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RESUMO.- Este trabalho teve como objetivo realizar a 
detecção de cepas de Listeria monocytogenes de cortes 
cárneos bovinos bem como no ambiente de abatedouros 
frigoríficos localizados no Distrito Federal, promover a so-
rotipificação pela reação em cadeia da polimerase (PCR), 
realizar antibiograma e submeter às cepas à eletrofore-

se de campo pulsado (Pulsed-field gel electrophoresis - 
PFGE). Foram analisados um total de 125 cortes cárneos 
bovinos, 45 amostras de swabs de carcaças e 43 amostras 
de swabs em que foram detectados 13 cepas de Listeria 
monocytogenes, sendo 11 em cortes cárneos bovinos e 2 
swabs de ambiente em um abatedouro frigorifico. Não 
foram isoladas cepas de swabs de carcaça. Dentre as 13 
cepas de Listeria monocytogenes foram encontradas seis 
cepas do sorotipo 4b, cinco do sorotipo 1/2c e duas cepas 
do sorotipo 1/2a. Dentre as 11 cepas de L. monocytogenes 
encontradas em cortes cárneos bovino, uma (9,1%) cepa 
apresentou resistência a eritromicina, outra (9,1%) cepa a 
gentamicina e outra a ciprofloxacina (9,1%) e todas as ce-
pas (100%) apresentaram resistência ao Ác. Nalidíxico. Das 
duas (2) cepas oriundas de ralos de abatedouro frigorífico, 
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todas (100%) apresentaram resistência ao Ác. Nalidíxi-
co e a sulfonamidas. A análise por eletroforese de campo 
pulsante (PFGE) demonstrou 13 diferentes pulsotipos, em 
que foram agrupados em 3 diferentes grupos clonais, que 
coincidentemente se correlacionavam com os 3 diferentes 
sorotipos encontrados sugerindo uma ampla disseminação 
desses perfis no Distrito Federal.
TERMOS DE INDEXAÇÃO: Listeria monocytogenes, eletroforese 
em campo pulsado (PFGE), listeriose, carne, antibiograma.

INTRODUÇÃO
O gênero Listeria é constituído por bactérias gram positivas 
das espécies Listeria grayi, L. innocua, L. ivanovii, L. seeligeri, 
L. welshimeri e L. monocytogenes. Destas, a ultima é descrita 
como patogênica para humanos (Scarcelli & Piatti 2002). A 
doença causada por este tipo de bactéria é denominada lis-
teriose e é veiculado principalmente por alimento (Lecuit 
2007, Gallegos et al. 2008, Vanegas et al. 2009). Ela possui 
13 sorotipos, dentre esses, quatro sorotipos 4b, 1/2a, 1/2b 
e 1/2c são responsáveis por mais de 95% dos casos clínicos 
de listeriose em humanos (Cartwright et al. 2013).

A Listeria monocytogenes normalmente é sensível à 
maioria dos antibióticos exceto a cefalosporinas e fosfo-
micina, em que são naturalmente resistentes (Troxler et 
al. 2000). Mas devido à utilização indiscriminada dos anti-
microbianos na criação de animais de produção em todo o 
mundo, existe um interesse global referente ao aumento do 
número de bactérias resistentes às drogas (Mantilla et al. 
2007). No Brasil alguns estudos já foram feitos para conhe-
cer o perfil de resistências para Listeria, como por exemplo, 
estudos feitos por Moreno et al. (2014) em ambientes de 
matadouros, carne de porco e infecções humanas que já 
confirmaram o surgimento de cepas de Listeria resistentes 
a um ou mais antibióticos.

A caracterização microbiológica da Listeria monocyto-
genes pode ser realizada pela determinação do sorogrupo 
(Borucki et al. 2003, Doumith et al. 2004, Chen & Knabel 
2007, Kerouanton et al. 2010b) e também pela eletroforese 
em gel de campo epulsante (PFGE) com enzimas AscI e Apal 
(Graves & Swaminathan 2001, Martin et al. 2006), que por 
sua vez é considerado o método padrão ouro para subtipa-
gem e atualmente é reconhecida como a mais importante 
técnica de tipificação para L. monocytogenes (Wiedmann 
2002), devido ao seu alto poder discriminatório e reprodu-
tibilidade (Gerner-Smidt et al. 2006). Essa técnica também 
pode permitir a identificação de pulsotipos específicos que 
não puderam ser diferenciados previamente pela sorotipi-
ficação (Borucki et al. 2004). No Brasil há relatos da uti-
lização desta técnica em cepas de Listeria monocytogenes 
detectadas em diferentes tipos de alimentos bem como em 
casos clínicos (Galvão et al. 2012, Camargo 2013, Barbosa 
et al. 2015), porém no Distrito Federal essa técnica em ce-
pas de Listeria ainda é pouco usada, restringindo-se à cepas 
oriundas de casos clínicos.

