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RESUMO

Listeria monocytogenes é um patogeno alimentar emergente, de distribuicdo mundial,
envolvido em surtos e em casos esporadicos de listeriose, decorrentes principalmente da
ingestdo de derivados carneos intensamente manipulados e prontos para 0 consumo. Este
trabalho teve por objetivos realizar a sorotipificacdo de isolados de L. monocytogenes oriundos
de diversas fontes do Distrito Federal e Entorno, bem como promover o sequenciamento do
gene internalina A e avaliar a capacidade de adeséo e invasdo dos isolados em Caco-2. Dentre
o0s 25 isolados de L. monocytogenes foram detectados 12 isolados do sorotipo 1/2a, sete isolados
do sorotipo 4b, trés isolados do sorotipo 1/2c e trés isolados do sorotipo 1/2b e classificados
nas linhagens I, 19 dos isolados e linhagem 11, 6 isolados. Verificou-se a presen¢a de mutacao
na posi¢ao 976 bp (GAA — TAA) levando a stop codons prematuros em cinco dos 25 isolados
de L. monocytogenes. Os testes de adesdo e invasdo de L. monocytogenes em células Caco-2
demonstram que os isolados foram capazes de aderir e invadir as células, e os isolados que
apresentaram os stop codons prematuros tiveram maior capacidade de invasdo celular quando
comparados a capacidade de invasdo dos isolados que ndo apresentaram stop codons
prematuros. Os resultados obtidos neste estudo permitem afirmar que os isolados de L.
monocytogenes representam um risco potencial para a Satde Publica, e que sdo as primeiras

descricBes de stop codons presentes no gene da InlA na regido do Distrito Federal e Pais.

Palavras Chave: Caco-2; stop codons; invasao celular
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ABSTRACT

Listeria monocytogenes is an emergent food pathogen, distributed worldwide, which
is involved in outbreaks and sporadic cases of listeriosis, mainly arising from the ingestion of
intensely handled and ready-to-eat meat-derived products. This work aimed to carry out the
serotyping of L. monocytogenes isolates originating from various sources in Brazil’s Federal
District and the surrounding region; to carry out the sequencing of the internalin A gene; and to
evaluate the capacity of isolates to adhere to and invade Caco-2 cells. Among the 25 isolates of
L. monocytogenes were detected 12 isolates of serotype 1/2a, seven isolates of serotype 4b,
three isolates of serotype 1/2c and three isolates of serotype 1/2b; of these, 19 were classified
in lineage I, and six in lineage Il. The presence of a mutation was verified in position 976 bp
(GAA — TAA), leading to a premature stop codon in five of the 25 isolates of L.
monocytogenes. The tests regarding adhesion and invasion of L. monocytogenes in Caco-2 cells
demonstrated that the isolates were capable of adhering to and invading these cells, and the
isolates that presented premature stop codon had a greater capacity for cell invasion than
isolates that did not present premature stop codons. The results obtained in this study enabled
us to affirm that the L. monocytogenes isolates represent a potential risk to public health, and
these are the first descriptions of stop codons present in the InlA gene in the Federal District
region of Brazil.

Key words: Caco-2; stop codons; cell invasion

viii



CAPITULO 2

Tabela 1 -

Tabela 2 -

Tabela 3 -

Tabela 4 -

LISTA DE TABELAS

Origem das cepas de L. monocytogenes isolados no Laboratorio de
Microbiologia de Alimentos (LAMAL) da FAV/ UnB, entre os periodos
2013 € 2018....ceieeiceieie e

Resultados dos testes de sorotipagem de L. monocytogenes isoladas de
fontes diversas no laboratério de Microbiologia de Alimentos (LAMAL)
da FAV/UnB, entre 0S periodos de 2013 a

Resultados dos sequenciamentos do gene da InlA em isolados de L.
monocytogenes oriundos de amostras diversas, para presenga ou
auséncia de  mutacbes que levam a0 stop  codons
PrEMALUTOS. ....eveevreteeteesieste e ete e ere e et et e st e st e stesseeseeseesee s e saesresaesreaneeseeneanes

Resultados dos testes de adesdo e invasdo dos 25 isolados de L.
monocytogenes de origens diversas, em células Caco-2 com presenca e
auséncia de Stop COAONS PreMAtUOS. ..........eveververieeeeeeriesie e

27

32

34

37



CAPITULO 2

Figural -

Figura 2 -

Figura 3 -

Figura 4 -

LISTA DE FIGURAS

Alinhamento do gene da internalina do isolado 3 com o isolado EGD-e
(disponivel em https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/), destacando em
amarelo a presenca de stop codon no isolado nimero 3 de L.
MONOCYLOGENES. ...veveveseeseetestesieseetesteeesestesteseesesteseeseaseseessesesbeseenenseseeeas

Anélise filogenética do gene internalina A. A arvore foi calculada pelo
método méaxima verossimilhanca baseada no alinhamento de 25
sequéncias de nucleotideos parciais do gene InlA. A arvore foi inferida
com alinhamento de multiplas sequéncias usando MAFFT v.7 e a
analise filogenética foi estimada com o programa 1Q-TREE com 10.000
réplicas (bootstrap). O melhor modelo de substitui¢cGes de nucleotideos
(Best-fit model) foi estimado utilizando o ModelFinder com o0 modelo
Kimura (K3Pu+F+I) escolhido de acordo com o BIC (Bayesian
Information Criterion). A &rvore foi enraizada no ponto médio
(midpoint rooted) para clarificacdo. Ramificacdes com suporte de
bootstrap <70% foram
COlAPSAUAS. ... ccveeiiecieeie et
Variacdo de adesdo de Caco2 dos isolados de L. monocytogenes.
Valores representam a porcentagem de adesao dos isolados na auséncia
de stop codons prematuros (A) e presenca de stop codons prematuros

Variagdo de invasdo de Caco2 dos isolados de L. monocytogenes.
Valores representam a porcentagem de adesdo dos isolados na auséncia
de stop codons prematuros (A) e presenca de stop codons prematuros

36

37


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/

Caco-2
c-Met
PFGE
gC1gR
InlA

InIB
LAMAL
FAV/UNB

MAPA
PCR
USP

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Células de linhagem de Adenocarcinoma de célon humano
Receptor de fator de crescimento de hepatdcitos
Pulsed-field gel electrophoresis

Receptor de molécula complemento

Internalina A

Internalina B

Laboratdrio de Microbiologia de Alimentos

Faculdade de Agronomia e Medicina Veterinaria da Universidade de
Brasilia

Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
Reacdo em Cadeia da Polimerase

Universidade de Sao Paulo

Xi



SUMARIO

] U Y TR vii

AB ST RACT ettt et e bt s e e rt e et e e nneeennbeennree e viii
CAPITULO 1

L. INTRODUGAO ....ooiiieeeeeee ettt 14

L. OBIETIVOS ettt et e et ntae e nneeas 18

3.1 ODJELIVO GEIAL.....ciiiiieiieieee e 18

3.2. ODjJEetiVOS ESPECITICOS. ... cueerieieeiieieieee st 18

I11. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS........ocoieieeieeeeeere e an e, 19
CAPITULO 2

LINTRODUGAO........cooieiieieieeeeesee e es s sessss st asses st ssss s asaanas s 24

1. MATERIAL E METODOS........cooiit ettt 26

1. Origem das cepas de L. MONOCYLOGENES .......ccovrererierierierienieiiesie e sie e seeseens 26

2. Sorotipagem das cepas de L. MONOCYLOQENES........cccvevererrerieeeesieerieseeneennens 28

3. Analise do sequenciamento do gene da internalina A..........ccccooeveveierinene. 28

4. Cultura de CElulas de CACO-2.........cooviireiiiiei et 29

5. Ensaios de adesdo das cepas de L. MONOCYLOgENES.........ccevvvreerieeeesieeieesnenns 30

6. Ensaios de invasdo das cepas de L. mONOCYIOgENES........ccevververeerveneesinennes 30

7. ANALISE ESTALISTICA. ... e.veveieeieieeieieriee e 31

1. RESULTADOS E DISCUSSAOQ........cooiiiisiiesiieseeesteeei et 32

1. Sorotipagem dos isolados de L. MONOCYtOgENES.........cccuevreeeereereesvereeseeenns 32

2. Andlise das sequéncias do gene da Internalina A..........cccccoeeveveieveciee e, 33

3. Adesédo e invasao dos isolados de L. monocytogenes em células Caco-2... 37

IV. CONCLUSAOD . ..o e e et e e e e et et e e et et e e et et e e et et e e st et e eeeererenens 41

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS........cooieieeieeieeieeeeieeveseseses s 42

Xii



1.

