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RESUMO

Doencas de transmissao hidrica e alimentar (DTHA) s&o um conjunto de infec¢des ou
intoxicagdes causadas por microrganismos patogénicos presentes nos alimentos e na
agua. Dentre estes, podemos destacar a bactéria Listeria monocytogenes, causadora
da listeriose, doenca grave em humanos, com altas taxas de hospitalizagdo e
mortalidade. Este trabalho visou detectar a presenca e avaliar a formacéo de biofilmes
de L. monocytogenes em produtos carneos manipulados no comércio, disponiveis ao
consumidor no estado do Tocantins, e o potencial de inibicdo de leveduras isoladas
de frutos amazoénicos na producdo de micocinas e sensibilidade a compostos
antimicrobianos. Foram analisadas 60 amostras de produtos carneos prontos para
consumo, advindas dos maiores municipios das regiées norte, sul e central do estado,
usando a metodologia oficial do Ministério da Agricultura (ISO 11290:2017), para
deteccado de L. monocytogenes. Os isolados sugestivos da bactéria patogénica foram
submetidos a confirmacdo por reacdo em cadeia da polimerase e trés isolados
submetidos a amplificacdo parcial do gene 16S rRNA, seguido do sequenciamento. A
capacidade de formacédo de biofilmes, foi avaliada por meio de crescimento em
microplaca de 96 pocos, seguido de coloracdo com cristal violeta, e realizada leitura
em Elisa com absorbancia de 570 nm. O antagonismo das leveduras frente a L.
monocytogenes ATCC 7644 foi avaliado pelo método de "Cross-streak” ademais foi
realizado o teste de sensibilidade a antibidticos por meio de disco-difusdo. Como
resultado, observou-se que 38% das amostras analisadas estavam contaminadas
com L. monocytogenes sendo a regido norte de maior prevaléncia (65%).
Aproximadamente 35% dos isolados formaram biofilmes, dentre estes, 25%
apresentaram fraca capacidade, 37,5% moderada capacidade e 37,5% forte
capacidade de formacédo de biofilmes. Das 185 leveduras avaliadas, nenhuma
apresentou antagonismo frente a cepa de L. monocytogenes. No teste de
sensibilidade a antimicrobianos, foi observado resisténcia das cepas de L.
monocytogenes isoladas a gentamicina — 10 ug (60%), tetraciclina — 30 ug (13,4%),
trimetoprima—sulfametoxazol — 25 pg (80%), rifampicina — 10 ug (53,4%). Todas as 30
cepas apresentaram sensibilidade a penicilina, sendo apenas um isolado resistente a
ampicilina e ao cloranfenicol. A pesquisa atende a uma regido carente de dados
atualizados sobre a ocorréncia do patdgeno, buscando também na riqueza da
biodiversidade amazobnica solugbes para os problemas da contaminacdo de
alimentos.

Palavras-Chave:; Antagonismo; Antimicrobianos; DTHA; Listeriose; Micocinas;



ABSTRACT

Foodborne and Waterborne Diseases (FWD) are a group of infections or poisonings
caused by pathogenic microorganisms present in food and water. Among these, we
can highlight the bacterium Listeria monocytogenes, which causes listeriosis, a serious
disease in humans, with high rates of hospitalization and mortality. This study aimed
to detect the presence and evaluate the formation of biofilms of L. monocytogenes in
commercially handled meat products available to consumers in the state of Tocantins,
and the potential for inhibition of yeasts isolated from Amazonian fruits in the
production of mycocins and sensitivity to antimicrobial compounds. Sixty samples of
ready-to-eat meat products from the largest municipalities in the north, south and
central regions of the state were analyzed using the official methodology of the Ministry
of Agriculture (ISO 11290:2017) for the detection of L. monocytogenes. The isolates
suggestive of the pathogenic bacteria were submitted to confirmation by polymerase
chain reaction and three isolates were subjected to partial amplification of the 16S
rRNA gene, followed by sequencing. The biofilm formation capacity was evaluated by
growth in a 96-well microplate, followed by staining with crystal violet, and reading
performed in Elisa with absorbance at 570 nm. The antagonism of yeasts against L.
monocytogenes ATCC 7644 was evaluated by the "Cross-streak” method, and the
antibiotic sensitivity test was also performed by disk diffusion. As a result, it was
observed that 38% of the analyzed samples were contaminated with L.
monocytogenes, with the northern region having the highest prevalence (65%).
Approximately 35% of the isolates formed biofilms, of which 25% showed weak
capacity, 37.5% moderate capacity and 37.5% strong capacity to form biofilms. Of the
185 yeasts evaluated, none showed antagonism against the L. monocytogenes strain.
In the antimicrobial sensitivity test, resistance of the isolated L. monocytogenes strains
to gentamicin — 10 pg (60%), tetracycline — 30 pg (13.4%), trimethoprim-
sulfamethoxazole — 25 pg (80%), rifampicin — 10 pg (53.4%). All 30 strains were
sensitive to penicillin, and only one isolate was resistant to ampicillin and
chloramphenicol. The research serves a region lacking updated data on the
occurrence of the pathogen, also seeking solutions to the problems of food
contamination in the richness of Amazonian biodiversity.

Keywords: Antagonism; Antimicrobials, Listeriosis; Mycokines, FWDs.
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1 INTRODUCAO

Doencas de Transmissdo Hidrica e Alimentar (DTHA) sao sindromes
causadas por cerca de 250 microrganismos, que s&o reconhecidamente
contaminantes de alimentos e agua, usando esses meios como veiculos para causar
infeccbes e intoxicacdes ao ser humano (Brasil, 2023). Segundo a Organizacao
Mundial de Saude (OMS), cerca de 600 milhdes de pessoas, ou seja 1 em cada 10
habitantes do planeta, contraem DTHA por ano. Desses doentes, cerca de 420 mil

morrem em funcdo da doenca (PAHO, 2022).

Nas Américas, segundo dados da Organizacdo Panamericana de Saude
(PAHO, 2022), 6rgéo vinculado a OMS, 77 milhdes de pessoas sofrem com DTHA.
No Brasil, no ano de 2022, foram registradas 7.932 notificacbes de doencas
transmitidas por meio de alimentos ou bebidas (DATASUS, 2024). Sendo o maior
numero de notificacdes ocorridas nas regifes Sul e Sudeste, com cerca de 83% dos
casos, muito embora esse dado seja atribuido a maior notificacdo e maior
desenvolvimento destas regides, além de melhor acesso a informacéo. Este fato
demonstra a caréncia de informagfes em regides menos desenvolvidas, como ocorre
com a regido Norte e Nordeste do Brasil, que apresentam dados de internacfes por
infeccBes gastrointestinais mais elevados que as regifes Sul e Sudeste, esse fator
pode ser associado também as baixas taxas de esgotamento sanitario e menor indice
de Desenvolvimento Humano (IDH) das regides Norte e Nordeste do pais (BATISTA
2022; IBGE 2023).

Dentre os microrganismos causadores de DTHA, a L. monocytogenes, agente
etiolégico da listeriose, tem uma importancia singular para a saude publica. Nos seres
humanos esta enfermidade ocorre de duas formas basicas, em adultos com sintomas
leves e quase inaparentes e em mulheres gravidas e pessoas imunossuprimidas,
provocando infeccdo no feto e recém-nascidos, levando a ocorréncia de meningites
como um dos quadros mais graves da doenca e por isso um indice elevado de
mortalidade (HOFER 2006; TORTORA et al., 2017; SANTATIVONGCHAI et al.,
2023).
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A habilidade da L. Monocytogenes em formar biofilmes é responsavel pela
sobrevivéncia do patdogeno mesmo em condicdes severas de estresse fisico e
guimico, elevando também o risco de contaminacdo cruzada de alimentos
armazenados mesmo em baixas temperaturas (2 a 4°C) (KIRAN et al, 2020;
SANTATIVONGCHAI et al., 2023).

Para aprimorar o controle sanitario e eliminar patdbgenos que representam
risco ao consumidor, especialmente aqueles que formam biofilmes em superficies de
trabalho, a industria de alimentos tém buscado novas tecnologias. Entre as
abordagens emergentes, destacam-se o biocontrole, a producdo de compostos
bioativos e a descoberta de microrganismos e metabdlitos microbianos com potencial
para melhorar a seguranca dos alimentos (ABDEL-KAREEM et al., 2021). Além
disso, pesquisas tém revelado o potencial das micocinas, compostos naturais
produzidos por leveduras com fator killer, como agentes de inibicdo de bactérias e
fungos (PEDONESE et al., 2022; SANTATIVONGCHAI et al., 2023).

Dado o impacto direto das solu¢des biotecnolégicas na protecao da saude
publica, o bioma amazb6nico oferece um vasto campo de pesquisa. Suas condicées
climéticas, diversidade de espécies e riqueza microbioldgica possibilitam a
identificacdo de novos microrganismos e biocompostos que, por meio da
biotecnologia, podem atender a diversas demandas sociais, promovendo o

desenvolvimento sustentavel da regido (RODRIGUES et al., 2022).

Tendo em vista 0 exposto, esta pesquisa tem como objetivo detectar, isolar,
identificar L. monocytogenes de produtos carneos prontos para O CONSUmMO
comercializados no Tocantins, assim como avaliar o potencial de Leveduras
autéctones de frutos amazbnicos serem utilizadas como inibidores de L.

monocytogenes.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 DTHA

Alimentos contaminados com microrganismos patogénicos causam danos nao
s6 a saude humana, mas também prejuizos econdmicos, perda de produtividade,
perdas comerciais, além das despesas médicas, somando-se a isso podemos citar a
sobrecarga do Sistema Unico de Satde no Brasil. S40 relevantes também os impactos
negativos no turismo e imagem do pais, segundo o Banco Mundial, as perdas
econdmicas causadas por DTHA tem custo anual em torno de R$39 milhées/ano no
Brasil (SOUZA et al.,, 2021). Conforme Oliveira et al.,, (2010), os dados sé&o
subestimados na maioria dos paises, as notificacbes ocorrem apenas nos casos mais
graves ou quando o transtorno de saude se prolonga, j& que em sua maioria as DTHAs

causam desconfortos leves e rapida recuperacao do individuo.