Levando-se em consideração a relevância deste micror-
ganismo para a saúde pública, aos poucos trabalhos realiza-
dos com Listeria no Distrito Federal oriundas de alimentos 
e indústrias de alimentos de origem animal, este trabalho 

teve por objetivo realizar a detecção de cepas de Listeria 
monocytogenes de cortes cárneos bovinos bem como no 
ambiente de abatedouros frigoríficos localizados no Distri-
to Federal, promover a sorotipificação por PCR, realizar an-
tibiograma, bem como submeter às cepas à eletroforese de 
campo pulsado (Pulsed-field gel electrophoresis - PFGE).

MATERIAL E MÉTODOS
Amostragem. Foram analisadas um total de 125 cortes cár-

neos bovinos no período de março de 2014 a janeiro de 2015, 
que foram obtidas em 30 diferentes estabelecimentos comerciais 
dentro do Distrito Federal. A aquisição das amostras simulou uma 
situação real de compra do consumidor, atentando para embala-
gens íntegras e com selo de inspeção veterinária federal. Quarenta 
e cinco (45) amostras de swabs de meias carcaças bovinas, sendo 
15 obtidas anteriormente à etapa da lavagem final para resfria-
mento, 15 obtidos logo após a lavagem final e 15 após 24 horas 
de permanência em câmara de resfriamento de carcaças. Os lo-
cais escolhidos para a obtenção dos swabs nas meias carcaças 
foram realizados segundo os protocolos descrito por Jardim et 
al. (2006), em que foram demarcadas com moldes estéreis con-
feccionados de aço inoxidável com área delimitada de 10cm² (um 
molde para cada ponto). Foram considerados três locais para a 
coleta das amostras sem meias carcaças bovinas: região do co-
xão, lombo e ponta de agulha. Os swabs foram obtidos conforme 
a Associação Brasileira de Normas Técnicas - ABNT (1988), rea-
lizando a técnica de esfregaço de superfícies em meias carcaças 
com auxílio de swabs com ponta em algodão hidrófilo esteriliza-
dos. Após a aplicação nos três pontos estudados, os mesmos fo-
ram introduzidos em tubos contendo 20 mL de água peptonada a 
0,1% (solução de transporte). Foram obtidos quarenta e três (43) 
amostras de swabs de ambientes em abatedouros frigoríficos de 
bovinos, sendo 14 amostras oriundas da parede da câmara frigo-
rífica, 11 amostras de swabs de ralos de escoamento localizados 
dentro dos abatedouros frigoríficos, 10 da mesa de inspeção e 8 
amostras de swabs oriundos dos pisos de uma única sala de abate 
A técnica utilizada para colheita de amostras foi a do esfregaço de 
superfície com swabs em água peptonada 1% e utilizando moldes 
estéreis de 10cm² (ABNT 1988).

Todas as amostras foram acondicionadas em caixas isotérmi-
cas e encaminhadas ao Laboratório de Microbiologia dos Alimen-
tos (Lamal) da Faculdade de Agronomia e Medicina Veterinária 
da Universidade de Brasília, em no máximo 1 hora e processadas 
imediatamente após a chegada ao local.

Isolamento microbiológico nas amostras de carne. A meto-
dologia de isolamento microbiológico utilizada foi a descrita pela 
Instrução Normativa no. 40 de 2005, do Ministério da Agricultura, 
Pecuária e Abastecimento - MAPA (Brasil 2005), bem como a des-
crita por Silva et al. (1997), em que 25g±1,0g das amostras de car-
ne bovina foram pesadas em sacos de homogeneização estéreis, 
sendo adicionados 225mL de caldo UVM (Acumedia®)para incu-
bação a 30ºC±2oC por 24 horas. Em seguida, transferiu-se 0,1mL 
do caldo UVM para 10ml de caldo Fraser (Acumedia®) que foram 
incubados a 35oC por 26h e por fim distribuiu-se 0,1mL do caldo 
Fraser, que apresentava hidrólise da esculina, para uma placa de 
ágar MOX (Difco®), suplementado com colistina e moxalactam) e 
incubados a 35oC em estufa bacteriológica (Quimis®) por 24h, as 
colônias típicas foram submetidas à coloração de Gram e identifi-
cação por testes bioquímicos padrão tais como, teste de catalase 
e motilidade a 25°C e 37°C. Para a identificação e confirmação da 
espécie Listeria monocytogenes, foi utilizada a técnica de Reação 
de Polimerase em Cadeia (PCR) (MyCycler -Bio-Rad), descrita por 
Kerouanton et al. (2010a).
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Para a realização do isolamento microbiológico de amostras 
ambientais foram coletadas por meio de swab individuais, fric-
cionados em uma área de 30cm². Após a coleta das amostras, os 
swabs foram acondicionados, individualmente, em tubos conten-
do 10mL de água peptonada à concentração de 0,1% e transpor-
tadas até o Laboratório de Microbiologia dos Alimentos (Lamal) 
da Faculdade de Agronomia e Medicina Veterinária da Universi-
dade de Brasília, em caixas isotérmicas e foram analisadas em até 
24 horas pós-coleta, seguindo as normas descritas pela Instrução 
Normativa n. 40 de 2005, do Ministério da Agricultura, Pecuária e 
Abastecimento - MAPA (Brasil 2005).