CAPITULO 1

INTRODUCAO
Listeria monocytogenes € um patdgeno alimentar, de distribuicdo mundial, envolvido

em surtos e casos esporadicos de listeriose, decorrentes principalmente da ingestdo de
alimentos de origem animal intensamente manipulados e prontos para 0 consumo
(FERREIRA et al., 2011; GALARZ et al., 2010; NALERIO et al., 2009; SILVA et al.,
2004; PELISSER et al., 2001). Os sintomas da doenca sédo semelhantes aos de uma gripe
com febre persistente, mal-estar, podendo estar acompanhados de nauseas, vomitos e
diarreia (CDC, 2019). Em grupos mais suscetiveis, como criangas, mulheres grévidas,
idosos e imunodeprimidos, 0s sintomas Sdo mais graves como septicemia, meningite,
encefalite, aborto ou parto prematuro e morte (CDC, 2019). A infeccdo acomete
preferencialmente as gestantes, com sérias consequéncias para os fetos (LIU et al., 2007).

Os casos clinicos de infeccdo por L. monocytogenes apresentam alta taxa de
letalidade, o que faz com que esta enfermidade seja considerada de grande interesse para
a saude publica (NIGHTINGALE et al., 2005). A andlise desse patogeno em alimentos é
importante economicamente, uma vez que, em paises que adotam medidas extremas de
controle e vigilancia, héa perdas de até U$ 2,4 bilhGes de dblares em casos de recall por
produtos contaminados, e de U$ 2,3 bilhdes de dblares em custos hospitalares decorrentes
de listerioses (ORSI et al., 2011). Estima-se que 1.600 pessoas se infectem a cada ano e
cerca de 260 cheguem a ébito (CDC, 2019).

O género Listeria possui 18 espécies, sendo elas L. monocytogenes, L. seeligeri,
L. ivanowvi, L. welshimeri, L. marthii, L. innocua, Listeria gravy, L. fleischmannii, L.
floridensis, L. aquatica, L. newyorkensis, L. cornellensis, L. rocourtiae, L.
weihenstephansis, L. grandensis, L. riparia, L. booriae e L. costaricensis (CHIARA et
al.,, 2015; ORSI & WIEDMANN, 2016), sendo duas das espécies consideradas
patogénicas, L. monocytogenes, para 0 homem e animais e L. ivanovii, para animais (LI1U,
2006). Porém, ja foram relatados alguns casos de listeriose em humanos por L. ivanovii,
mostrando que essa espécie também pode apresentar carater oportunista entérico nos
seres humanos (GUILLET et al., 2010). L. monocytogenes é um bacilo gram positivo,
anaerdbio facultativo, ndo formador de enddsporos, que pode crescer a uma atividade de
agua de 0,90, multiplica-se em pH 4,1 a 9,6 entre 0 e 42°C, com pH o6timo de 7,0, e
multiplicar-se lentamente sob temperaturas de refrigeragdo (MANTILLA et al., 2007).
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L. monocytogenes é classificada de acordo com os antigenos somatico (O) e
flagelar (H), em 13 sorotipos (1/2a, 1/2b, 1/2c, 3a, 3b, 3c, 4a, 4ab, 4b, 4c, 4d, 4e, 7), 0S
sorotipos 1/2a, 1/2b e 4b, sdo considerados responsaveis por mais de 98% dos casos de
listeriose em humanos (VAZQUEZ-BOLAND, 2001). A sorotipagem por PCR pode ser
utilizada para classificar os quatro principais sorovares de L. monocytogenes: 1/2a, 1/2b,
1/2c e 4b, implicados frequentemente em casos de doenga em humanos e associagdo a
alimentos (DOUMITH et al., 2004; DOUMITH, et al., 2005). Sorovares 3a, 3b, 4d,4e 7
geralmente ndo estdo associados a casos de humanos (DOUMITH et al., 2004). Estudos
filogenéticos separam L. monocytogenes em trés linhagens genéticas como I, Il e 111, a
primeira (I) com os sorotipos 1/2a, 4b e 3b encontrados normalmente em casos de
listeriose humana. A segunda linhagem (1) representada pelos sorotipos 1/2b, 1/2c e 3a
no qual séo obtidos principalmente em alimentos e um terceiro grupo (I11) em que estdo
presentes 0s sorotipos 4a e 4c, considerado raros e podem ser encontrados em casos
clinicos de listeriose em animais (NORTON et al., 2001; GRAY et al., 2004; FUGETT
et al., 2007).

A presenca de qualquer espécie de Listeria nos alimentos de origem animal é
indicativo de condicao higiénica deficiente em alguma etapa do processamento industrial,
distribuicdo e ou armazenamento (LACIAR et al., 2006). Além disso, vale ressaltar que
a L. monocytogenes, por ser encontrado em vérios alimentos, pode causar severos quadros
clinicos provocados a partir da ingestdo de baixa dose infectante (ARRUDA, 2007).
Condicgoes sanitarias deficientes durante o abate dos animais, cozimento inadequado,
armazenamento impraprio, e falta de higiene durante o preparo dos produtos carneos sao
condigbes que podem predispor os individuos a se contaminarem e tornarem-se
portadores assintomaticos ou doentes (GARRITY et al., 2003).

L. monocytogenes € encontrada numa grande diversidade de alimentos, como
carnes de bovinos, de suinos e de aves, leite e derivados, pescados, vegetais, alimentos
embutidos e produtos diversos prontos para o consumo e refrigerados (SANTOS et al.,
2004). E um dos mais importantes patdgenos veiculados por alimentos (SILVA, 2009) e
pode ser achado em carnes bovina (principalmente moida), suina e de frango, linguicas,
mortadelas, presuntos, salsichas, leite cru (MANTILLA et al., 2007). No ambiente
industrial, L. monocytogenes pode estar em suspensdo ou organizadas na forma de
biofilmes, que se fixam as superficies (CESAR et al., 2011; ANDRADE, 2018). A maior

importancia da L. monocytogenes para a industria de alimentos talvez seja o fato desta
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bactéria poder sobreviver e se multiplicar em temperatura de refrigeracdo. Este fator
constitui num obstaculo para a maioria dos patdgenos. Esse dado é relevante
principalmente para os alimentos refrigerados prontos para consumo em caso de serem
insuficientemente processados e/ou contaminados apés o processamento (MCCARTHY,
1997).

Uma vez instalada nas fabricas de processamento de alimentos de origem animal,
a bactéria do género Listeria dificilmente é eliminada da industria. Essa caracteristica se
deve ao fato da grande capacidade da bactéria em formar biofilme, além do fato de
apresentar alta resisténcia a variacdo de temperatura, a variacdo de pH, ao tratamento com
salmoura e ao vacuo (FRANCIOSA et al., 2001). Grande parte da contaminacdo dos
alimentos por essas bactérias ocorre ap6s 0 processamento dos alimentos, quando 0s
produtos ja estdo prontos para o consumo (SCARCELLI e PIATTI, 2002).

As mudancas nas caracteristicas e nos habitos alimentares das populacdes, a forma
de producdo dos alimentos, a habilidade da Listeria spp. de sobreviver em variadas
condices, sua capacidade de multiplicacdo em temperatura de refrigeracéo, aliado a sua
resisténcia ao congelamento, ao calor e aos diversos antibidticos, transformaram esse
microrganismo emergente e de grande relevancia entre os patdgenos transmitidos por
alimentos e atualmente constitui um grande problema para as industrias de alimentos e
6rgdos oficiais de regulamentacdo (MANTILLA et al., 2007). A frequéncia de Listeria
spp. encontradas aponta risco significativo para a producéo, pois pode indicar uma maior
probabilidade de ocorréncia de L. monocytogenes, tornando-se um fator indicativo de
risco a seguranca do alimento (CESAR et al., 2011).