Segundo o Manual de Treinamento em Vigilancia Epidemiolégica das Doencas
de Transmissdo Hidrica e Alimentar da Secretaria de Vigilancia em Saude (SVS) do
Ministério da Saude (2021), o comportamento da sociedade nas Ultimas décadas é
um fator importante na compreensdo das DTHAs. Os habitos de consumo das
populacdes, que variam entre os paises e regides, sdo importantes e muitas vezes

explicam as diferencas de etiologia dos surtos notificados.

O surto de uma DTHA esta estabelecido quando um grupo de pessoas
apresenta sintomas de doencas relacionadas a uma origem comum, ou em casos de
microrganismo de alta patogenicidade como o Clostridium botulinum e a Escherichia
coli 0157:H7, para os quais o diagnéstico de apenas um caso é considerado um surto
epidémico (OLIVEIRA et al., 2010; BRASIL, 2023).

Em relag&o aos alimentos envolvidos nos surtos de DTHA no Brasil entre 2000
e 2021, dos casos confirmados, predominaram a agua (11,83%), seguida por
alimentos mistos (9,90%) e multiplos alimentos (9,54%), porém, a maioria (42,70%)
dos alimentos envolvidos nos surtos € desconhecido ou ignorado. Enquanto isso, 0s
alimentos associados a maioria dos O6bitos, foram também a agua (17,92%), os
alimentos mistos (9,43%), seguidos pelos produtos alimenticios para usos nutricionais
especiais (9,43%) e mais uma vez a maioria dos alimentos envolvidos é desconhecido

ou ignorado em (38,68%) dos 6bitos.
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No que tange a identificacdo dos agentes etioldégicos responsaveis pelos surtos,
salvo os ignorados, que representaram 39,43% dos eventos e 40,09% dos Obitos,
predominaram os alimentos contaminados por Salmonella spp. (14,77%), Rotavirus
(9,43%) e Escherichia coli (8,72%), enquanto as propor¢des de mortes causadas por
estes agentes foram, respectivamente, 16,04%, 7,55% e 10,38% (MARQUES e
TRINDADE, 2022). Devido a elevada incidéncia de agentes etioldgicos ignorados ou
desconhecidos nos surtos, pode-se constatar a fragilidade das investigacfes e o

isolamento de patégenos alimentares no Brasil.

Os dados do levantamento de Marques e Trindade (2022) também indicam que
0s registros realizados no Brasil, apontam as regides Sul e Sudeste com o0 maior
ndamero de casos, porém também deve ser levada em consideracdo a sensibilidade
do sistema publico de salde para deteccéo e registro dos casos, que esta intimamente

ligada a estrutura publica e desenvolvimento destas regides (Figura 1)

Ademais, os surtos cada vez mais frequentes na sociedade podem ser
compreendidos em virtude do surgimento de novos habitos alimentares, somado a
fatores como globalizacdo, urbanizagdo, modernizacdo da sociedade, crescendo
exponencialmente a busca por alimentos cada vez mais processados. A implicacéo
desta mudanca nos habitos da populacéo forcou alteracdes na industria de alimentos,
obrigando o alimento a permanecer mais tempo nas industrias, em decorréncia de
muitas etapas de fabricacéo para atender a demanda desse modelo de consumo, uso
cada vez mais amplo de aditivos e dependéncia vital de meios adequados de
conservacao. Todos esses fatores se somam e colocam em evidéncia o potencial de
risco que a contaminacdo de alimentos pode causar as sociedades, havendo ampla
necessidade de pesquisas e desenvolvimento de ferramentas que promovam a

seguranca alimentar dessas popula¢des (DOS SANTOS, 2021).
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Figura 1 - Registros de casos confirmados e 6bitos por DTHAS no Brasil entre 2000

e 2021.
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Fonte: Marques e Trindade, 2022.

2.1 Listeriose como DTHA

As DTHAs tém ganhado maior importancia em saude publica, dentre elas
destaca-se a listeriose, que passou de doenca de importancia muito limitada a uma
grande preocupacéo para as industrias de alimentos e para as autoridades de saude,
levando-se em consideracdo a capacidade do microrganismo de se multiplicar em
temperaturas de refrigeracdo e o alto indice de hospitalizacdo e ébitos da doenca

o
PEPEEEELEPISTTETII P

ANO

(TORTORA et al., 2017; KIRAN et al., 2020; SANTATIVONGCHAI et al., 2023).
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O género Listeria compreende seis espécies: L. monocytogenes, L. ivanovii, L.
seeligeri, L. innocua, L. welshimeri e L. grayi, porém apenas a L. monocytogenes tem
importancia na saude publica. L. monocytogenes € relatada ao longo da histéria
causando aborto e fetos natimortos em animais, a medida que pesquisas sobre o
patdgeno evoluiram, passou a ser detectado em casos em humanos. A bactéria esta
presente nas fezes dos animais, sendo amplamente distribuida no solo e na agua
(TORTORA et al., 2017).

No Brasil, a listeriose humana é subdiagnosticada e subnotificada, ndo havendo
registros de casos transmitidos por alimentos embora L. monocytogenes esteja
comprovadamente presente em diversos produtos (DOS SANTOS et al., 2021). De
acordo com Batista (2022), 65% dos surtos de intoxicacdo alimentar registrados no
Brasil apresentam origem ignorada, conclui-se, portanto, que ha escassez de dados
sobre a ocorréncia de listeriose no pais, conforme € apontado pela propria OMS em
sua publicacao de 2022 (FAO/WHO, 2022) sobre o panorama global.

A L. monocytogenes € um agente patogénico de origem alimentar bem
conhecido e importante nos paises desenvolvidos, mas ainda ndo recebeu atencao
suficiente nos paises subdesenvolvidos em termos de testes de diagndéstico de rotina
em laboratorios clinicos. Ndo ha dados relevantes sobre casos e surtos de listeriose
no Brasil por ndo ser uma doenca de notificagdo compulsoria, o que dificulta a

investigagéo dos surtos.

O controle oficial da L. monocytogenes foi instituido por meio da Instrucéo
Normativa SDA/MAPA n° 9, de 8 de abril de 2009 (BRASIL, 2009), com o objetivo de
detectar a presenca desse patdgeno em produtos de origem animal prontos para

consumao.

Segundo o Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento — MAPA, em
seu Anuario dos Programas de Controle de Alimentos de Origem Animal do
Departamento de Inspecdo de Produtos de Origem Animal (DIPOA), a L.
monocytogenes é encontrada mesmo em alimentos processados em empresas sob
fiscalizacdo federal, apresentando taxas de contaminacdo de 2,74% em produtos
carneos prontos para consumo no ano de 2023 (BRASIL, 2024). Ressalta-se, que
seguindo as diretrizes da legislagdo nacional e internacional, a pesquisa de L.

monocytogenes é focada em produtos prontos para consumo.
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A L. monocytogenes € um bacilo gram positivo, pequeno, com extremidades
arredondadas e ndo produz esporos ou capsulas, movel quando cultivada entre 20 e
25° C, porém é imovel ou apresenta fraca motilidade a 37° C, tem a capacidade
incomum de se mover de um mondcito para outro (TORTORA et al., 2017; JIBO et al.,
2022).

Nos seres humanos a listeriose ocorre de duas formas basicas, em adultos com
sintomas leves e quase inaparentes e em mulheres gravidas e pessoas
imunossuprimidas, provocando infec¢ao no feto e recém-nascidos, tendo a ocorréncia
de meningites como um dos quadros mais graves da doenca e por isso um indice
elevado de mortalidade (TORTORA et al., 2017; TOWNSEND et al., 2021).

Linhagens patogénicas de L. monocytogenes produzem uma proteina
chamada listeriolisina que permite que as bactérias escapem das vesiculas para
dentro do citosol. Esse mecanismo de escape foi desenvolvido pelas bactérias para
resistir ao processo de fagocitose (killing), por meio dos mecanismos microbicidas dos
fagdcitos, a maioria dos quais esta concentrada nos fagolisossomos. Além disso, o
patdgeno possui a habilidade de se transferir de um mondcito para outro conforme

ilustrado na Figura 2.

Figura 2 - Disseminacdao célula a célula de L. monocytogenes.
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Fonte: TORTORA et al., 2017.

A listeriose é essencialmente transmitida através do consumo de alimentos

contaminados, especialmente alimentos prontos para consumo, também ocorre pelo
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contato com animais, o ser humano pode ser portador assintomético da bactéria, o
que eleva a preocupacdo com a manipulacdo de alimentos nas industrias
(KURELJUSIC et al.,, 2019). Assim, a contaminacdo de matérias-primas e de
alimentos néo processados é frequente. Os alimentos associados com a transmissao
da doenca sdo varios, no entanto, aqueles cujas caracteristicas permitem o
crescimento da bactéria e que apresentam vida de prateleira longa, mesmo que em

temperaturas de refrigeracdo, merecem particular atencdo (PORTUGAL, 2024) .

