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Resumo

Introducao - A bactéria Listeria monocytogenes ¢ um agente zoondtico transmitido,
principalmente, por alimentos. Dentre as fontes de contaminacdo, destacam-se o0s
produtos de origem lactea, carnes e embutidos, além dos ambientes da industria de
processamento alimenticio. Na ultima década, foram detectadas cepas de L.
monocytogenes € L. innocua, em ambiente de frigorificos e alimento. Estas
apresentavam variacdo na intensidade da viruléncia para células eucarioticas
decorrente de mutagdes nos genes de viruléncia. Esta alteracio em ambas as
espécies, e o relato de um caso fatal de listeriose humana ocasionada por L. innocua
atipica demandam aten¢do, pois apresentam maior risco a saide da populacdo
exposta a estes ambientes e alimentos tornando-se, portanto, uma importante questao
de saide publica. Objetivo - Pesquisar genes de viruléncia em cepas de L.
monocytogenes € L. innocua, isoladas em pontos da linha de abate suino e do
comércio de carne no Estado de Sdo Paulo. Material e Métodos — Foram estudadas
40 cepas, dentre estas, isolados de L. monocytogenes e L. innocua com atividade
hemolitica atipica. Foram realizados testes de atividade hemolitica e producdo de
fosfolipase A para caracterizacdo dos isolados. A detec¢do dos genes de viruléncia
foi realizada através da reacdo em cadeia pela polimerase (PCR). Para confirmacao
das sequéncias amplificadas e a andlise das mesmas, os fragmentos obtidos foram
sequenciados. A identificacdo molecular das espécies foi realizada por andlise
filogenética dos genes prs e 16S rRNA. Resultados — Dos 40 isolados, cinco de L.

monocytogenes e sete de L. innocua apresentaram atividade hemolitica atipica, sendo

que nestes ultimos também foi observado halo atipico no meio ALOA®. As cepas de L.



monocytogenes foram positivas para a detec¢do de todos os genes de viruléncia
estudados. Dois dos isolados atipicos de L. innocua também foram positivos para
todos os genes e os outros cinco foram positivos para hly, plcA e inlC. Foram
detectadas mutagdes nas proteinas InlC, InlB, InlA, PI-PLC, PC-PLC e PrfA, nas
cepas atipicas, que resultaram em alteracOes nas suas estruturas secunddrias que
podem explicar o fenétipo desses isolados. A confirmagdo de espécie apenas foi
alcancada com a andlise filogenética do 16S rRNA. Conclusées — A partir desses
resultados, foi proposta a utilizacdo dos genes prfA, plcB e inlB, como forma de
triagem, para diferenciar as espécies L. monocytogenes e L. innocua, de modo a

complementar os testes fenotipicos.

Descritores: L. monocytogenes; L. innocua; Genes de viruléncia; Carne suina
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Abstract

Introduction - The bacterium Listeria monocytogenes is a zoonotic agent
transmitted, mainly, by food. Among the sources of contamination, stands out dairy
products, meat and the environments of food processing industry. In the last decade,
strains of L. monocytogenes and L. innocua have been detected in food and
slaughterhouses environment. These presented variation in the intensity of virulence
to eukaryotic cells due to mutations in the virulence genes. These changes in both
species, and the report of a fatal case of human listeriosis caused by atypical L.
innocua demand attention, because they present greater risk to the health of the
population exposed to these environments and food and, therefore, it is an important
public health issue. Objective - To search for the virulence genes in strains of L.
monocytogenes and L. innocua isolated in points of swine slaughter line and meat
trade in Sao Paulo State. Material and Methods — 40 strains were studied, among
these, isolates of L. monocytogenes and L. innocua with atypical hemolytic activity.
Tests of hemolytic activity and production of phospholipase A were performed for
isolates characterization. The detection of virulence genes was performed through
polymerase chain reaction (PCR). For confirmation of the amplified sequences and
analysis of the same, the obtained fragments were sequenced. The molecular
identification of species was performed by phylogenetic analysis of 16S rRNA and
prs genes. Results - Of the 40 isolates, five L. monocytogenes and seven L. innocua

showed atypical hemolytic activity, and in these last ones an atypical halo was also



observed in ALOA® medium. The L. monocytogenes strains were positive for
detection of all virulence genes studied. Two atypical L. innocua isolates were also
positive for all genes and the other five were positive for hly, plcA and inlC.
Mutations in InlC, InlB, InlA, PI-PLC, PC-PLC and PrfA proteins were detected, in
the atypical strains, which resulted in changes in their secondary structures that may
explain the isolates phenotype. Species confirmation was achieved only with
phylogenetic analysis of 16S rRNA. Conclusions - From these results, it was
proposed the use of prfA, plcB and inlB genes as a way of screening, to differentiate
the species L. monocytogenes and L. innocua, in order to complement the phenotypic

tests.

Descriptors: L. monocytogenes; L. innocua; Virulence genes; Pork
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1. INTRODUCAO

O género Listeria é composto por micro-organismos que tém caracteristica
cosmopolita e sdo classificados como coco-bacilos gram-positivos, ndo formadores
de esporos, anaerébios facultativos. Atualmente sdo descritas oito espécies
pertencentes ao género: L. monocytogenes, L. innocua, L. seeligeri, L. welshimeri, L.
ivanovii, L. grayi, L. marthii e L. rocourtiae (LOW e DONACHIE, 1997,
LECLERCQ et al., 2009; GRAVES et al., 2010). Apenas as espécies L. ivanovii e L.
monocytogenes sao consideradas patog€nicas para os animais € para o homem,
respectivamente (FABER e PETERKIN, 1991; ORSI et al., 2011).

Com excecdo de L. grayi, todas as demais espécies de Listeria sao consideradas
contaminantes de alimentos. L. monocytogenes € a espécie mais estudada do género
desde o seu reconhecimento como importante patégeno de origem alimentar na
década de 1980, quando ocasionou surtos epidémicos de listeriose humana em paises
da América do Norte e Unido Européia (FABER e PETERKIN, 1991; JACQUET et
al., 1995; LUNDEN et al., 2000).

Os micro-organismos do género Listeria s3o considerados, na industria
alimenticia, bactérias de controle complexo pela sua capacidade de multiplicar em
baixas temperaturas e aderir e formar biofilme em diversas superficies de contato
(LUNDEN et al., 2000). A presenca de mais de uma espécie de Listeria no mesmo
alimento ou ambiente é frequente (LACIAR et al., 2006), especialmente L.
monocytogenes ¢ L. innocua. Dessa forma, € necessdrio diferenciar estes micro-
organismos, principalmente, pela importincia de L. monocytogenes para a saude

humana.
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1.1 Listeria monocytogenes

Listeria monocytogenes € um patégeno intracelular, descrito inicialmente por
MURRAY et al. (1926) como Bacterium monocytogenes, capaz de ocasionar uma
leucocitose mononuclear tipica em coelhos. Posteriormente, 0 mesmo micro-
organismo foi isolado em roedores e foi denominado de Listerella hepatolytica em
homenagem ao cirurgido britanico Sir Joseph Lister e, apenas em 1940, foi definida a
denominacdo de Listeria monocytogenes (BREED et al., 1948).

L. monocytogenes € um micro-organismo ubiquitério, capaz de se multiplicar em
temperaturas entre — 0,4°C e 50°C, o que favorece a sua existéncia em qualquer
ambiente. O micro-organismo possui flagelos peritriquios que lhe conferem
mobilidade caracteristica em temperaturas de incubag¢do de 20 a 25°C. O agente
apresenta atividade hemolitica sendo que sua -hemolisina gera o efeito conhecido
como fator CAMP, que corresponde a hemolise na presenca de outros agentes no
meio, descrito por Christie, Atkins e Munch-Petersen em 1944. No entanto, ha
controvérsia quanto a utilizacdo da atividade hemolitica como método de distin¢cao
das espécies do género. A interpretacdo da hemdlise de L. monocytogenes pode ser
problemadtica pela variagcdo em sua intensidade, de forma que algumas cepas com
baixa atividade hemolitica podem ser erroneamente classificadas como nao
hemoliticas (KHAN et al., 1972; SKALKA et al., 1982; RODRIGUEZ et al., 1986).

Por se tratar de um micro-organismo ubiquitdrio, L. monocytogenes pode ser
isolada do solo, da vegetacdo, de matéria fecal, do esgoto e da dgua (ROCOURT e
SEELIGER 1985; RYSER e MARTH, 1991). Também ja foi detectada em distintas

espécies animais como bovinos, ovinos, caprinos, aves, suinos e animais silvestres
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(GRAY e KILLINGER, 1966; CHASSEIGNAUX et al., 2001). Dentre os alimentos
associados aos surtos de listeriose destacam-se os vegetais e os produtos de origem
animal, lacteos e carneos (SCHLECH et al., 1983; FABER e PETERKIN, 1991;
NASCIMENTO e CULLOR., 1994; SCHLECH, 2000).

Com base na presenga dos antigenos somadticos (O) e flagelares (H), o agente
pode ser tipificado em 13 sorotipos distintos (SEELIGER e HOHNE, 1979; FABER
e PETERKIN, 1991), sendo que os sorotipos 4b, 1/2b e 1/2a estdo relacionados com
a maioria dos casos de listeriose humana (FABER e PETERKIN, 1991; LIU, 2006;
HONG et al.,, 2007). O sorotipo 4b estd frequentemente associado a surtos
epidémicos, enquanto os sorotipos 1/2a e 1/2b sdo associados com infeccdes
esporadicas (WIEDMANN, 2002). O sorotipo 1/2¢ é o mais encontrado no ambiente
e em amostras de diversos alimentos, sendo considerado ndo-patogénico para o
homem.

Como a sorotipificacdo nao ¢é atualmente utilizada como ferramenta
epidemioldgica para o estudo de Listeria, outros métodos foram desenvolvidos para a
diferenciacdo do agente. Distintos métodos genotipicos tém sido aplicados para
caracterizacdo epidemioldgica da bactéria, sendo os mais citados a amplificacdo
randomica de DNA polimérfico (RAPD), a andlise com enzimas de restricdo (REA),
andlise de sequéncias repetitivas de consenso intergénico em enterobactérias (ERIC-
PCR), polimorfismo do comprimento de fragmentos de restricio (RFLP), a
eletroforese em campo pulsado (PFGE) (GIOVANNACCI et al., 1999;
CHASSEIGNAUX, et al., 2001) e o polimorfismo do comprimento de fragmentos
amplificados (AFLP) (GUERRA, et al., 2002; KETO-TIMONEN et al., 2003). Estas

técnicas possibilitam a diferenciagdo de amostras de um mesmo sorogrupo € sorotipo
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a partir do seu perfil genotipico, e também permitem a distingdo da origem dos
isolados, seja esta ambiental, alimentar, humana ou mesmo animal.

Neste contexto, a partir de métodos moleculares como a eletroforese de enzima
multiloco (MLEE), a ribotipagem, a andlise de perfis de restricio com
endonucleases, a PFGE e o sequenciamento de DNA, os isolados de L.
monocytogenes foram classificados em distintos grupos ou divisdes filogenéticas
denominadas linhagens. Inicialmente, foram determinadas duas linhagens, a
linhagem I composta pelos sorotipos 1/2b, 3b, 4b, 4d, e 4e, e a linhagem II que
incluia os isolados dos sorotipos 1/2a, 1/2¢ e 3a; posteriormente, foram identificados
isolados dos sorotipos 4a e 4c caracterizados como uma terceira divisdo (linhagem
IIT) que também incluia cepas atipicas do sorotipo 4b e que poderia ainda ser
dividida na linhagem IV (ORSI et al., 2011).

Os isolados da linhagem I, especificamente do sorotipo 4b, estdo relacionados
com a maioria dos surtos de listeriose humana no mundo (ORSI et al., 2011), embora
as cepas de L. monocytogenes desta linhagem ndo sejam muito detectadas nos
alimentos. Esta € a realidade americana, na qual ha predominancia da linhagem I nos
casos de infec¢ao alimentar (JEFFERS et al., 2001). J4& no norte da Europa,
predomina a linhagem II (sorotipo 1/2a) nos casos de listeriose (LUKINMAA et al.,
2003; PARIHAR et al., 2008), sendo que esta linhagem também ¢ frequentemente
isolada de alimentos (GRAY et al., 2004; CHEN et al., 2009; LOMONACO et al.,
2009) devido a sua maior capacidade de sobreviver e de persistir nos ambientes da
inddstria alimenticia e nos préprios alimentos (ORSI et al., 2011).

Apesar de ser um patégeno alimentar de importdncia mundial, poucas

informacdes estdo disponiveis sobre a epidemiologia de L. monocytogenes no Brasil.
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Os casos de listeriose sao considerados como subdiagnosticados e subnotificados e
ainda nao existe relato de listeriose de origem alimentar confirmado no pais; no
entanto, pesquisadores estudam a prevaléncia e as caracteristicas de cepas de L.
monocytogenes isoladas de infec¢do humana e de distintas amostras ambientais e
alimentares com o intuito de estabelecer a via de transmissao do agente (CRUZ et al.,
2008a).

Dessa forma, ja foram descritos, em diversos Estados no Brasil, casos de
meningite, peritonite, aborto, infec¢do neonatal e diarréia ocasionados por L.
monocytogenes (LEAL et al., 1983; HOFER et al., 1998; NORBERG et al., 2005;
MARTINS et al., 2010). Os sorotipos detectados no pais durante o periodo de 1969 a
2000 foram: 4b, 1/2b, 1/2a, 4a, 1/2c e 3a (HOFER et al., 2006). Mais recentemente,
entre 2006 e 2007, foram descritos seis casos de listeriose em pacientes idosos de um
hospital no Rio de Janeiro (MARTINS et al., 2010). Os pacientes encontravam-se
imunossuprimidos e, segundo os pesquisadores, contrairam a infec¢do dentro do
hospital, provavelmente, a partir da alimentagao.

No Brasil, a bactéria ja foi isolada de produtos lacteos (SILVA et al., 2001;
SILVA et al., 2006; BRITO et al., 2008; NES et al., 2010), embutidos (DESTRO et
al., 1991; BORGES et al, 1999; DUVAL et al., 2003; DEGENHARDT e
SANT’ANNA, 2007; MIYASAKI et al., 2009; MARTINS e GERMANO, 2011),
ambientes de abatedouros de frango (BARBALHO et al., 2005; CHIARINI et al.,
2009), de suinos (FERRONATTO, 2010; PAIXAO, 2010) e de camardo (DESTRO
et al., 1996), além de carne de peixe (CRUZ et al., 2008b; SOUZA et al., 2008),
bovina (BARROS et al., 2007; MANTILLA et al., 2007), suina (FERRONATTO,

2010; PAIXAO, 2010) e equina (ASSIS et al., 2000).
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Nas udltimas duas décadas, o estudo da epidemiologia molecular do agente no pais
evoluiu muito, evidenciando possiveis rotas de contamina¢do ambiental e a alta
similaridade genética existente entre os isolados de ambiente e alimento (DESTRO et
al., 1996; BARROS et al., 2007; BRITO et al., 2008; CRUZ et al., 2008b) com os de
origem humana (BARBALHO et al., 2005; BUENO et al., 2010; PAIXAO, 2010).

Ocorreram, também, muitos avangos na pesquisa dos genes de viruléncia de L.
monocytogenes a partir da utilizacio dos métodos moleculares. Neste contexto,
foram identificados marcadores moleculares de patogenicidade para a andlise de
cepas de L. monocytogenes de origem humana e ambiental e, a partir destes, foi
possivel detectar e caracterizar isolados atipicos com baixa viruléncia (ROCHE et al.,
2003; 2005; TEMOIN et al., 2008; ROCHE et al., 2009). Estas cepas, em sua
maioria origindrias de alimentos, possuem os genes de viruléncia de L.
monocytogenes com determinadas mutagdes que impossibilitam ou interferem na
expressdo génica. Dessa forma, os mecanismos de viruléncia dessas cepas atipicas
sao comprometidos em niveis distintos, originando efeitos variados nos ensaios de
viruléncia in vivo e in vitro (ROCHE et al., 2003; 2005; TEMOIN et al., 2008;

ROCHE et al., 2009).
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1.2 Listeria innocua

L. innocua, assim como as outras espécies pertencentes ao género Listeria, € um
micro-organismo ubiquitdrio, capaz de se multiplicar em temperaturas entre — 0,4°C
e 50°C e que sobrevive em ambientes de extremo pH e alta concentragdo de sal
(BUCHRIESER et al., 2003). Esta espécie € capaz de metabolizar o enxofre, metano
e nitrogénio, entre muitos outros compostos organicos € inorganicos. Trata-se de
micro-organismos anaerdbios facultativos, de tal forma que, sob o metabolismo
aerobico L. innocua produz 4cido latico e 4cido acético; j& em condigdes de
anaerobiose, o metabolismo da glicose produz apenas 4cido lactico (BROOKS et al.,
1989).

Como integrante do género Listeria, a espécie L. innocua é caracterizada com
reacOes negativas para oxidase e indol, e positiva para catalase, embora existam
relatos de isolados de L. monocytogenes negativos para prova da catalase (BUBERT
et al.,, 1997). A espécie € fenotipicamente muito semelhante a L. monocytogenes,
distinguindo-se apenas em relacdo a sua capacidade hemolitica (MURRAY et al.,
1999). Bioquimicamente, apenas a auséncia da enzima arilamidase (DIM teste)
diferencia as duas espécies (BILLE et al., 1992).

L. innocua ja foi isolada de vérias fontes ambientais como 4gua, solo, esgoto e
vegetais, além dos alimentos e ambientes da industria alimenticia (VOLOKHOV et
al., 2007; MCLAUCHLIN e REES, 2009). Pelo fato de as espécies L.
monocytogenes e L. innocua serem frequentemente isoladas de amostras de alimento
e ambiente, faz-se necessdria a sua diferenciacdo pela importancia da primeira para a

satide humana. Como a distin¢do fenotipica é controversa € a sorotipificacdo por
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soroaglutinacdo também pode apresentar resultados dubios, novos métodos foram

propostos para a identificacdo destes micro-organismos.

1.3 LISTERIOSE HUMANA

A listeriose humana € ocasionada pela infec¢do por L. monocytogenes. Esta afeta,
sobretudo, gestantes, neonatos, idosos e individuos com imunossupressdo (GELLIN
et al.,, 1991; GIOVANNACCI et al.,, 1999). Também acomete individuos com
diabetes mellitus, alcoolismo e doencgas cardiovasculares e renais (NIEMAN e
LORBER, 1980). Os individuos sauddveis possuem anticorpos contra L.
monocytogenes devido ao fato de o agente participar da flora normal do trato
intestinal (GRAY e KILLINGER, 1966; FARBER e PETERKIN, 1991).

O quadro clinico da listeriose € distinto entre adultos imunocomprometidos,
gestantes e neonatos. Em individuos imunossuprimidos a infec¢do acomete,
principalmente, o sistema nervoso central e, a partir do episédio de bacteremia pode
ocorrer endocardite, além de infecgdes focais acometendo articulacdes, pulmoes e
figado. Nas gestantes, a infec¢do causa aborto no terco final da gestacdo. A mae
apresenta sintomatologia semelhante a um quadro gripal que pode ser acompanhado
pela diminui¢do dos movimentos fetais, podendo ocorrer também parto prematuro. A
infec¢do por L. monocytogenes ainda pode ocorrer na forma ndo invasiva, limitada
ao intestino, caracterizada por um quadro clinico de gastroenterite febril (FARBER e
PETERKIN, 1991).

O neonato pode apresentar duas formas clinicas de listeriose: a precoce e a tardia.
Na primeira, a infec¢do ocorre ja na vida intra-uterina e a sintomatologia clinica

aparece com 36 horas apds o parto, sendo denominada de granulomatose
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infantisséptica. A forma tardia ocorre 14 dias apds o parto, sendo a meningite a
principal manifestacdo. A fonte de infec¢do ndo € totalmente conhecida nesses casos;
no entanto, ha indicios de que o neonato se contamine a partir do canal cervical
durante o parto (MCLAUCHLIN, 1990).

Apesar de baixa incidéncia, a listeriose apresenta um grande risco a saide publica
pela severidade de suas sequelas e pelo elevado indice de mortalidade (20% a 30%)
nas populagdes de risco (FARBER e PETERKIN, 1991; MEAD et al., 1999). No
entanto, na ultima década, houve aumento na incidéncia de listeriose no cenario
europeu (ALLERBERGER ¢ WAGNER, 2010). De 2008 a 2009, houve aumento de
19% na incidéncia de listerisose na Unido Européia com taxa de fatalidade de 17%
(EFSA, 2011). No mesmo periodo, nos Estados Unidos da América (EUA), foram
registrados quatro surtos alimentares da doenca e incidéncia de 0,29 casos para cada
100.000 habitantes (ANGULO, 2009). Foi constatada reducdo da incidéncia da
listeriose de 1996-1998 a 2010 (CDC, 2012a). No entanto, no segundo semestre de
2011, ocorreu um dos maiores surtos de listeriose nos EUA, ocasionando mais de 30
mortes, e em 2012 foi relatado um surto que acometeu 22 individuos e resultou em
quatro mortes (CDC, 2011a; 2012b).

De 1996-1998 a 2010, a listeriose acometeu, principalmente, os idosos (CDC,
2012a). Destaca-se, também, o crescente grupo de risco de pacientes com o virus da
imunodeficiéncia humana (HIV) e ciancer (JURADO et al., 1993; RIVERO et al.,
2003; SAFDAR e ARMSTRONG, 2003; GOULET et al., 2011). Dentre os pacientes
mais afetados pela doencga encontram-se os individuos submetidos a quimioterapia,
terapia com glicocorticdides e hemodidlise (RIVERO et al.,, 2003; SAFDAR e

ARMSTRONG, 2003). Apesar de existirem muitos relatos de listeriose nestes grupos
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de risco, ainda ha uma teoria de que a utilizacdo de antibiéticoterapia profildtica
nestes pacientes poderia reduzir a incidéncia da doenca (SAFDAR e ARMSTRONG,
2003; MOOK et al., 2011).