L. monocytogenes possui capacidade de aderir, invadir e multiplicar em diferentes
tipos celulares, como macrofagos e uma variedade de células ndo fagociticas como as
células endoteliais, hepatdcitos, fibroblastos (PIZARRO-CERDA et al., 2012). Essa
capacidade esta relacionada a uma variedade de proteinas conhecidas como internalinas
(ORTEGA etal., 2017). As principais sdo as internalinas A (InlA) e a internalina B (InIB)
que sdo proteinas de superficie caracterizadas por repeti¢Bes ricas em leucina (LRR)
(ORSl et al., 2011; CHEN et al., 2009; VAN STELTEN et al., 2010; TSAI et al., 2006).

Estudos indicam que L. monocytogenes pode reconhecer receptores diferentes nas
células eucaridticas, incluindo glicoproteinas transmembranicas como a E-caderina,
receptor de molecula complemento (gC1gR), receptor de fator de crescimento de

hepatocitos (c-Met), além de componentes da matriz extracelular, como as
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proteoglicanas. A proteina InlA apresenta interagdo especifica com a proteina E-caderina
presente na superficie de celulas epiteliais humanas como, por exemplo, Caco-2 (Células
de adenocarcinoma de célon humano). InIlB estd envolvida na entrada de L.
monocytogenes em hepatdcitos e outras células ndo-epiteliais. Ao interagir, essas
proteinas permitem a invasdo da L. monocytogenes e sua eventual migracdo para corrente
sanguinea e decorrente bacteremia (TSAI et al., 2006; ORSI et al., 2011). As principais
proteinas receptoras do hospedeiro que interagem com InIB sdo gC1qR (receptor da
fracdo C1q do sistema complemento), e Met (BRAUN et al., 2000; COSSART, 2002;
PIZZARRO-CERDA e COSSART, 2006). Outras proteinas de superficie, como as
autolisinas (Ami, p60 e Auto) podem estar envolvidas no processo de invasao, porém
atuando como adesinas (CABANES et al., 2004).

L. monocytogenes pode perder seu potencial de viruléncia, ou seja, sua habilidade
de invasdo celular, devido a mutacGes no gene da InlA que levam a presenca de stop
codons prematuros levando a uma expressao deformada dessa proteina (CHEN et al.,
2011; KYOQUI et al., 2014). Cepas de L. monocytogenes que produzem uma forma
truncada de InlA sdo consideradas de baixa viruléncia e com reduzida capacidade de
invadir cultivos de células Caco2 (JACQUET et al., 2004; NIGHTINGALE et al., 2005;
NIGHTINGALE et al., 2008). MutacGes que levam a stop codons prematuros tém sido
identificadas e a ocorréncia dessas mutacfes tem sido relatadas em diversos paises
(GELBICOVA, 2015; CRUZ et al., 2016). Alguns estudos demonstram que amostras de
L. monocytogenes que apresentam stop codons representam 35-45% das amostras de
alimentos (KYOUI, et al., 2014).

Amostras de L. monocytogenes que possuem a InlA truncada podem ser 10.000
vezes menos virulentas que amostras que possuem uma funcional InlA (CHEN et al.,
2011). Entretanto, amostras de L. monocytogenes que possuem mutacdes na InlA e
sintetizam uma forma truncada da proteina, podem ser causa de listeriose humana
(JACQUET etal., 2004; VAN STELTEN etal., 2010, GELBIC*OVA et al., 2015). Holch
et al., (2013) demonstraram que amostras de L. monocytogenes isoladas de plantas de
processamento de alimentos que possuiam esse tipo de mutacdo no gene da InlA, foram
capazes de atravessar a barreira placentaria depois da exposi¢do oral em camundongos e
porquinho da india. Quando os testes s&o realizados in vitro, amostras clinicas sio menos
invasivas que amostras ndo clinicas quando testadas em célula Caco-2 e células hepaticas

HepG2, diferente do que acontece em células THP1 em que ndo ha diferenca na
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capacidade de invasdo pelas diferentes amostras clinicas (ROUSSEAUX et al., 2004;
WERBROUCK et al., 2006).

Pesquisas demonstram que algumas cepas de L. monocytogenes perderam seu
potencial de viruléncia, ou seja, sua habilidade de invasdo celular, devido a presenca de
stop codons, levando a uma expressdo deformada dessa proteina e ainda que essas
mutacdes se mantém nas populacdes bacterianas (CHEN et al., 2011; STELTEN et al.,
2010, KYOUI et al., 2014).

OBJETIVOS
2.1.  Objetivo Geral:

Avaliar a sequéncia do gene da internalina A (InlA) em isolados de L.
monocytogenes oriundas de alimentos de origem animal, comercializados e/ ou
produzidos no Distrito Federal, bem como isolados de estabelecimentos produtores de
alimentos de origem animal.

2.2.  Objetivos especificos

1) Promover a sorotipificacdo de isolados de L. monocytogenes por reacdo em cadeia da
polimerase (PCR);

2) Analisar a sequéncia do gene da internalina A de L. monocytogenes de isolados de
alimentos e de indUstrias produtoras de alimentos de origem animal para a presenca de
mutacdes que determinam a presenca de stop codons prematuros;

3) Avaliar a capacidade dos isolados de L. monocytogenes em aderir e invadir células

Caco2 in vitro.
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CAPITULO 2

Analise do gene de internalina A e capacidade de adeséo e invaséo
celular de isolados de Listeria monocytogenes isoladas de industrias e
alimentos de origem animal

I. INTRODUCAO

L. monocytogenes é um patdgeno alimentar emergente, de distribuigdo mundial,
envolvido em casos graves de doenca gastrointestinal, septicemia, meningite
meningoencefalite, além de infec¢bes perinatais e abortos, decorrentes principalmente da
ingestdo de derivados carneos e produtos lacteos, intensamente manipulados e prontos
para o consumo (FERREIRA et al., 2011; GALARZ et al., 2010; NALERIO et al., 2009;
SILVA etal., 2004; PELISSER et al., 2001). Em grupos mais suscetiveis, como criancas,
gravidas, idosos e imunodeprimidos, 0s sintomas sdo mais graves, como septicemia,
meningite, encefalite, aborto e morte (LIU etal., 2007; SCHWAB e EDELWEISS, 2003).

A bactéria é um bacilo gram positivo pertencente ao género Listeria, anaerdbicos
facultativos, ndo formadores de esporos e que apresentam motilidade caracteristica
(ROCOURT e BUCHRIESER, 2007). O género Listeria € composto por 18 espécies,
sendo a L. monocytogenes considerada como agente de doenca em humanos e animais
(CHIARA et al., 2015; ORSI & WIEDMANN, 2016). Treze sorotipos tém sido descritos
baseados em antigenos de superficie, sendo os sorotipos 4b, 1/2b e 1/2a responsaveis por
mais de 95% dos casos de listeriose em humanos (GRAVES et al., 1999). A identificacdo
dos diferentes sorotipos se torna importante para acdes de controle e estudos
epidemioldgicos, principalmente quando se trata de contaminagBes alimentares
(DOUMITH, 2004). A identificagdo dos sorotipos é comumente realizada utilizando-se
Eletroforese de Campo Pulsado (Pulsed-field gel electrophoresis - PFGE), no entanto,
trata-se de uma técnica laborosa e, por este motivo, ndo tem sido aplicada em
investigagcbes de surtos (GRAVES e SWAMINATHAN, 2001). Técnicas usando
multiplex PCR tem sido mais utilizada para classificar L. monocytogenes e para triagem
rapida de isolados e identificacdo de sorovares durante surtos de listeriose (DOUMITH,
2005).

A capacidade da bactéria de cruzar as barreiras intestinais, cerebrais e placentaria
determina os quadros clinicos sendo capaz de invadir e sobreviver em uma ampla
variedade de células ndo fagociticas (COSART, 2002). Um dos fatores relacionados a

essa caracteristica da L. monocytogenes é a presenca de proteinas denominadas
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internalinas, principalmente aos tipos A (InlA) e B (InIB), que permitem o microrganismo
invadir células teciduais inespecificas (ORSI, et al., 2011, CHEN et al., 2010; VAN
STELTEN et al., 2010; CHEN et al., 2009; TSAI et al., 2006). Estudos indicam que L.
monocytogenes pode reconhecer receptores diferentes nas células eucariéticas, incluindo
glicoproteinas transmembranicas como a E-caderina, receptor de molécula complemento
(9C1gR), receptor de fator de crescimento de hepatdcitos (c-Met), além de componentes
da matriz extracelular, como as proteoglicanas. A proteina InlA apresenta interacdo
especifica com a proteina E-caderina presente na superficie de células intestinais epiteliais
humanas (GAILLARD, et al., 1987; ORTEGA, et al., 2017).