O grande consumo de produtos carneos no Brasil, principalmente de aves,
bovinos e suinos, € um fator de risco para a ocorréncia de listeriose, por isso é
essencial obter informacdes atualizadas na literatura sobre a prevaléncia deste
patégeno em diferentes tipos de produtos carneos para orientar a adocao de
estratégias e mitigar esse risco (PENTEADO et al., 2018; EMBRAPA, 2023).

Nos ultimos vinte anos foram descritos varios surtos de listeriose associados
ao consumo de diversos alimentos como saladas, patés, queijos, leite pasteurizado,
camardes e manteiga. Todavia, os produtos que representam maior risco sao aqueles
cujo processo de fabricacdo ndo inclui qualquer etapa de reducdo/eliminacdo de
microrganismos, como uso de tratamento térmico e cujas matérias-primas

apresentam elevada incidéncia/concentra¢cfes da bactéria (PORTUGAL, 2024).

Segundo o Centro de Controle e Prevencdo de Doencas dos Estados Unidos,
CDC (2024), a estimativa € que a cada ano nos Estados Unidos, 1.600 pessoas sao
contaminadas com L. monocytogenes provocando o Obito de cerca de 260 pessoas
por ano. A listeriose foi a quinta zoonose mais notificada na Unido Europeia em 2022,
com aumento significativo dos casos, principalmente entre idosos e mulheres em
idade fértil (EFSA, 2022). A ingestdo de alimentos prontos para consumo
contaminados com mais de 2x103 UFC/g de L. monocytogenes é responsavel por mais
de 90% dos casos de listeriose invasiva (SCHODER et al., 2022).

A habilidade deste agente formar biofilmes é responsavel pela sobrevivéncia
do patdbgeno mesmo em condi¢cdes severas de stress fisico e quimico, elevando
também o risco de contaminagdo cruzada de alimentos armazenados mesmo em
baixas temperaturas (2 a 4°C) (VILLANUEVA e SALAZAR, 2017). Eliminar biofilmes
nas industrias de alimentos tem sido um desafio enfrentado com o emprego de

métodos quimicos, fisicos e biolégicos, com resultados diversos, porém sem uma
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definicdo clara de eficacia para a industria. Apds deteccdo de cepas resistentes a
diversos métodos empregados na industria, torna-se indispensavel a pesquisa e
desenvolvimento de métodos alternativos para combate a formacédo de biofilmes,
entre esses esforgos incluem uso de fagos, extratos de plantas, produtos bacterianos
e enzimas (KIRAN et al., 2020; SANTATIVONGCHAI et al., 2023).

Da busca por compostos naturais que reduzam a degradacgédo dos alimentos,
promovam maior biosseguranca e que nao afetem negativamente os alimentos, foram
descobertos compostos como a nisina, que é considerada um dos marcos mais
importantes da pesquisa envolvendo bacteriocinas, conjunto de compostos celulares
com potencial microbicida. Comercializada desde 1953, é utilizada até hoje na
producdo de diferentes alimentos em escala industrial. E o Unico peptideo
antimicrobiano natural aprovado pela Food and Drug Administration (FDA) para uso

como conservante de alimentos.

Rodrigues et al., (2022), em suas pesquisas com Aspergillus sp, isolados do
bioma amazbnico, isolaram o acido kdjico, resultado inédito para fungos amazénicos,
reforcando o potencial de fungos amazénicos como fontes alternativas viaveis para
producdo de compostos que sejam importantes para o setor industrial e para a saude
publica. Vieira et al. (2021), ressalta que leveduras produtoras de micocinas como
Wickerhamomyces anomalus, tem mecanismos de funcionamento alterados
dependendo do ambiente e que muitos mecanismos permanecem desconhecidos e

ainda necessitam de mais estudos.

Por meio de competicao, o uso de bactérias, leveduras e seus compostos, tem
sido empregado em muitos estudos com resultados promissores nha prevencao,
controle e eliminacdo de biofilmes, levando-se em consideracdo que a L.
monocytogenes € o0 microrganismo de baixa competitividade, esse método apresenta
um potencial ainda maior. Compostos bioativos sdo op¢des em estudo também muito
promissoras para inibir a formacdo de biofiimes em superficies na indastria de
alimento (KIRAN et al., 2020; SCHMIDELL et al.,, 2021; MARTELLI et al., 2022;
NURIMBERG et al., 2022).

Martelli et al., (2022), mostraram que a levedura Wickerhamomyces anomalus
€ capaz de produzir micocinas que inibem eficazmente todos 0s microrganismos
padrdo testados em microdiluicdo, Escherichia coli (ATCC 8739), Pseudomonas
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aeruginosa (ATCC 9027), Staphylococcus aureus (ATCC 6538), Candida albicans
(ATCC 10231) e Aspergillus niger (ATCC 16404). . Outros estudos também
evidenciam o potencial das micocinas produzidas por W. anomalus na inibicdo de uma
ampla gama de patogenos, incluindo Candida. albicans, Plasmodium berghei,
Monilinia spp., Penicillium digitatum, Botrytis cinerea, Acinetobacter baumannii e
Staphylococcus aureus (VIEIRA et al., 2021).

Tendo em vista o apresentado, pode-se afirmar que prevencéo e o consumo de
alimentos mais seguros séo essenciais, e acées que visam melhorar a seguranca dos
alimentos sao relevantes e estdo de acordo com a OMS para alcancar os Objetivos
de Desenvolvimento Sustentavel (ODS), como a ODS 3 (Saude e Bem-estar) que
destaca em seu item 3.3: “Até 2030, acabar com as epidemias [...] doencas
transmitidas pela agua, e outras doencgas transmissiveis”; ODS 9 (Industria, inovacao
e infraestrutura), que no seu item 9.4 ressalta: “[...] uso de recursos e maior adogéo
de tecnologias e processos industriais limpos e ambientalmente corretos]...]". (ONU,
2023).

Nesta mesma vertente, no presente trabalho buscou-se dentre as leveduras
autoctones dos frutos de Pupunha e Tucuma, pertencentes a cole¢éo de culturas do
LMA/UFT identificar cepas com potencial de inibir a bactéria patogénica L.
monocytogenes, O objetivo é aumentar por meio de bioprodutos ou bionsumos a
seguranca dos alimentos consumidos no estado, com potencial de expansdo para
diversos ramos da industria de alimentos. Muitos trabalhos tém sido publicados
utilizando linhagens microbianas (Lactobacillus sp., Saccharomyces sp.,
Aspergillus sp. Wickerhamomyces sp.), devido ao seu potencial probiético e
biotecnolégico (SILVA et al., 2021; VIEIRA et al., 2021; RODRIGUES et al., 2022,
MASEBE e THANTSHA, 2022). Isolados como Lactobacillus sp. e Saccharomyces sp.
tém sido obtidos da fermentacdo espontanea de frutos amazoénicos, explorar esse
potencial € fundamental para a ciéncia apontar caminhos e respostas para melhorar

a seguranca e potencial dos alimentos.
3 JUSTIFICATIVA

Diante da escassez de dados sobre DTHA nas regides norte e nordeste do
Brasil, especialmente sobre a listeriose, torna-se urgente a necessidade de mais

pesquisas devido as altas taxas de hospitalizacao e de mortalidade associadas a essa
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doenca. O patégeno L. monocytogenes, reconhecido como emergente, representa um
risco significativo para populac¢des vulneraveis, incluindo criangas, idosos, gestantes
e imunossuprimidos. A falta de dados dificulta a formulagdo de politicas publicas

eficazes para prevenir surtos fatais.

Identificar a presenca de L. monocytogenes em alimentos, especialmente
produtos céarneos amplamente consumidos, € essencial para proteger a vida de
pessoas vulneraveis, uma vez que a doenga apresenta uma taxa de letalidade de 20
a 30% (SCHODER et al., 2022).

A presente pesquisa busca n&o apenas identificar a prevaléncia desse
patdbgeno em produtos carneos no Estado do Tocantins, na regido Norte do Brasil,
bem como a capacidade dos isolados formarem biofilmes e sua sensibilidade aos
principais antimicrobianos em uso para tratamento de pacientes com listeriose e
também avaliar o potencial de leveduras selvagens, isoladas de frutos amazonicos,

na inibicdo da formacgéao de biofilmes por L. monocytogenes.

A bioprospeccdo de microrganismos, como essas leveduras, oferece uma
alternativa promissora para o desenvolvimento de biocompostos com aplicacdo na
industria alimenticia, visando a melhoria das praticas de higiene e da producéo de
alimentos seguros para o consumo. Além disso, a pesquisa abre caminho para a
criacdo de um produto tecnoldgico inovador, baseado na biodiversidade brasileira,
com potencial para fortalecer a industria de alimentos e promover o uso sustentavel

dos recursos naturais do pais.

4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo Geral

Detectar a presenca de L. monocytogenes em produtos carneos prontos para
0 consumo, caracterizar molecularmente cepas presuntivas isoladas e analisar sua
resisténcia a antibioticos, com o objetivo de compreender o risco de surtos de listeriose
associados. Adicionalmente avaliar o potencial de formar biofilmes, e avaliar o

potencial biotecnolégico de leveduras amazoénicas na inibicdo do crescimento de L.
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monocytogenes, visando estratégias inovadoras para controle microbiolégico na

industria de alimentos.

4.2 Objetivos Especificos

o Detectar e isolar L. monocytogenes nas amostras de produtos carneos prontos

para consumo.

¢ Confirmar a identificacdo das culturas isoladas por meio de PCR e

sequenciamento do gene 16S rRNA;

o Avaliar o perfil de resisténcia a antibioticos das cepas isoladas, determinando

0S riscos associados a saude publica;

¢ Avaliar a capacidade de formacdo de biofime dos isolados de L.

monocytogenes;

o Investigar o potencial inibitorio de leveduras amazodnicas sobre o crescimento
de L. monocytogenes, explorando alternativas naturais para controle

microbiolégico (Apendice 1)

¢ Relacionar os resultados obtidos com as implicagdes para a seguranca dos
consumidores de alimentos carneos prontos para 0 consumo no estado do

Tocantins.