No Brasil, ha relatos de listeriose em diversos Estados incluindo Sdo Paulo,
Recife, Distrito Federal e Rio Grande do Sul, caracterizados por quadros clinicos de
meningite, peritonite, infeccdo neonatal, aborto e diarréia (ESPER et al., 1978;
LEAL et al., 1983; HOFER et al.,, 1998; SCHWAB e EDDELWEISS, 2003;
NORBERG et al., 2005). No entanto, no Brasil, os casos de listeriose sdo
subnotificados em decorréncia tanto pela falha no diagndstico laboratorial quanto
pela utilizacdo de antibidticoterapia previamente ao diagndstico, o que dificulta o
isolamento do agente (HOFER et al., 1998).

O relato mais recente da doenga no pais foi realizado por MARTINS et al. (2010)
que descreveram seis casos de listeriose em pacientes idosos em um hospital no Rio
de Janeiro. Os pacientes contrairam a infec¢do durante o periodo de hospitalizacao.
Os isolados de L. monocytogenes destes pacientes foram tipificados por PFGE e os
perfis genéticos obtidos apresentaram mais de 80% de similaridade, sugerindo a
ocorréncia de um surto policlonal. A infecc¢do se originou, provavelmente, a partir da
alimentacdo fornecida pelo hospital; como ndo foi realizado isolamento bacteriano
dos alimentos, esta fonte nao foi confirmada. No entanto, apds a implantagdo de
melhorias nas condi¢des higi€nicas da cozinha, do hospital, ndo foram detectados
novos casos de listeriose.

Apesar de a listeriose humana ser, classicamente, ocasionada por L.
monocytogenes, ja foram relatados casos isolados da doenca a partir da infec¢do por

L. ivanovii e L. seeligeri (ROCOURT et al., 1986; SNAPIR et al., 2006; GUILLET
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et al., 2010). Embora raros, esses casos podem ser compreendidos pela comunidade
cientifica pelo fato de ambas as espécies possuirem genes de viruléncia semelhantes
aos de L. monocytogenes.

H4, porém, um relato de caso fatal de bacteremia por L. innocua em uma idosa,
na Franca (PERRIN et al., 2003). A paciente, de 62 anos de idade, apresentava
quadro clinico de abddomen agudo e estava muito debilitada pela infeccdo. Na
hemocultura foi detectada a presenca de bacilos gram-positivos que foram
identificados inicialmente por métodos fenotipicos e bioquimicos como L.
monocytogenes. Apds a sorotipificacdo, a bactéria foi classificada como L. innocua
sorovar 6a. Os estudos moleculares confirmaram que o isolado pertencia a espécie L.
innocua (PERRIN et al., 2003). Este primeiro relato de listeriose humana ocasionada
por L. innocua demanda atenc@o ao risco que a contaminagcdo ambiental com esta

espécie pode representar para a saide humana.

1.4 METODOS DE DETECCAO E DIFERENCIACAO DAS ESPECIES

DE Listeria

A deteccdo de Listeria spp. pode ser realizada a partir de métodos de cultivo
bacteriano, técnicas soroldgicas e moleculares. Até hoje o Centers for Disease
Control and Prevention (CDC) recomenda que o diagnéstico clinico da listeriose seja
confirmado a partir do isolamento do micro-organismo através de cultivo, utilizando
meios seletivos para melhorar as taxas de isolamento bacteriano, associado a
confirmacdo pela técnica de coloracio de Gram. Os testes soroldgicos nao sio

recomendados, pois ndo sdo considerados confidveis (CDC, 2011c¢). Ja o Food and
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Drug Administration (FDA) determinou na ultima revisdo do Bacteriological
Analytical Manual (BAM) os métodos padrio de cultivo seletivo e testes
bioquimicos como de escolha para deteccao e identificacdo de L. monocytogenes em
alimentos, porém, ja introduziu metodologias alternativas permitidas que
possibilitam agilizar o processo de detec¢cdo (HITCHINS e JINNEMAN, 2011).

O cultivo bacteriano € caracterizado pela utilizacdo de meios enriquecidos e
suplementados com agentes seletivos, como antimicrobianos que inibem a
multiplicacdo de bactérias gram-negativas e mesmo fungos, e substancias
indicadoras como a esculina para identificar as coldnias de Listeria sp. As colonias
isoladas sdo submetidas a testes bioquimicos para confirmagdo de género. A
diferenciacao das espécies de Listeria € realizada em meios sélidos com indicadores
de hidrélise ocasionada por determinados fatores de viruléncia, sendo que os mais
utilizados sdo os testes de hemodlise e CAMP que detectam a produgao da hemolisina,
além da prova da lecitinase que evidencia a atividade da fosfolipase B (PC-PLC)
(MCLAUCHLIN e REES, 2009). Também foi evidenciado o aumento do uso do
meio ALOA® (Agar Listeria acc. Ottaviani and Agosti) que possibilita a deteccdo da
producdo da fosfolipase A (PI-PLC) (BELOEIL et al., 2003).

Esses métodos apenas diferenciam as espécies patogénicas (L. monocytogenes e
L. ivanovii) das ndo patogénicas (L. innocua, L. seeligeri, L. welshimeri, L. grayi, L.
marthii e L. rocourtiae) pela atividade dos fatores de viruléncia. No entanto, a
distingdo fenotipica das espécies pode ser muito complexa e comprometer a
identificacdo destes micro-organismos. SKALKA et al. (1983) ja relatavam reacdes
falso-positivas de hemdlise em algumas cepas de L. innocua; LACHICA (1996)

também detectou isolados de L. monocytogenes com atividade hemolitica fraca, de
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tal forma, que estes poderiam ser erroneamente identificados como L. innocua. Dessa
forma, os métodos fenotipicos de diferenciacdo das espécies de Listeria estdao
sujeitos a erro quando utilizados com cepas atipicas.

As técnicas moleculares sdo alternativas para complementar e certificar a
diferenciacao e identificacao das espécies de Listeria. O FDA propde a utilizacdo de
kits comerciais e alguns automatizados para a identificacdo de espécie, além de sua
confirmacdo pelo PCR em tempo real. Além disso, a ribotipagem e a PFGE sao
métodos de tipificacdo molecular indicados para a caracterizagdo epidemiolédgica dos
surtos de listeriose (HITCHINS e JINNEMAN, 2011). A técnica mais rapida para a
confirmacdo das espécies ainda € a reacdo em cadeia pela polimerase (PCR)
convencional. Esta pode ser utilizada para confirmacdo de gé€nero, a partir de genes
comuns a este como o iap e o prs, € também para identificacdo das espécies a partir
da pesquisa por genes espécie-especificos.

GLASER et al. (2001) e BUCHRIESER et al. (2003) descreveram diferencas
genéticas marcantes entre L. monocytogenes e L. innocua, desde o tamanho dos
respectivos cromossomos até o conteido génico especifico de cada espécie, que
passaram a ser utilizadas para identifica-las. Neste contexto, destacam-se as regides
do genoma determinantes de mecanismos de viruléncia, ji que classicamente L.
innocua € caracterizada como ndo patogénica para os animais e humanos
(MCLAUCHLIN e REES, 2009) e, portanto, ndo possui os genes de viruléncia
caracteristicos de L. monocytogenes.

Dessa forma, a maioria das técnicas moleculares empregadas na pratica
laboratorial para distinguir L. monocytogenes de L. innocua utiliza os genes de

viruléncia de L. monocytogenes para a detecg¢do e a identificacdo de isolados. Além
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disso, estes genes também sdo utilizados como marcadores de patogenicidade para
caracterizar cepas de L. monocytogenes e isolados atipicos das demais espécies do
género (BUCHRIESER et al., 2003; JOHNSON et al., 2004; VOLOKHOV et al.,
2007; DEN BAKKER et al., 2010).

A partir dos métodos moleculares foi possivel caracterizar os isolados atipicos de
L. innocua que eram fenotipicamente compativeis com L. monocytogenes e que
geravam opinides controversas na comunidade cientifica alertando para novos riscos
a saide humana. JOHNSON et al. (2004) foram os primeiros a relatar a existéncia de
isolados pertencentes ao género Listeria com caracteristicas fenotipicas sugestivas de
L. monocytogenes, porém, com fraca hemdlise. A continuacdo dos estudos com o
teste DIM e a pesquisa de genes de viruléncia especificos de L. monocytogenes e de
genes exclusivos de L. innocua, resultaram na classificacdo dos isolados como
pertencentes a espécie L. innocua com caracteristicas atipicas de B-hemdlise fraca e
presenca de genes de viruléncia especificos de L. monocytogenes.

VOLOKHOV et al. (2007) continuaram a estudar estas cepas atipicas e relataram
a existéncia dos genes inlA e inlC, da familia das internalinas. Esses resultados
auxiliaram na proposi¢cdo da teoria de que essas cepas representam um estdgio da
evolucdo de um ancestral comum entre L. monocytogenes e L. innocua, que nao
perdeu todos os genes viruléncia no evento de especiacdo, mas sim, acumulou
mutacdes. Como a expressdo e o funcionamento dos fatores de viruléncia dependem
das mutagdes identificadas nos respectivos genes, novos estudos especificos sobre
estas mutacOes e suas consequéncias sdo necessdrios para se determinar a real

capacidade patogénica destas cepas de L. innocua atipicas para o homem.
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Dessa forma, as técnicas moleculares auxiliam na identificacdo das espécies
conjuntamente com os testes fenotipicos. No entanto, estas também devem ser
utilizadas com cautela, pois a existéncia de cepas atipicas de L. innocua pode
comprometer a triagem. Como os genes mais utilizados para a diferenciacdo das
espécies - hly, plcA e inlA - podem estar presentes em cepas atipicas de L. innocua e

L. seeligeri, seu uso na triagem molecular pode ser contestado.

1.5 FISIOPATOLOGIA

L. monocytogenes tem a capacidade de invadir as células humorais fagociticas e
ndo fagociticas, e replicar-se no interior destas e se difundir diretamente de célula a
célula (COSSART e LECUIT, 1998). Assim, L. monocytogenes é capaz de esquivar
da resposta do sistema imune humoral a partir de sua multiplicacdo intracelular e da
resposta celular por sua disseminacdo através da passagem célula-célula
(VAZQUEZ-BOLAND et al., 2001).

A partir do trato gastrointestinal, L. monocytogenes pode originar dois quadros
clinicos: infeccdo intestinal ndo invasiva e infeccdo invasiva localizada ou sistémica.
O primeiro quadro se caracteriza por gastroenterite febril, enquanto que o segundo
pode ocasionar desde infec¢des focais, como pericardite e artrite, até septicemia
(ROBERTS e WIEDMANN, 2003). A forma cldssica de infeccdo por L.
monocytogenes inicia-se pela disseminagdo bacteriana a partir da luz intestinal para a
corrente sanguinea e, a partir desta, pode atingir o figado, o bago, o sistema nervoso
central e a unidade feto-placentdria (Figura 1) (LORBER, 1996).

Dessa forma, a translocacao bacteriana depende da invasao do epitélio intestinal

por L. monocytogenes e posterior colonizacdo de tecidos mais profundos para



34

alcancar a corrente sanguinea. A invasao ou a internaliza¢cdo do micro-organismo nas
células intestinais ocorre por reorganizagao do seu citoesqueleto, de tal forma que L.
monocytogenes situa-se em um vacuolo ou fagossomo primério de membrana tnica.
Este deve ser desintegrado para liberar o agente e permitir a sua multiplicacdo no
citoplasma da célula hospedeira. A bactéria, livre no citoplasma, movimenta-se
contra a membrana citoplasmdtica a partir de filamentos de actina, sendo
posteriormente envelopada e eliminada da célula numa estrutura semelhante a um
vacuolo. Este serd englobado pelas células adjacentes formando um fagossomo
secunddrio com dupla membrana. A lise deste vactolo inicia um novo ciclo da

infeccdo intracelular (COSSART e LECUIT, 1998).
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Figura 1 - Representacdo esquemadtica da fisiopatologia da infec¢do por L.

monocytogenes. Adaptado de: VAZQUEZ-BOLAND et al., 2001.
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O ciclo de infeccdo intracelular pode ser resumido nas seguintes fases: invasao,
escape do fagossomo primario, multiplicacdo citoplasmatica, movimentacdo intra e
intercelular, e escape do fagossomo secundario (Figura 2). Cada uma dessas fases é
ocasionada por determinados fatores de viruléncia produzidos por L. monocytogenes.
A internaliza¢do € induzida por duas proteinas especificas que funcionam como
invasinas e que pertencem a familia das internalinas. A lise dos fagossomos priméario
e secunddrio € realizada pela hemolisina listeriolisina O e pelas fosfolipases A e B. A
movimentacdo intra e intercelular ocorre a partir da formag¢do e organizacdo de
filamentos de actina que € determinada pela secrecao da proteina ActA. Ainda nao
foram completamente elucidados os fatores envolvidos na multiplicacdo intracelular
de L. monocytogenes (COSSART e LECUIT, 1998; VAZQUEZ-BOLAND et al.,

2001).
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Figura 2 - Representacdo esquemdtica do ciclo de infec¢do intracelular de L.

monocytogenes. Adaptado de: HAMON et al., 2006.
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1.6 FATORES DE VIRULENCIA

Dentre os fatores de viruléncia existentes em L. monocytogenes, destacam-se a
hemolisina e as fosfolipases, que s@o responsaveis pelo escape dos fagossomos, € as
internalinas que participam da internalizacdo da bactéria dentre outras agdes relativas

a patogenicidade de L. monocytogenes.

1.6.1 Hemolisina

A hemolisina de L. monocytogenes € denominada de listeriolisina O (LLO); trata-
se de uma proteina, de aproximadamente 58 kDa, composta por 527 aminodcidos.
Esta € classificada como uma citolisina pertencente a familia das toxinas formadoras
de poros colesterol dependentes (CDTX), que € ativa em baixos valores de pH (4,5 a
6,5) e determina a capacidade hemolitica da bactéria (LIU et al., 2007). A LLO ¢é
considerada um dos principais determinantes da patogenicidade de L.
monocytogenes, de tal forma que foi estabelecida forte correlacio entre a capacidade
hemolitica das cepas e seu potencial patogénico (VAZQUEZ-BOLAND et al., 2001).

O principal papel da LLO € a lise da membrana dos fagossomos primdrio e
secunddrio para liberar o agente e permitir a sua multiplicacdo no citoplasma da
célula hospedeira. A dissolucio da membrana do fagossomo ocorre a partir da
formacdo de poros ou lesdes, sendo que a toxina € ativa apenas contra membranas
compostas por colesterol (VAZQUEZ-BOLAND et al., 2001).

A listeriolisina O € codificada pelo gene hly. Este foi o primeiro gene de
viruléncia de L. monocytogenes que foi identificado e sequenciado (VAZQUEZ-

BOLAND et al, 2001). Trata-se de um gene cromossOmico, cuja sequéncia



37

apresenta um tamanho de 1.590 pares de bases (pb) (LIU et al., 2007). O gene hly é o
principal determinante de patogenicidade das cepas de L. monocytogenes, uma vez
que as cepas que apresentam mutacdes neste gene sdo caracterizadas como ndo
patogénicas pelo fato de mostrarem-se avirulentas em modelos de infecgdo
experimental com murinos (PORTNOY et al., 1992).

A atividade hemolitica é evidenciada com o cultivo das cepas de Listeria em agar
sangue com a producdo de B-hemodlise. Dessa forma, as cepas hemoliticas sdo
caracterizadas pela formac¢do de um halo mais claro ao redor das colonias (Figura 3).
A semeadura em dgar sangue ¢ uma das provas fenotipicas de caracterizacdo de
Listeria, sendo que L. monocytogenes produz hemdlise evidente enquanto que L.

innocua € considerada ndo hemolitica por ndo possuir o gene hly.

Figura 3 - Cultura de L. monocytogenes em agar sangue de carneiro evidenciando os
halos de B-hemdlise ao redor e embaixo das colonias. Extraido de: ASM - Rebecca

Buxton, University of Utah.
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1.6.2 Fosfolipases

L. monocytogenes produz dois tipos de enzima com atividade de fosfolipase C: a
fosfolipase A (PIcA) e a fosfolipase B (PIcB). Ambas atuam como fatores de
viruléncia auxiliando a listeriolisina O na lise da membrana dos fagossomos primario
e secunddrio. As fosfolipases diferem em relacdo aos respectivos tamanhos, alvos ou
substratos e nas formas enzimdticas nas quais sdo secretadas (VAZQUEZ-BOLAND
et al., 2001).

A fosfolipase A (PIcA), classicamente denominada como fosfatidilinositol
fosfolipase C (PI-PLC), apresenta atividade proteolitica especifica para membranas
contendo fosfatidilinositol (GOLDFINE e KNOB, 1992). Trata-se de uma proteina
de 33 kDa, composta por 317 aminodcidos, que é secretada por L. monocytogenes em
forma ja ativa (VAZQUEZ-BOLAND et al.,, 2001; LIU et al., 2007). Esta é
considerada como um fator de viruléncia acessorio, pois atua auxiliando a hemolisina
LLO e a fosfolipase B na lise da membrana do fagossomo (VAZQUEZ-BOLAND et
al., 2001). A PIcA ¢é codificada pelo gene cromossOmico plcA, que apresenta um
tamanho de 954 pb e localiza-se adjacente ao gene hly (LIU et al., 2007).

A fosfolipase B (PIcB), também denominada de fosfatidilcolina fosfolipase C
(PC-PLC), ndo € tao especifica quanto a PIcA exibindo atividade proteolitica a um
amplo espectro de componentes da membrana, como a fosfatidilcolina, a
fosfatidiletilonamina, a fosfatidilserina e até mesmo a esfingomielina (GOLDFINE
et al., 1993). A PlcB também participa da lise da membrana dos fagossomos primédrio
e secunddrio conjuntamente com a LLO e a PlcA. No entanto, esta é secretada na
forma de pré-enzima inativa para evitar danos a membrana bacteriana pela

degradacao de seus fosfolipidios (VAZQUEZ-BOLAND et al., 2001; LIU et al.,
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2007). Dessa foram, a PlcB necessita de ativacdo citoplasmética por clivagem
proteolitica pela enzima metaloprotease.

A fosfolipase B é uma enzima zinco dependente com massa molecular de,
aproximadamente, 29 kDa e apresenta sequéncia de 289 aminodcidos semelhante a
fosfatidilcolina fosfolipase C do B. cereus e do C. perfringens (PORTNOY et al.,
1992; VAZQUEZ-BOLAND et al.,, 2001). A PlcB € codificada pelo gene
cromossdmico plcB que também estd localizado nas proximidades dos genes hly e
plcA, e apresenta uma sequéncia de 954 pb (LIU et al., 2007).

A produgdo da PIcB, consequente a expressdo do plcB, € utilizada como uma
prova fenotipica (prova da lecitinase) para caracterizar as espécies de Listeria, pois
esta ocasiona o aparecimento de um halo opaco ao redor das col6nias bacterianas
cultivadas em 4gar contendo gema de ovo (PORTNOY et al., 1992; CRUZ et al.,
2008a). Esta propriedade € também explorada pelos meios de cultura cromogénicos
que utilizam a prova da lecitinase para diferenciar as espécies patogé€nicas de

Listeria, ja que estas possuem o gene plcB.

1.6.3 Internalinas

As internalinas sdo proteinas com atividade de invasinas, de tal forma que
induzem a internalizacdo de L. monocytogenes por células epiteliais ndo fagociticas
(CAMPOS, 2004). Trata-se de proteinas de superficie que possuem repetidos
residuos ricos em leucina (leucine-rich repeats - LRR) que se fixam com intensidade
variada a superficie bacteriana (COSSART et al., 2003). Dentre as 25 internalinas

identificadas até o momento, a internalina A (InlA) e a internalina B (InlB) sao as
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mais estudadas, pois sdo as responsdveis pelo processo de internalizacdo de L.
monocytogenes (LIU et al., 2007).

A InlA € uma proteina de superficie de 88 kDa, composta por 800 aminoécidos,
que interage com a proteina de adesao E-caderina presente na superficie das células
epiteliais intestinais humanas (MENGAUD et al., 1996). Esta interacdo é espécie
especifica, o que explica a impossibilidade de se reproduzir a infeccdo oral nos
modelos de experimentagao animal (BIERNE et al., 2007). A InlA interage com o
dominio extracelular da E-caderina, promove a adesdo da bactéria a célula epitelial e
induz o processo de rearranjo do citoesqueleto, que resulta na fagocitose do patégeno
pela célula hospedeira, caracterizando a fase de internalizacido do ciclo de infeccao
intracelular de L. monocytogenes (CAMPQOS, 2004; LIU et al., 2007).

A InlB € responsavel pela internalizacdo de L. monocytogenes em células nao-
epiteliais, como hepatdcitos, fibroblastos e células endoteliais (CAMPOS, 2004). Isto
ocorre pelo fato de a InIB interagir com distintas proteinas receptoras das células
hospedeiras tal como o fator de crescimento de hepatdcitos (Met), o receptor do
componente Clq do sistema complemento (ClgR) e as glicosaminoglicanas
(BRAUN et al.,, 1998). A InIB é composta por 630 aminodcidos com massa
molecular igual a 65 kDa e, ao contrdrio da InlA, se liga fracamente a superficie
bacteriana por meio de ligacdo ndo-covalente. A interacdo da InlB com os receptores
de superficie das células hospedeiras induz o processo de rearranjo dos filamentos de
actina que resulta na internalizacdo de L. monocytogenes (BIERNE e COSSART,
2002).