Sorotipificação. As cepas de Listeria monocytogenes foram 
sorotipificadas pela técnica da reação em cadeia da polimerase 
(PCR), no Laboratório de Microbiologia dos Alimentos (Lamal), da 
Faculdade de Agronomia e Medicina Veterinária, da Universidade 
de Brasília. O PCR foi realizado com temperaturas de desnatura-
ção de 94° C durante 3 min; 35 ciclos de 94°C para 0,40 min , 53°C 
durante 1,15 min , e 72° C durante 1,15 min; e um último ciclo de 
72° C durante 7 minutos no termociclador (MyCycler -Bio-Rad), 
conforme as recomendações descritas por Doumith et al. (2004) 
e os primers utilizados estão descritos no Quadro 1.

Teste de resistência aos antimicrobianos. Os testes de sus-
ceptibilidade antimicrobiana das cepas de Listeria monocytoge-
nes foram realizados pelo método de difusão de disco, seguindo 
as orientações da Clinical & Laboratory Standards Institute (CLSI 
2012) e para cada colônia isolada foi utilizada as seguintes bases 
farmacológicas: ácidonalidíxico (NAL: 30 µg), amoxicilina (AMX: 
10µg), ampicilina (AMP: 10µg), ciprofloxacino (CIP: 5µg), cloran-
fenicol (C:30µg), eritromicina (E: 15µg), gentamicina (CN:10µg), 
norfloxacino (NOR: 10µg), penicilina (10U), sulfonamidas (SUL: 
300µg), tetraciclina (TE: 30µg), vancomicina (VA: 5µg). As cepas 
isoladas foram cultivadas em caldo brain heart infusion - BHI (Di-
fco®), e posteriormente transferidas para ágar de Mueller-Hinton 
(Oxoid CM 337), e incubadas em estufa bacteriológica (Quimis®) 
a 37oC durante 48h. Após esse período foram realizadas as leitu-
ras dos resultados, medindo-se o tamanho das zonas de inibição 
de crescimento bacteriano com um halômetro, sendo a cepa bac-
teriana classificada como resistente intermediário e sensível, de 
acordo com o diâmetro da zona padrão estabelecida pelo CLSI 
(2012).

Eletroforese de campo pulsante (PFGE). As 13 cepas de Lis-
teria monocytogenes foram levadas ao Laboratório de Enterobac-
térias (Labent) da Fundação Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro, para 
serem submetidas à eletroforese em campo pulsante (PFGE). To-
das as culturas obtidas foram submetidas à extração de DNA cro-
mossomal de acordo com o protocolo recomendado pelo Center 
for Diseases Control and Prevention - CDC (PulseNet 2009) para 
subtipagem de Listeria monocytogenes (Graves & Swaminathan 
2001) e a digestão enzimática foi realizada utilizando a enzima 

ApaI (New England BioLabs, Beverly, USA). Os produtos da cliva-
gem foram separados em gel de agarose 1% (Pulsed Field Aga-
rose, BioRad) em tampão TBE 0,5X (0,9M Tris base, 0,9 M ácido 
bórico, 0,02M EDTA, pH 8,0), por um período de 19 horas (6 V/
cm-1 ), em equipamento de eletroforese de campo pulsado (CHE-
FDRIII). O tempo de pulso inicial foi de 4 segundos e o tempo final 
de 40 segundos. A cepa padrão de Salmonella Braenderup (ATCC 
BAA-664), clivada com a enzima XbaI (Roche Diagnostics), serviu 
como referência de tamanho dos fragmentos gerados. Após a cor-
rida, o gel foi corado em solução de brometo de etídio (10mg/mL) 
diluída (1:10.000) em água destilada. O equipamento Imagequant 
(Gelifesciences) foi utilizado para capturar as imagens sob luz Ul-
travioleta. O perfil de macro restrição foi analisado visualmente 
e cada posição de banda foi determinada por comparação com a 
cepa referência. Isolados com uma banda de diferença foram con-
siderados como sendo de pulsotipos diferentes (Ferronatto et al. 
2012). A análise dos cluster e a construção do dendograma foram 
realizadas utilizando o software BioNumerics versão 4.0 (Applied 
Maths, Bélgica), utilizando o método UPGMA e o coeficiente de 
Dados com um índice de tolerância de 1,5%.