A capacidade das listerias em causar doenca depende da colonizacgao das células
do intestino e disseminag&o para os 6rgaos (BAKARDJEIV et al., 2004). A habilidade de
invasdo celular e viruléncia de listerias estdo relacionadas a mutacdes no gene das
internalinas que resultam na presenca de stop codons, levando a uma expressao
deformada dessa proteina (CHEN et al., 2011; STELTEN et al., 2010, KYQUI, et al.,
2014), produzindo fendtipos com atenuada viruléncia e diminuicdo na eficiéncia de
invadir células epiteliais do intestino (WARD et al., 2010; OLIER et al., 2003; JACQUET
etal., 2004; NIGHTINGALE et al., 2005; VAN STELTEN e NIGHTINGALE, 2008). A
ocorréncia de L. monocytogenes que apresentam mutacdes e uma forma truncada da
internalina A tem sido relatada em diferentes regides o mundo, como EUA
(NIGHTINGALE et al., 2005; ORSI et al., 2007; SHEN et al., 2013), Canada
(KOVACEVIC et al., 2013), Franga (OLIER et al., 2003; JACQUET et al., 2004;
ROUSSEAUX et al., 2004), Portugal (FELICIO et al., 2007) e Japdo (HANDA-MIYA et
al., 2007). Dezoito tipos de mutacdes que levam a presenca de prematuros stop codon
(PMSCs) tém sido descritos no gene inlA (VAN STELTEN et al., 2010). No Brasil, ha
poucos estudos sobre esse patogeno alimentar (LEMES-MARQUES et al., 2007) no que
se refere a sua prevaléncia ou ocorréncia, especificamente na regido do Distrito Federal e
Centro-Oeste, e nenhum no pais com relacdo ao estudo da internalina A (GELBICOVA,
2015; CRUZ et al., 2016). Trabalhos realizados nos Estados Unidos demonstram que
amostras de L. monocytogenes que apresentam stop codons representam 35-45% das
amostras de alimentos (KYQOUI et al., 2014).

Levando-se em consideracdo o exposto e que no Brasil existem poucos estudos
a respeito da biologia da L. monocytogenes em relacdo a epidemiologia molecular e

verificacdo de fatores de viruléncia do microrganismo, este trabalho teve por objetivos
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promover a sorotipagem por Reacdo em Cadeia de Polimerase, anélise filogenética das
cepas isoladas, analise do gene da inlA e caracterizar a eficiéncia de invasdo e/ ou adesao
celular de cepas de L. monocytogenes oriundas de alimentos e industrias de origem animal

do Distrito Federal e Entorno.

Il. MATERIAL E METODOS
1. Origem das cepas de L. monocytogenes

Foram utilizadas neste estudo um total de vinte e cinco (n=25) cepas de L.
monocytogenes isoladas de diferentes fontes, tais como cortes comerciais de carne bovina,
amostras de salsicha tipo hot dog, amostras de carcacas de frangos resfriados, 01 amostra de
carne mecanicamente separada de aves (sendo todos os produtos obtidos de estabelecimentos
comerciais diversos), e também cepas isoladas de swabs de ralo de industria de abatedouro
frigorifico de aves. O periodo de isolamento das cepas compreendeu entre 0s anos de 2013 e
2018, e foram realizadas no Laboratério de Microbiologia de Alimentos (LAMAL) da
Faculdade de Agronomia e Medicina Veterinaria da Universidade de Brasilia (FAV/UnB)
(Tabela 1).
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Tabela 1 — Origem das cepas de L. monocytogenes isolados no Laboratdrio de Microbiologia de Alimentos
(LAMAL) da FAV/ UnB, entre os periodos 2013 e 2018.

Identificagdo da Cepas de L. Origem/ fonte de isolamento de Listeria monocytogenes Ano de isolamento
monocytogenes
9 Carnes bovinas 2013
26 Carnes bovinas 2013
1 Carnes bovinas 2014
2 Carnes bovinas 2014
3 Carnes bovinas 2014
4 Carnes bovinas 2015
5 Carnes bovinas 2015
6 Carnes bovinas 2015
7 Carnes bovinas 2015
10 Carnes bovinas 2015
17 Salsicha tipo hot dog 2017
19 Salsicha tipo hot dog 2017
20 Salsicha tipo hot dog 2018
23 Salsicha tipo hot dog 2018
18 Carcaga de Frango resfriado 2013
21 Carcaca de Frango resfriado 2013
22 Carcaga de Frango resfriado 2013
24 Carcaca de Frango resfriado 2014
36 Carcaca de Frango resfriado 2014
37 Carcaga de Frango resfriado 2014
27 Carne mecanicamente separada de aves 2016
13 Swabs de ralo de piso de abatedouro frigorifico de aves 2013
16 Swabs de ralo de piso de abatedouro frigorifico de aves 2014
25 Swabs de ralo de piso de abatedouro frigorifico de aves 2014
38 Swabs de ralo de piso de abatedouro frigorifico de aves 2018

Total: 25 cepas

As metodologias de cultivo e isolamento utilizadas foram as preconizadas pela
Instrucdo Normativa n. 40 de 2005, do Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento — MAPA (BRASIL, 2005) para a pesquisa e isolamento microbiol6gico
de L. monocytogenes, bem como descrita por Andrade et al., (2014). O controle positivo
utilizado neste estudo foi gentilmente cedido pela Fundagdo Osvaldo Cruz, localizado no
Rio de Janeiro. Para a confirmagédo da presenca de L. monocytogenes por PCR foram
utilizados o protocolo descrito por Kérouanton et al., (2010), os quais foram utilizados
para PCR multiplex os primers para os genes prfA (primers - LIP1 e LPI2a) e prs (primers
- PRS1 e PRS2). As reacdes da PCR foram realizadas para um volume final de 50pl,
contendo 0,4uM de cada primer (marca®), 200 UM de dNTPs (Invitrogene®), 0,2mM de
MgCl: (Invitrogene®) e 2,5U de Taq DNA polimerase (Invitrogen®) em 1X de solugédo
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tampédo (Invitrogene®). O ciclo da PCR foi realizado em aparelho de termociclador
(MyCycler termal cycler — Bio-rad®) e foi composto por: 01 ciclo de desnaturagéo de
3min a 94°C, seguidos de 30 ciclos de amplificagcdo por 45s de anelamento & temperatura
de 53°C, 1min 15s de elongacdo a 72°C e 40s de desnaturacdo a 94°C, seguido de 01
ciclo de extensdo final de 72°C durante 7min. Os produtos de PCR foram visualizados
em gel de agarose 2%, corado com brometo de etidio (0,5ug/ml), em aparelho de
transiluminador (Imagequant — Gelifesciences) e os produtos da PCR esperados eram,

respectivamente, de tamanho 370 bp, para o gene prs e 274bp para o gene prfA.

2. Sorotipagem das cepas de L. monocytogenes

As cepas de L. monocytogenes foram sorotipadas utilizando-se a técnica da
reacdo em cadeia da polimerase (PCR) conforme descrito por Doumith et al. (2004) e
pela analise do sequenciamento do gene da internalina A. As amplificacdes de fragmentos
especificos, segundo Doumith et al. (2004), permitem a separacdo das cepas nos grupos
I, I, 11l e IV, os quais no grupo | compreendem as cepas de sorovares 1/2a e 3a (atraves
da amplificacdo apenas do fragmento de DNA Imo0737, com tamanho de 691bp); o grupo
Il compreendem as cepas dos sorotipos 1/2c e 3c (com a amplificagdo de ambos os
fragmentos de DNA do Imo0737 e Imol1118, com tamanhos de 691bp e 906bp,
respectivamente), e o grupo Ill os quais compreendem cepas de sorovares 1/2b, 3b e 7
(amplificacédo de apenas um fragmento de DNA de ORF2819, com tamanho de 471bp),
e grupo IV os quais compreendem as cepas compostas de sorovares 4b, 4d e 4e
(amplificagéo de ambos os fragmentos de DNA ORF2819 e ORF2110, com tamanhos de
471bp e 597bp, respectivamente). A confirmacdo da sorotipagem foi realizada através do
sequenciamento em sequenciador ABI3500 (Applied Biosystem®) do gene da internalina
A, nas regides localizadas entre os nucleotideos 192bp e 1349bp, com a utilizacdo dos
pares de primers O1F e O2R (POYART et al., 1996) e 1472bp a 2232bp, com 0s primers
O3F e O4R (POYART et al., 1996). As sequéncias nucleotidicas obtidas foram
comparadas com aquelas depositadas no banco de dados NCBI (National Center for

Biotechnology Information website), utilizando o programa BLAST.