A InlA € codificada pelo gene cromossdmico inlA que apresenta uma sequéncia

de 2.403 pb e que se localiza adjacente ao gene inlB, de 1.893 pb , cuja expressdo
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resulta na produgdo da InIB (LIU et al., 2007). Ambos os genes compdem o operon
inlAB, de tal forma que estdo funcionalmente relacionados e sdo expressos e
controlados conjunta e coordenadamente. A introducdo do operon ou de um dos
genes que o compdem em espécies ndo patogénicas, como L. innocua, confere a
estas a habilidade de invadir células hospedeiras (PORTNOY et al., 1992). Por serem
importantes fatores de viruléncia determinantes da primeira fase da infeccao
intracelular, os genes inlA e inlB sdo utilizados como triagem na caracterizacdo
molecular de cepas de Listeria sp.

Além da InlA e da InIB, outras proteinas da familia das internalinas também
apresentam importante papel nos estdgios pos-intestinais da infeccdo por L.
monocytogenes, porém estas ndo apresentam atividade de invasinas (BIERNE et al.,
2007; LIU et al., 2007). Dentre as demais internalinas destacam-se a InlC, também
denominada de IrpA, e a InlJ, anteriormente designada de Im2821, cuja participacao
na determinacdo da viruléncia de L. monocytogenes foi detectada a partir da delecao
de ambos genes e consequente aumento da dose letal média (DL50) em experimentos
com camundongos (ENGELBRECHT et al., 1996).

A InlC € uma internalina pequena secretada pela bactéria e que estd envolvida no
processo ativo de movimentacdo intercelular (BIERNE et al., 2007). Trata-se de uma
proteina de 30 kDa, composta por 297 aminoacidos e codificada pelo gene inlC.
Além de promover a difusdo intercelular do patdgeno, a partir da regulacdo do
processo de formacao de protrusdes da membrana celular (RAJABIAN et al., 2009),
a InlC também € um dos principais alvos da resposta imune humoral humana contra
L. monocytogenes (GRENNINGLOH et al., 1997). No entanto, esta ndo interfere nas

fases de invasdo e replicacao intracelular da bactéria (RAJABIAN et al., 2009).
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A InlJ difere das demais proteinas desta familia por possuir residuos de cisteina
nas regioes ricas em leucina (LRR) que caracterizam as internalinas (BIERNE et al.,
2007). O gene codificador desta proteina, inlJ, € considerado como conservado no
genoma de cepas de L. monocytogenes e ausente no restante das espécies do género
(DOUMITH et al., 2004). Trata-se de uma proteina de 851 aminodcidos detectada
exclusivamente em cepas virulentas de L. monocytogenes (LIU et al., 2003). Embora
ainda nao se conheca a fung¢do da InlJ, por sua importancia na determinagdo da
viruléncia de L. monocytogenes, utiliza-se seu respectivo gene inlJ como marcador
na triagem molecular para a caracterizacdo da patogenicidade dos isolados (LIU et

al., 2003; 2007).

1.7 ORGANIZACAO GENETICA DOS FATORES DE VIRULENCIA E

O FATOR REGULADOR POSITIVO

Os genes que codificam os fatores de viruléncia PIcA, LLO e PlcB localizam-se
adjacentes um dos outros, originando um agrupamento ou um cluster de genes de
viruléncia de 9,6 kb, denominado de regido central de viruléncia, mais conhecida
como LIPI-1 (Ilha de Patogenicidade de Listeria 1 - Listeria Pathogenicity Island 1).
A LIPI-1 é composta por seis genes, incluindo os genes plcA, hly e plcB, além dos
genes codificadores de outros fatores de viruléncia, ActA e Mpl, e do Fator
Regulador Positivo (PrfA) (COSSART e LECUIT, 1998; VAZQUEZ-BOLAND et
al., 2001).

A LIPI-1 é organizada de forma que o gene hly destaca-se em posicao central

com dois operons em seus extremos, o da lecitinase formado pelos genes mpl, actA e
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pleB, e o operon plcA-prfA. Tanto o gene hly quanto o operon da lecitinase sdo
transcritos no mesmo sentido, enquanto que o operon plcA-prfA € transcrito na
direcdo oposta (Figura 4) (KREFT e VAZQUEZ-BOLAND, 2001).

As internalinas, por sua vez, organizam-se em ilhas compostas por dois ou mais
genes que sdo transcritos na mesma dire¢do. Uma das tnicas excecoes € o gene inlC
que encontra-se isolado do restante das internalinas em uma ilha prépria. Como
descrito anteriormente, os genes mais estudados desta familia s@o o inlA e o inlB que
se organizam em um operon, denominado operon inlAB, que é considerado um dos
principais marcadores de viruléncia das cepas de L. monocytogenes. De forma
semelhante a LIPI-1, o operon inlAB e o gene inlC também sao regulados pelo Fator
Regulador Positivo (PrfA) (VAZQUEZ-BOLAND et al., 2001).

O PrfA € uma proteina de 27 kDa, composta por 237 aminodcidos, codificada
pelo gene pleiotrépico prfA. Este, por sua vez, localiza-se em um dos extremos da
LIPI-1, adjacente ao gene plcA, e apresenta uma sequéncia de 714 pb (LIU et al.,
2007). O PrfA é o principal regulador da viruléncia de L. monocytogenes que
promove a ativagao da expressao dos genes de viruléncia da LIPI-1 e das internalinas
A, B e C, além de controlar sua prépria expressdo por um sistema de
retroalimentacdo negativa (Figura 4) (FREITAG et al.,, 1993). A ativagao da
expressdo ocorre a partir da ligagdo do PrfA em uma sequéncia palindromica de 14
pb, localizada 40 pb antes do sitio de iniciacdo transcricional dos genes regulados
pelo PrfA, denominada box PfrA (KREFT e VAZQUEZ-BOLAND, 2001; SCORTTI

et al., 2007).
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priA plcA hiy mpl actA pleB
PI-PLC LLO g > PC-PLC
l N Pt + Metaloprotease + ActA
PrfA
+ inlA iniB
InlA InlB

Figura 4 - Representacdo esquemadtica da LIPI-1 e operon inlAB. As setas finas
pretas indicam a atuagdo do PrfA, ativacdo (+) ou inibi¢do (-), sobre os genes de

viruléncia. Adaptado de: COSSART e LECUIT, 1998.

Atualmente, acredita-se que o mecanismo de a¢do do PrfA inclui um cofator de
baixo peso molecular que pode variar conforme as condi¢des ambientais (SCORTTI
et al., 2007; FREITAG et al., 2009). O ambiente modula a expressao do PrfA a partir
de alteracdes na temperatura, condicdes de estresse, captura de substancias quimicas
do meio extracelular, contato com células eucaridticas e o préprio ambiente
citoplasmatico da célula hospedeira. Estas variacdes ambientais promovem a
ativacdo do PrfA, anteriormente inativo ou com baixa atividade, ocasionando a
transcricao dos genes de viruléncia. Dessa forma, a ativagao do PrfA transforma L.
monocytogenes de um micro-organismo saprofitico em um patégeno intracelular
(CRUZ et al., 2008a; FREITAG et al., 2009).

Assim, foi proposta a teoria do “outside-to-inside switch”, na qual, acredita-se
que L. monocytogenes, em ambiente extracelular, apresenta o PrfA em condi¢des de
baixa atividade e, consequentemente, baixos niveis de expressao dos genes de
viruléncia. Uma vez situada no ambiente intracelular, ha ativagao do PrfA que induz
maiores niveis de expressdo dos fatores de viruléncia tornando a bactéria um

patégeno (FREITAG et al., 2009). Um dos principais sinais para a ativacdo do PrfA,
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e consequente mudanga do cardter patogénico de L. monocytogenes, sao os nutrientes
disponiveis no meio no qual a bactéria se encontra. Dessa forma, as fontes de
carbono e as vias metabdlicas utilizadas podem ocasionar a inibicao ou a ativagao da
producdo do PrfA (CHICO-CALERO et al., 2002; FREITAG et al., 2009).

Por causa dessa capacidade de se transformar em um patdgeno intracelular, o
isolamento de L. monocytogenes no ambiente e nos alimentos apresenta risco para a
saide humana, de tal forma, que este ndo é tolerado pelas normas higiénico-
sanitdrias de muitos paises, incluindo o Brasil, especialmente para produtos lacteos

(ANVISA, 2001).

1.8 DIVERSIDADE NA VIRULENCIA

Além da ativacdo do PrfA, ocasionando a mudanca para o estado patogénico, a
viruléncia de L. monocytogenes pode variar entre as cepas. WIEDMANN et al.
(1997) afirmaram que dentre as linhagens de L. monocytogenes, as cepas da
linhagem I, pertencentes aos sorotipos 1/2b, 3b, 4b, 4d, e 4e, sdo as causadoras dos
surtos de listeriose e, portanto, sdo as Unicas consideradas como de importancia para
a saide publica. No entanto, ja foram descritos casos de listeriose pelo sorotipo 1/2a,
contrariando a afirmacdo acima (LEMES-MARQUES et al., 2007; FRETZ et al.,
2010; CDC, 2011b).

Também ja foram isoladas cepas de L. monocytogenes com acentuada viruléncia
(RIPIO et al., 1997; WONG e FREITAG, 2004; MINER et al., 2008), assim como
cepas de L. innocua com atividade hemolitica atipica e com presenga de genes de

viruléncia como o hly e o inlA (JOHNSON et al., 2004; VOLOKHOV et al., 2007).
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De forma semelhante, foram detectados isolados de L. monocytogenes com baixa
viruléncia em alimentos, ambiente e material clinico humano (ROCHE et al., 2005;
TEMOIN et al., 2008).

Os isolados de L. monocytogenes com viruléncia distinta, seja esta exacerbada ou
reduzida, sdo caracterizados por mutacdes pontuais nos genes de viruléncia. No
primeiro caso, foram descritas mutagdes no gene prfA que promovem a ativagcao
constitutiva deste e, assim, acentuam a acdo do PrfA com consequente aumento da
expressdo dos genes de viruléncia (RIPIO et al., 1997; WONG e FREITAG, 2004;
MINER et al., 2008; FREITAG et al., 2009). J4, em relacdo as cepas com baixa
viruléncia, esta € decorrente de mutacdes nos genes de viruléncia comprometendo a
expressao dos respectivos fatores ou sua atividade, quando estes sdo secretados como
proteinas truncadas, por exemplo. Os principais genes acometidos por estas mutacoes
pertencem a LIPI-1, como o plcB e o plcA, e ao operon inlAB (ROCHE et al., 2005;
TEMOIN et al., 2008; ROCHE et al., 2009).

Os isolados de L. innocua atipicos, com atividade hemolitica, sdo caracterizados
pela presenca de alguns genes de viruléncia de L. monocytogenes (hly, plcA, plcB,
inlA e inlC) com algumas mutagdes pontuais, de tal forma, que podem expressar os
fatores de viruléncia e até se replicar em células hospedeiras, porém nao sio capazes
de completar o ciclo de infec¢ado intracelular (JOHNSON et al., 2004; VOLOKHOV
et al., 2007). A presenca destes genes de distintas localizacdes gendmicas, sugere que
estes genes nao sejam transferidos de forma horizontal, por elementos méveis entre
as espécies, mas sim, que representem um estdgio da evolucdo de um ancestral

comum de L. monocytogenes e de L. innocua (VOLOKHOV et al., 2007).
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O achado dessas cepas atipicas de L. innocua, com genes de viruléncia de L.
monocytogenes, pode ser uma das explicacdes para o caso fatal de listeriose
ocasionado por L. innocua, na Franca (VOLOKHOV et al., 2007). Considerando que
L. innocua era classicamente caracterizada como ndo virulenta para os animais e o
homem, atualmente, esta espécie deve receber mais aten¢do da comunidade cientifica
pelo seu potencial patogé€nico e por seu amplo isolamento em distintas fontes de
alimento e ambiente.

De forma semelhante, a diversidade da viruléncia das cepas de L. monocytogenes
instiga os pesquisadores a buscar a sua origem e a sua importancia para a saude
humana. Assim, estudos de andlise gendOmica, transcriptomica e, até mesmo,
protedmica estdo sendo desenvolvidos com essas cepas, além da pesquisa por novos
fatores de viruléncia que podem participar do ciclo de infec¢do intracelular de L.
monocytogenes, a fim de aumentar ainda mais o conhecimento sobre este patégeno,

visando a protecao da populacao.
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1.9 HISTORIA DAS CEPAS DO PRESENTE ESTUDO

As cepas ambientais e de alimento (carne suina) estudadas neste trabalho foram
i1soladas a partir de 12 coletas realizadas entre Maio de 2007 a Abril de 2008, durante
o trabalho de doutoramento de PAIXAO (2010) no Laboratério de Sanidade Suina,
da Faculdade de Medicina Veterindria e Zootecnia da Universidade de Sao Paulo. No
estudo de PAIXAO (2010), foram analisadas amostras de ambiente de dois
abatedouros de suinos (parede, piso e mesa da sala de abate; parede e piso da camara
fria) e de dois mercados de carne (parede, piso e mesa) do Estado de Sdo Paulo.
Também foram estudadas amostras de cortes de carne suina comercializada nestes
mercados e proveniente de carcacas origindrias dos abatedouros previamente
analisados. Os isolados de casos clinicos de humanos foram cedidos pelo Doutor
Ernesto Hofer, da Fundacao Instituto Oswaldo Cruz (Rio de Janeiro, RJ). Estas cepas
foram isoladas nos ultimos 30 anos em Sao Paulo, Rio de Janeiro, Parana, Distrito
Federal e Pernambuco.

Além do isolamento e da caracterizacdo fenotipica (testes bioquimicos e
sorotipificagcdo), realizados em conjunto pelo Laboratério de Sanidade Suina (FMVZ
— USP) e pelo Departamento de Bacteriologia da Fundacdo Instituto Oswaldo Cruz
(Rio de Janeiro, RJ), as cepas obtidas também foram genotipadas pelos métodos de
tipificacdo molecular PFGE, AFLP e ERIC-PCR. Nestes, os isolados ambientais
apresentaram alta similaridade genética (acima de 85%) com as cepas de L.
monocytogenes origindrias de infeccio humana, sendo que determinadas cepas
ambientais e alimentares exibiram perfis genotipicos idénticos as humanas. Esses
resultados despertaram o interesse pelo potencial patogénico desses isolados de

ambiente e carne.
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2. JUSTIFICATIVA

A bactéria Listeria monocytogenes € um agente zoondtico, potencialmente letal,
transmitido, principalmente, por alimentos. Dentre as fontes de contaminagdo de L.
monocytogenes, destacam-se os produtos de origem lactea, carnes e embutidos, além
dos ambientes da industria de processamento alimenticio. Na maioria dos paises nos
quais foi detectada a contaminacdo com L. monocytogenes e a ocorréncia de
listeriose humana, a ligacdo epidemioldgica entre amostras de ambiente, animal,
alimento e humana ja foi estabelecida.

No Brasil, ja foram descritos casos de infec¢do em humanos por L.
monocytogenes, resultando em abortos e, muitas vezes, mortes em criangas e adultos.
Estudos visando determinar a frequéncia do agente em abatedouros e agougues ja
foram iniciados no pais, sendo detectada a presenga do mesmo em carne suina além
de outros produtos embutidos. Juntamente com L. monocytogenes, isolados de L.
innocua foram detectados com caracteristicas fenotipicas e genéticas semelhantes.

Na udltima década, foram isoladas, na Europa e na América do Norte, cepas de L.
monocytogenes, em ambiente e alimento, com potenciais patogénicos distintos.
Isolados ambientais considerados anteriormente como ndo patogé€nicos para o
homem, atualmente, ja sdo identificados com baixa a alta viruléncia para células
eucaridticas e apresentam mutagdes nos genes de viruléncia que podem ser
responsaveis pelos diferentes perfis de patogenicidade desses isolados.

De forma semelhante, o relato de um caso fatal de listeriose humana ocasionada
por L. innocua demanda atencdo para o isolamento de cepas atipicas de L. innocua
com genes de viruléncia especificos de L. monocytogenes, que podem proporcionar

para essas cepas patogenicidade. Este novo cendrio, com alteragdo da viruléncia de
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ambas as espécies, apresenta maior risco a saiude da populagdo exposta a estes
ambientes e alimentos sendo, portanto, uma importante questdo de saide publica.

O estudo da epidemiologia molecular destas espécies, no Brasil, sugere grande
similaridade entre os isolados de ambiente e alimentos com as amostras de infeccao
humana. Além disso, ja foram isoladas, no pais, cepas de L. monocytogenes com
fenétipo atipico (fraca atividade hemolitica) e cepas de L. innocua que apresentam
genes de viruléncia especificos de L. monocytogenes. Esses achados indicam
possiveis mutacdes nos genes de viruléncia dessas cepas e, em consequéncia, o
aumento do seu potencial patogénico para o homem.

Visando contribuir para o entendimento da ocorréncia dos isolados com
viruléncia atipica e os mecanismos genéticos envolvidos, o presente estudo propde a
deteccao, confirmagdo e mapeamento dos genes de viruléncia existentes em cepas de
L. monocytogenes e L. innocua, origindrias de carne suina e ambientes de
abatedouros e acougue; os genes detectados serdo analisados em busca de mutagdes
que determinem alteragdo, na estrutura ou mesmo na producdo, de suas respectivas

enzimas e, consequentemente, do seu potencial patogénico para o homem.
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Pesquisar genes de viruléncia em cepas de Listeria monocytogenes e Listeria
innocua isoladas em pontos da linha de abate suino e do comércio de carne no Estado

de Sao Paulo.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Pesquisar genes de viruléncia em cepas de Listeria monocytogenes, com
atividade hemolitica atipica, isoladas de carne suina e ambientes de abatedouros e
acougues.

2. Pesquisar genes de viruléncia associados a patogenicidade de L.
monocytogenes em cepas de Listeria innocua isoladas de ambientes de abatedouros
de suinos e agougues, e que, inicialmente, apresentaram o gene de viruléncia hly.

3. Mapear os genes de viruléncia detectados nas cepas estudadas.

4. Comparar os resultados do sequenciamento com sequéncias disponiveis no
banco de dados GenBank e com a literatura cientifica, em busca de possiveis
mutagdes nos genes de viruléncia.

5. Comparar os resultados do sequenciamento das cepas de L. monocytogenes e
L. innocua atipicas com as sequéncias das cepas de origem humana e as cepas
padrdo.

6. Propor novos iniciadores para diferenciacdo molecular dos isolados de L.

monocytogenes € L. innocua.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 CEPAS BACTERIANAS

Foram utilizadas, neste estudo, cepas da cole¢do de cultura do Laboratério de
Sanidade Suina, Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de
Sado Paulo, e do Laboratério de Bacteriologia da Fundagdo Instituto Oswaldo Cruz.
Foram analisadas 40 cepas, sendo 25 origindrias de amostras de carne suina e de
ambientes de abatedouros e agougues (13 isolados de L. monocytogenes e 12 de L.
innocua), 11 cepas provenientes de infeccdo humana, dois controles de L.
monocytogenes (ATCC 19115 e ATCC 19111) e dois de L. innocua (ATCC 33090 e

CLIP 12612). Dessa forma, o estudo partiu das seguintes amostras:

- 9 cepas de L. monocytogenes de carne suina e ambientes de dois abatedouros de
suinos e acougues do Estado de Sdo Paulo, identificadas por métodos fenotipicos e
sorotipificadas. Estes isolados apresentam alta similaridade genética com as cepas de
L. monocytogenes originarias de infeccdo humana, segundo a andlise do perfil
eletroforético obtido através dos métodos de tipificagdo molecular AFLP, ERIC-PCR
e PFGE.

- 4 cepas de L. monocytogenes, isoladas conjuntamente com as cepas citadas
acima, que apresentaram atividade hemolitica fraca em 4gar sangue de carneiro 5%.

- 7 cepas de L. innocua sorotipo 6a, isoladas junto com as cepas de L.
monocytogenes citadas acima, que apresentaram perfil fenotipico semelhante ao das

anteriores e resultado positivo para o0 PCR do gene de viruléncia hly.
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- 5 cepas de L. innocua sorotipo 6a, isoladas de ambientes de abatedouro de
suinos no Estado de Sao Paulo, com perfil fenotipico e soroldgico caracteristico de L.
innocua.

- 11 cepas de L. monocytogenes isoladas de pacientes com listeriose, nos ultimos
30 anos, em distintos Estados do Brasil (Sdo Paulo, Rio de Janeiro, Parand, Distrito
Federal e Pernambuco). Estas foram previamente identificadas por testes
bioquimicos complementados pela sorotipificacdo e identificacdio molecular com
reacdo de PCR espécie-especifica. Uma destas cepas apresentou resultado fraco para

hemolise e auséncia de halo em meio ALOA®.

- As cepas L. monocytogenes ATCC 19115 e ATCC 19111 e L. innocua ATCC

33090 e CLIP 12612 também foram utilizadas para controle do experimento.

4.2 REISOLAMENTO

As cepas encontravam-se armazenadas em freezer -80°C em glicerol. Uma
aliquota foi retirada do meio de armazenamento e semeada em Caldo de
Enriquecimento de Listeria - LEB (Oxoid) e incubada por 24 a 48 horas a 37°C, para
ativacdo e multiplicacdo dos isolados. Apds este periodo, aproximadamente, 10 pL
do caldo foi semeado em 4gar soja triptona — TSA (Himedia), suplementado com

0,6% de extrato de levedura, para confirmagdo de colonias puras. As placas foram

incubadas a 35-37°C durante 24 horas.
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4.3 AVALIACAO DA PRODUCAO DA FOSFOLIPASE A (PI-PLC)

Para avaliar a produ¢do da fosfolipase A (PI-PLC), as cepas foram semeadas no
meio agar Listeria acc. Ottaviani & Agosti - ALOA® (BioCen) e incubadas por 24
horas a 37°C. A multiplicacdo bacteriana no meio ALOA® foi evidenciada pela
coloragdo azul das coldnias de Listeria sp. e pelo o aparecimento de um halo opaco

ao redor das colOnias de L. monocytogenes e L. ivanovii pela agao da PI-PLC.

