H G C O I S
Queijo fresco - Ox LAQf 1 Oxford + + + -
Queijo fresco - Ox LAQf 2 Oxford + + +
Queijo fresco - Ox LAQf 3 Oxford + + +
Queijo fresco - Ox LAQf 4 Oxford + + +
Puxador da porta Il Zona de maturacéo Ox LSPu-Il 1 Oxford
Puxador da porta Il Zona de maturacéo Ox LSPu-Il 2 Oxford
Puxador da porta Il Zona de maturacao Ox LSPu-II 3 Oxford
Puxador da porta Il Zona de maturacao Ox LSPu-Il 4 Oxford [
Liquido Salmoura Cémara de cura Ox LASal 1 Oxford + + + - LNM
Liquido Salmoura Cémara de cura Ox LASal 2 Oxford .
Liquido Salmoura Céamara de cura Ox LASal 3 Oxford
Liquido Salmoura Camara de cura Ox LASal 4 Oxford !
Queijo fresco - AL LAQf 1 ALOA + + + .
Queijo fresco - AL LAQf 2 ALOA + + +
Agua néo tratada - AL LAWNt ALOA + + + - LNM.
Liquido Salmoura Camara de cura AL LASal 1 ALOA + .
Liquido Salmoura Cémara de cura AL LASal 2 ALOA +
Liquido Salmoura Camara de cura AL LASal 3 ALOA + + + - LNM
Carrinhos | Zona de queijo fresco AL LSCa-l 1 ALOA + .
Carrinhos | Zona de queijo fresco AL LSCa-l 2 ALOA +
Ralo Il Zona de maturagao AL LSRA-II 1 ALOA + + + - LNM
Ralo II Zona de maturagédo AL LSRA-II 2 ALoA + + + - I
Ralo Il Zona de maturacéo AL LSRA-II 3 ALOA .
Ralo Il Zona de maturacao AL LSRA-11 4 ALOA
Luvas dos trabalhadores | Zona do embalamento AL LSLu-11 ALOA + + +
Luvas dos trabalhadores | Zona do embalamento AL LSLu-I 3.1 ALOA + + + - LNM
Luvas dos trabalhadores | Zona do embalamento AL LSLu-I 3.2 ALOA + + + - LM 1/2a-3a
Luvas dos trabalhadores | Zona do embalamento AL LSLu-I 3.3 ALOA + + + - LM 1/2a-3a

Simbolos: +, teste positivo; -, teste negativo; H — hemdlise da esculina; G — gram, O —oxidase; | —
identificacdo; S — serogrupo; a vermelho, resultado negativo para o género Listeria; a verde, isolados

identificados como Listeria spp.
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Anexo (continuacao)

Tabela A 4. Informacao sobre a origem dos isolados obtidos apds amostragem no matadouro de suinos e

a sua identificacdo por métodos fenotipicos e genotipica.

Local de amostragem Alimento/Superficie Cédigo Meio H G cC O [ S
Chéo Zona de corte Ox LSMch I 1 Oxford + + + - LNM
Chéo Zona de corte Ox LSMch | 2 Oxford + + + - LNM
Chéo Zona de corte Ox LSmch | 3 Oxford -
Macaneta Zona de corte Ox LSMmac 1 Oxford + + + - LM 4b-4e-4ab
Macaneta Zona de corte Ox LSMmac 2 Oxford + + + - LNM.
Maganeta Zona de corte Ox LSMmac 3 Oxford -
Caixa de transporte limpa Zona de corte OxLSMtrall Oxford + + + -
Caixa de transporte limpa Zona de corte OxLSMtral 2 Oxford
Caixa de transporte limpa Zona de corte OxLSMtral3 Oxford
Caixa de transporte manipulada Zona de corte OxLSMtrall Oxford
Carcaca Suino Zona da cabeca AL LSMcar | dil. ALOA + + + -
Carcaga Suino Zona da cocha AL LSMcar Il ALOA + + + -
Carcaca Suino Rejeitada - AL LSMcar 111 1 ALOA + + +
Carcaca Suino Rejeitada - AL LSMcar Il 2 ALOA + + +
Chéo Zona de corte AL LSMch | 1 ALOA + + + - LNM
Chéo Zona de corte AL LSMch | 2 ALOA + + + - LNM
Ralo Zona de corte AL LSMral | 1 ALOA + + + - LM 1/2a-3a
Ralo Zona de corte AL LSMral | 2 ALOA + + + - LM 1/2a-3a
Ralo Zona de corte AL LSMral 1 3 ALOA + + + - LM 1/2a-3a
Ralo Zona de corte AL LSMral | 4 ALOA + + + - LM 1/2a-3a
Ralo Zona de corte AL LSMral I 5 Aoa D
Ralo Zona salsicharia AL LSMral Il 1 ALOA + + + - LNM
Ralo Zona salsicharia AL LSMral Il 2 ALOA + + + - LNM
Ralo Zona salsicharia AL LSMral Il 3 ALOA
Ralo Zona de picagem AL LSMral 1l 1 ALOA
Ralo Zona de picagem AL LSMral 11l 2 ALOA
Ralo Zona de picagem AL LSMral 111 3 ALOA + + + -
Luvas manipuladas Zona de corte AL LSMluv 1 ALOA + + -
Luvas manipuladas Zona de corte AL LSMluv 2 ALOA + + -
Luvas manipuladas Zona de corte AL LSMluv 3 ALOA + + -
Macaneta Zona de corte AL LSMmac dil. 1 ALOA + + + -
Maganeta Zona de corte AL LSMmac dil. 2 ALOA -
Magcaneta Zona de corte AL LSMmac enr. 1 ALOA + + + - LNM
Magcaneta Zona de corte AL LSMmac enr. 2 ALOA + + + LM 4b-4e-4ab
Magcaneta Zona de corte AL LSMmac enr. 3 ALOA + + + . LNM
Caixa de transporte limpa Zona de corte AL LSMtra | 1 ALoA  + +  + I8
Caixa de transporte limpa Zona de corte AL LSMtra | 2 ALOA -
Caixa de transporte manipulada Zona de corte AL LSMtra Il 1 ALOA +
Caixa de transporte manipulada Zona de corte AL LSMtra Il 2 ALOA