3. Andlise da sequéncia do gene da internalina (inlA)
Para a andlise da sequéncia do gene da Internalina A (2400pb) e detecgdo de
presenca de stop codons foram utilizadas as metodologias descritas por Poyart et al.,

(1996). A partir das cepas de L. monocytogenes isoladas foram realizadas PCR para
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amplificacdo das regides localizadas entre os nucleotideos 192bp e 1349bp e 1472bp a
2232bp, do gene da Internalina A (inlA) (POYART et al., 1996). Os primers O1 (5°-
GAATGTAACAGACACG-3")e 02 (5-ATCGCTAATAGTAGC-3’) para amplificacdo
de um fragmento de DNA de tamanho 1157bp, e os primers 03 (5-
AGCCACTTAAGGCAAT-3) e 04 (5-AGTTGATGTGTTAGA-3') para amplificar um
fragmento de tamanho de 760 bp. As condicdes para a realizagdo da PCR, para um volume
final de 50pl, foram: 0,5uM de cada primer do fabricante Eurofins Genomics®, 200 uM
de dNTPs (Invitrogen®) e 2,5U de Platinum™ Tagq DNA polimerase high fidelity
(Invitrogen®) em concentracdo final de 1X da solucdo tampé&o da enzima. O ciclo da PCR
composto por 1 ciclo com 5 min a 95°C, seguidos de 40 ciclos de 1minuto a 55°C, 90
segundos a 72°C e um minuto a 94°C. Os produtos da PCR foram visualizados em gel de
agarose 2%, corado com brometo de etidio (0,5ug/ml), em aparelho de transiluminador
(Imagequant — Gelifesciences). Os fragmentos amplificados do gene inlA foram
purificados utilizando o kit Pure link— Invitrogen®) e quantificadas através do marcador
High mass — Invitrogen® e, posteriormente sequenciadas em sequenciador ABI3500
(Applied Biosystem®).

4. Cultura de células Caco2

As células epiteliais da linhagem Caco2 (Adenocarcinoma de célon humano)
utilizadas neste estudo foram cedidas gentilmente pela profa. Dra. Elaine Cristina Pereira
De Martinis, e sdo oriundas da colecéo de células da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
da Universidade de S&o Paulo (USP). Para o cultivo das mesmas, seguiu-se o protocolo
descrito por Winkelstroter e Martinis (2015) em que as células foram cultivadas em meio
Dulbecco’s Modified Eagles’s Medium — High Glicose (DMEM) (Sigma-Aldrich®),
suplementado com 10% de soro fetal bovino (Gibco® -EUA), penicilina (100U/ml) e
estreptomicina (100U/ml) ambos da Sigma-Aldrich® e mantidas em temperatura de 37°C
em atmosfera de 5% de CO2 (Quimis® - Estufa Microprocessada de CO? - Q316C) por
24 horas e apresentarem crescimento semi-confluente. Em seqguida, as células foram
tripsinizadas (Tripsina - Sigma-Aldrich®), e ajustadas as concentragfes de 2.5 x 10°
células por ml em meio de cultivo DMEM (Sigma-Aldrich®). Em seguida, foi transferido
individualmente uma aliquota de 1 ml deste mesmo meio de cultivo celular, para cada
poco de placa de polipropileno de 24 pocos (Kasvi®). Posteriormente essas placas foram

incubadas mantidas em temperatura de 37°C em atmosfera de 5% de CO2 (Quimis®) por
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24 horas. As células aderidas nas placas foram utilizadas para os ensaios de adesdo e

invasdo de L. monocytogenes.

5. Ensaios de adesdo das cepas de L. monocytogenes

Os ensaios de adesdo celular foram realizados conforme descrito por Moroni et
al., (2006). As cepas de L. monocytogenes foram inoculadas em caldo de infusédo de
cerebro e coracdo (Broth Heart Infusion - Difco®) e posteriormente incubadas por 24
horas a 37°C em estufas bacterioldgicas (Quimis®). Em seguida, foram realizadas
diluicdes seriadas desta suspenséo em solucdo tampao fosfato salino (PBS) 1x estéril, e
plaqueadas em caldo de infusdo de cérebro e coracdo BHI (Difco®), contendo 1,5% de
agar bacterioldgico (Acumedia®) e o resultado expresso em UFC/ml. As placas de
polipropileno (Kasvi®) contendo as células Caco-2 aderidas aos pogos foram lavadas trés
vezes com a solucdo de tampdo PBS 1X, e cada poco foi infectado com 100ul de
suspensoes bacterianas contendo 1x10” UFC/mI. Em seguida, foi adicionado a cada pogo
o volume de 300ul de meio de cultivo Dulbecco’s Modified Eagles’s Medium — High
Glicose (DMEM) (Sigma-Aldrich®), suplementado com 10% de soro fetal bovino
(Gibco® -EUA), sem a adicao de antibidticos. Apds essa etapa, as placas foram incubadas
em estufa de camara de CO- (Quimis® - Estufa Microprocessada de CO? - Q316C) por 2
horas a 37°C. Apo6s a incubacdo essas placas foram lavadas trés vezes com solucdo
tampdo PBS 1x para a remocdo das bactérias ndo aderidas. Em seguida, foram tratadas
com solucdo de lise celular, contendo 0,1% TRITONXx100 (Sigma-Aldrich®) em solugédo
PBS 1x, por 10 minutos a 37°C. O total de células bacterianas viéveis foi verificado
através da quantificacdo por semeadura de diluicGes decimais seriadas em placas de BHI
(Difco®), acrescidos de 1,5% de Agar Bacterioldgico - Acumedia®), do produto obtido
do lisado celular e o resultado expresso em UFC/ml. Todos os experimentos foram
realizados em triplicata. A porcentagem de adesdo de L. monocytogenes as células Caco2
foi calculada pela formula:

% adesdo= numero de células aderidas x 100/nimero de células aderidas ao poco

6. Ensaio de invasdo de L. monocytogenes
Os ensaios de invasdo celular foram realizados conforme descrito por Moroni et
al., (2006). As cepas de L. monocytogenes foram inoculadas em caldo de infuséo de

ceérebro e coracdo (Broth Heart Infusion - Difco®) e posteriormente incubadas por 24

30



horas a 37°C em estufas bacteriologicas (Quimis®). Em seguida foram realizadas
diluicGes seriadas desta suspensdo em solugdo tampdo fosfato salino (PBS) 1x estéril, e
plaqueadas em caldo de infusdo de cérebro e coracdo BHI (Difco®), contendo 1,5% de
agar bacterioldgico (Acumedia®) e o resultado expresso em UFC/ml. As placas de
polipropileno (Kasvi®) contendo as células Caco-2 aderidas aos pogos foram lavadas trés
vezes com a solucdo de tampdo PBS 1x, e cada pogo foi infectado com 100ul de
suspensdes bacterianas contendo 1x10” UFC/ml. Em seguida foi adicionado a cada pogo
0 volume de 300ul de meio de cultivo Dulbecco’s Modified Eagles’s Medium — High
Glicose (DMEM) (Sigma-Aldrich®), suplementado com 10% de soro fetal bovino
(Gibco® -EUA), sem adicdo de antibioticos. Apds essa etapa as placas foram incubadas
em estufa de cadmara de CO- (Quimis® - Estufa Microprocessada de CO? - Q316C) por 2
horas a 37°C. Ap0s a incubacdo essas placas foram lavadas trés vezes com solucao
tampdo PBS 1x para a remocdo das células bacterianas ndo aderidas. Em seguida as placas
foram incubadas em 250ul de solucdo contendo dgua miliQ estéril adicionado de 1mg/ml
de gentamicina (Sigma-Aldrich®), por uma hora a 37°C em estufa de camara de CO-
(Quimis® - Estufa Microprocessada de CO2 - Q316C). Apds a incubacdo as placas foram
lavadas trés vezes com solucdo tampdo fosfato salino (PBS) 1X esterilizado, e
posteriormente as células foram tratadas com 250pl solucdo de lise celular composto de
0,1% TRITON x-100 (Sigma-Aldrich®) diluido em tampdo PBS 1X, e a sequir,
incubadas por 10 minutos a 37°C em estufa de camara de CO; (Quimis® - Estufa
Microprocessada de CO? - Q316C). O total de células bacterianas viaveis foi verificado
através da quantificacdo por semeadura de diluicGes decimais seriadas em placas de BHI
(Difco® acrescidos de 1,5% de Agar Bacterioldgico - Acumedia®), do produto obtido do
lisado celular e o resultado expresso em UFC/ml. Todos os experimentos foram
realizados em triplicata. A porcentagem de invasdo de L. monocytogenes as células Caco2
foi calculada pela formula:

% adesao= numero de células internalizadas recuperadas x 100/namero de células

aderidas ao poco
7. Analise estatistica

As analises estatisticas foram realizadas com o auxilio do programa STATA 12®
(STATACORP, 2011). Foi realizada a estatistica descritiva das taxas médias de Adesao
e Invasdo alcancadas pelos isolados de L. monocytogenes, na presenca e auséncia de stop
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codons prematuros. Para comparacdo entre os valores médios alcancados entre os dois
grupos analisados, isolados com e sem stop codon prematuro, sendo essas variaveis
inicialmente testadas quanto a normalidade pelo teste Shapiro-Wilk. Diante de dados ndo

paramétricos, o teste utilizado foi o Kruskal-Wallis.

I11. RESULTADOS E DISCUSSAO
1. Sorotipagem dos isolados de L. monocytogenes

Dos sorotipos encontrados nos 25 isolados de L. monocytogenes deste estudo
foram identificados que dos 10 isolados de L. monocytogenes oriundas de carne bovina
cinco (05) foram do sorotipo 4b, trés (03) do sorotipo 1/2c e dois (02) do sorotipo 1/2a.
Nos 04 isolados de L. monocytogenes oriundas de salsichas tipo hot dog foram detectados
dois (02) sorotipos 1/2a e dois (02) sorotipos 4c. Nos isolados de oriundos de carcaca de
frango foram identificados dois (02) sorotipos 1/2b e quatro (04) 1/2a; na carne
mecanicamente separada foi encontrado o sorotipo 1/2b; e nos isolados oriundos de ralos
dos ambientes das industrias de abatedouros frigorificos foi verificado apenas o sorotipo
1/2a. Os resultados contendo as amostras as quais as bactérias foram isoladas com seus

respectivos sorotipos identificados encontram-se na Tabela 2.

Tabela 2: Resultados dos testes de sorotipagem de L. monocytogenes isoladas de fontes diversas no
laboratério de Microbiologia de Alimentos (LAMAL) da FAV/UnB, entre os periodos de 2013 a 2018.

Numero de isolados de Origem/ fonte do isolamento de L. monocytogenes Sorotipo  Classificagéo
L. monocytogenes da linhagem

5 Carnes bovinas 4b |

2 Carnes bovinas 1/22 |

3 Carnes bovinas 1/2¢ I

2 Salsichas tipo hot dog 4b |

2 Salsichas tipo hot dog 12a |

2 Carcagas de Frango resfriado 1/2b I

4 Carcagas de Frango resfriado 1/22 |

1 Carne mecanicamente separada de aves 1/2b I

4 Swabs de ralo de piso abatedouro frigorifico de aves 1/22 |

Total: 25 cepas

Os resultados demonstram que o sorotipo 1/2a foi 0 mais detectado, sendo 12 no
total de 25 isolados deste estudo, perfazendo 48%, e foi encontrado nas diferentes origens
analisadas tais como as amostras de carnes bovina (02 isolados), nas amostras de salsichas
tipo hot dog (02 isolados), nas amostras de carcacas de frango resfriados (04 isolados) e

nas amostras de swabs de ralos de piso de industria abatedouro frigorifico de aves (04
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isolados). O sorotipo 4b foi o segundo mais detectado sendo 7 do total de 25
representando 28% dos isolados analisados, sendo 05 isolados oriundos de amostras de
carnes bovinas e 02 isolados de salsichas tipo hot dog. O sorotipo 1/2c foi detectado em
percentagem de 12% (03 isolados) e somente nas amostras oriundas de carnes bovinas. O
sorotipo 1/2b foi caracterizado em carcacas de frango resfriado e carne mecanicamente
processada, representando 12% (03 isolados) dos isolados.

S&o descritos na literatura cientifica 13 tipos de sorotipos de L. monocytogenes
(NORTON et al., 2001; GRAY et al., 2004; FUGETT et al., 2007), e 0s sorotipos
encontrados neste estudo 1/2a, 1/2b e 4b tém sido relacionados a mais de 90% dos casos
e surtos de listeriose segundo Jawetz et al., (1998) e Cabrita et al., (2004). Segundo
Lianou et al., (2006) os sorotipos 1/2a e 1/2b estdo mais envolvidos em casos esporadicos
de listeriose, enquanto que o sorotipo 4b € o mais associado a surtos em humanos. O
sorotipo 1/2c¢ encontrado neste estudo, detectado em trés amostras de carnes bovinas, séo
descritos em menor frequéncia na literatura e foram associadas a alimentos de origem
animal (LAMBERTZ et al., 2013, VALLIM et al., 2015; PALMA et al., 2016) e
ambientes de industrias de alimentos de origem animal (NALERIO et al., 2009;
CAMARGO et al., 2013; LAMBERTZ et al., 2013). Em relacdo as linhagens genéticas
descritas por Norton et al., (2001), Gray et al., (2004) e Fugett et al., (2007) os sorotipos
1/2a e 4b detectados neste estudo encontram-se inseridas na linhagem |, que é
frequentemente descrita nos casos de listeriose humana (HOFER et al., 2006; LEME-
MARQUES et al. 2007). Os sorotipos 1/2a e 1/2c¢ encontrados neste estudo em carnes
bovina, carcagas resfriadas de frango e salsichas tipo hot dog, corroboram com as
frequentes descrigdes na literatura de isolamento deste sorotipo de alimentos, e que 0s
classificam na linhagem Il (DOUMITH et al., 2004).

A PCR associada ao sequenciamento mostrou-se efetivos na sorotipagem dos
isolados de L. monocytogenes deste estudo, e permitiram detectar sorotipos 1/2a, 1/2b,
1/2c e 4b isolados de alimentos e de ambientes de industrias de alimentos, e corroboram
com os achados de Doumith et al., (2004) e Doumith et al., (2005) em que a técnica
permitiu deteccdo de diferentes sorotipos em alimentos.

Os sorotipos 1/2a (12/25), 4b (7/25), 1/2b (3/25) e 1/2c (3/25) encontrados neste
estudo foram relatadas por Kramarenko et al., (2013) em que detectaram o0 mesmo
sorotipo em diferentes tipos de alimentos de origem animal na Esténia e por Wu et al.,

(2015), na China, quando analisados alimentos de origem animal prontos para consumo.
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Os mesmos relatos quanto sorotipagem sio descritos por Doumith et al., (2004) na india
e em Montevideo — Uruguai quando analisaram alimentos de origem animal congelados
vendidos no varejo (BRAGA et al., 2017).

A identificacdo dos sorotipos 1/2a, 4b, 1/2b e1/2c, neste estudo corroboram com
resultados encontrados no Brasil, por Hofer et al., (2006) em gue detectaram 0s mesmos
sorotipos nos mesmos tipos de alimentos (carnes bovinas, salsichas Tipo Hot Dog,
carcacas de frango e carne mecanicamente processada de aves). Vallim et al., (2015)
detectaram os sorotipos 4b, 1/2a e 1/2b, em amostras de alimentos de diferentes estados
do Brasil exceto pelo sorotipo 1/2¢ que nao foi identificado. Estudos de sorotipagem, por
PCR, feito por Figueiredo (2015) em Salvador, Bahia, em amostras de presunto suino e
peito de peru demonstraram somente a presenca de sorotipo 1/2a nas amostras. Os
sorotipos 4b, 1/2a e 1/2c foram também encontrados no Distrito Federal por Palma et al.,
(2016) em amostras de cortes carneos bovinos, e ralos dos ambientes da indudstria

frigorifica.