4.4 AVALIACAO DA ATIVIDADE HEMOLITICA

A atividade hemolitica das cepas de Listeria spp. foi avaliada por meio de
inoculagdo, por picada, em placas de dgar Muller Hinton (Difco) suplementadas com
sangue inteiro de carneiro a 5% e incubadas a 37°C por 24 a 48 horas (HITCHINS e
JINNEMAN, 2011). As placas foram avaliadas quanto a presenca de zonas de

clareamento ao redor das colOnias bacterianas caracterizando ocorréncia de hemolise.

4.5 EXTRACAO DO DNA GENOMICO

A extracdo de DNA gendmico das cepas de L. monocytogenes e L. innocua foi
realizada por meio do protocolo CTAB (Brometo de Cetil-Trimetil-Amonio) de
acordo com o preconizado por MURRAY e THOMPSON (1980), e descrito por

AUSUBEL et al. (1995).

4.6 PESQUISA DOS GENES DE VIRULENCIA
A pesquisa dos genes de viruléncia inlA, inlB, inlC, inll, prfA, plcA, hly e plcB

foi realizada por meio da reagdao em cadeia pela polimerase (PCR) utilizando o DNA
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extraido e os iniciadores descritos no Quadro 1. As reagdes e os programas para as
PCRs foram realizados de acordo com cada iniciador e seguindo as recomendagdes
dos autores, utilizando um termociclador Mastercycler gradient Eppendorf ©. Para
cada reag¢do, com um volume final de 25 uL, utilizou-se: 5 uL. de DNA gendmico,
agua MilliQ® estéril, tampao de reacdo 10X; 1,5 mM cloreto de Magnésio; 200 uM
de dNTPs (Fermentas); 200 uM de cada um dos iniciadores; 1,25 U de Tag-DNA-

polimerase (Promega).

Foram desenvolvidos novos iniciadores especificos para as amostras analisadas,
quando estas ndo apresentaram alinhamento genético com os iniciadores descritos
acima. Isto foi realizado com base nas sequéncias disponiveis no banco de dados
GenBank, incluindo L. monocytogenes EGD-e e F2365. As cepas de L.
monocytogenes ATCC 19115 e ATCC 19111 e L. innocua ATCC 33090 e CLIP
12612, além dos isolados de L. monocytogenes origindrios de infeccdo humana,

foram utilizados como controle para as PCRs.

4.7 AMPLIFICACAO DOS GENES 168 rRNA E prs

Para a identificacdo das espécies do género Listeria foi proposta a amplificacao
parcial do gene prs. Dessa forma, foram utilizados os iniciadores propostos por
DOUMITH et al. (2004) para amplificacio de um fragmento génico de,
aproximadamente, 370 pb nas cepas Lm28 — 31, Lm4 — 9 e Lm33, além dos isolados
padrao Lml10, Lml1, Lml5 e Lm46 (Tabela 2). Para complementar estes resultados e
confirmar a identificacdo das espécies de Listeria, decidiu-se por realizar a

amplificacdo completa do gene 16S rRNA. Para tanto foram utilizados os iniciadores
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propostos por THOMPSON et al. (2001). Esses fragmentos génicos foram

purificados e encaminhados para sequenciamento para posterior andlise filogenética.

Quadro 1 - Lista de iniciadores empregados para a pesquisa dos genes de viruléncia.

Gene Iniciadores (5°- 3") Produtos Referéncias

CTCGAGCTCAGGAACAATTCGTGGGGAGC
inlA 2649 pb  TEMOIN et al., 2008

CTCGGATCCACTTCCTTCTTGGGTTGTGC

CTCGAGCTCTAGCAGTAGGAACTGCAATGGC
inlB 2111 pb  TEMOIN et al., 2008

CTCGGATCCCGTTGTTTAAATTAGCACATCG

CTTCAGGCGGATAGATTAGG
inlAB 902 pb JUNG et al., 2003
TTCGCAAGTGAGCTTACGTC
AATTCCCACAGGACACAACC
inlC 517 pb LIU et al., 2007

CGGGAATGCAATTTTTCACTA

TGTAACCCCGCTTACACAGTT

inlJ 238 pb LIU et al., 2007
AGCGGCTTGGCAGTCTAATA
CGAAACTGCTGGTGCAACTA
prfA 1206 pb  JOHNSON et al., 2004
AACCAATGGGATCCACAAGA
CTCGTGAGCTTTGTGATACC
plcA 1773pb  ROCHE et al., 2005
GATTGGCGTCTTAGGACTTGCAGG
CGAAACTGCTGGTGCAACTA
hly 3156 pb  JOHNSON et al., 2004
GCTTTTACGAGAGCACCTGG
ATTGGCGTGTTCTCTTTAGG
plcB 1103pb  ROCHE et al., 2005

TTAATACGGAACATAACGCG
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4.8 ELETROFORESE EM GEL DE AGAROSE

Para visualizacdo dos produtos obtidos nas reacdes de PCR, estes foram
submetidos a eletroforese (6 V/cm) em gel de agarose 1,2% preparado com o tampao
tris-acetato-EDTA (TAE 1X) e corado com brometo de etidio (1 pg/mL). Ao final da
corrida os fragmentos foram visualizados em luz ultravioleta através do equipamento
Epi Chemi II Darkroom e software Labworks (UVP). Os fragmentos foram

comparados ao marcador de pares de bases 1Kb Plus DNA Ladder® (Fermentas).

4.9 PURIFICACAO DOS PRODUTOS DE PCR

Apoés a avaliagdo em gel de agarose, os produtos amplificados das regides de
interesse foram purificados para sua utilizacdo na reagdo de sequenciamento. Os
fragmentos obtidos a partir da PCR foram purificados com o kit “Illustra GFX™
PCR DNA and Gel Band Purification” (GE Healthcare), seguindo as recomendacoes

do fabricante.

4.10 SEQUENCIAMENTO

O sequenciamento direto para a confirmagdo dos fragmentos amplificados foi
realizado, por empresa externa especializada, a partir dos produtos de PCR
purificados. As reacdes de sequenciamento foram realizadas utilizando o kit
“BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing” (Applied Biosystems). O material foi
analisado no equipamento de sequenciamento automatico modelo 3130x1 (Applied
Biosystems). Foram feitas duplicatas de cada amostra para a obtengdo de sequéncias

consenso.
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4.11 MAPEAMENTO DOS GENES DE VIRULENCIA E ANALISE

DOS RESULTADOS

As sequéncias obtidas foram editadas e alinhadas manualmente utilizando o
programa BIOEDIT Sequence Alignment Editor 7.0.9 (HALL, 1999) para a obtencao
de sequéncias consenso. Os produtos de sequenciamento editados foram comparados
por alinhamento manual e pelo aplicativo ClustalW (THOMPSON et al., 1994) com
as sequéncias disponiveis no banco de dados GenBank. Esta comparagdo foi
realizada especificamente com as sequéncias publicadas por JOHNSON et al. (2004)
e VOLOKHOV et al. (2007) para andlise dos isolados de L. innocua e com as
sequéncias descritas por ROCHE et al. (2005), TEMOIN et al. (2008) ¢ ROCHE et al.
(2009) para a andlise dos isolados de L. monocytogenes, procurando-se identificar
mutacdes nos genes de viruléncia dessas cepas.

As sequéncias nucleotidicas obtidas foram traduzidas para as sequéncias de
aminodcidos correspondentes a partir do aplicativo Translate Nucleotide do
programa BIOEDIT Sequence Alignment Editor 7.0.9 (HALL, 1999). Dessa forma,
as sequéncias de aminoacidos foram avaliadas de modo a identificar as mudangas na
composi¢do de suas respectivas proteinas que possam determinar a perda ou a
alteracao de suas fungdes.

Foram utilizadas, para a andlise comparativa, sequéncias previamente publicadas
e retiradas do banco de dados GenBank, incluindo as sequéncias dos genes de
viruléncia da cepa padrio L. monocytogenes EGD-e e das cepas mutantes de L.
monocytogenes 08-5578, 08-5923, A23, CNL895795, CNL895807, SLCC2378,
SLCC2540 e SLCC5850 (Anexo 3). Estas sequéncias também foram utilizadas para

andlise comparativa das estruturas secunddrias das respectivas proteinas.
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4.12 IDENTIFICACAO DOS DOMINIOS PROTEICOS

A identificacdo dos dominios proteicos foi realizada a partir das sequéncias
padrao dos fatores de viruléncia, utilizando a ferramenta PROSITE database
(SIGRIST et al., 2010) do servidor ExPASy (SIB Swiss Institute of Bioinformatics).
Posteriormente, comparou-se a localizagdo desses dominios com a das mutacdes

detectadas nas sequéncias estudadas.

4.13 PREDICAO DA ESTRUTURA SECUNDARIA DAS PROTEINAS

A predi¢do da estrutura secunddria das proteinas foi realizada a partir do servidor
PSIPRED Server (BUCHAN et al., 2010), disponibilizado pela University College
London. Para tanto, as sequéncias de aminodcidos das cepas atipicas e dos isolados
utilizados como controle foram submetidas ao servidor utilizando o PSIPRED
secondary structure prediction method - PSIPRED 3.0 (JONES, 1999). As estruturas
resultantes foram comparadas visualmente em busca de alteracdes na sua

composi¢ao.

4.14 ANALISE FILOGENETICA DOS GENES 16S rRNA E prs

Os fragmentos amplificados referentes aos genes 16S rRNA e prs foram
encaminhados para sequenciamento e comparados com sequéncias previamente
publicadas e retiradas do banco de dados Genbank de 16S rRNA e prs de L.
monocytogenes, L. innocua, L. seeligeri, L. welshimeri, L. ivanovii, L. grayi, L.
marthii e L. rocourtiae (Anexo 3), para confirmacao de espécie das cepas estudadas.

As sequéncias nucleotidicas obtidas foram utilizadas para a andlise filogenética a
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partir do programa Mega 5.10 (TAMURA et al.,, 2011). Para a construcdo do
dendrograma referente a andlise da sequéncia parcial do gene prs foi utilizado o
método de Minimum Evolution (RZHETSKY e NEI, 1992) e o modelo Tamura-3-
parameter (TAMURA, 1992). O dendrograma obtido da andlise da sequéncia
completa do 16S rRNA foi construido utilizando o método de Maximum-likelihood

(FELSENSTEIN, 1981) e o modelo Tamura-3-parameter (TAMURA, 1992).
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5. RESULTADOS

5.1 CEPAS BACTERIANAS

Foram estudadas 40 cepas de Listeria, sendo 26 de L. monocytogenes e 14 de L.
innocua. Todas as cepas de L. innocua pertencem ao sorotipo 6a, enquanto que a
maioria das cepas de L. monocytogenes (40,0%) pertence ao sorotipo 1/2a. Na Tabela

1 sdo apresentadas as distribui¢des das cepas por origem, espécie e sorotipo.

Tabela 1 - Distribuicdo das cepas de L. monocytogenes e L. innocua segundo origem

e sorotipo — N (%).

L. monocytogenes L. innocua .
Origem Total
1/2a 1/2b 4b 6a
Abatedouro 1 7 (43,8)  1(50,0) 0 541,7) 13 (36,1)
Abatedouro 2 0 0 0 4 (33,3) 4 (11,1)
Mercado 1 0 0 1(16,7) 1(8,3) 2(5,5)
Mercado 2 4 (25,0) 0 0 2 (16,7) 6 (16,7)
Humana~  5(31,3) 1(50,00 5(83,3) 0 11 (30,6)
Total 16 (100,0) 2 (100,0) 6(100,0) 12(100,0) 36 (100,0)

* Cepas estudadas com excecdo dos controles L. monocytogenes ATCC 19115 e ATCC 19111 e L.
innocua ATCC 33090 e CLIP 12612 (N=36). ** Cepas isoladas de liquido cefalorraquidiano, placenta
e sangue, no periodo de 1977 a 2004.
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5.2 AVALIACAO DA ATIVIDADE HEMOLITICA E DA PRODUCAO

DA FOSFOLIPASE A (PI-PLC)

Entre as 40 cepas estudadas, 80,0% apresentaram multiplicacio com halo no
cultivo em ALOA®, caracterizando a producdo e a atividade da PI-PLC. Destas,
82,5% apresentaram atividade hemolitica positiva, sendo esta classificada em
hemodlise positiva forte para as cepas ATCC 19115 e ATCC 19111 e as originérias de
infeccdo humana, positiva para os isolados ambientais e alimentares de L.
monocytogenes e positiva fraca para as cepas atipicas. Na Figura 5 e na Tabela 2 sdo

apresentados os resultados destas provas fenotipicas.

Figura 5 — Resultados das provas fenotipicas. A: Cultivo bacteriano em meio
ALOA®; Cepa 11: L. innocua ATCC 33090, Cepa 10: L. monocytogenes ATCC

19115. B: Prova hemolitica com inoculacdo por picada; A, B, C: hemdlise positiva.

Dentre os resultados obtidos, destacam-se sete cepas sorotipificadas como L.
innocua sorotipo 6a; cinco destas (Lin5 — 9) apresentaram uma hemdlise muito fraca,
enquanto que as outras duas (Lm4 e Lm33) também apresentaram resultado positivo
fraco para hemdlise, porém de maior intensidade que as anteriores. As cepas Lm4 e
Lm33 apresentaram hemolise semelhante a de quatro cepas de L. monocytogenes do
sorotipo 1/2a, sendo que esses seis isolados (Lm4, Lm33 e Lm28 — 31) foram obtidos

na mesma coleta e no mesmo mercado a partir de cortes de carne distintos.
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Tabela 2 - Descrig@o das cepas estudadas e resultados dos testes de hemolise e producéo da Fosfolipase A

em meio ALOA®.
Cepa Espécie Sorotipo Origem Sitio Ano ALOA® Hemoélise
Lml L. monocytogenes 1/2a AB 1 Piso 2008 Halo Positivo
Lm2 L. monocytogenes 1/2b AB 1 Piso 2008 Halo Positivo
Lm3 L. monocytogenes 4b Mercado 1 Piso 2008 Halo Positivo
Lm21 L. monocytogenes 1/2a AB 1 Piso 2008 Halo Positivo
Lm22 L. monocytogenes 1/2a AB 1 Piso 2008 Halo Positivo
Lm23 L. monocytogenes 1/2a AB 1 Piso 2008 Halo Positivo
Lm25 L. monocytogenes 1/2a AB 1 Piso 2008 Halo Positivo
Lm26 L. monocytogenes 1/2a AB 1 Piso 2008 Halo Positivo
Lm27 L. monocytogenes 1/2a AB 1 Piso 2008 Halo Positivo
Lm28 L. monocytogenes 1/2a Mercado 2 Carne 2008 Halo Positivo Fraco
Lm29 L. monocytogenes 1/2a Mercado 2 Carne 2008 Halo Positivo Fraco
Lm30 L. monocytogenes 1/2a Mercado 2 Carne 2008 Halo Positivo Fraco
Lm31 L. monocytogenes 1/2a Mercado 2 Carne 2008 Halo Positivo Fraco
Lm34 L. monocytogenes 1/2a Humana Sangue 1989 Halo Positivo Forte
Lm35 L. monocytogenes 4b Humana Sangue 2004 Halo Positivo Forte
Lm36 L. monocytogenes 4b Humana Sangue 1977 Halo Positivo Forte
Lm37 L. monocytogenes 4b Humana LCR 1982 Halo Positivo Forte
Lm38 L. monocytogenes 1/2b Humana LCR 1983 Halo Positivo Forte
Lm39 L. monocytogenes 1/2a Humana Placenta 1978 Halo Positivo Forte
Lm39a L. monocytogenes 1/2a Humana Placenta 1978 Sem halo Positivo Fraco
Lm40 L. monocytogenes 1/2a Humana Sangue 1985 Halo Positivo Forte
Lm41 L. monocytogenes 4b Humana LCR 1997 Halo Positivo Forte
Lm42 L. monocytogenes 4b Humana LCR 1997 Halo Positivo
Lm43 L. monocytogenes 1/2a Humana LCR 1983 Halo Positivo
Lin5 L. innocua 6a Mercado 1 Piso 2008 Halo' Positivo Fraco
Lin6 L. innocua 6a AB 2 Piso 2008 Halo' Positivo Fraco
Lin7 L. innocua 6a AB?2 Piso 2008 Halo' Positivo Fraco
Lin8 L. innocua 6a AB 2 Piso 2008 Halo' Positivo Fraco
Lin9 L. innocua 6a AB?2 Piso 2008 Halo' Positivo Fraco
Lm4 L. innocua 6a Mercado 2 Carne 2008 Halo Positivo Fraco
Lm33 L. innocua 6a Mercado 2 Carne 2008 Halo Positivo Fraco
Linl6 L. innocua 6a AB 1 Piso 2006 Sem halo Negativo
Linl7 L. innocua 6a AB 1 Piso 2006 Sem halo Negativo
Linl8 L. innocua 6a AB 1 Piso 2006 Sem halo Negativo
Linl9 L. innocua 6a AB 1 Piso 2006 Sem halo Negativo
Lin20 L. innocua 6a AB 1 Piso 2006 Sem halo Negativo
Lml0 L. monocytogenes 4b ATCC 19115 - - Halo Positivo Forte
Lml5 L. monocytogenes 1/2a ATCC 19111 - - Halo Positivo Forte
Linll L. innocua 6a ATCC 33090 - - Sem halo Negativo
Lin46 L. innocua 6a CLIP 12612 - - Sem halo Negativo

'Halo sutil. "Hemélise positiva muito fraca. AB 1 - Abatedouro 1; AB 2 - Abatedouro 2.
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As cinco cepas (Lin5 — 9) de L. innocua também apresentaram resultado atipico
no cultivo em ALOA®, com aparecimento de halo sutil ao redor das coldnias. J4 nos
isolados Lm4 e Lm33, detectou-se halo semelhante as colonias de L. monocytogenes.
A partir da multiplicacdo da cepa clinica Lm39, foi isolada uma colonia que nao
apresentou halo no cultivo em ALOA®, além de produzir hemolise fraca. Esta foi
nomeada como Lm39a e estudada como um novo isolado separadamente da Lm39

original.

5.3 PESQUISA E MAPEAMENTO DOS GENES DE VIRULENCIA
5.3.1 Deteccao e amplificacao completa dos genes de viruléncia

Inicialmente, foram testados os iniciadores propostos no estudo, utilizando as
reagdes e os programas seguindo as recomendagdes dos respectivos autores
(JOHNSON et al., 2004; ROCHE et al., 2005; LIU et al., 2007; TEMOIN et al.,
2008). Destes, apenas trés pares funcionaram adequadamente, sendo estes
especificos para os genes prfA, inlC e inlJ. O primeiro par de iniciadores,
correspondente ao gene prfA e descrito por JOHNSON et al. (2004), proporcionou a
amplificacdo parcial deste gene (87,8%), tendo como produto final uma sequéncia de
1206 pb. Os iniciadores relativos a detec¢do dos genes inlC e inlJ (LIU et al., 2007)
originaram sequéncias de 517 pb e 238 pb, respectivamente. A partir destes
iniciadores, foram detectadas 57,5% das cepas positivas para o gene inlC, 70,0%
para inlJ e 67,4% para o gene prfA. Na Tabela 3 encontra-se uma sintese dos

resultados obtidos.
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Como nao foram obtidos os resultados esperados para os iniciadores propostos
para a deteccdo e amplificacio completa dos genes inlA e inlB (TEMOIN et al.,
2008), decidiu-se por testar os iniciadores descritos por JUNG et al. (2003) para
deteccao inicial do operon inlAB. Apesar de JUNG et al. (2003) indicarem seu uso
para deteccao do operon, estes iniciadores apenas possibilitam a amplificacdo de um
fragmento do gene inlA, originando um produto de 902 pb. Foram detectadas 70,0%
das cepas positivas para o “operon inlAB” e 17,5% apresentaram bandas fracas. Na

Tabela 3 sdo apresentados os resultados obtidos com estes iniciadores.

Tabela 3 - Distribui¢do da detec¢do inicial dos genes prfA, inlC, inlJ e inlAB em

cepas de L. monocytogenes e L. innocua.

Gene
inl] inlC prfA inlAB
N (%) N (%) N (%) N (%)
Positivo 28 (70,0) 28 (70,0) 28 (67,4) 33 (82)5)
Negativo 12 (30,0) 12 (30,0) 12 (10,9) 7(7,5)

Também ndo foram obtidos os resultados esperados para os iniciadores propostos
para a amplificacdo completa dos genes hly, plcA e plcB, descritos por JOHNSON et
al. (2004) e ROCHE et al. (2005). Estes iniciadores, embora apresentassem
pareamento com o genoma das cepas padrdo L. monocytogenes EGD-e e F2365
(sequéncias retiradas do GenBank), ndo proporcionaram o resultado esperado com as

cepas estudadas.
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Dessa forma, foram desenhados iniciadores especificos para amplificacdao
completa dos genes inlA, inlB, hly, plcA, plcB, inlC e inlJ, incluindo iniciadores
internos a estes para possibilitar seu sequenciamento, e até mesmo iniciadores para
detectar mutagdes ja descritas na literatura (Anexo 1). No Quadro 2 sdo apresentados
os principais iniciadores desenvolvidos no presente estudo para os genes inlA, inlB,
inlC, hly, prfA, plcA e plcB.

A partir dos novos iniciadores foi possivel detectar e amplificar por completo os
genes inlB, inlC, plcA, plcB e prfA. Em anexo € apresentado um quadro com os
resultados encontrados para os iniciadores propostos nas cepas estudadas (Anexo 2).
Em relacdo ao gene inlA, foi possivel detectd-lo e apenas amplificar um fragmento de
1200 pb, a partir do iniciadores inlA In;-Fw e inlA Detec-Rv. Os iniciadores externos
a este gene resultaram na amplificacdo de dois fragmentos, um de 2884 pb
correspondente ao gene em questdo, e outro fragmento de, aproximadamente, 750 pb
cuja sequéncia nao estd relacionada ao inlA.