5 METODOLOGIA

5.1 Procedimento de coleta de amostras

Sessenta amostras de produtos carneos prontos para o consumo foram
coletadas entre os meses de maio e julho de 2024, nas maiores cidades em populacao
e em seus entornos, localizadas nas regibes norte, sul e central do estado do
Tocantins, Brasil, de acordo com dados do IBGE (2022), sendo 20 amostras de cada
regido. As coletas ocorreram nos municipios de Palmas e Porto Nacional na regido
central do estado, Araguaina e Nova Olinda na regido norte, Gurupi e Alianca do

Tocantins na regiéo sul.
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Os produtos amostrados foram presunto fatiado (13), apresuntado fatiado (18)
e salsicha (29), com registro de inspec¢éao oficial, mas que passaram por fracionamento
e/ou fatiamento, e foram embalados no estabelecimento onde foram comercializados.
A diferenca no numero de amostras por produtos coletados, resultou da variacdo na

disponibilidade destes nos diversos mercados onde foram adquiridos.

A aquisicdo das amostras foi aleatéria nos comeércios varejistas de cada
municipio escolhidos conforme ilustrado na Figura 3, podendo ser até duas amostras
por estabelecimento, coletadas nas embalagens proprias do estabelecimento e
transportadas em caixa térmica sanitizada contendo gelo reciclavel e remetidas ao
Laboratério de Microbiologia de Alimentos da Universidade Federal do Norte do
Tocantins, Centro de Ciéncias Agrarias (UFNT), Campus Araguaina. Ao recepcionar
as amostras no laboratoério, verificou-se as condi¢cdes de chegada delas, observando

a integridade das embalagens, conservacao e temperatura.

Figura 3 - Locais de aquisicdo das amostras de produtos carneos prontos para

consumo no estado do Tocantins, Brasil.
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5.2 Andlises microbiolégicas para deteccdo e isolamento de L.

monocytogenes.

A deteccéo de L. monocytogenes seguiu o procedimento definido pela norma
NBR/ISO 11290:2004, também instituida no Brasil pela Instrucdo Normativa
SDA/MAPA n° 40 de 12/12/2005 para produtos carneos e os Métodos Oficiais para
Andlise de Produtos de Origem Animal, do Ministério da Agricultura Pecuéria e
Abastecimento conforme Manual da Coordenacdo Geral de Laboratérios (CGAL)
(BRASIL, 2022).

As amostras, analisadas individualmente, foram fracionadas de forma
homogénea em pacotes estéreis de 25g em camara de fluxo laminar, em condicfes
assépticas. Procedeu-se com a diluicdo das amostras em 225 ml do caldo Half-Fraser
(NCMO0003A ACUMEDIA), caldo de enriqguecimento para meio de cultura primério de
L. monocytogenes, e entdo homogeneizou-as em Stomacher (SPlabor) 230

batidas/minuto por 3 minutos, com posterior incubacgéo a 35°C = 1°C por 24 + 2 h.

Ap0s essa etapa, realizou-se o enriqguecimento secundario, utilizando-se 0,1 mi
de cultura primaria adicionando 10 ml de Caldo Base L. Fraser (K25-1182 + K25-6050,
KASVI) com incubacgéo a 35°C + 1°C por 24 + 2 h.

Na sequéncia foi transferido uma alcada da amostra para a superficie de duas
placas de Petri, por esgotamento, uma contendo Agar LS (Himedia M1474)
suplementado com substrato cromogénico L. (Himedia FD1631) e outra contendo
Agar Oxford (ACUMEDIA NCMO0056A) suplementado com L. Supplement (Oxford)
(ACUMEDIA 7986). Ambas as placas foram incubadas a 37°C + 1°C por 24 + 2 h.

Transcorrido o periodo de incubagcdo, as colénias presuntivas de L.
monocytogenes em agar LS, (colénias pequenas e brancas), e no meio Oxford,
(colbnias verde-oliva com um halo preto), Figura 4, foram selecionadas e submetidas

a identificagao molecular por meio de PCR.

27



28

Figura 4 - Colbnias tipicas de L. monocytogenes em Agar Oxford (A) e Agar Listeria
Seletivo (B).

Fonte: Elaboracao Prépria.

5.3 Identificacdo Molecular

Apos isolamento de colbnias presuntivas de Listeria., estas foram recuperadas
em caldo Brain Heart Infusion (BHI) (Himedia M211) por 24 horas a 35°C, submetidas
a extracdo de DNA gendmico por fervura simples (100°C/15 min.), conforme protocolo

descrito por Ribeiro Junior et al., (2016).

Na sequéncia foi realizado o teste de Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)
convencional para confirmacdo de L. monocytogenes. Os primers utilizados estéo

descritos no Tabela 1.

Tabela 1 - Condi¢Bes experimentais utilizadas na PCR das colbnias presuntivas de
L. monocytogenes isoladas das amostras de produtos carneos prontos para o

consumo no estado do Tocantins.

Micro-organismo Gene Primers (5’-3’) Tar(TO%r)]ho Referéncia
ATGAATATGAAAAAAGCAA ]
Chen;
L. monocytogenes Lmo ¢ 1450- Knabel
' ytog 2234  TTATACGCGACCGAAGCCA 1600 (2007)

AC

Fonte: Elaborado pelo autor.

Para cada amostra (1 ul) foi adicionado um mix (24 ul) com 18,05 ul de agua
MilliQ®, 2,5 pl tampéo TE (Tris-HCI [10[mM]: EDTA[1mM]) 1,0 pl de MgCI?, 0,75 ul de
DNTp, 0,75 ul de cada primer e 0,2 ul de Taq (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA).



Apds o preparo das reacdes, as amostras seguiram para o termociclador,
iniciando com aquecimento de 95° C por 5 minutos para ativacdo da tagDNA
polimerase, seguindo para a sequéncia de 40 ciclos (94°C por 45", 52°C por 45", 72°C
por 2’). Foi inserido em cada grupo de analises uma amostra positiva de L.
monocytogenes American Type Culture Collection (ATCC 7644), como controle

positivo.

A confirmacéao da espécie ocorreu por meio de eletroforese em gel de Agarose
a 1,5%. Utilizou-se um padréo molecular de pares de bases de DNA (bp) (1Kb, DNA
Ladder, Kasvi)

Do total de isolados confirmados na PCR-Uniplex, 6 isolados foram
selecionados aleatoriamente e submetidos a amplificacao parcial do gene 16S rRNA
utilizando os primers 27f (5- GAGTTTGATCMTGGCTCAG-3’) e 1492r (5'-
GGYTACCTTGTTACGACTT - 3’) (Osborne et al., 2005) para o sequenciamento
genético. As condicdes de amplificacdo foram: 1 ciclo de desnaturacao inicial a 94°C
por 5 minutos; 35 ciclos de 94°C por 1 minuto, anelamento a 58°C por 1 minuto e

extensdo a 72°C por 1 minuto; e, 1 ciclo final de extenséo a 72°C por 10 minutos.

O sequenciamento do DNA foi realizado utilizando-se o método de Sanger
(SeqStudio, Applied Biosystems, Foster City, Estados Unidos) em ambas as direcdes.
Para tanto, o produto da PCR do gene 16S rRNA, foi submetido a purificacéo
(PureLink™ Genomic DNA Purification Kit, Invitrogen). A qualidade das sequéncias
do 16S rRNA foi avaliada pelo software BioEdit v. 7.2.5 (Hall, 1999) e as sequéncias
consenso foram geradas pelo CAP 3 (Huang & Madan, 1999). A identificacao foi
realizada utilizando o Blast tool do National Center for Biotechnology Information
(NCBI).

5.4 Classificagao das cepas de L. monocytogenes formadoras de biofilme.

Seguindo a metodologia de Stepanovi¢ et al., (2004), foram pipetados 230 pl
de caldo BHI, transferidos para placa estéril de micro titulagdo transparente de
policloreto de vinil (PVC) de fundo chato, de 96 poc¢os. Em seguida, 20 ul de cada
cultura de L. monocytogenes isolada foram pipetados e transferidos para cada poco
da placa com o meio BHI em trés repeti¢cées. Uma fileira de 12 pocos foi preenchida

apenas com meio BHI, para servir de controle negativo. As placas com o material

29



pipetado foram incubadas por 24 h na temperatura de 35° C £ 2° C em aerobiose,
para formacao dos biofilmes.

Na sequéncia, o conteudo da placa foi entdo despejado e os pocos lavados trés
vezes com 300 pL de agua destilada estéril. As bactérias restantes aderidas foram
fixadas com 250 pyL de metanol por poco, por 15 min, em seguida, as microplacas
foram esvaziadas e deixadas para secar em condi¢cdes ambientais. Apos a secagem,
os pocos foram corados com 250 pL de cristal violeta, usado para coloragéo de Gram
(conjunto de coloracdo de Gram para microscopia Merck) por 5 min. O excesso de
corante foi retirado colocando a microplaca em agua corrente da torneira. Apos as
microplacas serem secas ao ar, o corante ligado as células aderentes foi
ressolubilizado com 250 uL de &cido acético glacial a 33% (v/v) por poco. A densidade
optica (DO) de cada poco foi medida a 570 nm usando um leitor Multiskan EX
automatizado (Biochrom ASYS UVM 340).