2.Andlise das sequéncias do gene da internalina A
Os resultados da analise de sequéncias do gene da InlA (2400bp) dos isolados de
L. monocytogenes, bem como a presenca ou auséncia de mutacbes que levam a stop

codonss prematuros estdo descritos na Tabela 3.
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Tabela 3 — Resultados dos sequenciamentos do gene da InlA em isolados de L. monocytogenes oriundos
de amostras diversas, para presenca ou auséncia de mutacdes que levam ao stop codons prematuro.

Identificacdo da Cepas de L. ~ Origem/ fonte de isolamento de L.  Presenca ou auséncia de stop  Posi¢&o do stop codons no

monocytogenes monocytogenes codons gene da internalina
3 Carnes bovinas Presenca 976bp
26 Carnes bovinas Presencga 976 bp
10 Carnes bovinas Presenca 976 bp
36 Carcaga de Frango resfriado Presencga 976 bp
27 Carne mecanicamente separada de aves Presenca 976 bp
2 Carnes bovinas Auséncia
9 Carnes bovinas Auséncia
4 Carnes bovinas Auséncia
5 Carnes bovinas Auséncia
6 Carnes bovinas Auséncia
7 Carnes bovinas Auséncia
1 Carnes bovinas Auséncia
17 Salsicha tipo hot dog Auséncia
19 Salsicha tipo hot dog Auséncia
20 Salsicha tipo hot dog Auséncia
23 Salsicha tipo hot dog Auséncia
18 Carcagca de Frango resfriado Auséncia
21 Carcaga de Frango resfriado Auséncia
22 Carcagca de Frango resfriado Auséncia
24 Carcaga de Frango resfriado Auséncia
37 Carcaga de Frango resfriado Auséncia
13 Swabs de ralo de piso de abatedouro Auséncia
frigorifico de aves
16 Swabs de ralo de piso de abatedouro Auséncia
frigorifico de aves
25 Swabs de ralo de piso de abatedouro Auséncia
frigorifico de aves
38 Swabs de ralo de piso de abatedouro Auséncia

frigorifico de aves

Total: 25 cepas

A andlise por sequenciamento do gene da InlA (2.400pb) revelou a presenca de
stop codons prematuro na posi¢ao 976 bp (GAA — TAA) (Figura 1) em cinco (05) dos
25 isolados de L. monocytogenes, perfazendo um total de 20%. Foi detectado a presenca
de stop codons em trés isolados de L. monocytogenes oriundos de amostras de carnes
bovina, sendo dois isolados do sorotipo 1/2c e um isolado do sorotipo 1/2b. Foi detectado
a presenca de stop codons em um isolado de carcaca de frango, sorotipo 1/2b. Foi
detecatdo também a presenca de stop codons , em um isolado oriundo de carne

mecanicamente separada de aves do sorotipo 1/2b.

35



L. monoc. EGD-e CACATTGGCGAGTTTAACAAACCTTACAGATTTAGATTTAGCAAATAACCAAATTAGTAATCTAGCACCACTGTCGGGTCTAACAAAACTAACTGAGTTA

Espécime 3. CACATTGGCGAGTTTAACAAACCTTACAGATTTAGATTTAGCAAATAACCAAATTAGTAATCTAGCACCACTGTCGGGTCTAACAAAACTAACTGAGTTA
910 920 930 940 950 960 970 980 990
1000
D T T T I T T I T I e e I I I
L. monoc. EGD-e AAACTTGGAGCTAACCAAATAAGTAACATCAGTCCCCTAGCAGGTTTAACCGCACTCACTAACTTAGAGCTTAATGAAAATCAGCTGGAAGATATTAGCC
Espécime 3. AAACTTGGAGCTAACCAAATAAGTAACATCAGTCCCCTAGCAGGTTTAACCGCACTCACTAACTTAGAGCTTAATTAAAATCAGCTGGAAGATATTAGCC
1010 1020 1030 1040 1050 1060 1070 1080 1090
1100
D T T I e T e T I T I e e I I I
L. monoc. EGD-e CAA-TTTCTAACCTGAAAAATCTCACATATTTAACTTTGTACTTTAATAATATAAGTGATATAAGCCCAGTTTCTAGTTTAACAAAGCTTCAAAGATTAT
Espécime 3. CAA-TTTCTAACCTGAAAAATCTCACATATTTAACTTTGTACTTTAATAATATAAGTGATATAAGCCCAGTTTCTAGTTTAACAAAGCTTCAAAGATTAT

Figura 1: Alinhamento do gene da internalina do isolado 3 com o isolado EGD-e (disponivel em
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/), destacando em amarelo a presencas de stop codons no isolado
namero 3 de L. monocytogenes.

Os cinco isolados de L. monocytogenes deste estudo apresentaram stop codons
prematuro na posicao do nucleotideo 976pb do gene da internalina A. Estes resultados
séo idénticos ao descrito por Gelbicova et al., (2015) que detectaram a presenca de stop
codons nesta mesma posi¢do, em um isolado de L. monocytogenes sorotipo 1/2c, de
amostra clinica de doenca em humano na Republica Tcheca. Analises das sequéncias da
InlA em diferentes isolados de L. monocytogenes relatam que a presenca de PMSCs em
posicBes proximas a identificada nesse estudo, e que por sua vez nao interferiram na
capacidade de infeccdo das células, ou resultaram em cepas com capacidade reduzida de
infeccdo (NIGHTIGALE et al.,, 2005; CHEN et al., 2011). Mutagdes que levam a
presenca de stop codons prematuro no gene da InlA sdo descritos em isolados de
alimentos e raramente em isolados clinicos (VAN STELTEN et al., 2010). Quando
analisadas amostras de isolados clinicos 96% apresentaram uma internalina completa
contra 65% das amostras de isolados de alimentos (JACQUET et al., 2004). A presenca
de stop codons em regides proximas a identificada neste estudo (976bp) ja foram descritas
anteriormente entre cepas isoladas de amostras de enfermidades clinicas em humanos e
de isolados de alimentos em outros paises (NIGHTIGALE et al., 2005; FELICIO et al.,
2007; RAGON et al., 2008; VAN STELTEN et al., 2010; CANTINELLI et al., 2013;
KOVACEVIC et al., 2013), no entanto ndo h&d nenhum estudo que descreva a presenca
de stop codons prematuro neste gene da InlA no Brasil, sendo este o primeiro relato no
pais e na regido. Ainda € possivel afirmar a partir dos resultados obtidos neste estudo que
estes isolados apresentam potencial risco patogénico em relacéo a posicéo do stop codons

prematuros observados.
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A analise filogenética das sequéncias da internalina A e dos sorotipos detectados

neste estudo através do programa Geneous versdo 7.1.5 (Figura 2) possibilitou o

agrupamento dos isolados que apresentaram stop codons prematuros. Isso demonstra

similaridades entre os isolados 3, 10, 26, 27 e 36 demonstrando uma possivel origem em

comum.
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LM_10_carne_bovina_1_2c_stop_codon
LM_9_carne_bovina_1_2c

LM_6_carne_bovina_1_2a
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Figura 2 - Analise filogenética do gene internalina A. A arvore foi calculada pelo método maxima
verossimilhanca baseada no alinhamento de 25 sequéncias de nucleotideos parciais do gene InlA. A arvore
foi inferida com alinhamento de mdltiplas sequéncias usando MAFFT v.7 e a anélise filogenética foi
estimada com o programa 1Q-TREE com 10.000 réplicas (bootstrap). O melhor modelo de substituicdes de
nucleotideos (Best-fit model) foi estimado utilizando o ModelFinder com o modelo Kimura (K3Pu+F+I)
escolhido de acordo com o BIC (Bayesian Information Criterion). A &rvore foi enraizada no ponto médio
(midpoint rooted) para clarificacdo. Ramificacfes com suporte de bootstrap <70% foram colapsadas.
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3.Adesao e invasao dos isolados de L. monocytogenes em células Caco-2
Os resultados dos testes de adeséo e invasao dos 25 isolados de L. monocytogenes
em células Caco-2, tanto das cinco amostras dos isolados com o stop codons prematuros

como das ausentes estdo representados individualmente na Tabela 4.

Tabela 4 — Resultados dos testes de adesdo e invasdo dos 25 isolados de L. monocytogenes de origens
diversas, em células Caco-2 com presenca e auséncia de stop codons prematuros.