RESULTADOS E DISCUSSÃO
Isolamento bacteriano em amostras de cortes cárneos 
bovinos, swabs de carcaças bovinas e ambiente de aba-
tedouros frigoríficos de bovinos

Das 125 amostras de cortes cárneos bovinos comercia-
lizados no Distrito Federal analisados foram detectados 11 
(8,9%) cepas de Listeria monocytogenes. Das 45 amostras 
de swabs obtidos de meias carcaças bovinas de abatedou-
ros frigoríficos de bovinos localizados no Distrito Federal 
nenhuma cepa de Listeria monocytogenes foi encontrada, e 
das 43 amostras de swabs obtidas de ambiente de abate-
douros frigoríficos de bovinos foram isoladas duas (2) ce-
pas de Listeria monocytogenes, ambas oriundas de ralos de 
escoamentos.

Em relação às detecções de L. monocytogenes obtidas 
em cortes cárneos bovinos os resultados encontrados no 

Quadro 1. Sequências de oligonucleotídeos utilizados

	 Gene alvo	 Sequência dos primers (5’-3’)	 Tamanho do	 Especificidade do sorotipo	 Referência
			   produto (bp)

	 lmo0737	 For: AGGGCTTCAAGGACTTACCC	 691	 L. monocytogenes sorotipos	 Doumith et al.
		  Rev: ACGATTTCTGCTTGCCATTC		  1/2a, 1/2c, 3a e 3c	 (2004)
	 Imo1118	 For: AGGGGTCTTAAATCCTGGAA	 906	 L. monocytogenes sorotipos	 Doumith et al.
		  Rev: CGGCTTGTTCGGCATACTTA		  1/2c and 3c	 (2004)
	 ORF2819	 For: AGCAAAATGCCAAAACTCGT	 471	 L. monocytogenes sorotipos	 Doumith et al.
		  Rev: CATCACTAAAGCCTCCCATTG		  1/2b, 3b, 4b,4d e 4e	 (2004)
	 ORF2110	 For: AGTGGACAATTGATTGGTGAA	 597	 L. monocytogenes sorotipos	 Doumith et al.
		  Rev: CATCCATCCCTTACTTTGGAC		  4b, 4d e 4e	 (2004)
	 prs	 For: GCTGAAGAGATTGCGAAAGAAG	 370	 Todos espécies de Listeria	 Doumith et al.
		  Rev: CAAAGAAACCTTGGATTTGCGG			   (2004)

Doumith et al. (2004).

Quadro 2. Sorotipificação de Listeria monocytogenes 
isoladas no Distrito Federal

	 Origem das cepas	 Sorotipos	 Cepas de
	 de L. monocytogenes		  L. monocytogenes
			   N = 13

	 Cortes cárneos	 4b	 6
		  1/2c	 5
	 Ralo	 1/2a	 2
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presente estudo foram similares aos observados por Rocha 
(2008) em que encontraram 4 (11,4%) L. monocytogenes 
em 35 amostras de carne bovina homogeneizadas, comer-
cializadas a granel no Distrito Federal. Os resultados deste 
estudo também se assemelham aos conduzidos por Man-
tilla et al. (2007), onde encontraram duas (6,7%) amostras 
positivas para L. monocytogenes em 30 amostras de carnes 
moídas analisadas no município de Niterói, Rio de Janeiro. 
Novaes et al. (2014) encontraram resultado similares ao 
deste estudo, de presença de uma (1) (4,55%) cepa de L. 
monocytogenes, em 50 amostras de carpacio, no município 
de Niterói, Rio de Janeiro e os resultados relatados por Yu-
cel et al. (2005) em Ankara, Turquia, em que esses autores 
também encontraram uma (1) (5.2%) amostras positivas 
para L. monocytogenes. Entretanto Kasnowski (2004) en-
controu uma alta porcentagem de de cepas de Listeria mo-
nocytogenes, 30,1% em 30 amostras de carnes bovinas no 
Rio de Janeiro, e Mena et al. (2004) em Portugal, 3 (17,7%) 
em 17 amostras de carne. Várias são as possibilidades de 
contaminação por Listeria monocytogenes dos cortes cár-
neos bovinos, podendo ser no momento da desossa, no 
setor de cortes, na câmara fria, durante o transporte e até 
mesmo dentro dos supermercados. Caselani et al. (2013) 
relataram em seu estudo que o setor de cortes apresentou 
ser o ponto com maior contaminação em um matadouro 
frigorífico, com 10 (18,9%) amostras positivas para Liste-
ria spp., dentre os 53 swabs analisados da sala de corte e 
em segundo lugar a sala de desossa, com 18,4% (21) de 
amostras positivas, em um total de 114 amostras de swa-
bs ambientais da sala de desossa analisadas. Peccio et al. 
(2003) não isolaram nenhuma cepa de L. monocytogenes 
em câmara fria em abatedouros frigoríficos de carnes su-
ína e bovina, no entanto foram encontradas em máquinas 
de picar carne e trituradores, em instalações de processa-
mento de carnes suína, e em facas utilizadas em matadou-
ro frigoríficos de bovinos. Gudbjörnsdóttir et al. (2004) 
em estudo conduzido nos Países Nórdicos, detectaram 
que as correias transportadoras de carcaças e os carrinhos 
de transporte eram os locais com maior contaminação de 
Listeria monocytogenes. Os resultados obtidos nesta etapa 
deste estudo demonstram que há contaminações por Liste-
ria monocytogenes em cortes cárneos bovinos, evidencian-
do a necessidade de realizações de maiores pesquisas na 
cadeia de processamento deste produto.