Tomando como parametro a capacidade e intensidade de formacao de biofilme
dos isolados, estes foram divididos em quatro categorias: isolado ndo formador de
biofilme (NF) quando a densidade éptica do isolado (DOi) foi menor ou igual a
densidade Optica da média dos pocos controle negativo DOn (DOi < DOn); fracamente
formador de biofiime se DOn < DOi < 2xDOn; formador de biofilme moderado se
2xDOn < DOi < 4xDOn ou forte formador de biofiime se 4xDOn < DOi (MASEBE e
THANTSHA, 2022).

5.5 Reativacao de leveduras autdctones de frutos amazonicos

Foram testadas 185 leveduras selvagens, isoladas de frutos amazonicos,
pupunha (Bactris gasipaes), tucuma (Astrocaryum vulgare) e bacupari (Garcinia
Gardneriana) (RODRIGUES, 2021; OLIVEIRA, 2022), pertencentes a colecdo de
culturas do Laboratorio de Microbiologia de Alimentos LMA/UFT. As leveduras
analisadas foram reativadas em meio Yeast Extract Pepton Glucose — YEPG (Agar,
15 g/L, Peptona bacteriologica, 20 g/L, Glicose, 20 g/L, Extrato de levedura, 10 g/L)
com pH ajustado para 4,5 com Acido HCI 1M, através de estriamento em placa e
incubacéo por 48 h a 28-30°C.
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5.6 Andlise de coexisténcia das cepas

As culturas de leveduras e a amostra padrdao de L. monocytogenes (ATCC
7644) foram padronizadas pela escala de Mac Farland (3 e 1, respectivamente). Para
observar o antagonismo entre os isolados foi utilizado o método "Cross-streak” que
consistiu em depositar 20uL do cultivo bacteriano (37°C, 24h) na parte superior da
placa contendo agar Nutriente (KASVI K25-1060), em seguida, inclina-se a placa a
um angulo de 90° para que a microgota forme uma linha uniforme até a parte inferior.
Logo apés, perpendicularmente a linha formada, adiciona-se outros 20uL do isolado
de leveduras a serem testadas e repete-se a inclinagdo. Apos, as placas foram
incubadas a 37°C durante 48 h conforme metodologia adaptada de Guo et al., (2010).
Em cada placa foi possivel analisar o antagonismo de 3 isolados de leveduras frente

a cepa padrao de L. monocytogenes.

As placas com leveduras que apresentaram inibicdo no crescimento no ponto

de cruzamento das linhas, foram consideradas potenciais inibidores.

5.7 Testes de Sensibilidade a Antimicrobianos por Disco-difuséo

Seguindo a metodologia descrita na Norma Global Consensual do NCCLS®
NCCLS M2-A8 Vol. 23 No 1 (2003), isolados de L. monocytogenes foram recuperadas
em caldo Brain Heart Infusion (BHI) por 24 horas a 35°C. Incubou-se a cultura em
caldo, a 35° C, até alcancar ou exceder a turbidez de uma solucdo padrdo de
McFarland 0,5.

Ajustou-se a turbidez da cultura em crescimento com solugéo salina estéril de
modo a obter uma turbidez Optica comparavel a da solucdo padrao de McFarland a
0,5. ApoOs isso, aguardar 15 min. para ajustar a turbidez da suspensao do inéculo,
mergulhou-se um swab de algod&o estéril na suspensdo ajustada, semeado em
placas de Petri com Agar BHI, esfregando-se o swab em toda superficie e bordas. O

teste foi realizado em duas repetigoes.

Foram testados antibioticos de uso clinico indicados para o tratamento de
pacientes com listeriose, utilizando discos impregnados com as seguintes

concentragdes inibitdrias: tetraciclina (10mcg) ampicilina (10mcg), gentamicina
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(10mcg), rifampicina (10mcg), trimetoprima/sulfametoxazol (25mcg), cloranfenicol
(30mcg), penicilina G (10mcg) (PRIETO et al, 2016; CARUSO et al, 2020).

Um conjunto de sete discos antimicrobianos foi colocado na superficie de uma
placa de agar BHI semeada com o isolado de L. monocytogenes a ser testado, os
discos foram distribuidos por igual, de maneira que a distancia de centro para centro
nao exceda 24 mm. As placas foram invertidas e colocadas numa estufa, a 35° C/24
h.

Os halos formados foram medidos em triplicata usando paquimetro, na placa
de Petri invertida contra um fundo claro n&o refletor. O resultado da medi¢do foi
comparado com os padr6es da Tabela de Pontos de Corte Clinicos do BrCAST-
EUCAST, valida a partir de 13-04-2024.

5.8 Analises Estatisticas

Os resultados do teste de sensibilidade a antibiéticos por difusdo em disco
estdo apresentados como médias seguidas de desvio padrdo. Os dados foram
submetidos a andlise de variancia e as médias foram comparadas pelo teste Scott-
Knott pelo Programa Estatistico Sisvar, considerando o nivel de significancia de 5%.

6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Deteccdo de L. monocytogenes em amostras de produtos carneos

prontos para consumo no estado do Tocantins.

Todas as amostras com crescimento de col6nias presuntivas (50), (Tabela 1
Apéndice 1) foram submetidas a fase de confirmacao de L. monocytogenes por PCR,
0 gue resultou em uma amostragem de 420 isolados testados, um total de 105
isolados confirmados, pertencentes a 23 amostras testadas, o que confirma a
presenca do patdogeno nessas, correspondendo a 38,3% de amostras positivas na
pesquisa. A Figura 6, mostra os géis de agarose com o perfil de banda esperado para

0 patégeno em estudo.
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Figura 5 - Resultado de Eletroforese com Gel de Agarose com o perfil de banda
para L. monocytogenes, (Pb 1450-1600) isoladas de produtos carneos prontos para

consumo comercializadas no Tocantins no periodo de maio a julho de 2024.

Em destaque vermelho amostras positivas, em laranja L. monocytogenes ATCC,7644 (controle

positivo). Fonte: Arquivo pessoal.

Dentre as 23 amostras de PCR positivas para L. monocytogenes, 3 colonias
foram submetidas ao sequenciamento sendo confirmadas para L. monocytogenes

conforme demonstrado na Tabela 2.

Tabela 2 - Sequenciamento de isolados de L. monocytogenes das amostras de
produtos carneos prontos para 0 consumo comercializadas nas regides norte,

central e sul do Tocantins, Brasil, no periodo de maio a junho de 2024.

Amostratestada Resultados
>L 166 Foward L. monocytogenes. *
Reverse L. monocytogenes. *
>.255 Foward L.monocytogenes *
> 1100 Foward L. monocytogenes.*

Reverse L. monocytogenes *.




*Zheng Zhang et al, (2000), "A greedy algorithm for aligning DNA sequences”, J Comput Biol 2000; 7(1-
2):203-14. Aleksandr Morgulis et al, (2008), "Database Indexing for Production MegaBLAST Searches",
Bioinformatics 24:1757-1764. https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

Fonte: Elaborado pelo autor.

Das amostras analisadas 38% (23/60) foram positivas para L. monocytogenes.
A pesquisa deste patdgeno nas amostras analisadas revelou niveis elevados de
contaminacdo em produtos carneos prontos para 0 consumo comercializados em
estabelecimentos atacadistas do estado do Tocantins. Enquanto o anudrio estatistico
do MAPA (2023), relatou apenas 2,61% de contaminagcdo em um total de 383
amostras dos produtos carneos prontos para consumo, o presente estudo identificou

um nivel de contaminacao significativamente maior.

A discrepancia entre os resultados pode ser atribuida ao foco distinto das
pesquisas. Os dados do MAPA referem-se a produtos estocados em industrias
fiscalizadas pelo Servico de Inspecéo Federal (SIF), enquanto a presente pesquisa
analisou produtos adquiridos no comércio varejista das trés regides do estado. Além
de incluir produtos devidamente registrados nos servicos de inspecéo, também se
considerou a manipulacdo e as condi¢bes de comercializacdo desses produtos nos
estabelecimentos, o que pode ter influenciado os niveis de contaminagéo detectados.

Cavalcanti et al., (2022), em levantamento realizado no Brasil, relataram indices
de 14% de L. monocytogenes em carne crua e de 11% em produtos carneos prontos
para consumo. O estudo destacou que a deteccao de L. monocytogenes foi maior nos
produtos carneos comercializados no mercado varejista, com uma taxa de 19%. Esses
resultados reforcam a hipotese de que a manipulacédo desses produtos no comércio

varejista pode ser um fator de contaminacéo.

Ha diferenca na quantidade dos produtos amostrados (presunto e
apresuntado), em funcdo da oferta destes nos mercados, porém ndo foram
observadas alteracdes nos resultados que indiquem interferéncia desse fator (Tabela
3). Os resultados sugerem, no entanto, que produtos com manipulacdo semelhantes
como presunto e apresuntado, que passaram por fatiamento, apresentam
similaridades nos resultados, 50% (9/18) das amostras de apresuntado, 46,15% (6/13)
das amostras de presunto fatiados apresentaram-se contaminadas com L.

monocytogenes.
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Tabela 3 - Presenca de L. monocytogenes por categoria de produtos carneos
prontos para o consumo comercializadas nas regiées norte, central e sul do

Tocantins, Brasil, periodo de maio a julho de 2024.

Produto Resultados
Total de N° de amostras % de amostras
amostras positivas paralL. positivas paralL.
monocytogenes monocytogenes
Presunto 13 6 46,2
Apresuntado 18 9 50,0
Salsicha 29 8 27,6
Total 60 23 38,0

Fonte: Elaborado pelo autor.