Os iniciadores externos do gene inlB apresentaram situacdo semelhante: as cepas
controle de L. monocytogenes apresentaram um fragmento de 2146 pb referente ao
inlB; as cepas clinicas apresentam um fragmento de, aproximadamente, 700 pb que
corresponde a uma parte da sequéncia do in/B, enquanto que as cepas ambientais de
L. monocytogenes com hemdlise fraca exibem bandas fracas de 400 e 1300 pb cujas
sequéncias ndo estdo relacionadas ao inlB. No entanto, foi possivel amplificar por
completo este gene a partir dos iniciadores inlB In-Fw, inlB Seqs-Rv, inlB Seq>-Fw e

inlB Fims-Rv.
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Quadro 2 - Iniciadores desenhados para a pesquisa dos genes de viruléncia estudados.

Iniciador Sequéncia 5’ - 3’ Alvo
inlA ext Fw CGGCTCCGTAGACAGATTAG
inlA ext Ry GTGATAGTCTCCGCTTGTAC
inlA In;-Fw GTGAGAAGAAAACGA inlA
inlA Detec-Fw AAGTGATATAACTCC
inlA Detec-Rv TGGTGTAAGATCGCT
inlB ext Fw GCTAGATGTGGTTTTCGGACT

inlB ext Ry TAAGCAGCGCAAAGGTGATTCCTAC

inlB In-Fw GTGAAAGAAAAGCAC .
inlB Seq;-Rv ATTCCCGCGAATATA e
inlB Seq,-Fw TGATGGAACGGTAAT

inlB Fim3-Ry TNATTTCTGTGCCCT

plcB ext Fw CCATACGACGTTAATTCTTGCAATG

pleB ext Ry TATCCACCCGCTAACGAGTG pIeB
plcA ext Fw GAGGTTGCTCGGAGATATAC

plcA ext Ry CTGCTGTCCCTTTATCGTCG

plcA Detec-Fw AACCATTATTATGCG pled
plcA Detec-Rv TGCAGCATACTGACG

hly ext Fw CGATAAAGGGACAGCAGGACT

hly ext Rv AGCCTGTTTCTACATTCTTCACAA

hly Detec-Fw TAACAACGCAGTAAA

hly Detec-Ry CGTAAGTCTCCGAGG hly
hly Fim-Fw CCTCCTGCATATATC

hly Fim-Rv TTATTCGATTGGATT

inlC In;-Fw ATGCTAGTNTTAATTGTA .
inlC Fim;-Rv CTAATTCTTGATAGGTTGTG e
prfA Detec-Fw CTGCTAACAGCTGAGCTATG

prfA Detec-Ry GCTACCGCATACGTTATC prfA
prfA Fim Ry ATGAACGCTCAAGCA

In - Iniciadores correspondentes ao inicio do gene; Fim - Iniciadores correspondentes ao final do gene;
Detec - Iniciadores internos desenvolvidos para deteccdo do gene; ext — Iniciadores externos ao gene;
Seq — Iniciadores internos desenvolvidos para sequenciamento.
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Os resultados obtidos com os iniciadores desenvolvidos neste estudo sdo
apresentados na Tabela 4. Pode-se observar que para todos os iniciadores, com
excecdo dos externos aos genes inlB e inlJ, duas cepas atipicas de L. innocua
apresentaram resultados positivos (Lm4 e Lm33). As cinco cepas atipicas
remanescentes foram positivas para o gene in/C e positivas fracas para o plcA e
fragmentos do hly. Estas também apresentaram resultado positivo fraco para os
iniciadores propostos por JUNG et al. (2003) (inl[AB_Jung). As cepas ambientais de
L. monocytogenes com atividade hemolitica fraca (Lm28 — 31) apresentaram
resultado positivo para todos os genes pesquisados. Todos estes resultados foram
confirmados por sequenciamento.

Em relacdo ao gene inlJ, apenas foi possivel sua deteccao a partir dos iniciadores
publicados por LIU et al. (2007). Apesar dos iniciadores desenhados, neste estudo,
para amplificacdo completa deste gene (Quadro 3), esta ndo foi alcancada. Os
melhores resultados obtidos foram 21 cepas positivas para os iniciadores externos ao
inlJ; no entanto, nao foi possivel sequenciar por completo este fragmento génico de

2727 pb, mesmo com os iniciadores internos desenvolvidos para este proposito.

Quadro 3 - Iniciadores desenhados para a pesquisa do gene de viruléncia inlJ.

Iniciador Sequéncia 5’ - 3’ Alvo
inl] ext Fw CACAATCAAGTCACATATCTCC

inl] ext Rv CTATCCAAGTGGAAGAAGATTGAA

inl] In-Fw TTGAAAACTACTAAA ‘
inlJ Fim-Rv CTATTTTTTCTTTTTCCAGA l
inl] Seq;-Fw ACAACCTTAGACTGTAGC

inl] Seqs;-Rv ACGTATAGCCTTCGATAGTT

In - Iniciadores correspondentes ao inicio do gene; Fim - Iniciadores correspondentes ao final do gene; ext —
Iniciadores externos ao gene; Seq — Iniciadores internos desenvolvidos para sequenciamento.
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Tabela 4 - Distribui¢do dos resultados para cada par de iniciadores segundo espécie.

Iniciadores Espécie Positivo Negativo Banda Inespecifica*
N (%) N (%) N (%)
inlC Liu' L. monocytogenes 26 (100,0) 0 ,
L. innocua 2 (14,3) 12 (85,7) -
inlC In — Fim L. monocytogenes 26 (100,0) 0 ;
L. innocua 7 (50,0) 7 (50,0) -
. L. monocytogenes 26 (100,0) 0 -
prfA Johnson —Fim ;. v 2 (14,3) 12 (85,7) ]
L. monocytogenes 26 (100,0) 0 -
A _Johnson®
prfA_Johnson L. innocua 2 (14,3) 12 (85,7) ]
L. monocytogenes 26 (100,0) 0 -
prfA Detec L. innocua 2 (14,3) 12 (85,7) ]
IeA ext L. monocytogenes 26 (100,0) 0 =
L L. innocua 7 (50,0) 7 (50,0) i
L. monocytogenes 25 (96,2) 0 -
IcA Det
[ e L. innocua 7 (50,0) 7 (50,0) i
L. monocytogenes 26 (100,0) 0 -
pleB ext .
L. innocua 2 (14,3) 12 (85,7) -
. L. monocytogenes 18 (69,2) 0 8 (30,8)
inlB ext
L. Innocua 0 12 (85,7) 2 (14,3)
oIB In— S L. monocytogenes 26 (100,0) 0 -
niB In — Se
' % L. innocua 2 (14,3) 12 (85,7) -
. . L. monocytogenes 26 (100,0) 0 -
IB -F
REIRERSILID 2 (14,3) 12 (85,7) i
) L. monocytogenes 18 (69,2) 0 8 (30,8)
inlA ext .
L. innocua 2 (14,3) 12 (85,7) 0
. L. monocytogenes 26 (100,0) 0 -
IA In — Det
A A= BEREE L innocua 2 (14,3) 12 (85,7) i
. L. monocytogenes 26 (100,0) 0 -
IAB .
inlAB_Jung L. innocua 7 (50,0 7 (50,0 i
L. monocytogenes 25 (96,2) 1(3,8) -
hly ext .
L. innocua 2 (14,3) 12 (85,7) -
. L. monocytogenes 26 (100,0) 0 -
hly Fim .
L. innocua 7 (50,0) 7 (50,0) -
L. monocytogenes 25(96,2) 1(3.,8) -
hly_Border’
y-order L. innocua 7 (50,0) 7 (50,0) i
hiv Det L. monocytogenes 25 (96,2) 1(3,8) -
/A L. innocua 7 (50,0) 7 (50,0) i
inlJ Liu! L. @onocytogenes 26 (100,0) 0 -
L. innocua 2 (14,3) 12 (85,7) -
inl] ext L. monocytogenes 21 (80,8) 5(19,2) -
L ex L. innocua 0 14 (100,0) i

! Iniciadores publicados por LIU et al. (2007). * Iniciadores publicados JOHNSON et al. (2004). * Iniciadores publicados por JUNG et al.
(2003). * Iniciadores publicados por BORDER et al. (1990). * Banda inespecifica de tamanho menor que o esperado (vide Anexo 2).
Células em destaque azul: iniciadores desenvolvidos no presente projeto.
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5.3.2 Pesquisa de mutagdes nos genes de viruléncia

Foram encaminhados para sequenciamento os fragmentos génicos amplificados
das cepas ambientais de L. monocytogenes com hemolise fraca (Lm28 — 31) e L.
inncoua atipicas (Lm4, Lin5 - 9, Lm33), além das cepas controle de L.
monocytogenes (Lml0 e Lml5) e duas cepas clinicas para comparacdo (Lm34 e
Lm38). Foram identificadas substituicdes nucleotidicas nos genes plcA, plcB, inlB,
inlA, inlC e hly, enquanto que no gene prfA foi detectada uma delecdo de cinco
nucleotideos em todas as cepas de L. monocytogenes com atividade hemolitica fraca.
Determinadas substituicdes proporcionaram mutacdes nas sequéncias de
aminodcidos das proteinas PI-PLC, PC-PLC, InIB, InIC (Figuras 6 e 7), InlA e Hly
(Figura 8).

Na sequéncia correspondente ao gene inlC, foi identificado um total de sete
substituicdes nucleotidicas nas cepas Lm28 — 31, Lm4 e Lm33. Destas substituicoes,
apenas trés resultaram em mutacdes nas sequéncias proteicas: nas cepas Lm4 e Lm33
a transicao de Adenina para Citosina na primeira posicao do cédon 10 e a inversdo de
Tiamina para Adenina na segunda posicdo deste codon proporcionaram a mutagdo
Ile10His, enquanto que nas cepas Lm28 - 31 a transi¢dao de Tiamina para Citosina na
segunda posicdo do cddon 12 resultou na mutacdo Metl12Thr (Figuras 6 e 7). Nas
cepas Lin5 — 9 ndo foram detectadas substitui¢des nucleotidicas.

No gene plcA, foram detectadas dez substitui¢cdes nucleotidicas nas cepas Lm28 -
31, Lm4 e Lm33. Destas substituicdes, a transicdo de Adenina para Guanina na
primeira posicdo do cédon 17 determinou a mutacdo Ilel7Val, e a inversdao de
Tiamina para Adenina na segunda posi¢cdo do cddon 119 resultou na mutagdo

Phel19Tyr na PI-PLC (Figuras 6 ¢ 7). Também ndo foram identificadas alteracdes
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nas sequéncias das cepas Lin5 — 9. Na sequéncia do plcB, apenas duas transi¢des de
Tiamina para Citosina foram identificadas, na segunda e terceira posi¢des do cédon
13, que derivaram a mutagado Ile13Thr nas cepas Lm28 - 31, Lm4 e Lm33.

No gene inlB, foram detectadas sete substituicdes nucleotidicas nas cepas Lm28 -
31, Lm4 e Lm33. No entanto, apenas as transi¢des de Adenina para Guanina nos
codons 117 e 132 resultaram nas mutagdes Alal17Thr e Vall132lIle na InlB (Figuras 6
e 7). Na sequéncia referente ao gene prfA, foi identificada uma delecao de cinco
nucleotideos nas posicdes 706 a 709, que resultaram na auséncia dos cédons 236 e
237, nas cepas Lm28 - 31, Lm4 e Lm33 (Figura 7).

Nos fragmentos amplificados para o gene inlA nas cepas Lm28 - 31, Lm4 e Lm33,
foram identificadas oito substituicdes nucleotidicas, que resultaram em duas
mutacdes: Thr51Ala e Ile157Leu (Figura 8). Nas cepas atipicas de L. monocytogenes
e nos isolados Lm4 e Lm33, foram observadas 15 substituicdes nucleotidicas nas
sequéncias amplificadas do gene hly, enquanto que na sequéncia obtida para o
isolado Lin5 foram observadas 14 substitui¢des e as cepas Lin6 — 9 apresentaram 13
dessas substituicoes. No entanto, todas as proteinas apresentaram apenas duas

mutacdes: Val438lle e Lys523Ser (Figura 8).

5.4 IDENTIFICACAO DOS DOMINIOS PROTEICOS

Foram identificados, nas sequéncias de aminoécidos da InlC, InIB, InlA, PI-PLC,
PC-PLC e Hly, da cepa padrdao L. monocytogenes EGD-e, os dominios proteicos
especificos e comparou-se a localizacdo desses dominios com a das mutacdes

detectadas nas cepas estudadas.
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1 28/29/35 45 84 94 141 186/220/231  276/306/318 334 /345 390/397/415 426 478 501/510 629 702/711/716 735/750/760 833/843/844/852

inlC EGDe *LATLT.ALLT.G.....G.....A..C..G....T..G..G..G..C..C.T.A.C..T..T.A. .A.C.T.G..C.A. G..C.CA. . *
inlC SLCC2378 A.....
inlC SLCC2540 A
inlC 08-5578
inlC 08-5923
inlC SLCC7179
inlCLm28
inlCLm29
inlCLm30
inlCLm31
inlCLm4
inlCLm33

1 11/18/20/37/39 49 56 81 111/114/117 162/189/213/216/250/274 356 690 784/795 954
plcA EGDe *ALGATALLALALLA....GAA.... ClALCToCooTiied T ettt Teveene ALA *
plcA 08-5578 * T.AG.G......... Gttt ettt ettt ettt et bbbt R ettt b ettt be ettt st etetan Covrrrens T
plcA 08-5923 * T.AG.G......... Gttt ettt ettt ettt b et b et At e R AR e At £ b e Rttt b ettt etttk b ebene e nbenene T
plcA CNL895807 *............... T
plcA CNL895795 T
plcA A23 LT
plcA Lm28 T.
plcA Lm29 T.
plcA Lm30 T.
plcA Lm31 T
plcA Lm4 § PP *
plcA Lm33 | FRT *

1 15 38/39 787 870
plcB EGDe Y VO I OO OUSRRSRST [CTR *
plcB 08-5578 * e CC ettt ettt et sttt e et et st e e b e ARt e e et R e e Rt A e Rt b e e be Rt e be e b e Rt et e et benaeneene et e eneeten A *
plcB 08-5923 s G ettt bbb b E b bR bbb bbb sttt b ettt et Ao *
PICB SLCCE850  #..CteeiCC ittt bttt b bbbttt h ettt b ettt et st b st s e b bt shen ettt st be et ne *
plcB Lm28 ¥ e Gttt ettt ettt ettt et et et eteete e teae b e At e At et et et etetesteeteset e beseeaeehent et et et ebe et e ebeseetenteseenseneetetereeteree *
plcB Lm29 * e Gttt ettt ettt ettt ettt a et a et AR h R e Rt e e e e At eR e eeRe b e b e Rt eReeAeRe et et et e Re et e e e Reebeeaene et e Rt ete e eteerenee *
plcB Lm30 * e Gttt ettt ettt ettt ettt a ettt e ARt e R e Rt A et et A et R e e e R e b e be Rt eReeA e Rt et et et e Re et e e e Reeaenaen e et e Rt ete e et e etenes *
plcB Lm31 *
plcB Lm4 *
plcB Lm33 *

1 120 145 324 349 394 399 421 762 1053 1532 1656 1665 1893
inIB EGDe *.C..T..G...G....... GG T Tttt 3 DT PN [N Covee.Gurre *
inIB 08-5578 *To.C ALLA.... AACoe Coerrreerieee e Gttt et e st *
inIB 08-5923 *To.ClALLAL... AACoeee Corerrereriee e Gttt e bbb *
inIB CNL895807 *............... A.A.... AACoeeeee Corerrere e Gttt e TeveAune *
inIBCNL895795 *......ccc.... A.A.... AACoeeee Correrrere e Gt TeveAune *
inIB A23 K e A A.... A A Coee Chortrereeereee s SR A TovAnnen, *
inlB Lm28 K e A A.... A A Coee Chortrereeereeeeee e Gttt sttt *
inlB Lm29 K e AL A.... A A Coe O Gttt sttt et *
inlB Lm30 K e A A.... A A Coee Chorereeeereee s Gttt sttt *
inlB Lm31 K e A A.... A A Coee Coreeeereeee e Gttt ettt *
inlB Lm4 N A A.... A A Coee Chortrereeereeeeeree e Gttt sttt *
inlB Lm33 K e A A.... A A Coeeee Chortrereeeeeieeeee e Gttt ettt *

Figura 6 - Substituicdes nucleotidicas observadas nos genes inlC, plcA, plcB e inlB.
Cepas Lm28 - 31, Lm4 e Lm33 (deste estudo) alinhadas com a cepa padrdo L.
monocytogenes EGDe e as mutantes descritas na literatura. Asteriscos indicam start
e stop cbddons; pontos representam nucleotideos iguais e os nimeros indicam as

posicdes das substitui¢des.
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Figura 7 - Substitui¢des de aminodcidos nas proteinas InlC, PI-PLC, PC-PLC, InIB e
PrfA. Cepas Lm28 - 31, Lm4 e Lm33 (deste estudo) alinhadas com a cepa padrao L.
monocytogenes EGDe e as mutantes descritas na literatura. Asteriscos indicam start
e stop cbddons; pontos representam aminodcidos iguais € os nimeros indicam as

posic¢des das substitui¢des. PC-PLC — Fosfolipase B. PI-PLC - Fosfolipase A.
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Figura 8 — Substituicdes nucleotidicas observadas nos genes inlA e hly (A) e
mutacdes detectadas nas proteinas InlA e Hly (B). Cepas Lm28 - 31, Lm4, Lm33 e
Lin5 — 9 (deste estudo) alinhadas com a cepa padrao L. monocytogenes EGDe e as
mutantes descritas na literatura. Asteriscos indicam start e stop cddons; pontos
representam nucleotideos / aminodcidos iguais e os nimeros indicam as posi¢des das

substitui¢cdes; “espago vazio” representa regiao nao amplificada.
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No caso das internalinas, estas sdo caracterizadas por dominios de repetidos
residuos ricos em leucina (leucine-rich repeats - LRR). As mutagdes identificadas na
InlIC possuem localizagdo distinta desses dominios, no entanto, as mutagdes
Alall17Thr e Vall32lle se localizam nos dominios LRR da InlB. A mutacdo
Ile157Leu, detectada no fragmento da InlA, também se encontra em um dos
dominios LRR desta proteina.

J4, as sequéncias das fosfolipases s@o caracterizadas por dominios especificos. A
PI-PLC possui o dominio fosfatidilinositol fosfolipase C (PI-PLC X-box domain) no
qual a mutagdo Phel19Tyr foi identificada; a PC-PLC € caracterizada pelo dominio
fosfolipase C zinco-dependente no qual ndao foi detectada mutacdo nas cepas
estudadas. A Listeriolisina O (Hly) pertence a familia das proteinas formadoras de
poros colesterol dependentes que sao caracterizadas por motivos Thiol-activated
cytolysins signature. No entanto, as mutacoes identificadas nos fragmentos da Hly

possuem localizacao distinta destes.

5.5 PREDICAO DA ESTRUTURA SECUNDARIA DAS PROTEINAS

A predicdo da estrutura secunddria das proteinas InlC, InlB, InlA, PI-PLC, PC-
PLC e Hly foi realizada utilizando as sequéncias de aminodcidos das cepas atipicas
estudadas e das cepas previamente descritas na literatura. As estruturas resultantes
foram comparadas visualmente em busca de alteragdes decorrentes das mutacdes
detectadas. No Anexo 4 encontra-se a representacdo grifica das estruturas analisadas.

No caso da InlC, foram observadas alteracdes na estrutura das sequéncias das

cepas Lm28 — 31, Lm4 e Lm33 que sdo distintas das cepas atipicas descritas na
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literatura. Nas cepas Lm28 — 31 foram detectados o aparecimento de uma a-hélice na
posicdo 38-45 e a auséncia das folhas-B nas posi¢cdes 233-234 ¢ 239-240. J4 as cepas
Lm4 e Lm33 foram caracterizadas pela substituicdo da folha-f por uma a-hélice na
posi¢do 17-22 e a pela auséncia das folhas-f nas posi¢des 203-204, 233-234 e 239-
240. A estrutura secunddria obtida para as cepas Lin5 — 9 foi idéntica a da cepa
padrdo L. monocytogenes EGD-e.

No caso da PI-PLC, foi detectada uma folha-B na posi¢cao 28-29 nas cepas Lm28
— 31, Lm4 e Lm33, além da auséncia de uma folha-§ na posicdo 122-123 que também
foi observada em algumas cepas atipicas ja4 publicadas. J& na PC-PLC, foi
identificado o aparecimento da a-hélice na posi¢do 30-33 e a alteracdo da a-hélice da
posicdo 208-215, nas cepas Lm28 — 31, Lm4 e Lm33, sendo que essas alteragdes sdao
distintas das demais cepas descritas na literatura.

A predigdo da InlB apresentou mais de cinco alteragcdes em folhas- na estrutura
secundéria das cepas Lm28 — 31, Lm4 e Lm33. Na predicdo realizada para o
fragmento da InlA destas mesmas cepas, foi observada apenas a auséncia da a-hélice
da posicao 33-37. J4 no caso da Hly, ndo foram observadas alteracdes nas estruturas

das cepas estudadas quando comparadas com as demais cepas.