Em relação às detecções de L. monocytogenes obtidas de 
swabs de carcaças bovinas, Matos et al. (2013) também não 
encontraram nenhuma cepa de L. monocytogenes em 100 
swabs de carcaças analisadas, em um abatedouro frigorífi-
co de carne bovina localizado no interior do Estado de São 
Paulo. Silveira (2010) observaram que em 110 swabs de 
carcaças bovinas analisadas na região serrana do Rio Gran-
de do Sul, nenhuma carcaça bovina era positiva para Lis-
teria monocytogenes, no entanto em swabs realizados em 
etapa anterior a esfola, ou seja, na superfície da pele, 4 su-
perfícies de peles de distintas carcaças (3,63%) foram po-
sitivas para Listeria monocytogenes. Os resultados obtidos 
por Picchi et al. (1999) foram diferentes aos encontrados 
neste trabalho, pois estes autores detectaram L. monocyto-
genes em (5) 20% de quartos dianteiros bovinos, originá-

rios de matadouros-frigoríficos mantidos sob Inspeção 
Federal permanente. A ausência de Listeria monocytogenes 
observada neste estudo não permite afirmar que essa bac-
téria não ocorra nas carcaças de bovinos, tendo em vista 
pesquisas que evidenciam a presença deste microrganismo 
na superfície da pele de bovinos. Os resultados negativos 
provavelmente se devem ao pequeno número de carcaças 
amostradas. Um maior número de carcaças deve ser ana-
lisadas, bem como um maior número de indústrias frigo-
ríficas.

Em relação aos resultados das detecções de swabs am-
bientais de abatedouro frigorifico, Lambertz et al. (2013) 
encontraram uma (3,8%) cepa de L. monocytogenes em 
26 amostras de ambientes em plantas de processamento 
de carne bovina, e Silveira (2010) identificou uma cepa de 
Listeria monocytogenes entre as 200 amostras analisadas 
na região serrana do Rio Grande do Sul. Entretanto estu-
dos realizados por Caselani et al. (2013), em um matadouro 
frigorífico de bovinos localizado em Barretos-SP, verifica-
ram que das 411 amostras de swabs ambientais, 21 (5,1%) 
amostras de swabs foram positivas para L. monocytogenes 
e dentre essas, 8 (5,8%) cepas de Listeria monocytogenes 
foram oriundas do ralo. Peccio et al. (2003) ao analisarem 
amostras de superfícies de ambiente e equipamentos em 
abatedouros frigoríficos de Suíno e bovino no Nordeste da 
Itália, detectaram L. monocytogenes em 6,5% das amostras, 
sendo todas as cepas isoladas das facas. Apesar do reduzi-
do número de amostras analisadas neste estudo, a presen-
ça desta bactéria nos ralos de escoamento em ambiente de 
abatedouros frigoríficos de bovino analisados no presente 
estudo sugerem possíveis falhas na realização adequada 
dos procedimentos de limpeza e sanitização. Maiores es-
tudos devem ser conduzidos para se verificarem os prin-
cipais focos de contaminação em plantas de abatedouros 
frigoríficos de bovinos.

Sorotipificação pela técnica da reação em cadeia da po-
limerase em cepas de Listeria monocytogenes isoladas 
de cortes cárneos bovinos e ambientes de abatedouros 
frigoríficos

Os sorotipos encontrados, dentre as treze (13) cepas 
de Listeria monocytogenes isoladas neste estudo, seis (6) 
cepas foram do sorotipo 4b isoladas das amostras de cor-
tes cárneos bovinos, cinco (5) cepas do sorotipo 1/2c iso-
ladas das amostras de carnes bovinos e duas (2) cepas do 
sorotipo 1/2a isoladas dos ralos dos ambientes da indús-
tria frigorífica. Os resultados com os sorotipos e a origem 
das cepas isoladas neste estudo encontram-se no Quadro 
2. Na Figura 1 encontram-se alguns dos resultados das 
reações por PCRs para identificação das cepas isoladas 
de cortes cárneos bovinos, e das cepas oriundas dos ra-
los dos ambientes de abatedouros frigoríficos no Distrito 
Federal.