A salsicha tem processo de manipulagcao diferente no mercado, ndo sofrendo
fatiamento, sendo vendida a granel, apresentando como resultado 27,6% (8/29) de
contaminacdo das amostras, sugerindo que a forma de manipulacdo tem maior
impacto sobre a contaminacdo. A salsicha vendida a granel nos mercados pode ser
contaminada durante a exposicdo em bandejas ou pela manipulagcéo inadequada,
mas, por nao passar por nenhum processo adicional de corte, apresenta um menor

nivel de contaminacdo com L. monocytogenes.

Esses resultados ressaltam a importancia de considerar a capacidade desse
patégeno de formar biofilmes em equipamentos, como fatiadores, o que pode explicar
0s niveis elevados de contaminacdo em produtos que passam pelo processo de
fatiamento. Produtos como presunto e apresuntado, devido ao contato com méaos do
manipulador e laminas de equipamentos contaminados, tém indices mais elevados de
L. monocytogenes, ja na salsicha, o contato com as maos do manipulador é a principal

fonte de risco de contaminagdo em sua maioria.

Kureljusic et al., (2019), chegaram a conclusdes semelhantes apés analisar 489
amostras de produtos de origem animal e prontos para consumo na Sérvia,
identificando superficies de contato com alimentos, maquinas de processamento e
trabalhadores como principais fontes de contaminacéo por L. monocytogenes apos o

processamento térmico, durante 0 manuseio subsequente. Destaca-se a capacidade
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desta bactéria de formar biofilmes, o que aumenta sua resisténcia a desinfetantes e

agentes antimicrobianos.

Em relacéo a regido, o norte apresentou maior contaminacao (65%), seguida
da regido sul (30%) e por fim a central (20%) (Tabela 04).

Tabela 4 - Quantitativo de amostras de produtos carneos prontos para 0 consumo
comercializadas nas regides norte, central e sul do Tocantins, Brasil, contaminadas

com L. monocytogenes em analises realizadas de maio a julho de 2024.

Total de amostras | N°de amostras positivas % de amostras positivas

para L. monocytogenes  para L. monocytogenes

Norte 20 13 65
Central 20 4 20
Sul 20 6 30
Total 60 23 38

Fonte: Elaborado pelo autor.

Os resultados obtidos por Teles et al., (2022), no qual foram avaliadas 120
amostras de produtos prontos para consumo na industria e a mesma quantidade no
comércio varejista em pesquisa realizada no Parana, Brasil, apresentaram
contaminacao por L. monocytogenes apenas no comércio com 11,67% das amostras
positivas, enquanto as amostras da inddstria ndo apresentaram contaminacao,
sugerindo que a manipulacdo bem como a regionalizacao pode interferir, posto que
microrganismos podem ter comportamento alterado em fungéo da interacdo com o

ambiente.

Os resultados obtidos nesta pesquisa diferem em percentuais da pesquisa no
Paranda, sugerindo que a regionalizacdo pode interferir nos resultados, assim como
demonstrado nos maiores niveis de contaminagcdo nos produtos presentes no

comeércio varejista.

Outro aspecto relevante é que, no estado do Tocantins, ndo existem industrias

registradas para producao destes produtos, o que resulta na necessidade de adquiri-



los de outras regides. Esse cenario aumenta o tempo de transporte e armazenamento,
elevando o risco de perda de controle de temperatura e outros fatores que podem
impactar a seguranca microbiolégica dos produtos durante a logistica de distribuigdo.

Os resultados encontrados no presente estudo sugerem a necessidade de uma
avaliacdo rigorosa das praticas e controles adotados pelo comércio varejista que
manipula esses produtos. E importante implementar sistemas de controle de
qualidade como o APPCC (Sistema de Analise de Perigos e Pontos Criticos de
Controle) e realizar monitoramentos regulares da presenc¢a do patdbgeno no ambiente
de processamento. Além disso, é essencial fortalecer a gestdo do saneamento e as
Boas Préticas de Higiene (BPH) nas fases de processamento e venda a retalho, para

reduzir os riscos de contaminag&o.

Os processadores de alimentos prontos para consumo, incluindo tanto o
comércio quanto as industrias e servicos de alimentacdo, devem considerar, de forma
imprescindivel, a introducdo de um ou mais controles validados em seus sistemas de
seguranca de alimentos (ABDEEN et al, 2021) para a eliminagdo de L.
monocytogenes de seus produtos, seja por métodos fisicos com uso de barreiras
sanitarias (troca de equipamentos e uso de luz UV) ou quimicos (saneantes testados

para o patdgeno).

Além disso, os 6rgaos publicos responsaveis pela fiscalizagdo sanitaria no
comércio como a Vigilancia Sanitaria, desempenham um papel crucial nos resultados
obtidos, posto que, por meio de ac¢des de fiscalizacdo mais efetivas podem reduzir
esses indices no comeércio. No entanto, a eficacia dessas acdes pode ser
comprometida se 0s governos negligenciarem as necessidades de uma estrutura
adequada para o servico. Esse problema é evidente quando diferentes municipios,
utilizando a mesma fonte de matéria prima, apresentam elevada variagcdo na

contaminacao dos alimentos.

Nesse sentido, observou-se a diferenca nos resultados obtidos em cada regiao
do estado: a regido sul apresentou contaminacdao em 30% das amostras, regido
central de 20%, enquanto a regido norte se destacou com 65% das amostras positivas
para L. monocytogenes. Esses resultados demonstram que existe risco substancial
para a populacdo ao consumir produtos carneos prontos para consumo, sem nenhum

processamento sanitario ou térmico adicional.
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6.2 Capacidade de formacdo de biofilmes dos isolados
de L. monocytogenes.

Vinte e trés isolados de L. monocytogenes foram avaliados quanto a sua
capacidade de formar biofilme em superficie de PVC. Os resultados da avaliacdo da
formacao de biofilme em superficies plasticas por L. monocytogenes, € apresentado

na Tabela 5.

Tabela 5 - Capacidade de formacéao de biofilmes por isolados de L. monocytogenes

de produtos carneos prontos para consumo no Tocantins em placas de policloreto

de vinil (PVC).

Regido de Total de Capacidade de Formacao de biofilme
isolamento Isolados Negativa Fraca Média Forte
Norte 13 5 2 3 3
Central 4 4 - - -
Sul 6 6 - - -
Total 23 15 2 3 3

Negativo: DO < 0,207; Fraco: DO > 0,207 < 0,414; Médio: DO > 0,414 < 0,828 e Forte: DO > 0,828

Fonte: Elaborado pelo autor.

A partir desses resultados, ficou evidente a capacidade de diversos isolados de
L. monocytogenes formar biofilmes em superficies inertes como o PVC. Esse
patégeno tem sua capacidade de producdo de biofilmes em superficies de metal e
vidro ainda maior por serem materiais hidrofilicos, diferentemente das superficies
plasticas que apresentam maior hidrofobicidade (STEPANOVIC et al., 2004). Os
resultados também indicam o potencial destes isolados em formar biofilmes nos
ambientes de manipulacdo de produtos pronto para o consumo fatiados (TSIGARIDA
et al., 2019; TELES et al., 2022).

Os biofilmes conferem protecéo, adaptabilidade e resisténcia aos processos
tecnoldgicos, sendo fontes de contaminacdo entre ambientes e produtos. Porém a
formacao do biofilme por bactérias € complexa e depende de uma interacdo entre as
células bacterianas, a superficie de fixacdo e as condicdes ambientais (PEDONESE
et al., 2022).

Neste trabalho observamos que no Tocantins ha diferencas entre as regioes

pesquisadas, posto que na regido Norte, onde 0s maiores niveis de contaminacdo



foram encontrados, 8 dos 13, correspondendo a 61,53% isolados de L.
monocytogenes apresentaram capacidade de formar biofilmes nas trés categorias
analisadas, enquanto os isolados das demais regides pesquisadas nao apresentaram

capacidade de formacéo de biofilmes.

Diante dos resultados encontrados, podemos inferir que ha presenca de
biofilmes nos equipamentos utilizados no comércio para manipulacdo de presunto,
apresuntado e salsicha, e que esta capacidade do patégeno interfere
significativamente nos niveis de contaminacdo encontrados no estado, que esta
capacidade esta ligada a cepa circulante e que o comércio ndo esta preparado para
lidar com este tipo de ameaca ao consumidor. Portanto, entende-se que ha riscos
para a saude dos consumidores, especialmente por nao haver emprego eficaz de

meétodos que garantam a eliminacdo deste microrganismo.

No trabalho de Masebe e Thantsha (2022) com amostras de L. monocytogenes
isoladas de abacate e pepino, observou-se com potencial para formacéo de biofilmes
em todas as amostras analisadas, porém com variacdo em sua classificacdo, os
autores também citam que essa formacdo esté relacionada principalmente com o

sorotipo da cepa envolvida.

Ciccio et al., (2022) em sua pesquisa com L. monocytogenes utilizando 57
isolados de produtos carneos e lacteos, observaram que particularmente 58%, 38,5%
e 3,5% das cepas analisadas foram produtores de biofilmes fracos, moderados e
fortes, respectivamente. Os resultados contrastam com o presente estudo, no qual
obteve-se no total geral 34,75% dos isolados apresentando capacidade de formacéo
de biofilmes. Deste total, apresentaram-se com potencial de intensidade fraca (25%),
moderada (37,5%) e forte (37,5%) para formacéo de biofilmes em superficies inertes.
O fato de todos esses resultados estarem relacionados apenas aos isolados obtidos
das amostras da regido norte, indicam que ha diferencga entre os isolados por regido,

e que essa capacidade esta relacionada a cepa presente em cada regiao.
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6.3 Testes de antagonismo de leveduras autéctones de frutos

amazonicos contra L. monocytogenes

Foram avaliadas 185 leveduras autoctones (Tabelas 6 e 7/Apéndice 2) de dois
frutos amazonicos e ndo foi observada atividade antagbnica contra o patégeno L.

monocytogenes (ATCC,7644) utilizando a metodologia de coexisténcia de cepas.