Simbolos: +, teste positivo; -, teste negativo; H — hemolise da esculina; G — gram, O —oxidase; | —

identificacdo; S — serogrupo; a vermelho, resultado negativo para o género Listeria; a verde, isolados

identificados como Listeria spp.
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Anexo (continuacao)

Tabela A 5. Informacao sobre a origem dos isolados obtidos ap6s amostragem no hipermercado e a sua

identificacdo por métodos fenotipicos e genotipica.

Local de amostragem Alimento/Superficie Cédigo Meio H G cC O S
Avental Charcutaria Ox LSJCav 1 oxford |E
Avental Charcutaria Ox LSJCav 2 Oxford -
Avental Charcutaria Ox LSJCav 3 Oxford
Mao Charcutaria Ox LSICM 1 Oxford + + + -
Mao Charcutaria Ox LSJCM 2 Oxford + + +
Mao Charcutaria Ox LSJCM 3 oxtord + [l
Mao Charcutaria Ox LSJCM 4 Oxford + + + -
Mao Charcutaria Ox LSJCM 5 oxford [EN -
Luva Talho Ox LSJTLuv 1 oxford | -
Luva Talho Ox LSJTLuv 2 Oxford + + + - LM 1/2a-3a
Luva Talho Ox LSJTLuv 3 Oxford + + + - LM 1/2a-3a
Luva Talho Ox LSJTLuv 4 Oxford + + + - LM 1/2a-3a
Faca Talho Ox LSJTFac 1 Oxford + + + - LNM
Faca Talho Ox LSJTFac 2 Oxford + + + LNM
Faca Talho Ox LSJTFac 3 Oxford + + +
Faca Talho Ox LSJTFac 4 Oxford + + +
Bancada Talho Ox LSJTBanc 1 Oxford -
Bancada Talho Ox LSJTBanc 2 Oxford
Bancada Talho Ox LSJTBanc 3 Oxford +
Ralo lava-loica Talho Ox LSJTRI 1 Oxford +
Ralo lava-loica Talho Ox LSJTRI 2 Oxford
Ralo chao Talho Ox LSJTRal 1 Oxford + + + + LNM
Ralo chao Talho Ox LSJTRal 2 Oxford
Ralo chao Talho Ox LSJTRal 3 Oxford
Ralo chao Talho Ox LSJTRal 4 Oxford
Balanca Peixaria Ox LSJPBal dil. Oxford
Ralo chao Peixaria Ox LSJPRal 1 Oxford + + + - LNM
Ralo chao Peixaria Ox LSJPRal 2 oxford + [l -
Ralo chao Peixaria Ox LSJPRal 3 oxford [l -
Carapau Peixaria Ox LAJCP 1 Oxford + + + - LNM
Carapau Peixaria Ox LAJCP 2 Oxford + + + - LNM
Carapau Peixaria Ox LAJCP 3 Oxford + + + -
Tabuleiro Gastronomia Ox LSJGTab 1 Oxford + + + - LM 1/2a-3a
Tabuleiro Gastronomia Ox LSJGTab 2 Oxford + + + - LNM
Tabuleiro Gastronomia Ox LSJGTab 3 Oxford + + + - LM 1/2a-3a
Faca Talho Ox LSJTFac* 1 Oxford - + o+
Faca Talho Ox LSJTFac* 2 Oxford + +
Bancada Talho oxLsJTBanc*1  Oxford + [
Bancada Talho Ox LSJTBanc* 2 Oxford
Bancada Talho Ox LSJTBanc* 3 Oxford
Ralo lava-loica Gastronomia Ox LSJGRal* 1 Oxford
Ralo lava-loiga Gastronomia Ox LSJGRal* 2 Oxford
Ralo lava-loica Gastronomia Ox LSJGRal* 3 Oxford
Ralo lava-loica Gastronomia Ox LSJGRal* 4 Oxford
Avental Charcutaria AL LSJCAv 1 ALOA + + + - LNM
Avental Charcutaria AL LSJCAV 2 acoa  + + + I8
Avental Charcutaria AL LSJCAv 3 ALOA + + + -
Avental Talho AL LSJTAv dil. 1 ALOA + + + -
Avental Talho ALLSITAvdL2  ALoA + [E
Avental Talho AL LSJTAv dil. 3 ALOA + + + - LM 4b-4e-4ab
Avental Talho AL LSJTAv dil. 4 ALOA + + + -
Faca Talho AL LSJTFac 1 ALOA + R
Faca Talho AL LSJTFac 2 ALOA + + + - LM 1/2a-3a
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Ralo chéo
Ralo chéo
Ralo chéo
Ralo chéo
Ralo chdo
Carne
Carne
Carne
Carne
Balanca
Balanca
Carapau
Carapau
Carapau
Méo
Méo
Méao
Méao
Mé&o
Maquina de fatiar leitdo
Maquina de fatiar leitdo
Maquina de fatiar leitdo
Tesoura frango assado
Tesoura frango assado
Tesoura frango assado
Tesoura frango assado
Tabuleiro
Tabuleiro
Tabuleiro
Tabuleiro
Tabuleiro
Sandes delicias do mar
Sandes delicias do mar
Sandes delicias do mar
Lombo assado
Lombo assado
Maquina de fatiar fimabre
Maquina de fatiar fimabre
Maquina de fatiar fimabre
Maquina de fatiar fimabre
Maquina de fatiar fimabre
Maquina de fatiar fimabre
Ralo lava-loica
Ralo lava-loica
Ralo lava-loica
Ralo lava-loiga
Ralo lava-loica