Os resultados observados neste estudo, em que o soroti-
po 4b foi o mais encontrado, seguido pelo segundo sorotipo 
1/2c e 1/2a, foram similares aos observados por Hofer et al. 
(2006), em que encontraram em seus estudos uma maior 
porcentagem do sorotipo 4b com (60,3%) em 255 cepas de 
Listeria monocytogenes isoladas de materiais clínicos du-
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rante os anos de 1969 a 2000, em diferentes regiões pelo 
método de antissoros somáticos e flagelares policlonais 
polivalentes e monovalentes produzidos pelo Laboratório 
de Zoonoses Bacterianas, Instituto Oswaldo Cruz/Fiocruz, 
RJ. Entretanto em um estudo feito por Camargo (2013) em 
instalações de processamento de carne, em Viçosa, MG, 
demonstrou por PCR multiplex que o sorotipo mais encon-
trado foi o 1/2c e Kramarenko et al. (2013) encontraram 
em diferentes tipos de alimentos na Estônia, 73,6% do so-
rotipo 1/2a, seguido do sorotipo 4b com 7,7% e 7,4% do 
sorotipo 1/2b e 1/2c. No trabalho realizado por Shi et al. 
(2015) também encontraram resultados diferentes com 37 
cepas (46,25%) de L. monocytogenes pertencentes ao soro-
tipo 1/2a e 3a, sendo 21 isolados (26,25%) pertencentes 
ao sorotipo 4b, 4d e 4e, 17 isolados pertenciam ao sorotipo 
1/2b, 3b e 5 isolados (6,25%) pertenciam ao sorotipo 1/2c 
e 3c em amostras de alimentos “ready-to-eat” em 24 dife-
rentes cidades na China. A identificação de cepas de Listeria 
monocytogenes pertencentes ao sorogrupo 4b no presen-

te estudo é relevante devido ao seu potencial patogênico 
e associação com casos e surtos de listeriose segundo os 
autores Gerner-Smidt et al. (2006).

Entre as cepas 4b, 3 cepas tiveram uma dupla ampli-
ficação do fragmento de DNA lmo0737 (~691 pb), deno-
minado por Leclercq et al. (2011) de ‘profile IVb variant 1’ 
(IVb-v1) (Fig.1). No mesmo estudo feito por Leclercq et al. 
(2011) eles aplicaram o método de sorotipagem por PCR 
para cerca de 9000 cepas de Listeria monocytogenes, des-
tes, 22 cepas oriundas da Argélia, Brasil, França e Suíça exi-
biram também esse novo perfil atípico de sorogrupo IVb e 
concluíram que essas cepas com perfil de sorogrupo IVb-v1 
não parecem ter uma origem clonal recente pois não é uma 
estirpe emergente, tal como foi observado no estudo rea-
lizado por Leclercq et al. (2011) em uma cepa isolada em 
1959 na Suiça, a partir da coleção de culturas do Centro de 
Referência Nacional e da OMS-CC para Listeria (Coleções de 
Listeria do Instituto Pasteur, CLIP).

Teste de susceptibilidade antimicrobiana
Dentre as 11 cepas de L. monocytogenes encontradas 

em cortes cárneos bovino, uma (9,1%) cepa apresentou 
resistência a eritromicina, outra (9,1%) cepa a genta-
micina e outra a ciprofloxacina (9,1%) e todas as cepas 
(100%) apresentaram resistência ao Ác. Nalidíxico. Das 
duas (2) cepas oriundas de ralos de abatedouro frigorífi-
co, todas (100%) apresentaram resistência ao Ác. Nalidí-
xico e a sulfonamidas, conforme podem ser observados no 
Quadro 3.

Os perfis antimicrobianos para as cepas de Listeria mo-
nocytogenes isoladas mostraram uma baixa porcentagem 
de cepas resistentes a uma variedade de antibióticos in-
cluindo algumas bases utilizadas na terapia com humanos 
para tratamento de casos de Listeriose, tais como a Peni-
cilina e Gentamicina (Quadro 3). Enquanto a maioria dos 
isolados foi sensível a todos os antimicrobianos analisa-
dos (Quadro 3), apenas uma cepa demonstrou resistência 
à gentamicina que é a opção de tratamento recomendado 
para casos de listeriose durante a gravidez (janakiraman 
2008). Em estudos realizados por Wieczorek et al. (2012) 
em L. monocytogenes isoladas de couros e carcaças bovinas, 
os autores encontraram também uma baixa porcentagem 
de cepas resistentes à Gentamicina com apenas 1 (1,9%). 
Khen et al. (2015) também encontraram uma baixa porcen-
tagem de cepas resistentes a esse antibiótico, de 73 cepas 
analisadas em Dublin, na Irlanda apenas 4 (5%) apresenta-
ram resistência a essa droga.