Silva et al (2021) em pesquisa de antagonismo de isolados da fermentacdo
espontanea do fruto amazonico Pupunha (Bactris gasipaes kunth), observou que
todos os 95 morfotipos (Lactobacillus sp. e Saccharomyces sp) isolados reduziram a
concentracdo do enteropatégeno S. aureus, 10 isolados reduziram S. typhimurium,
guanto a L. monocytogenes apenas 5 isolados inibiram o0 seu crescimento, ja para

a bactéria E. coli, 13 isolados, apresentaram efeito antagonico.

Os resultados obtidos no presente trabalho, mostram que as leveduras isoladas
da fermentacdo espontanea de frutos amazoOnicos ndo apresentaram potencial
inibitério contra a L. monocytogenes (ATCC 7644), em semelhanca com os resultados
de Silva et al.,, (2021) que testando isolados que incluiam leveduras como
Saccharomyces sp. s6 obtiveram inibicdo com os morfotipos isolados compativeis
com bactérias acido lacticas. Portanto, pesquisas com outros microrganismos isolados

destes frutos como os Lactobacillus sp devem ser continuadas.

6.4 Sensibilidade a antimicrobianos

Os resultados da sensibilidade a antimicrobianos em disco-difusdo estdo

descritos na Tabela 10 (Apéndice III).

Tabela 6 - Perfil de resisténcia a antibioticos para L. monocytogenes isolados de
produtos carneos prontos para consumo, nas regides norte, sul e central do estado

do Tocantins no periodo de maio a julho de 2024.

Resisténcia L. monocytogenes n=30

Antibi6ticos N° Resistentes %
Cloranfenicol 0 0,00
Tetraciclinas 4 13,33

Gentamicina 18 60,00
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Sulfametoxazol-Trimetroprima 24 80,00
Ampicilina 0 0,00
Penicilina 0 0,00
Rifampicina 16 53,33

Fonte: Elaborado pelo autor.

Dos isolados pesquisados, observou-se que todos foram sensiveis (S) a
penicilina (penicilina — 10 unidades), ampicilina (10 ug), e os fenicois (cloranfenicol —
30 pg) evidenciando que estes antimicrobianos podem ser empregados com eficacia
nos casos de infeccdo contra este patdégeno. J& os demais antimicrobianos testados

apresentaram variacao quanto a sensibilidade aos isolados testados.

Por outro lado, 18 isolados (60%) mostraram-se resistentes aos
aminoglicosideos (gentamicina — 10 ug), 24 (80%) isolados foram resistentes a
trimetoprima—sulfametoxazol (25 pg) e 16 (53,4%) isolados foram resistentes a
rifamicinas (rifampicina — 10 ug); sendo, portanto, considerados antimicrobianos de
baixa eficacia no estado para combater o patdgeno, devido a resisténcia destas cepas.

Apenas 4 (13,4%) isolados apresentaram-se resistentes as tetraciclinas (tetraciclina —
30 pg).

Outros pesquisadores, como Arslan e Baytur (2019), ao analisar 128 isolados
de L. monocytogenes isoladas de carne moida e carne de frango, com a mesma
metodologia e concentracdes de antibidticos, observaram resisténcia de 1,6% dos
isolados a penicilina, 18% a ampicilina, 1,6 % a gentamicina, 7,8% a tetraciclina, 14%
a trimetoprima/sulfametaxazol e 0,8% a cloranfenicol. Ja Prieto et al (2016),
analisando 93 isolados em pesquisa de concentracao inibitéria minima, concluiram
gue as cepas analisadas foram todas suscetiveis a ampicilina, penicilina,
trimetropima-sulfametoxazol, gentamicina, tetraciclina e rifampicina. As pesquisas de
Caruso et al (2020) mostraram resisténcia a tetraciclina (4/317; 1,3%), todos os

isolados foram suscetiveis a eritromicina, estreptomicina, vancomicina, ampicilina,

gentamicina, rifampicina, trimetoprima/sulfametoxazol, cloranfenicol e penicilina.

Os resultados obtidos na presente pesquisa divergem dos resultados desses
autores, posto que os isolados no Tocantins apresentaram sensibilidade a penicilinas,
também a ampicilina e cloranfenicol, em todos os testes. O que chama a atencéao é
justamente a resisténcia dos isolados a gentamicina, rifampicina e

trimetoprima/sulfametoxazol, considerado extremamente elevado, superando o0s
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achados dos demais autores pesquisados. Essas diferencas de resultados também
reforcam a tese que a resisténcia a antibioticos estd associada a cepa circulante nas
regides isoladas.

O protocolo de tratamento da listeriose geralmente envolve o uso de uma
penicilina ou a ampicilina em combinagdo com um aminoglicosideo, considerados
como a abordagem terapéutica mais eficaz na maioria dos casos
(ARSLAN e BAYTUR, 2019). Diante dos resultados desta pesquisa, este protocolo
fica comprometido, posto que os isolados pesquisados tém alta resisténcia aos

aminoglicosideos (60%).

Para pacientes alérgicos as penicilinas, consideradas a droga de elei¢cdo para
o tratamento de listeriose, a terapia alternativa indicada é o uso de trimetoprima-
sulfametoxazol, conforme descrito nos protocolos médicos mais amplamente
utilizados (ARSLAN e BAYTUR, 2019). No entanto, os resultados obtidos no estado
do Tocantins sdo alarmantes, uma vez que a pesquisa identificou que 80% dos
isolados apresentaram resisténcia a esse antimicrobiano. Esses dados representam
um grave alerta para as autoridades de saude neste quesito, destacando a
necessidade de acfes urgentes para 0 monitoramento e controle da resisténcia

antimicrobiana na regiao.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

Neste estudo foi constatado que os produtos carneos prontos para consumo
comercializados no estado do Tocantins apresentam elevados niveis de
contaminacao com L. monocytogenes. Observou-se que essa contaminagao varia por
regido, sendo a regido Norte (representada por Araguaina e Nova Olinda) a mais
afetada, com 65% dos produtos contaminados. E importante ressaltar que a
fragilidade do poder publico nas acfes de fiscalizacdo e o despreparo do comércio
para lidar com estes riscos contribuem diretamente para estes resultados. A
capacidade do patdégeno formar biofilmes, especialmente nesta regido (61,53%), €

outro fator que explica os indices de contaminacdo encontrados.

Apesar da pesquisa de antagonismo com leveduras selvagens amazonicas ndo
apresentar resultados com potencial de inibicdo, dada a importancia da pesquisa do
bioma amazbnico, bem como a urgente necessidade de compostos que tragam maior
seguranca para os alimentos, € recomendado a continuidade das pesquisas com

outros microrganismos e compostos préprios deste bioma.

A pesquisa de sensibilidade a antimicrobianos trouxe preocupagdo com
alternativas terapéuticas a pacientes alérgicos aos beta-lactamicos (penicilinas)
devido a resisténcia de varios isolados. Além disso, sd0 necessarias pesquisas
voltadas para o desenvolvimento de produtos eficazes no combate a L.
Monocytogenes, bem como aprofundamento do conhecimento sobre as cepas
circulantes e sua resisténcia. Esses esforcos sdo necessarios para fornecer a
sociedade instrumentos eficazes de protecéo, considerando que as populacfes mais

vulneraveis enfrentam um risco elevado de suscetibilidade a listeriose.
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APENDICES

APENDICE |
Tabela 7 - Deteccdo de L. monocytogenes em produtos carneos prontos para o

consumo comercializados nas regiées norte, sul e central do Tocantins.

N° da Regiao Produto Microbiologia PCR
Amostra (1SO
11290:2004)

1 Norte Apresuntado auséncia *

2 Norte Salsicha presenca (LS negativo
+OXFORD)

3 Norte Salsicha presenca (LS negativo
+OXFORD)

4 Norte Salsicha presenca (LS positivo
+OXFORD)

5 Norte Apresuntado presenca (LS positivo
+OXFORD)

6 Norte Apresuntado auséncia *

7 Norte Apresuntado presenca (LS positivo
+OXFORD)

8 Norte Salsicha presenca (LS) positivo

9 Norte presunto presenca (LS) positivo

10 Norte Salsicha presenca (LS) positivo

11 Norte Apresuntado  presenca (LS) positivo

12 Norte Salsicha presenca (LS positivo
+OXFORD)

13 Norte Apresuntado  presenca (LS) positivo

14 Norte Salsicha presenca (LS) negativo

15 Norte Apresuntado presenca (LS positivo
+OXFORD)

16 Norte Salsicha presenca (LS positivo
+OXFORD)

17 Norte Salsicha presenca (LS negativo
+OXFORD)

18 Norte Apresuntado presenca (LS positivo
+OXFORD)

19 Norte Apresuntado presenca (LS positivo
+OXFORD)

20 Norte Salsicha presenca (LS) negativo

21 Sul Salsicha presenca (LS negativo
+OXFORD)

22 Sul Apresuntado  presenca (LS) negativo

23 Sul Salsicha auséncia *

24 Sul Salsicha presenca (LS negativo
+OXFORD)

25 Sul presunto presenca (LS positivo
+OXFORD)

26 Sul Salsicha presenca (LS negativo

+OXFORD)