Talho
Talho
Talho
Talho
Talho
Talho
Talho
Talho
Talho
Peixaria
Peixaria
Peixaria
Peixaria
Peixaria
Gastronomia
Gastronomia
Gastronomia
Gastronomia
Gastronomia
Gastronomia
Gastronomia
Gastronomia
Gastronomia
Gastronomia
Gastronomia
Gastronomia
Gastronomia
Gastronomia
Gastronomia
Gastronomia
Gastronomia
Gastronomia
Gastronomia
Gastronomia
Gastronomia
Gastronomia
Charcutaria
Charcutaria
Charcutaria
Charcutaria
Charcutaria
Charcutaria
Gastronomia
Gastronomia
Gastronomia
Gastronomia
Gastronomia

AL LSJTRal 1
AL LSJTRal 2
AL LSJTRal 3
AL LSJTRal 4
AL LSJTRal 5
AL LAJCar 1
AL LAJCar 2
AL LAJCar 3
AL LAJCar 4
AL LSJPBal 1
AL LSJPBal 2
AL LAJCP 1
AL LAJCP 2
AL LAJCP 3
AL LSIGM 1
AL LSIJGM 2.1
AL LSIGM 2.2
AL LSIGM 3
AL LSIGM 4
AL LSIGMI 1
AL LSJGMI 2
AL LSIGMI 3
AL LSJGTc 1
AL LSJGTc 2
AL LSJGTc 3
AL LSJGTc 4
AL LSJGTab 1
AL LSJGTab 2
AL LSJGTab 3
AL LSJGTab 4.1
AL LSJGTab 4.2
AL LAJSan 1
AL LAJSan 2
AL LAJSan 3
AL LAJLom 1
AL LAJLom 2
AL LSIJCMf* 1
AL LSJCMf* 2
AL LSICMf* 3
AL LSICMf* 4
AL LSIJCMf* 5.1
AL LSICMf* 5.2
AL LSJGRal* 1
AL LSJGRal* 2
AL LSJIGRal* 2'
AL LSJGRal* 3
AL LSJGRal* 4

ALOA
ALOA
ALOA
ALOA
ALOA
ALOA
ALOA
ALOA
ALOA
ALOA
ALOA
ALOA
ALOA
ALOA
ALOA
ALOA
ALOA
ALOA
ALOA
ALOA
ALOA
ALOA
ALOA
ALOA
ALOA
ALOA
ALOA
ALOA
ALOA
ALOA
ALOA
ALOA
ALOA
ALOA
ALOA
ALOA
ALOA
ALOA
ALOA
ALOA
ALOA
ALOA
ALOA
ALOA
ALOA
ALOA
ALOA

+
.

+ +

+ + + +

+ o+ + +

+++++++++++++++++++++II++I++II+++

I T S S S . T T T i i S S S e S A A T T T T R T

.++I++++++++

+ o+ o+ o+ +
.

LNM
LNM
LNM

LNM
LNM
LNM

LNM

LM
LM
LM
LM
LM

LNM
LNM

LNM

1/2a-3a
1/2a-3a
1/2a-3a
1/2¢c-3c
1/2c-3c

Simbolos: +, teste positivo; -, teste negativo; *, apés higienizacdo; H — hemolise da esculina; G — gram, O

—oxidase; | — identificacdo; S — serogrupo; a vermelho, resultado negativo para o género Listeria; a verde,

isolados identificados como Listeria spp.
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