Apesar da baixa porcentagem de resistência antimicro-
biana observada neste estudo, foi verificado que ela está 
presente nos microrganismos isolados neste estudo. Não 
se pode afirmar que ela se encontra em baixa prevalência 
devido ao baixo número de amostras analisadas, entretan-
to pode-se afirmar que há ocorrência. A presença de cepas 
de Listeria monocytogenes resistentes aos antimicrobianos 
utilizados no tratamento da listeriose humana pode levar a 
um problema para saúde humana, pois esse tipo de bactéria 
afeta principalmente imunossuprimidos, idosos, crianças e 
mulheres grávidas (Mantilla et al. 2007). São necessários 
mais estudos para uma melhor compreensão da presença 

Fig.2. Dendrograma obtido pelo método UPGMA com coeficiente 
de Dice e índice de tolerância de 1,0%. Eletroforese de Cam-
po Pulsado (Pulsed-field gel electrophoresis - PFGE) realizado 
com a enzima de restrição ApaI (Roche Diagnostics) para as 
13 cepas de Listeria monocytogenes isoladas em cortes cárne-
os bovino e swabs de ralo em abatedouro frigoríficos de bovi-
nos no Distrito Federal.

Fig.1. Resultado da PCR para identificação dos sorotipos de Liste-
ria monocytogenes isolados de cortes cárneos e swabs de aba-
tedouro frigorifico no Distrito Federal. 1) cepa de referência 
para o sorotipo 4b oriunda da FIOCRUZ-RJ (471pb e 597pb); 
2) cepa de referencia para o sorotipo 1/2c oriunda da Fiocruz-
-RJ (691pb e 906pb); 3,4,6 e 7) fragmentos da dupla amplifica-
ção do fragmento de DNA lmo0737 (691 pb), sorogrupo IVb-
-V1 isoladas de cortes cárneos (*); 5) sorotipo 1/2c (691pb 
e 906pb); 8) 100 bp DNA ladder; 9) sorotipo 4b ( 471pb e 
597pb). Visualização em transiluminador Imagequant (Ge-
lifesciences) em gel de agarose a 2% com concentração de 
5mg/ml de brometo de etídio.
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desta resistência em cepas de Listeria monocytogenes bem 
como identificar a real fonte de origem da resistência anti-
microbiana.

Analises de PFGE
Baseado nas análises de macrorestrição por PFGE obti-

dos com a enzima de restrição Apal, os isolados de L. mo-
nocytogenes resultaram em 13 pulsotipos, e mostraram 
uma divisão em três grupos clonais, segundo o BioNume-
rics software version 4.0 (Applied Maths, Belgium) , que faz 
a correlação entre os perfis genéticos obtidos com a enzi-
ma de restrição Apal (Fig.2) com um valor de corte míni-
mo de 80% de similaridade como proposto por Franciosa 
et al. (2005). Os isolados foram obtidos de cortes cárneos 
bovinos comercializados no Distrito Federal e em ralos de 
ambiente de abatedouro frigorífico. O grupo A coinciden-
temente foi composto por todas as cepas pertencentes ao 
sorotipo 1/2c, e apresentou dois perfis genéticos distintos 
com 87% de similaridade entre si. O grupo B apresentou 2 
diferentes pulsotipos com 95% de similaridade entre si e 
coincidentemente identificados como pertencentes ao so-
rotipo 1/2a. Os isolados do grupo (C) apresentaram qua-
tro perfis genéticos distintos, todos eles coincidentemente 
pertencentes ao sorotipo 4b com similaridade entre si de 
80%. Isolados do grupo A e C de um mesmo pulsotipo fo-
ram obtidos em diferentes amostras de cortes cárneos bo-
vinos de diferentes regiões do Distrito Federal e isolados 
do grupo B foram obtidos de diferentes ralos em um mes-
mo abatedouro frigorifico no Distrito Federal em diferentes 
épocas de isolamento (Fig.2).

Estudos feito por Gianfranceschi et al. (2009) demons-
traram que havia uma correlação quase completa entre os 
pulsotipos e sorotipos por eles analisados, uma vez que 
95,0% dos seus isolados que obtiveram padrões de PFGE 
idênticos pertenciam ao mesmo sorotipo, e apenas 5% de 
todos os isolados analisados com os mesmos pulsotipos 
pertenciam a diferentes sorotipos mas pertencentes à mes-
ma linhagem genética. Assemelhando se ao encontrado no 
presente trabalho em que ocorreram 100% de correlação 
entre os pulsotipos e sorotipos analisados. Perfis molecu-
lares determinados por PFGE semelhantes indicam uma 

possível relação clonal entre os isolados e isso ocorre so-
mente quando ocorre um único evento genético como uma 
mutação, uma inserção ou deleção, que altere o padrão das 
bandas (Magalhães et al. 2005, Cruz et al. 2008).