5.6 IDENTIFICACAO MOLECULAR DAS ESPECIES DE Listeria

Para a confirmagdo da identificacdo das espécies do género Listeria foi
proposta a amplificacdo parcial e sequenciamento do gene prs. O dendrograma
obtido é formado por trés grupos: um composto pela L. rocourtiae, outro pela L.

gravyi e um terceiro grupo composto por chaves das espécies L. monocytogenes e L.
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innocua, L. marthii, L. seeligeri, L. ivanovii e L. welshimeri. Neste grupo, a primeira
chave apresenta num mesmo ramo (azul) as cepas padrao de L. monocytogenes e L.
innocua e os isolados Lin5 — 9, com 100% de similaridade genética. Nesta mesma
chave, destaca-se um segundo ramo (vermelho) composto exclusivamente pelas

cepas Lm28 - 31, Lm4 e Lm33 (Figura 9).
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Figura 9 - Dendrograma demonstrando as relacdes evolutivas entre as cepas de
Listeria com base nas sequéncias nucleotidicas do gene prs. Este foi construido pelo
método de Minimum Evolution (modelo Tamura-3-parameter) no programa MEGA
5.10. Os valores de bootstrap apresentados nos ramos correspondentes foram

avaliados a partir de 500 réplicas.
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Pelo fato deste fragmento génico ndo possibilitar a diferenciacdo completa das
cepas de L. monocytogenes e L. innocua, decidiu-se por realizar a amplificacdo
completa e sequenciamento do gene 16S rRNA para distincdo destas espécies. O
dendrograma resultante possibilitou a distin¢do das espécies L. monocytogenes e L.
innocua, sendo este formado por trés grandes grupos: um composto por L. gravyi e L.
murray, outro pela L. rocourtiae e o terceiro grupo é composto por chaves das
espécies L. monocytogenes e L. marthii, L. innocua, L. welshimeri, L. seeligeri e L.
ivanovii (Figura 10). Pode-se observar que os isolados Lin5 — 9 e Linll foram
agrupados com as cepas padrao de L. innocua (ramo azul), enquanto que os isolados
Lm28 - 31, Lm4 e Lm33 (ramo vermelho) foram agrupados com cepas padrao de L.

monocytogenes.
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Figura 10 - Dendrograma demonstrando as relagdes evolutivas entre as cepas de
Listeria com base nas sequéncias nucleotidicas do gene 16S rRNA. Este foi construido
pelo método de Maximum-likelihood (modelo Tamura-3-parameter) no programa
MEGA 5.10. Os valores de bootstrap apresentados nos ramos correspondentes foram

avaliados a partir de 500 réplicas.
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6. DISCUSSAO

A pesquisa dos mecanismos de viruléncia das bactérias do género Listeria
adquiriu importancia nas ultimas décadas, quando o micro-organismo passou a ser
utilizado como modelo de estudo de infec¢do intracelular. Desde entdo, os fatores de
viruléncia de suas espécies estdo sendo descritos e seus mecanismos de agdo e
respectivos genes codificadores sdo estudados por distintas técnicas moleculares e de
experimentacao in vivo € in vitro.

Além da utilizacdo de Listeria como modelo de estudo, o aumento da incidéncia
de listeriose nos Estados Unidos da América (EUA) e na Unido Européia demandam
atencdo da comunidade cientifica (ANGULO, 2009; ALLERBERGER ¢ WAGNER,
2010). De 2008 a 2009 houve aumento de 19% na incidéncia de listerisose na Unido
Européia com uma taxa de fatalidade de 17% (EFSA, 2011). Além dos casos de
infecgdo por L. monocytogenes, os relatos de listeriose ocasionada por outras
espécies do género, como L. innocua (PERRIN et al., 2003), L. ivanovii (GUILLET
et al., 2010) e L. seeligeri (ROCOURT et al., 1986), também demandam atencao para
a pesquisa da origem da patogenicidade dessas espécies para o homem.

O presente estudo teve o objetivo de detectar os genes hly, plcA, plcB, prfA, inlA,
inlB, inlC e inlJ em cepas de L. monocytogenes e L. innocua. Estes genes sio
caracteristicos de L. monocytogenes e essenciais para infeccdo intracelular; no
entanto, algumas variacdes ja foram descritas nas espécies L. innocua, L. ivanovii e
L. seeligeri. A deteccao dos genes hly, plcA, prfA, inlA, inlB, inlC e inlJ nas cepas do
presente estudo pode representar um avango no estudo de isolados ambientais de
Listeria no Brasil. A presenca destes genes, nos isolados de ambiente e carne, sugere

um potencial patogénico e possivel risco a saude humana. Como a detec¢do génica
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ndo assegura a expressdo dos fatores de viruléncia € necessdria, pelo menos, a
confirmacdo por amplificagdo completa e sequenciamento desses genes na busca de
possiveis mutagdes que determinem alteracdes na expressdao ou na funcdo de suas
proteinas.

Os resultados obtidos apresentam a detec¢do de todos os genes estudados e a
amplificacdo completa e sequenciamento da maioria destes. Como os genes pesquisados
sdo caracteristicos de L. monocytogenes, todos estes foram detectados nas cepas clinicas
e ambientais desta espécie, com exce¢do do isolado Lm39a. As cepas de L.
monocytogenes com atividade hemolitica fraca (Lm28 — 31) também apresentaram
resultado positivo para os genes estudados. J4 as cepas de L. innocua atipicas, Lin5 — 9,
apresentaram bandas fracas para os genes inlC, plcA, hly e para o operon inlAB,
enquanto que as cepas Lm4 e Lm33 apresentaram resultado positivo para todos os genes
estudados.

As provas fenotipicas de hemdlise e do cultivo em ALOA® fornecem indicios da
expressao dos genes hly e plcA que é controlada e ativada pelo Fator Regulador Positivo
(PrfA) codificado pelo gene prfA, que também € responsavel pela ativagdo dos genes
pleB, inlA, inlB, entre outros. Dessa forma, o fenétipo de hemdlise positiva e produgdo
de halo no meio ALOA®, decorrente da acdo da PI-PLC, sugere a expressdo dos genes
hly, plcA e prfA, além dos demais genes detectados, cuja expressao € controlada pelo
PrfA.

No caso das cepas de L. monocytogenes com fendtipo atipico, a literatura direciona
para a busca por mutagdes nos genes de viruléncia que resultem em alteracdo da sua
expressao ou da funcdo de suas respectivas proteinas. Ja foram descritas mutagdes que
promovem a ativacao constitutiva do prfA, resultando em cepas de L. monocytogenes

com acentuada viruléncia (MINER et al., 2008; FREITAG et al., 2009), assim como
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mutacdes pontuais nos genes de viruléncia que impedem sua expressao ou alteram a
composi¢do de suas proteinas ocasionando a redugdo da patogenicidade (ROCHE et al.,
2005; TEMOIN et al., 2008; ROCHE et al., 2009).

No presente estudo foram identificadas 11 cepas com fendtipo atipico: quatro
isolados de L. monocytogenes com hemolise fraca e sete cepas de L. innocua com
hemélise fraca e halo no meio ALOA®, sendo que duas destas apresentavam hemdlise
mais acentuada que as demais, semelhante ao fendtipo das cepas de L. monocytogenes
citadas acima. Nas cepas atipicas de L. monocytogenes foram amplificados todos os
genes estudados e foram identificadas substituicdes nucleotidicas em seis destes genes
que alteram a composi¢do de suas proteinas e que podem explicar o fendtipo dessas
cepas.

As mutagdes detectadas nos genes inlB e plcA, nas cepas Lm28 - Lm31, Lm4 e
Lm33, corroboram as descritas na literatura. As mutacdes Alall7Thr e Vall32lle,
detectadas, no presente estudo, no gene inlB, ji foram descritas por TEMOIN et al.
(2008) e ROCHE et al. (2009). Estas mutagdes estdao localizadas em dominios LRR da
InlB, que estdo relacionados a interacdo desta proteina com o receptor celular Met.
Dessa forma, as mutagdes podem interferir na acdo de adesina da InlB e comprometer a
internalizacao de L. monocytogenes em células nao-epiteliais. No entanto, ROCHE et al.
(2009) indicam que apenas a mutacdo Alall7Thr muda a natureza hidrofébica do
aminodcido e estaria relacionada com a inativacao da proteina.

No gene plcA ja foram descritas 12 substituicdes nucleotidicas que resultaram em
trés mutacdes na enzima PI-PLC: Ilel7Val, Phel19Tyr e Thr262Ala (ROCHE et al.,
2005). Destas, apenas as duas primeiras foram detectadas no presente estudo, sendo que
a mutacao Phel19Tyr estd localizada no dominio PI-PLC, enquanto que a Ile17Val esta

localizada na sequéncia sinal da proteina (TEMOIN et al., 2008). No entanto, sdo as
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mutacdes Phel19Tyr e Thr262Ala que ocasionam alteracdo das propriedades fisico-
quimicas dos aminodcidos e somente a Thr262Ala foi considerada como responsavel
pela auséncia de atividade da PI-PLC (TEMOIN et al., 2008).

A mutacdo identificada no gene plcB, neste estudo, € distinta das descritas na
literatura. ROCHE et al. (2005) descreveram seis substituicdes nucleotidicas que
resultaram em quatro mutacdes na proteina numa cepa com baixa atividade da enzima
PC-PLC, enquanto que em outras duas cepas caracterizadas pela auséncia da atividade
da PC-PLC ndo foram detectadas alteraches nas sequéncias proteicas. A mutacdo
Ile13Thr, apresentada no presente trabalho, ndo se localiza no dominio fosfolipase C
zinco-dependente da enzima, porém foram detectadas alteracdes na estrutura secundéria
da proteina das cepas mutantes que podem ser decorrentes desta mutagdo.

Em relacdo ao gene in/C, ndo foram encontrados na literatura relatos sobre mutacoes
neste gene que ocasionassem alteracdo da viruléncia de cepas de L. monocytogenes.
Neste estudo, foram identificadas as mutacdes IlelOHis nas cepas Lm4 e Lm33 e a
Met12Thr nas cepas Lm28 - Lm31; no entanto, nenhuma destas se localiza nos dominios
LRR da proteina. Porém, foram detectadas alteracdes na estrutura secunddria da InlC
nas cepas mutantes que podem ser decorrentes destas mutacdes e que, possivelmente,
alterem sua funcao.

Poucos estudos sobre mutagdes no gene hly foram realizados na tultima década.
GLOMSKI et al. (2003) relataram a constru¢do de isolados de L. monocytogenes com
gene hly mutante e que apresentavam baixa viruléncia em ensaios in vivo. As mutacdes
detectadas no gene hly, no presente estudo, sdo distintas das apresentadas por
GLOMSKI et al. (2003), porém nao foram observadas alteracdes na estrutura
secundéria da Hly nas cepas Lm28 - Lm31. Dessa forma, pode-se propor que a redugdo

da atividade hemolitica nessas cepas seja decorrente da dele¢dao observada no gene prfA,
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Ja que este € o ativador do cluster LIPI-1, no qual o gene hly se encontra. No entanto, o
comprometimento do prfA originaria a reducdo da expressdo de todos os genes da LIPI-
1, mesmo que estes tenham ativacdo secunddria por outro gene como, por exemplo, o
sigB (6”). Para confirmar esta hipdtese seria necessério avaliar a expresso desses outros
genes seja por técnicas de transcriptdmica ou por ensaio enzimatico.

Nos fragmentos obtidos para o gene inlA, foram identificadas duas mutacdes nas
cepas Lm28 - 31, Lm4 e Lm33. Estas sdo distintas das descritas na literatura que
ocasionam a producio de uma internalina truncada que ndo é expressa (TEMOIN et al.,
2008; ROCHE et al., 2009). No entanto, as cepas mutantes, do presente estudo,
apresentaram alteracdo da estrutura secundéria da InlA. Para a confirmacao da alteracdo
da funcdo desta proteina, assim como da InlB, seria necessario a complementacdo do
estudo com a deteccdo dessas proteinas ou um ensaio in vitro com células com
receptores E-caderina, que sdo especificos para estas internalinas.

No caso do gene inlJ, apenas foi possivel sua deteccdo a partir dos iniciadores
publicados por LIU et al. (2007). Apesar do desenvolvimento de novos iniciadores,
neste estudo, sua amplificacdo completa e sequenciamento ndo foram alcangcados com
eficiéncia e reprodutibilidade. Este gene foi proposto por LIU et al. (2003; 2007) como
marcador de viruléncia em cepas L. monocytogenes; no entanto, a dificuldade de sua
amplificacdo e as poucas publicacdes sobre este gene originam dividas sobre o uso do
inlJ para identificacdo e inferéncia do potencial patogénico de isolados de Listeria.

A utilizag@o da predicdo da estrutura secunddria das proteinas e a suposi¢ao de que
estas alteracdes identificadas sejam indicios de altera¢do na funcdo proteica também ¢é
um tema que origina incertezas, afinal, ¢ uma predi¢do realizada a partir de modelos
estatisticos. A predi¢do da estrutura tercidria por homologia também ndo fornece mais

informacdes sobre a produgdo e a funcio da proteina em questdo. A comprovacdo da
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producdo s6 € obtida a partir de técnicas de protedmica que detectam e caracterizam a
proteina desejada, enquanto que a funcdo pode ser comprovada por ensaios enziméticos
bioquimicos ou por ensaios in vivo. No entanto, a predicdo da estrutura de proteinas
ainda € um método que exige menos tempo e equipamentos € que fornece informacdes
que instigam a continuidade e aprofundamento do estudo das proteinas.

Em relacdo as cepas atipicas Lm4, Lin5 — 9 e Lm33, estas foram inicialmente
identificadas como L. innocua sorotipo 6a, por sorotipificacdo; no entanto, estas
apresentaram fenétipo de hemélise fraca e formagdo de halo em cultivo em ALOA® que
ndo € sugestivo de L. innocua, mas sim, de L. monocytogenes. Também foi detectada a
presenca dos genes plcA, inlC e fragmentos do hly nas cepas Lin5 — 9, enquanto que as
cepas Lm4 e Lm33 possuem todos os genes pesquisados.

A amplificacdo completa do gene hly ndo foi alcancada nas cepas Lin5 — 9. A
presenca de sequéncias de insercao entre os fragmentos gé€nicos detectados pode ser
uma explicagdo, assim como a possivel delecio das regides nao amplificadas. No
entanto, o fendtipo dessas cepas indica a existéncia de atividade hemolitica fraca que
requer acdo desta enzima. Supde-se, assim, que apesar da dificuldade de amplificacao
dessas regides, nao existam grandes alteragdes da expressao e fungao desta proteina.

JOHNSON et al. (2004) e VOLOKHOYV et al. (2007) ja descreveram a presenga dos
genes prfA, plcA, hly, mpl, actA e plcB em cepas de L. innocua com hemolise atipica;
algumas dessas cepas também foram caracterizadas com sequéncias paralogas ao inlC,
mutacdes no gene inlA e auséncia do inl/B. Dessa forma, essas cepas apresentavam
resultado positivo para hemélise, formacdo de halo em cultivo em ALOA® e replicacio
intracelular em células de mamiferos, representando um potencial risco para saude

humana (VOLOKHOV et al., 2007).
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Os resultados de JOHNSON et al. (2004) e VOLOKHOV et al. (2007) sugerem que
as cepas atipicas de L. innocua ndo se originam de transferéncia horizontal dos genes de
viruléncia, mas sim, que representem um estdgio da evolucdo de um ancestral comum
de L. monocytogenes e de L. innocua. Isto também ¢é comprovado pela andlise
filogenética do género, a partir de genes como prs e 16S rRNA, que resulta em grande
proximidade entre estas espécies, o que dificulta sua diferenciacdo e diagnoéstico. Esta
dificuldade foi evidenciada nos resultados do presente estudo, nos quais o
sequenciamento parcial do prs ndo foi suficiente para distinguir as cepas de L.
monocytogenes € L. innocua, sendo necessario o sequenciamento completo do 16S
rRNA para sua conclusdo.

No entanto, em ambos os dendrogramas, as cepas Lm4 e Lm33 foram agrupadas
com os isolados Lm28 — 31 num mesmo ramo, sendo que na andlise do 16S rRNA estas
cepas foram agrupadas com as cepas padrdo de L. monocytogenes. Este resultado,
associado com a origem dessas cepas, seu fendtipo semelhante e a detec¢do de todos os
genes de viruléncia com as mesmas mutagdes, sugere que as cepas Lm4 e Lm33 sejam,
na verdade, isolados de L. monocytogenes clonais aos Lm28 — 31.

Estes resultados demonstram a fragilidade dos métodos de identificacdo e
diferenciacdo de Listeria mais utilizados na pratica laboratorial. Os testes fenotipicos
sdo subjetivos e inconclusivos quando utilizados em cepas atipicas. J4 as provas
moleculares, o “padrdo ouro” PFGE € muito trabalhoso e demorado, sendo utilizado
apenas para caracterizacdo epidemioldgica de surtos; as técnicas de ribotipagem, AFLP
e ERIC-PCR néo sdo conclusivas para espécies e sua reprodutibilidade interlaboratorial
ndo € garantida. A prova molecular ripida, o PCR, depende do gene e dos iniciadores
pesquisados. A existéncia de cepas de L. innocua atipicas com os genes hly e plcA torna

impréprio o seu uso para diferenciacdo das espécies. De forma semelhante, a
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identificacdo de isolados de L. monocytogenes com diversas mutacdes nos principais
genes de viruléncia pesquisados compromete esta técnica de diagndstico e diferenciagdo
a partir do uso de iniciadores desenvolvidos hd mais de uma década.

Dessa forma, propde-se a pesquisa dos genes prfA e plcB para diferenciar as
espécies L. monocytogenes e L. innocua, utilizando os iniciadores de JOHNSON et al.
(2004) e o par plcB ext desenvolvido neste estudo, respectivamente. A internalina B
também € um fator de viruléncia exclusivo de L. monocytogenes, até o0 momento, sendo
indicados os pares de iniciadores inlB In — Seq; e inlB Seq, — Fim para sua deteccdo. No
entanto, sua amplificacdo € mais demorada devido ao seu tamanho e a regido de maior
complexidade na qual estd localizada.

Também foram desenhados e testados iniciadores especificos para mutacdes ja
descritas na literatura, como a InlA truncada, e para algumas das identificadas neste
estudo, como a delecdo do prfA; no entanto, os resultados negativos obtidos para estes
iniciadores apenas indicam a auséncia da mutacdo em questdo, mas nio fornecem mais
informacdes sobre o gene pesquisado. Além disso, o nimero crescente de mutagdes
torna invidvel o desenvolvimento e a utilizacdo de iniciadores especificos para cada uma
destas, tanto na rotina quanto na pesquisa laboratorial.

Dessa forma, a identificacdo e diferenciacdo das espécies de Listeria ainda é um
tema complexo e trabalhoso, no qual os testes fenotipicos, quando padronizados,
fornecem informagdes importantes que devem ser comprovadas por técnicas
moleculares. Estas, por sua vez, devem apresentar alta sensibilidade e especificidade,
considerando a possibilidade de ser necesséria a triagem de cepas atipicas e mutantes

para os fatores de viruléncia pesquisados.
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7. CONCLUSOES

Com base nos resultados encontrados pode-se concluir que:

- As cepas ambientais e alimentares de L. monocytogenes possuem os genes de
viruléncia estudados, incluindo as cepas com atividade hemolitica fraca;

- As cepas de L. innocua com fendtipo atipico apresentaram os genes plcA, inlC e
fragmentos do hly;

- Os genes de viruléncia detectados nas cepas atipicas de L. monocytogenes
apresentaram diversas mutacdes €, em sua maioria, alteragdes na estrutura secundaria
das respectivas proteinas;

- Propde-se a pesquisa dos genes prfA, plcB e inlB para diferenciar as espécies L.
monocytogenes € L. innocua de forma a evitar o erro de identificacdo de cepas com

fendtipo atipico e mutantes.
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9. ANEXOS

Anexo 1 - Lista de iniciadores desenvolvidos neste estudo para pesquisa de genes de

viruléncia inlA, inlB, hly, plcA, plcB, prfA, inlC e inlJ.