27 Sul presunto presenca (LS) negativo

28 Sul presunto presenca (LS negativo
+OXFORD)

29 Sul Apresuntado  presenca (LS) negativo

30 Sul Salsicha presenca (LS negativo
+OXFORD)

31 Sul Apresuntado  presenca (LS) positivo

32 Sul Salsicha presenca (LS positivo
+OXFORD)

33 Sul presunto presenca (LS positivo
+OXFORD)

34 Sul presunto presenca (LS positivo
+OXFORD)

35 Sul Apresuntado auséncia *

36 Sul Salsicha presenca (LS negativo
+OXFORD)

37 Sul Salsicha presenca (LS negativo
+OXFORD)

38 Sul Apresuntado auséncia *

39 Sul Apresuntado  presenca (LS) positivo

40 Sul Salsicha presenca (LS negativo
+OXFORD)

41 Central Apresuntado auséncia *

42 Central Salsicha auséncia *

43 Central presunto presenca (LS negativo
+OXFORD)

44 Central Salsicha presenca (LS negativo
+OXFORD)

45 Central presunto presenca (LS positivo
+OXFORD)

46 Central Salsicha auséncia *

a7 Central Salsicha presenca (LS) negativo

48 Central presunto presenca (LS negativo
+OXFORD)

49 Central Salsicha presenca (LS negativo
+OXFORD)

50 Central Salsicha presenca (LS) negativo

51 Central Apresuntado  presenca (LS) negativo

52 Central Salsicha presenca (LS positivo
+OXFORD)

53 Central presunto auséncia *

54 Central presunto presenca (LS) negativo

55 Central Salsicha presenca (LS positivo
+OXFORD)

56 Central Apresuntado presenca (LS negativo
+OXFORD)

57 Central Salsicha auséncia *

58 Central Salsicha presenca (LS negativo
+OXFORD)

59 Central presunto presenca (LS negativo

+OXFORD)

52



60 Central

presunto

presenca (LS
+OXFORD)

positivo

® Ausénciadeisolados
Fonte: Elaborado pelo autor.
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APENDICE I

Tabela 8 - Relacdo de amostras testadas de leveduras selvagens isoladas do fruto

amazonico Tucuma (Garcinia gardneriana), pertencentes a cole¢cdo do LMA/UFT

testadas em antagonismo contra L. monocytogenes ATCC 7644.

54

LEVEDURAS SELVAGENS AMAZONICAS (COLECAO TCL LMA/UFT)

38.2 315 42.1.1 36.3 30.1 46.5
18.2 27.3 46 35.2 315 12.2
37.2 30.1 40.2 30.1.2 32.1 52.1
29 37.2 43.1 31.2 47.1 36.1
19.3 32.1 43 37.5 52.1 45.4
20 37.1 73.2 38.1 46.2.1 33.1
154 38.3 40.2 33.2 51.1.2 255
15.2 39 45.3 36.3.1 51.1 8.2
8.4 37.1 75.1 36.4 41.1 16.2
5 37.2 76 36.2 46.2 10
24.2 32.2 73.3 30.6 42.1 6
33.2 32 75.5 33.1 48 13.2
8.1 36.4 46.1.1 38.3 8.2 44.1
1 33.2 41.2 30.4 49.1 46.4
27.2 30.1.2 46.3.1 38.1 42.2.1 40.3
9.2 36.3.1 45.1 16.3 41.3 40.1
3 38.1 40.3.1 39 48.1 2
25.3 30.4 18.6 28.2 44 45.4
37.1 314 15.1.1 39.1 50.2.1 41.2.1
35.3 35.2 40.1.1 32 42.2 76.1
25.2 311 49 73.1 72 71
8.3 38.3 70.2 a7 45.2 15.1
7 37.5 14 21.2 27.3 50.1
16.1 35.2 15.3 16.5 30.6 711
254 36.2 50.2 31.3 41.3.1 70
28.2 38.3 9.1 314 5 36.1

16.3
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Total de 158 Resultado N&o antagbnicas
Amostras

Fonte: Elaborado pelo autor.

Tabela 9 - Relacdo de amostras testadas de leveduras selvagens isoladas do fruto
amazonico Pupunha (Bactris gasipaes Kunth), pertencentes a colecdo do LMA/UFT
testadas em antagonismo contra L. monocytogenes ATCC 7644.

LEVEDURAS SELVAGENS AMAZONICAS (COLEC}AO PPL

LMA/UFT)
27.4 6.3 38.1 49.2 33.2
59.2 27.7 5.1 24.2 40.1
16.2 38.2 25.2 79.2 1.3
27.3 51.2 49.1 8.4 69.3
36 70.5 25.1 11.2 9.2
34 38.3
Total 27 Resultado N&o antagbnicas

Fonte: Elaborado pelo autor.



APENDICE Il

Tabela 10 - Suscetibilidade de isolados de L. monocytogenes de produtos carneos
prontos para o consumo comercializadas nas regides norte, central e sul do
Tocantins, Brasil a antimicrobianos em disco-difuséo.

CLO30/1 TET30/2 GEN10 /3 SUT25 /4 AMP10 /5 PEN10 /6 RIF5 /7
Am
ostr
as

26 28+ 042 32+ 04 19+ 01> 13+ 1,3 31+ 0,1¢ 35+ 04> 25+ O05°

28 0+ 0,12 2,7+ 06* 18+ 04> 15+ 15> 32+ 02¢ 32+ 0,0 31+ 0,6

29 31+ 012 34+ 01> 12+ 0,12 16+ 16° 32+ 00 30+ 00> 20+ 0,1b

30 22+ 01 23+ 00* 06+ 062 00+ 002 25+ 01> 23+ 0,02 09+ 0,22

31 26+ 04 30+ 01 12+ 012 0,0+ 002& 27+ 02> 28t 032 34+ 0,0d

32 28+ 021 30+ 01* 18+ 00 0,0+ 0,028 26+ 026 23+ 0,22 35+ 0,19

33 19+ 122 35+ o00* 17+ 01 16+ 16° 35+ 00 35+ 00 33+ 0,0

34 22+ 03 25+ 032 15+ 042 0,0+ 0,028 22+ 032 22+ 022 30+ 0,19

35 21+ 01 29+ 022 13+ 042 00+ 0,02& 29+ 01> 24+ 0,12 13+ 0,0°

40 29+ 03 17+ 17% 24+ 00> 29+ 00> 34+ 03¢ 33t 02 33t 03

43 3,1+ 01* 34+ 00& 26+ 01 31+ 00> 36+ 00 35t 01° 35+ 0,0

44 23+ 022 23+ 022 06+ 062 00t 002 27+ 03 24+ 022 13+ 01"

45 20+ 012 25+ 00 11+ 042 00+ 0,02 19+ 100 20+ 0,12 06+ 0,62

46 24+ 00° 26+ 002 13+ 032 00+ 00° 17+ 072 22+ 00° 15t 03

49 22+ 00 24+ 00® 10+ 03* 0,0+ 0,02& 25+ 00> 21+ 032 05+ 0/5°

53 23+ 00 24+ 012 08+ 0,12 0,0+ 0,02 26+ 02 18+ 0,32 11+ 0,12

55 24+ 0,02 25+ 012 06+ 062 00+ 0,02& 29+ 03> 22+ 022 0,7+ 0,72

66 21+ 00 24+ 002 08t 012 0,0+ 002 24+ 00 21+ 0,12 08+ 0,12

73 30+ 00 17+ 172 25+ 00 28 01° 31+ 00 33t 0,0 27+ 0,0°

78 30+ 00 35+ 00& 24+ 00> 28 00 33+ 00 33t 00 25+ 0,0°

108 25+ 0,0 28+ 0,12 05+ 052 00+ 002 29+ 01 23+ 0,12 11+ 0,22

139 22+ 00 08+ 012 1,1+ 0,12 00+ 0,02 24+ 02> 21+ 0,12 12+ 0,2°b

140 24+ 01* 2,7+ 01& 11+ 0,1 0,0+ 002 28+ 02 22+ 0,22 15 0,0°
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172 3,1+ 012 39+ 002 11+ 11> 29+ 0,1 35+ 06° 34+ 00> 35+ 0,09
226 2,7+ 00 32+ 0,0& 26+ 00 30+ 00> 31+ 00 33+ 00 27+ 0,0
232 30+ 00 18+ 032 20+ 11> 15+ 15 38+ 0,2¢ 21+ 0,12 20+ 0,0°
233 32+ 03 29+ 0,72 24+ 00> 31+ 0,1° 4,0+ 0,0 39+ 01> 3,0+ 0,09
277 32+ 022 39+ 0,12 17+ 09 16+ 16° 2,7+ 04> 35+ 05> 33+ 0,0
288 3,3+ 0,3@ 35+ 042 18+ 09 15+ 15> 29+ 0,0 32+ 04> 26+ 0,09
ATC 35+ 01 28+ 062 29+ 03> 38+ 01> 38+ 02 38+ 05 34+ 0,0d
C
Pad <12R* <22R* <18R* <29R <16R <1,3R <26R*
rao
BrC
ast
Res  S(30) S(26) R(4) S(12) R(18) | S(6) R(24) S(30) S(30) S(14) R(16)
ulta
do

S (sensivel) R (resistente). *Padréo BrCast para Staphylococcus spp. As mesmas letras mindsculas na

coluna indicam que ndo hé diferenga estatistica entre os isolados avaliados com 5% de significancia.
CLO /0/1 - Cloranfenicol; TET 30/2 — Tetraciclina; GEN10 /3 — Gentamicina; SUT25 /4 trimetoprima—

sulfametoxazol; AMP10 /5 — ampicilina; PEN10 /6 — penicilina G; RIF5 /7 Rifampicina;

Fonte: Elaborado pelo autor.
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