Camargo (2013) identificou em seu trabalho diferentes 
rotas de contaminação no ambiente de processamento de 
carne bovina em que isolados com perfis genéticos idên-
ticos foram encontrados em utensílios limpos e sujos, de 
diferentes cortes finais, e entre utensílios e cortes finais e 
concluiu que esses resultados analisados em seu trabalho 
corroborariam com a importância da contaminação cruza-
da na transmissão desta bactéria dentro de uma planta de 
processamento da indústria frigorífica. Galvão et al. (2012) 
também identificaram potenciais vias de contaminação e 
permanência de cepas nos estabelecimentos por ele ava-
liado, em que um isolado observado em um estabelecimen-
to de processamento foi obtido a partir do produto final 
(carne moída) e apresentou uma similaridade de 82% com 
outros seis outros isolados, todos obtidos no mesmo esta-
belecimento em datas anteriores realizados durante um 
período de 5 meses.

No presente estudo cepas foram observadas a partir 
de diferentes cortes cárneos bovinos comercializados em 
diferentes regiões do Distrito Federal, bem como em um 
abatedouro frigorifico em diferentes épocas de isolamen-
to. Esse resultado pode sugerir uma ampla disseminação 
destes genótipos no Distrito Federal e uma possível persis-
tência da cepa no ambiente causado por uma falha dos pro-
cedimentos de limpeza e sanitização adotados no próprio 
abatedouro frigorífico. Porém devido ao pequeno número 
de amostras analisadas maiores estudos precisam ser re-
alizados para que possa se confirmar a correlação entre as 
origens dessas cepas e sua possível permanecia nos abate-
douros frigoríficos.

CONCLUSÕES
Os resultados encontrados neste trabalho permitem 

concluir que no período de março de 2014 a janeiro de 
2015 foram encontrados a presença de Listeria monocyto-
genes em cortes cárneos bovinos e em ambientes de abate-
douro Frigorifico no Distrito Federal.

Quadro 3. Resistência antimicrobiana realizado de Listeria monocytogenes isoladas no 
Distrito Federal

	 Agente antimicrobiano	 Cepas isoladas de cortes	 Cepas isoladas de swabs de ralo de
		  cárneos bovinos (n=11)	 abatedouro frigorífico de bovinos (n=2)
		  S	 I	 R	 S	 I	 R

	 Amoxicilina	 11(100%)	 0	 0	 2(100%)	 0	 0
	 Cefalosporina	 11(100%)	 0	 0	 2(100%)	 0	 0
	 Ciprofloxacino	 7 (63,6%)	 3 (27,3%)	 1 (9,1%)	 1(50%)	 1(50%)	 0
	 Cloranfenicol	 11(100%)	 0	 0	 2(100%)	 0	 0
	 Eritromicina	 10 (90,9%)	 0	 1 (9,1%)	 2(100%)	 0	 0
	 Gentamicina	 10 (90,9%)	 0	 1 (9,1%)	 2(100%)	 0	 0
	 Ác. Nalidíxico	 0	 0	 11(100%)	 0	 0	 2(100%)
	 Norfloxacina	 9 (81,8%)	 2 (18,2%)	 0	 2(100%)	 0	 0
	 Penicilina	 11(100%)	 0	 0	 2(100%)	 0	 0
	 Sulfonamidas	 3 (27,3%)	 0	 8 (72,7%)	 0	 0	 2(100%)
	 Tetraciclina	 11(100%)	 0	 0	 2(100%)	 0	 0
	 Vancomicina	 11(100%)	 0	 0	 2(100%)	 0	 0

S = Sensível, I = Intermediário, R = Resistente.
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Os principais sorotipos encontrados foram o 4b, 1/2a 
e 1/2c.

Dentre as cepas de L. monocytogenes encontradas em 
cortes cárneos bovinos, ocorreram resistência à eritromi-
cina, gentamicina e ciprofloxacina.

Todas as cepas apresentaram resistência ao ácido nali-
díxico.

Das cepas oriundas de ralos de abatedouro frigorífico, 
todas apresentaram resistência ao ácido nalidíxico e a sul-
fonamidas.

A análise por eletroforese de campo pulsante (PFGE) 
resultou em 13 diferentes pulsotipos, e mostraram uma 
divisão em três grupos que coincidentemente separou os 
3 sorotipos, sugerindo uma ampla disseminação destes ge-
nótipos no Distrito Federal.

Os resultados ainda sinalizam para que se realizem 
maiores estudos para verificar a abrangência deste micror-
ganismo nos cortes cárneos bovinos e abatedouros frigo-
ríficos tendo em vista a importância desta bactéria para a 
saúde publica.
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