Presenca/auséncia stop

Amostra Origem codons prematuros % Adeséo % Invasdo
3 Carnes bovinas stop codons (posicéo 976pb) 42,80 21,10
Carnes bovinas .
10 stop codons (posicdo 976ph) 67,70 48
26 Carnes bovinas stop codons (posicéo 976pb) 70,20 24,50
27 CMS stop codons (posicdo 976ph) 70,13 54,15
Carcaca de Frango resfriado
36 stop codons (posicéo 976pb) 65,50 42,00
1 Carnes bovinas Auseéncia de stop codons 70,50 15,50
2 Carnes bovinas Auséncia de stop codons 73,70 40,80
C bovi
4 amnes bovinas Auseéncia de stop codons 47,60 7,60
Carnes bovinas
5 Auséncia de stop codons 50,50 23,20
C bovi
6 amnes bovinas Auseéncia de stop codons 40,10 15,00
Carnes bovinas
7 Auséncia de stop codons 65,00 27,60
C bovi
9 amnes bovinas Auseéncia de stop codons 58,50 31,50
Swab de ralo de piso de abatedouro
13 frigorifico de aves Auseéncia de stop codons 56,00 22,50
Swab de ralo de piso de abatedouro
16 frigorifico de aves. Auséncia de stop codons 32,80 18,40
17 Salsicha tipo hot dog Auseéncia de stop codons 36,20 13,02
18 Carcaca de Frango resfriado Auséncia de stop codons 53,70 8,00
19 Salsicha tipo hot dog Auseéncia de stop codons 32,20 24,20
20 Salsicha tipo hot dog Auséncia de stop codons 38,40 26,40
21 Carcaga de Frango resfriado Auseéncia de stop codons 46,50 20,50
22 Carcaca de Frango resfriado Auséncia de stop codons 455 22,3
23 Salsicha tipo hot dog Auseéncia de stop codons 54,50 13,50
24 Carcaca de Frango resfriado Auséncia de stop codons 49,80 39,20
Swabs de ralo de piso de abatedouro
25 frigorifico de aves Auseéncia de stop codons 59,20 42,60
37 Carcaga de Frango resfriado Auséncia de stop codons 46,5 21,2
Swabs de ralo de piso de abatedouro
38 frigorifico de aves Auseéncia de stop codons 36,20 40

Todos os 25 isolados foram capazes de aderir e invadir as células Caco-2 com
porcentagem de adesdo variando entre 32,8% e 73,7% e porcentagem de invaséo de 7,6%
e 54,15%. Os cinco isolados que apresentaram a presenca de stop codons prematuros
tiveram porcentagem de adesédo variando entre 42,8% e 70,2% e de invasao entre 21,1%
e 54,15%.
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Os isolados de L. monocytogenes que apresentaram stop codons prematuros
tiveram a capacidade de aderir e invadir células Caco-2. A presenca de stop codons na
posicdo 976pb detectada nos isolados deste estudo néo inviabilizaram a adeséo e invasao
das bactérias de diferentes origens, o que corrobora com os resultados encontrados de
presenca de stop codons prematuros por JACQUET et al., (2004), em que verificaram na
posicdo do nucleotideo 565, substituicdo de C—T, e Van Stelten e Nightingale, (2008)
que encontraram na posi¢do do nucleotideo 229 a substituicdo de C—T, e na posi¢do do
nucleotideo 508 a substituicdo de G—T. J& Van Stelten et al., (2010) encontraram na
posicao do nucleotideo 758 substituicdo de T—A, e essas substituicbes ndo impediram a
invasdo e adesdo de cepas de L. monocytogenes em cultivo de células Caco-2.

Os resultados dos testes de adesdo e invasédo foram submetidos aos testes de
Kruskal-Wallis para averiguacdo de existéncia ou ndo de diferenca entre os isolados com
e sem stop codons. Analisando a taxa de adesdo, nao foi possivel confirmar com 95% de
confianca que ha uma diferenca de taxa média de adesao entre os grupos estudados. J& na
andlise da taxa de invasdo o teste permite confirmar com 95% de confianca, que os
isolados que apresentam stop cddons prematuros apresentaram uma taxa média de
invasdo superior agueles sem stop codons. Os dois grupos, com e sem stop codons foram
capazes de aderir e invadir as células de cultivo Caco-2. As figuras 3 e 4 demonstram a
variabilidade estatistica dos isolados de L. monocytogenes em relacdo a capacidade de

adesdo e invasdo celular com e sem a presenca de stop codons prematuros.
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Figura 3: Variacdo de adesdo de Caco2 dos isolados de L. monocytogenes. Valores representam a
porcentagem de adesdo dos isolados na auséncia de stop codons prematuros (A) e presenca de stop codons
prematuros (B).
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Figura 4: Variacdo de invasdo de Caco2 dos isolados de L. monocytogenes. Valores representam a
porcentagem de invasdo dos isolados na auséncia de stop codons prematuros (A) e presenca de stop codons
prematuros (B).

Os resultados das analises estatisticas demonstraram que os isolados analisados
apresentam variacdo na capacidade de adesdo e invasao de células Caco-2, mas a variagao
ndo é estatisticamente significativa quando analisamos a capacidade de adesdo dos
isolados com e sem stop codons. A andlise estatistica de capacidade de invasdo dos
isolados de L. monocytogenes em células Caco-2 demonstrou que os isolados com stop
codons possuem capacidade de invasdo significativamente maior em relacdo aos que nédo
possuem stop codons. Esses resultados, no entanto, ndo nos permitem afirmar que L.
monocytogenes apresentando stop codons nessa posic¢ao (976pb) possuem capacidade de
invasdo maior em relacdo a cepas que ndo apresentam mutacao nessa posic¢ao, em virtude
dessa caracteristica ter sido encontrada em apenas cinco dos isolados analisados. Em
relacdo a capacidade de invasdo Winkelstro e De Martinis (2013), Silva et al., (2017) e
Xie et al., (2018) destacam que outros mecanismos além da InlA, podem estar envolvidos
na capacidade de adesédo e invasdo, Segundo Schubert Heinz (2003) as duas principais
proteinas envolvidas na entrada de L. monocytogenes em células, sdo a InlA e InIB, no
entanto outras proteinas como a Listeriolisina O e ActA podem ter papel importante na
adesdo e internalizagdo dessas bactérias (PIZARRO-CERDA et al., 2012;
RADOSHEVICH e COSSART, 2017). Estudos com um maior nimero de isolados de
Listeria monocytogenes precisam ser realizados para verificar se hd uma interferéncia
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positiva da presenca de stop codons prematuros na capacidade de invasdo em células
Caco-2, ainda avaliar a possibilidade de outros mecanismos de adesdo e invaséo de L.
monocytogenes. Os resultados de adeséo e invasao celular de isolados L. monocytogenes
obtidos neste estudo permitem afirmar que elas representam um risco potencial para a
Saude Publica, e que séo as primeiras descricdes de stop codons presentes no gene da

InlA na regido do Distrito Federal e Pais.
IV. CONCLUSAO

Este estudo permitiu verificar a presenca dos sorotipos 1/2a, 4b, 1/2c e 1/2b de
isolados de L. monocytogenes de diferentes fontes, tais como cortes comerciais de carne
bovina, amostras de salsicha tipo hot dog, amostras de carcacas de frangos resfriados, amostra
de carne mecanicamente separada de aves, e também cepas isoladas de swabs de ambiente de
indUstria de abatedouro frigorifico de aves. O sequenciamento do gene da inlA dos isolados
demonstrou a presenca de stop codons prematuros que foi verificado em cinco isolados
de L. monocytogenes. Os testes de adesdo e invasdao em Caco-2 demonstraram que todos
os isolados apresentaram capacidade de adesdo e invasdo celular. Na capacidade de
adesdo ndo houve diferenca quando comparados entre si 0s isolados com e sem stop
codons prematuros. Nos isolados que apresentaram stop codons prematuros a capacidade
de invasdo foi significativamente maior em relacdo aos isolados que ndo apresentaram a
mutacdo. Os resultados destacam o risco potencial de L. monocytogenes a Saude Publica
e podem servir como base de estudos futuros para avaliar outros fatores envolvidos na

viruléncia de L. monocytogenes.
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