Iniciador Sequéncia 5’ - 3’ Produto (pb)
inlB-In Fw GTGAAAGAAAAGCAC
inlB-In Ry TATACCATTATGCTC 102
inlB-Fim Fw ACTGTTGATAGAGAA
inlB-Fim; Rv TTATTTCTGTGCCCT
inlB-Fim; Rv TCATTTCTGTGCCCT 87
inlB-Fim; Ry TNATTTCTGTGCCCT
inlB-Detec Fw ATTAGTGATATTGTG
inlB-Detec Ry CATAACTTACTGTGT Pl
inlB-Seq, Fw TGATGGAACGGTAAT
inlB-Seq; Rv ATTCCCGCGAATATA -
inlB-Seq; Rv TAAAACATCTAGATT
inlB-ext Fw GCTAGATGTGGTTTTCGGACT
inlB-ext Ry TAAGCAGCGCAAAGGTGATTCCTAC 2lae
inlA-Detec Fw AAGTGATATAACTCC
inlA-Detec Ry TGGTGTAAGATCGCT 7
inlA-In; Fw GTGAGAAGAAAACGA
inlA-In; Fw GTGAGAAAAAAACGA
inlA-In; Fw GTGAGAAAAAAAACG 109
inlA-In Ry GAGTTATATCTGCTA
inlA-Fim Fw AAGCCGGATATACTT
inlA-Fim Rv CTATTTACTAGCACG 40
inlA-Seq; Fw TTCATGTGGACGGCA
inlA-Seq; Fw AAGATATAGGCACAT -
inlA-Seq; Rv GTTGCTGTGTAGCTG
inlA-Seq; Rv TTAACTCAGTTAGTT
inlA-ext Fw CGGCTCCGTAGACAGATTAG
inlA-ext Ry GTGATAGTCTCCGCTTGTAC 2884

In - Iniciadores correspondentes ao inicio do gene; Fim - Iniciadores correspondentes ao final do gene;
Detec - Iniciadores internos desenvolvidos para deteccdo do gene; ext — Iniciadores externos ao gene;
Seq — Iniciadores internos desenvolvidos para sequenciamento. Células em destaque rosa - Iniciadores
propostos para deteccdo dos genes inlB e plcB para diferenciar as espécies L. monocytogenes e L.

innocua.
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Iniciador Sequéncia 5’ - 3’ Produto (pb)
hly-In Fw ATGAAAAAAATAATG
hly-In Rv CTATTATTTACAGCT 2
hly-Fim Fw CCTCCTGCATATATC
hly-Fim Rv TTATTCGATTGGATT 72
hly-Detec Fw TAACAACGCAGTAAA
hly-Detec Rv CGTAAGTCTCCGAGG 200
hly-Seq; Fw AATTGTTCAACATAA
hly-Seq; Rv TAATTCCGAATTCGC _
hly—ext Fw CGATAAAGGGACAGCAGGACT
hly-ext Rv AGCCTGTTTCTACATTCTTCACAA 1756
plcA-In; Fw TTGTATAAGAATTAT
plcA-In; Fw TTGTATAAGATTTAT 578
plcA-In Ry TTCCGCGGACATCTT
plcA-Fim Fw AGATGACTACAATGG
plcA-Fim Rv TTAGTTGAATTTATT 27
plcA-Detec Fw AACCATTATTATGCG
plcA-Detec Ry TGCAGCATACTGACG 390
plcA-Seq; Ry TCTAATATCGATGTA -
plcA-ext Fw GAGGTTGCTCGGAGATATAC
plcA-ext Ry CTGCTGTCCCTTTATCGTCG Hoo
plcB-In; Fw ATGTGCTTGACCGCA
pleB-In; Fw ATGTGCTTGANCGCA 579
plcB-In Ry GGTATCTACGTAATT
plcB-Fim Fw ATTACCGAGAAGGGA
plcB-Fim Rv TTATTCATTTGTTTT e
plcB-Detec Fw TCCATATTATGATAC
plcB-Detec Ry ACGTCATCTGAGCAA o
plcB-Seq; Ry TAAATTAGCTCGCAT -

In - Iniciadores correspondentes ao inicio do gene; Fim - Iniciadores correspondentes ao final do gene;
Detec - Iniciadores internos desenvolvidos para detec¢do do gene; ext — Iniciadores externos ao gene;
Seq — Iniciadores internos desenvolvidos para sequenciamento. Células em destaque rosa - Iniciadores
propostos para deteccdo dos genes inlB e plcB para diferenciar as espécies L. monocytogenes e L.

innocua.
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Iniciador Sequéncia 5’ - 3’ Produto (pb)
plcB-ext Fw CCATACGACGTTAATTCTTGCAATG
plcB-ext Ry TATCCACCCGCTAACGAGTG 103
inlC-In; Fw ATGCTAGTNTTAATTGTA
inlC-In; Fw ATGCTAGTGTTAATTGTA 546
inlC-In Ry TATTTCATTACCATGCAA
inlC- Fim Fw ATTCCAAGTGCTTGT
inlC- Fim; Ry CTAATTCTGAATAGGTTGTA
inlC-Fim; Ry CTAATTCTTGATAGGTTGTG 9
inlC-Fim; Ry CTAGTTTCTCAAAGGCTGTA
inlC-Detec Fw ATGGAGATAATAGCAACA
inlC-Detec Ry CTGGTTCATTCACACATT 2
inlJ-In Fw TTGAAAACTACTAAA
inlJ-In Ry TATTTGAATCACATGCCAGA 9
inlJ-Fim Fw ACAATAGGAGATAACTAC
inlJ-Fim Ry CTATTTTTTCTTTTTCCAGA >3
inlB-Seq; Rv TAGATACATCTAATTCAG
inlJ-Seq, Fw CAGATTATACATTAACGA
inlJ-Seq; Fw ACAACCTTAGACTGTAGC _
inlJ-Seq; Ry ACGTATAGCCTTCGATAGTT
inlJ-ext Fw CACAATCAAGTCACATATCTCC
inlJ-ext Ry CTATCCAAGTGGAAGAAGATTGAA 2731
prfA-In Fw ATGAACGCTCAAGCA
prfA-Fim Ry TTAATTTAATTTTCCCCAAG e
prfA-detec Fw CTGCTAACAGCTGAGCTATG
prfA-detec Ry GCTACCGCATACGTTATC 0

In - Iniciadores correspondentes ao inicio do gene; Fim - Iniciadores correspondentes ao final do gene;

Detec - Iniciadores internos desenvolvidos para deteccdo do gene; ext — Iniciadores externos ao gene;

Seq — Iniciadores internos desenvolvidos para sequenciamento. Células em destaque rosa - Iniciadores

propostos para deteccdo dos genes inlB e plcB para diferenciar as espécies L. monocytogenes e L.

innocua.
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inlC prfA plcA pleB inlB inlA hly inl]
Cepa | Espécie | Origem | ALOA | Hemélise | Liu | In - Fim | Johnson | Johnson - Fim | ext | Detec | ext ext In-Seq; | Seq,.Fim ext In - Detec | inlAB_Jung | ext | Detec | Border | Fim | Liu | ext
Lml | L.mono| AB 1 Halo + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
Lm2 | L mono| AB1 Halo + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
Lm3 | L mono | Merc1 | Halo + + + + + + + + + + + +*Banda + + + + + + + | -
inespcf
Lm21 | L.mono| AB1 Halo + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
Lm22 | L mono| AB1 Halo + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
Lm23 | L. mono| AB1 Halo + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
Lm25 | L.mono| AB1 Halo + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
Lm26 | L. mono| AB1 Halo + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
Lm27 | L.mono| AB1 Halo + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
Lm28 | L. mono | Merc2 | Halo + frc + + + + + + + + + + + + + + + + + -
Lm29 | L. mono | Merc2 | Halo + frc + + + + + + + *Banda + + + + + + + + + + -
Lm30 | L. mono | Merc 2 | Halo + frc + + + + + + + inespcf + + + + + + + + + + -
Lm31 | L. mono | Merc?2 | Halo + frc + + + + + + + + + + + + + + + + + -
Lm34 | L. mono | Humana | Halo + Forte + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
Lm35 | L. mono | Humana | Halo + Forte + + + + + + + + + + + + + + + + + +
Lm36 | L. mono | Humana | Halo + Forte + + + + + + + + + + + + + + + + + +
Lm37 | L. mono | Humana | Halo + Forte + + + + + + + **Banda + + *,*Bfmdfa + + + + + + + +
1nespc
Lm38 | L. mono | Humana | Halo + Forte + + + + + + + inespef + + + + + + + + + +
Lm39 | L. mono | Humana | Halo + Forte + + + + + + + + + + + + + + + + + +
Lm39a’ | L. mono | Humana | S/ halo + frc + + + + + + + + + + + + + - - - + + +
Lm40 | L. mono | Humana | Halo + Forte + + + + + + + **Banda + + *+Banda + + + + + + + +
Lm41 | L. mono | Humana | Halo + Forte + + + + + + + inespcf + + inespcf + + + + + + + +
Lm42 | L. mono | Humana | Halo + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
Lm43 | L. mono | Humana | Halo + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +

1 - Halo sutil no ALOA®; 2 - Hemolise positiva muito fraca; L. mono — L. monocytogenes; L. innoc — L. innocua; AB1 — Abatedouro 1; AB2 — Abatedouro 2; Merc 1 — Mercado 1; Merc 2 — Mercado 2; S/ halo — Crescimento sem halo

no ALOA®;

+ frc — positivo fraco; + Forte — positivo forte; * Banda inespcf: banda inespecifica de tamanho menor que o esperado nao relacionada com gene; ** Banda inespcf: banda inespecifica de tamanho menor que o esperado

relacionada com gene. Liu - Iniciadores publicados por LIU et al. (2007); Johnson - Iniciadores publicados JOHNSON et al. (2004); inlAB_Jung - Iniciadores publicados por JUNG et al. (2003); Border - Iniciadores publicados por

BORDER et al. (1990). In - Iniciadores correspondentes ao inicio do gene; Fim - Iniciadores correspondentes ao final do gene; Detec - Iniciadores internos desenvolvidos para detec¢do do gene; ext — Iniciadores externos ao gene; Seq —

Iniciadores internos desenvolvidos para sequenciamento.
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inlC prfA plcA pleB inlB inlA hly inl]
Cepa | Espécie Origem ALOA | Hemolise | Liu | In-Fim | Johnson | Johnson - Fim | ext | Detec | ext ext In - Seq; | Seq..Fim | ext | In - Detec | inlAB_Jung | ext | Detec | Border | Fim | Liu | ext
Lin5 | L. innoc Merc 1 Halo' + fre? - + - - + + - - - - - - + - + + + - -
Lin6 | L. innoc AB?2 Halo' + frc? - + - - + + - - - - - - + - + + + - -
Lin7 | L. innoc AB 2 Halo' + fre? - + - - + + - - - - - - + - + + + - -
Lin8 | L. innoc AB?2 Halo' + frc? - + - - + + - - - - - - + - + + + - -
Lin9 | L. innoc AB 2 Halo' + fre? - + - - + + - - - - - - + - + + + - -
Lm4 | L. innoc Merc 2 Halo + frc + + + + + + + *Banda + + + + + + + + + + -
Lm33 | L. innoc Merc 2 Halo + frc + + + + + + + inespcf + + + + + + + + + + -
Linl6 | L. innoc AB 1 S/halo - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Linl7 | L. innoc AB 1 S/halo - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Linl8 | L. innoc AB 1 S/halo - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Linl9 | L. innoc AB 1 S/halo - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Lin20 | L. innoc AB 1 S/halo - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Lmli0 | L. mono | ATCC 19115 Halo + Forte + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
Lml5| L. mono | ATCC 19111 Halo + Forte + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
Linll | L.innoc | ATCC 33090 | S/halo - + - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Lin46 | L. innoc CLIP 12612 S/halo - + - - - - - - - - - - - - - - _ - _ -

1 - Halo sutil no ALOA®; 2 - Hemolise positiva muito fraca; L. mono — L. monocytogenes; L. innoc — L. innocua; AB1 — Abatedouro 1; AB2 — Abatedouro 2; Merc 1 — Mercado 1; Merc 2 — Mercado 2; S/ halo — Crescimento sem halo

no ALOA®;

+ frc — positivo fraco; + Forte — positivo forte; * Banda inespcf: banda inespecifica de tamanho menor que o esperado ndo relacionada com gene. Liu - Iniciadores publicados por LIU et al. (2007); Johnson - Iniciadores

publicados JOHNSON et al. (2004); inlAB_Jung - Iniciadores publicados por JUNG et al. (2003); Border - Iniciadores publicados por BORDER et al. (1990). In - Iniciadores correspondentes ao inicio do gene; Fim - Iniciadores

correspondentes ao final do gene; Detec - Iniciadores internos desenvolvidos para detec¢do do gene; ext — Iniciadores externos ao gene; Seq — Iniciadores internos desenvolvidos para sequenciamento.
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Anexo 3 — Informagdes das sequéncias retiradas do GenBank e utilizadas nas

andlises comparativas dos genes de viruléncia e de identificagdo de espécie.

Cepa Espécie Gene N° Acesso GenBank
inlA
inlB
inlC
plcA
NC_003210.1
EGD-e L. monocytogenes plcB
(genoma completo)
hly
prfA
16S rRNA
prs
inlA
inlB
inlC
plcA NC_013766.1
08-5578 L. monocytogenes
plecB (genoma completo)
hly
prfA
prs
inlA
inlB
inlC
NC_013768.1
08-5923 L. monocytogenes plcA
(genoma completo)
plcB
hly
prfA
CNL895795 I . inlB EF990801
. monocytogenes DlcA AY367411
CNL895807 L . inlB EF990798
. monocytogenes DlcA AY367410
inlB FJ932481
A23 L. monocytogenes
plcA FJ932480
ATCC 19115 L . inlA EU295337
HONOCYIOBENES 168 rRNA TF967624.1
SLCC2378 L. monocytogenes inlC NC_018585.1
SLCC2540 L. monocytogenes inlC NC_018586.1
SLCC7179 L. monocytogenes inlC NC_018593.1
SLCC5850 L. monocytogenes plcB NC_018592.1
F2365 L. monocytogenes inlA NC_002973.6
FSL E1-041 L. monocytogenes prs EUS521400
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Cepa Espécie Gene N° Acesso GenBank
CLIP 81459 L. monocytogenes prs NC_012488.1
FSL F2-030 L. monocytogenes prs EU521417.1

M7 L. monocytogenes prs NC_017537.1
FSL W1-110 L. monocytogenes prs AF497227.1
ScottA L. monocytogenes 16S Rrna NZ_CMO001159.1
H3597 L. monocytogenes 16S rRNA EU545985.1
H3598 L. monocytogenes 16S rRNA EU545984.1
H3599 L. monocytogenes 16S rRNA EU545987
H3508 L. monocytogenes 16S rRNA EU545986
NCTC 10357 L. monocytogenes 16S rRNA NR_044823.1
FSL R2-604 L. innocua prs FJ692323.1
FSL C2-008 L. innocua prs AY135439.1
CLIP 11262 L. innocua prs NC_003212.1
NCTC 11288 L. innocua 16S rRNA U57915
ATCC 33090 L. innocua 16S rRNA JF967625.1
FSL S4-696 L. marthii prs FJ692327.1
FSL S4-120 L. marthii prs FJ692326.1
NR-9579 L. marthii 16S rRNA EU545982.1
NR-9580 L. marthii 16S rRNA EU545980.1
NR-957T L. marthii 16S rRNA EU545982.1
SLCC 3954 L. seeligeri prs NC_013891.1
FSL N1-067 L. seeligeri prs AY135435.1
FSL N1-079 L. seeligeri prs AY135436.1
SLCC 3954 L. seeligeri prs AJ249807.1
ATCC 35967 L. seeligeri 16S rRNA NR_043518.1
NCTC 11856 L. seeligeri 16S rRNA X56148
FSL C2-006 L. welshimeri prs AY135442.1
SLCC 5334 L. welshimeri prs NC_008555.1
FSL N1-064 L. welshimeri prs AY135441.1
ATCC 35897 L. welshimeri 16S rRNA NR_043519.1
PAMSS L. ivanovii prs NC_016011.1
ATCC 19119 L. ivanovii prs AJ249806.1
FSL C2-010 L. ivanovii prs AY 135438
FSL C2-011 L. ivanovii prs AY135437.1
CLIP 12229T L. ivanovii 16S rRNA NR_036809.1
CLIP 12510T L. ivanovii 16S rRNA NR_036808.1
CLIP 12150 L. ivanovii 16S rRNA X98528
DSM 20601 L. grayi prs CCC58625.1
DSM 22097 L. rocourtiae prs CC(C58626.1
CLIP 109804T L. rocourtiae 16S rRNA FJ557241.1
NCTC 10812 L. murrayi 16S rRNA X56154




Anexo 4 — Resultados encontrados para a predi¢cdo das estruturas secunddrias das

proteinas estudadas (InlC, PI-PLC, PC-PLC, InlA, InlB e Hly).
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InIC EGDe / Lin5 — 9/ 08-5578 / CNL895807

cont : JinnANIIREERzERNonon-nnERiREnnnnn i om-ionniinEEa=n i NAEEEREEE I nEiinnnnniindiniBniinniinanninanininnniioniniinnnnaniiRENNEnEnonnEn=-niENEEnENRnnEnnnEEREnE
FPred: _ ﬂ::}

Fred: CEEEEEEEEEECCCCCEEEECCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCHHACCCCCCCCCCCCCCCCCCCEEECCCCCCCCCCCCCCCCCCCEEECCCCCCCCCCCCCCCCCCCEEECCCCCCCCCCCCCCCCCCEEECCCCCCCCCCCCCCCCCCCEEECCCCCO
Ab: MLVLIVGLCINMGEGTEVQAES IQRETEINOVEPDE GLAMMY KON LGED SVTDLVESQKELSGVONENGDNSN I S LAGHMOEF TH LKE LHLSHNQ ISD LEP LEDL TELEELSVHNRENELKN LNG IPSACLERLE LDNNELRD TD SLIHLKNLEILS IRNNEL
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Wi tstel ) | UL EEEELL | SEEL FEVEEL L EEFEEEREE FEEEL ] PR L EEEEEEEEE ||| [EF] | SRS || SEs ] S ER LS PEEEEE BN ]

Fred:

Pred: CCCCCCCCCCCCCEEECCCCCCCCCCCCCCCCCCCEECCCCCCCCCOCCCCCCCEEECCCCCCCCCCCCCCCEECCCCEECCCEEEEECCCCCCEEEEEEEEEEEECCCEEEEEEEEEEE
An: KSIVMLGFLSKLEVLODLHGHNEI THMTCGGLTRLEKVNWIDL TGO KCVNEFVE YO PELY I TN TVEDFDGRN ISP ¥ Y IGNGGS YWD GCVIWELPVY TDEVSYKFSEYINVGETERIFDGTVTOR
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Preds —aT

Pred: CEEEEEEEEEECCCCCHHHHHHCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCEEECCCCCCCCCCCCCCCCCCCEEEREECCCCCCCCCCCCCCCCCEEECCCCCCCCCCCCCCCCCCCEEECCCCCCCCCCCCCCCCCCEEECCCCCOCCCCOCCCCOCCCEEECCCCCE
Af: MLVLIVGLCHNMGESGTEVOAES IQRPTEINCVEPDPGLANAVEONLGED SYTDLYSQRELSGVONENGDN SN I0 S LAGHMOFF THLEELHLSHNQ ISD LESP LEDL TRLEELSVHRNELEN LN G IFSACLERLE LDNNELRDTO SLIHLEN LEI LS IRMEMEL

10 20 30 40 50 a0 70 aa a0 100 110 120 130 140 150 1&a0

St | E) L) LU LR EEEL LI LEEEL L EEL] BRI L] LR eislal [ FEE] | [Se) | [ il LEL R L] L el L i) DRl L] el

Fred:

Pred: CCCCCCCCCCCCCEEECCCCCCCCCCCCCCCCCCCEEECCCCCCCCCCCCCCCCEEECCCCCCCCECCCCCCCCCCCCEE CCCEEEEECCCECCCEEEEEEEREERECCCCEEEEEEEEEER
P KSI?MLGFLSKLE?LDLHGNEITNTGGLTRLKH?NHIDLTGQHCVNEP?KYQPELYITNTVKDPDGRWISEYYISNGGSY?DGCVLHELEVYTDEUSYHHSEYINUGETEAIFDGTUTQE
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INIC Lm28 - 31

SURSE 1] ||| [ [ERW CERWNNERR || FERR | PRERSMSS [T RRR RS 1] [T RRR LT DTN EERRRRRTRL LR LR LR PR PR LR L L L TRRL PR E LT LR A
Pred: J—

Fred: CEEEEEEEEEECCCCCEEECCCCCCCCCCCCCCCCCCHHHHHHHACCCCCCCCCCCCCCCCCCCEEEEECCCCCCCCCCCCCCCCCEEECCCCCCCCCCCCCCCCCCCEEECCC CCCCCCCCCCCCCCCEEECCCCCCCCCCCCCCCCCCCEEECCCCCO
An: MLVLIVGLCINTGSGTEVOARES IORPTERINOVEFPDP GLANAVEONLGEDSVTDLVESQKELSGVONENGONSN IS LAGCMOFE TN LEELHLSHNO ISDLEP LED L TELEELSVHMRNELEMLNG IFSACLERLF LONNELEOTOSLTHLEN LETLETRENMNEL
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Fred:

Pred: CCCCCCCCCCCCCEEECCCCCCCCCCCCCCCCCCCEEECCCCEECCCCCCCCCCEEECCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCEEEECCCCCCCEEEEEEEEEECCCCEEEEEEEEEER
An: KSIVMLGFLSELEVLODLHGHMEI TMTGGLTRLEKVNWIDL TCKCVHNEFVE Y PELY I TN TVEDPOGRNISE Y Y ISHGGS YWD GCVILWELPVY TDEVSYEF SEYINVGETERIFDGTVTOR
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InIC SLCC2540
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Fred:

Fred: CEEEEEEEEEECCCCCEEEECCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCEECCCCCCCCOCCCCoCCCCCCEEECCCCCCCCCCCCCCCCCCCEEECCCCCCCCCCCCCCCCCCCEEECCC CCCCCCCCOCCCCCCEEECCCCCCCCCCCCCCCOCCCEEECCCCCE
Af: MLVLIVGLCINTGSGTEVOAESIORFTRINGIFFOP GLANAVEONLGEOSYTDLYSOKE LSGVONFNGDNSN IKSLAGMOFF TN LEE LHLSHN) ISOLSP LNDL TELEELSMNRNE LEMING IFSACLSRLEVDHNNELROTOSLTHLKNLETLS TRNMNEL
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Fred:

Pred: CCCCCCCCCCCCCEEECCCCCCCCCCCCCCCCCCCEEECCCCEECCCCCCECCCEEECCCCCCCCCCCCCCCEECCCCEEECCEEEEECCCCCCCEEEEEEEEEECCCEEEEEEEEEEEE
AP ESIVMLGFLSKELEVLOLHGNEITHTGGLTRLEKYVNWIDL TCoKCVHEFVRYQPELY I TN TVEDPOGREISP Y'Y ISHNGGH YWD GCVIWELEVY THNEYVSYEE SEY INVGETEATIFD TV IQE
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Pred:

Pred: CEEEEEEEEEECCCCCEECCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCEECCCCCCCCCCCCCCCCCCCCEEEEE CCCCCCCCCCCCCCCCCEEECCCCCCCCCCCCCCCCCCCEEECCCCCCCCCCCCCCCCCCEEECCCCCCCCCCCCCCCCCCCEEECCCCCE
An: MLVLIVGLCINTGSEGTEVOAES IQRPTEPINOIFPOP GLANAVEONLGE SV TDLYSOKELSGVONENGDN SN IKSLAGMOFF TMLEE LHLSHN) ISD LEP LEDL TELEELSVHNRNELEN ING IF SACLERLF VDNNELRDTOSLTHLEMLET LETRNMNEL
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Fred:

Fred: CCCCCCCCCCCCCEEECCCCCCCCCCCCCCCCCCCEEECCCCEECCCCCCCCCCEEECCCCCCCCCCCCCCCEECCCCEECCCEEEEECCCCCCCEEEEEEEEEECCCEEEEEEEEEEEE
An: KSIVMLGFLSKLEVLODLHGHEI THMTGGLTRELEKVNWIDL TCOKCVNEFVRYOFPELY I TN TVEDFOGRNISP Y Y ISHGGHN YWD GCVIWELPVY TNEVSYEF SEYINVGETERIFD GTV ICP
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Pred:

Fred:

C EGDe
. J1oannNRNRRNRNRRNNREN 000005000 NENRnanaNRnEnnan:ANANNanNn-5o0000n0 RN NnnnnnANannNann-RRNNNE-0n 00000 innninnnnnnn-oR RN RNNRNRNNnRRR R0RRNnnnRRRNn-nntn!
s | - |

i1
&

",

CHHHHHHHHHHHHHHAHHHHHRCCCCCOCCCCCCOCCOCCCCCCHHHHHACCCCCCCCCCCCCCCoCCCCCCCC oo CCCCCCCCCCCCCHHRHHAHHC CCEEEEEEECCCEEEEECCCCCCEEHHHHHHAHHHHHRHCC CCEEEEEEEECCCCCCHHHHH
LYHNYLOFT%VLLLCFIL?ﬁFTFPLGGK&?SLNNHﬂEF!ENSﬁTTHQWH§ﬂLPDTTHLkaLSIPGTHDT@SYNGDITWT%TKPLEGTQTﬂSL?QQLEAG%HYJDIRHHDHLHJ?HGPJF%NESLSGVLE?ITQFLHHNP%ETIIMRLHDEOHSNDSFD?E
14 20 320 40 50 &0 70 20 - ln] 100 110 120 130 140 150 160
o || L] Pl il [ UL LD LBl Bl | Lkl L] ] telel L] Bl ] UL EEEL LD ERYlsfl L L L] DL Rl LR LD il DL LD L L Dt DL et L] dal L Julelal L] Gkl ]
T B g — . >——4g ) e T e
HHHHHHHHC CCCCCCCCCCCCCCCCCHRHCCCCEEECCCCCCCCCCCCCCCCoCCCCCCCCCCCCCCOCCCCHHAHERHHHHEHHAHHCCCCCCEEEEEEECCCCCCCHHHHRHHHHRHHBRHHHRHACCCCCCCCEEEEECCCCCHHNHHRHHCCCC
IQPLINI?KQYF?TTFRTD?SNHIFTLKD?REKILLLSEHHTHHFLVIN%RHFGMQFGEENQUIQDD?N?FSVKTEFKEEVQTEYQRSKﬂDNKLFLNHI%RTSLTFTPR?Y&&ALHNKV%QFULNLTSE%?RGLGILIH?FPERQTIRN{IKNMEFH
170 150 150 200 210 220 230 240 250 Z60 270

280 290 300 310

> g a — — [— | —— —]
CHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHC CC oo oo e CCCHHHHHH e e e e C o CCCCCHHHHHHHH O C CCEEEEEECC CEEEEECCCCCCCCHHHHHHHHHHHHHHC CCCEEEEEEEECCCCC CCHHHEAH
LYKIYLRRTLVLVLCFILCEFFTFFLGGRAYSLNNWNEE IKNS VI TRONMSALFD TTNLAALS IFGTHD TMS YNGDITWT LTRPLAQTOTMSLYDQLEAGIRY IDIRAKDNLN ITHGE IF LNASLSGVLETITQF LEKNFEET IIMRLEDEQNSNOSEDYR
1a 20 34 40 540 [14] T4a 54Q aqa 1an 110 120 130 140 150 16D
oL L] L s L] L] ey | | R L] e L] s ] RN L] s L] L] R e L B LT b ] ] ] i) ] ] it |0 ] ]
- I £]  S— —f] ), >
HHHHHHHHCCCCCCCCCoCCCCCC CCHHHCCC CEEEC CCCCCCCoC oo C oo CoC CeCCC CeCCCCCECCCCCHHHHHHHHHHHHHHHHC CCCCEEEEEEECCCCCCCHHHHHHHEHHHHHBHHEHHHHCCCCCCCCEEEEECCCCCHHHEHHHRTC CCC
IQPLINITHDTEYTTERTDTSNKIETLKDVRGHILLLSENHTHHFLVINSRHFGMQFGAENQ?IQDDYNGES?KTKFKEIVQTATQASKADNKLFLNHISATSLTETPRQYAEALNNH?EQFULNLTSEEVRGLGILIHQFPERQTIKNEIHNNHFN
170 180 190 200 z21D 220 230 240 250 260

B LU ERER Rl | [ ][] EEEL L SEEL R ] | ] R ERRREREER] L] LEREL L] EREEL ][R BY ] FERE] ] R | ERpERsaee | LR R L RERE LB
Al

27D 280 230 300 310

_EJ 1

-+

8] BELL L] LD LD EEEEeE] FRRER] [ 1] ] LR [ ][ ERFEEER ][ [ PR EEERREEREE| [ [ [ FEEL LR ERREL] LB B LEER | ERL PRV EEREEES [ LTI FR R L] LPERE L[] LR R

——>— — —q —

CHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHCCCCCEECCCCCCCCCCCICCCHHHHHHCC OO CCC O CCECCCCECCCCCOCCCCCCCCCCCCCCCCHHHHHHHHHC CCEEEEEECCCEEEEECCCCCCCCHHHHHHHHHHHHHHCC CCEEEEEEEECCCCCCHHHEE

LYKNYLORT LV LLLCEFYVLYFFTFP LG KA Y SLENWNEF IEN SV T THOWM SALFD TTHLAAL S IPGTHD TMSYNGD I TH T LTEFL A TOTME LY QOLEAGIRY ID IRAKDHLN IYHGE IV INASLSGVLETITOF LEENPEET I IMELEDECONSHNOSEDYR
14 20 340 440 50 a0 Ta 240 =lu] 1a0

110 120 130 140 150 160
)| [ [ [PRREREEEL LT[ [ ERRE ] B ] [ RREL] L] EEREL LT PRRN L] LLER LD L EREEN L] LD EEREL LR LR DL LD LTI ERRY ] L] B [ FRT ] [
— To— | '
—_—

S5 ][] FR ] ]

] — —i] ) — >——{ ) —

HHHHHHHHCCCCCCCCCCCCCCCCCCHHHHCECEEECCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCHHHHHHHAHHHHHHAHC CCCCEEEEEEECCCCCCCHHHHHHHHHHHHHHHHHHAHCC CCCCCCEEEEECCCCCHHHHHRHHC CEC

IGPLINIYKDYEYTTPRTOTENKIPTLEDVRGKILLLSENHTEKP LY INSREFGHMOE GAP NV ICDD YHNGE S VK THE KE IV TA Y QA SKADNKLE LNH I SATSLTE TPROYARA LNNKVE D F VLN LT SEEVREGLGILIMDEPEKQTIKN ITKNNEEN
170 150 150 200 210 220 230 240 250 260

270D 280 250 300 310

H 1

s

D — ——>—]
CHHHHHHHHHHHHHHHEHHHHHCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCHHHHHACCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCECCCCELCCCCCCCCHHHHHHHHCC CEEEEEEECCCEEEEECCCCCL

— —

240 30 40 50

EHHHHHHHHHHHHHHCC CCEEEEEEEECCCCCCHHHHH
ARAR: LYRNYLORTLVLLLCEILYFETFPLGGRR Y SLANWNEER TN SV T TROWM SALPD TTHLAA LS IPGTHO TMS YNGD ITHT LTKPLAOTOTMELYQQLEAGIRY IDIRAKDNLN IYHGE IF LNASLSGVLETITOF LKENPEETIIMRLEDEQN SNDSEDYR
10

i Ta aa =l 100 110 120 13D 140

150 160
cent: JH1RRREEnnEnnnnRRRRRRRRERRR 1000 R- 00N n-RER RN nn R Ao R RRRAnE AR AR oo ARE N REE R n B R RN R nonn AR RN ERERRR RN ERERERRRR N E AR AR - BR AR n R A e - RN A RN R
Fred: w0
|

1

U ] - EJ 1 y

} ) —
Pred: HHHHHHHHCCCCCCCCCCCCCCCCCCHHHCCCCEEECCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCHHHHHHHFHHRHHEHHCCCCCCEEEEEEECCCCCCCHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHC C CCCCCCEEEEECCCCCHHHHHHHHCCCC

PI-PLC

Conf

17D 130 130 200

Lm28 - 31

210 220 230 240

ARRA: IQPLINIYRDYFYTTPRTDTSNKIPTLEDVRGKILLLSENHTHRKPLVINSREEFGMOF GRPNOWVIQDDYNGE SVETKE RE WO TAYOARSKADNKLFLNHISATSLTE TPRO YARA LNNKVEDF VLN LT SEKVRGLGILIMDEFPERQTI KN I TKNNEE N

250 260 27D 2380 290 300 310

}
z /

) EET] LU LT[Rl FERR | [ [TEEIT L[] EFITEER | [ | FE] EReERErEEe [ [ FEELLLL P EEEE (] BB L EEE LR B FEEEEe LR LR LEERN LR
Pred: £ » ’

Pred: CHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHCC CCCEECCCOCCCCOCCCCCCHHHHHECEOCCCEECCECCetCCertteCCCteCiCeCeCCCHHHIH HHHHCCL‘EEEEEE!‘.‘CCEEEEEL‘CCCCCL‘E?-I HHHHHHHH HHHHHCC CCEEEEEEEECCCCCCHHHIH
AR LYHNYL&FTHVLLLEFVL?EFTFPLGGH&?SLNNHHHPIENSVTTHGWH§HLPDTTNLhﬁLSIPETHGT@SYNGDITNT%THPLﬂOTQTﬂSLTQGLEEG%RYIDIRHHDHLNI?HGFI?%NHSLSEVLE?ITQFLHHNPﬁETIIHRLHQEONSNDSFD?E
10 20 30 40 50 L] T4 &0 a0 100 110 120 120 140 150 160
S | [ | [ [ FEEEREsE (1L R [ EEEL ] R L EEEEL L LLEEEL L L EREEEL L UL CEEE LU ESEEL LD D L s L] L] et [ e 0] el L] L] ] ]
Fred: ) ; 3] e |t | } { > - —
F:iﬁi HHHHHEHHHC CCCCCCCCCCCCCCCCCHRHHACCCEEECCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCl

CHHHHHHHEHHHHHHHHCCCCCEEEEEEECCCCCCCHHHHHHH HHHHHHHHHHHHHCCCCCCCCEEEEECCCCCHHHNHHHHCTCCC
IOPLINI?HQYF?TTFRTD?SNHIFTLHD?RGHILLLSEHHTHHFLVIN%RHFGH&FGAEHG?IGDD?N?FSVHTHFHE%VOTAYOHSH&DNHLFLNHI%HTSLTFTPROYHR&LNNHV?QF?LHLTSEK?RGLEILIMDFPEHQTIHNIIHNNHEH
170

150 190 200 210 220 230 240 250 260 270 280 Z90 300 310



PC-PLC EGDe

cont : JinanEINNNNNERENNSnRo0sssonsnnns R ENEERR RN s =nn RRRR RN RN s RRRRNRRRRN RN D e AN RRANNRRRNNERR N s nn--an A RRRRRRRRRERREno-n RN RN RN R RN N NN RN NER R NN NN -0

Pred: g ) 3 ) ) 4
Pred: CCCHHHHHHHHHHHHHHCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCOCCCCCCCCCCCCCCCCHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHEHHHHHHHEHAHHCCCCCCCOCCCCCoCcCoCCCCCCCCeCCCCCCCCCeCHHHHHEHHHHHHHHHHHC CCHHEH
MKFHKUULGMCLIESUL?FFUTIHANACCDEYLQTFAEPHDIDSKLPHHLSHSEDNFTNTDVNTHYHLFKQREHILRHD?HHMRRNLMNELKHFDKQIEQGIYDADHHNEYYDTSTFLSHEYNPDRDNT?LFGFRNRHITGRHYFNQS?TDYREGKEDT%

T T e
il

10 20 30 40 50 ad 74 80 940 100 110 120 130 140 150 laD
cont : {IINNNENINER=aEERREnnnnnnnniiRnnsnRninERNNnnnnonosnnnn=non RN AN NEERRERRRREnERENERR Ennnn ool E R oo - RERRRRRRRRRRNRRERN!
Fred: U —£] ) £ ) £

Fred: HHHHHHHHHHHHCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCHHHHHHHHHEHHECCCHHHHHHHACCCC CCCHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHCCCC CCCHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHH

TTom
A

: FYKLGLATHYYTD ISP MHANNETAI SYPEPGYHCAYENY VO T IKHN Y QA TEDMY AKEF C SO0 VKWL Y ENAK RAFAD Y PR IVHNAK TEES YLV GHN SEWKED TVEF TGARLED SO0 TLAGE L
170 130 120 200 210 220 230 240 250 260 27D 230

PC-PLC Lm28 —31 /Lm4 / Lm33

CTSIE PEN [ [][[[[]] [ FERCEEMERRREREREY | [ [ F1) 1] [ ERRRET L] [T EETLTRR [T LT LT LTI ERBRRRIT LT LU ERRRRRRE LT L L LT R ERRRL LT PP L ERET LTI LT LT LR ER
Fred: ) a0 3 ) ) 4

Fred: CCCHHHHHHHHHHHHHHCCCCCCCCCCCCCHHHCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCHHHHHHHHEHHHHHEHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCHHHHHHHHHHHHHHHHHC CCHHHH

: MKFKKVVLGMCLTASVLVFPVT IKANACCDE YLQTPARPHD [DSKLE HKLSWSADNP TN TDVNTHYWLFKQAEK I LAKDVNHMRAN LMNE LKKF DKQ IAQGI YDADHKNP YYDTSTF LSHE YNPORDNT YLP GFANAKI TGAKYFNQSV TD YREGKE DTA
10 20 30 40 50 60 70 a0 30 100 110 120 130 140 150 160
cont : JANNNERNNERNzaiRNNRNEnnsnnnsBiRnaon Nl NRsnnnnnonanna=nasn B NN R RENRERERR N RN RN N DR oo om0l B Do on-n R DR NN NNER N ERRERDR!

Fred: £ ] ) 7 ) £
Pred: HHHHHHHHHHHHCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCHHHHHHHHHHEHHCCCHHHHCCCCCCCCCCCHHHHHHHAHHHHHHHHHHHHHHAHHHHAHCCCCCCHHHHHHHHHHHHHHHHHHAHHHH

TT e
Fir

: FYKLGLATIHYYTDISOPMHANNF TATI SYFPGYHCAYENY VDT IKHN YA TEDMYAKRFCSDDVEDWLYENAK RAKAD Y PR IVHNAKTEES YLV GHN SEWKEDTVEF TGARLEDS QO TLACE L

170 130 130 200 210 220 230 240 250 260 270 280

PC-PLC 08-5923 / 08-5578

=ttt SR [ [ [ emmee—— el | || [ R | R EEEE LT L EEsel L EET T EsEEmeie L EEE PR S L EEELT T EERE LT L s]] ]
Fred: (] ) ) £] ) £] ]
Pred: CCCHHHHHHHHHHHHHHCCCCCCCOCCCCCHEHCCOOCCCCCCCCONCCCCCCC COrCCCCCCHHRHHE HHHHH HHHHH HHHHH HHHHHE HHHHH HHHRH CCC O CCCCC OO0 mC CoCCC Con T COCCC COrCrCCHHEHHHHHHHHHE HHHHC CCHHH
MKFKKVVLGMCLTASVLVFEVT IKANACCDE Y LQ TPAAPHO IDSKLE KK LSWSATNE THTOVNTH YWLF KQAEK T LAKDVNHMR ANLMNE LKKF DK TAQGT YDADHKNE Y YDT S TF LSHF YNPDRONT Y LE GFANAKT TGAKYFNQSV TD YREGKE DTA
10 z0 30 40 50 &0 70 80 a0 100 110 120 130 140 150 160
st | [ [ |1 F1 1R | FREEmsmme] || ] 8] ] e | ] EEEREL R eesrets) | sesstel | LT
Fred: a ) £] HI ]

Fred: HHHHHHHHHHHHCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCHHHHHHHHHHHHCCCCCCCCCCCCCCCCCCHHHHHHHHHHHHHHHHHEHHHHACCHHHHC CCCCCCCCCCHHHHHHHHHHHHHHHHEH

TT .
nr

: FYKLGLATIHYYTDISOPMHANNE TAISYPPGYHCAYENY VDT IKHNY QA TED MY KR F C SO0 VK DWL Y ENAF RAFAD Y PEIVHNAR TEES YLV GHN SEWEKD TYVEF TGARLEDS OO TLAGE L
170 150 130 200 210 220 230 240 250 260 270 280

PC-PLC SLCC5850

SRS PR || [T EESRCEeRSeREReees) | ||| R ERERER L[] LI LER LT EREE T[T [T [T EERRRRET [T LELL P LD EEMRELT L] PR PR LD LTI L LR B
Predi ] ) N, ) ) q ]

Fred: CCCHHHHHHHHHHHHHHCCCCCCCCCCCCCHHHCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCHHHHHHAHHHHHHHHHAHHHHHEHHHHHEHHHHHHHH CCCCC CCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCHHHHHHHHHHHHHHHHHC CCHHEE

TT e
Firi

: MEFENVWLGMCLTASVLVFEVTIKANACCDEY L) TPARFHOIDSKLPHELSWSADNE TN TOVHNTHYWLFEOAEE T LA KDWVNHMEAN LMNE LEEF DK TAOGI Y DADHENP YYD TSTE LSHE YHFORONT YLE GFANAK I TCGAKYFNOSVTD YREGEFDTA

TT e
Firi s

10 z0 30 40 50 &0 70 &0 a0 100 110 120 130 140 150 160
cent : JINNNNINRERRsniEEnnEnnnsnnniiRssnninlsilinEnnsnononoooonnn BN R RENERREREEREERRRR NN nnnenn sl AN nnnnn- s N NN R RENRNRERRNNEN
Pred: T ) ) £] —]

Fred: HHHHHHHHHHHHCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCHHHHHHHHHHHHCCCCCCCCCCCCCCCCCCHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHACCC CCCHHHEHHHHHHHHHHHHHHHHHHHH
Ah: FYKLGLAIHYYTDISOPMHANNE TALSYPPGYHCAYENY YD T IKHN Y QA TEDM Y AKRE C SO D VEDWLY ENAK RAR A D Y PEIVHNAR TEES YLV G SEWREKD TVEF TGARLRD SO TLAGE L

170 150 130 200 210 220 230 240 250 260 270 280

PC-PLC SLCC2540

SRSESE TR ||| CECEREERSRRERR] | ||| [ FL]T ] PRRRRE] LD LR LT[R LT[ P LT ERERRRET [T T[T P[RSR LR L LT LT B
Fredi g ) ) ) 3 4

Fred: CCCHHHHHHHHHHHHHHHCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHEE CCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCHHHHHHHHHHHHHHHHHC CCHHEEH
Af: VEFKENVVLGMCLTASYLVFPVTIKASACCDEYLKPPARAPHDIDSELE HELSWSADNE TN TOVHNTHYWLFEOAREK T LA KD VDHMRANLMNE LENE DEG TAOGG T YD ADHENE Y'Y DT STE LSHE YNEFOEDNT YLE GEANAKT TEAKYFNOSVANYREGEF DTA

10 z0 30 40 50 &0 70 &0 ag 10D 110 120 130 140 150 160
conf: JIHNNNNENERE=nENERNEnEEnnnnElEN Nz nEn NN nnnnsnananNn-n N RN RRRNE RN e nn R R RN nnnnnssoonllNnomnnzon DN RN NN DRD RN RNNE!
Fred: TP ] ] T W]

e ——

Fred: HHHHHHHHHHHHCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCHHHHHHHHHHHCCCCCCHHHHHHHCCCCCHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHCCCHHHCCCC CCCCHHCHHHHHHHHHHHHHHHHHEH

Af: FYKLGLATHYYTDISOPMHANNETAISYPPCGYHCAYENY VDT IKHNY QATEDMVORFC SNDVEEWLYENAKRAR AN Y FEIVHAK TEES Y LVGNSEWKKD TVEF TCARLERO SO TLACEF L
170 130 130 200 210 220 230 240 250 260 270 280



InlA parcial EGDe / ATCC19115 / F2365

SRR [ RRCASRR | || [ [ PECECRS) RRSee— | 1] PP BN TR TR EEETRRET LT PR (B T] PEELET ] SRR PR TP R TP P A
Pred: ) - g

Fred: CCCCCHHHHHHHHHHHHHCCCCEEECCCCCCCHHHHHCCCCCCCCCCCCCHHHHHHHHHHCCCC CCCCCCCCCCCCCCCEERCCCCCCCCCCCCCCCCCCCEEECCCCCCCCCCCCCCCCCCCEREC S CCCCCCCCCCCCCCCCEEECCCCOCCOCZC
Ahy VEEERYVHLESILVAILVE GGV INTEHNGTHADAAT ITOO TR INGIFTDTALAEKMETVLGETNVTDTVSQTD LDOVT TLOADRLG IKSIDGVE Y LNNLTO INE SNNQLTD ITP LENL TKLVD TLMMMNOTAD ITP LANLTHNL TGLTLENNOITODICFL

10 20 30 40 50 a0 T0 a0 aqd 1ao 110 120 130 140 150 160
R | [T UEL LR DR RS EEEE L EEEL L LR EEEEEE R DR R L EEEEEE LB LR L EEEEEEE DL EEEE L EEEE EEEEEEE LEE LR CET LT R L EEEEELEEELEEL EELEEEEEEELEEL ]
Pred:

Pred: CCCCCCCEEECCCCCCCCCCCCCCCCCCCEEECCCCCCCCCCCCCCCCCCEEECCCCCCCCCCCCCCCCCCCEEECCCCCCCCCCCCCCCCCCCEEECCCCCCCCCCCCCCCCCCCEEECCCCCCCCCCCCCCCCCCCEEECCCCCCCCCCCCCCCCCCD
Ah: ENLTNLNRLELSSMTISDISALSGLTSLOOLSPGNOYTD LEP LANLTTLERLD I SSNKEY D LSV LAKLTNLESL IATHNNOISD I TP LGILTNLDELS LNGNOLED IGTLAS LT LTD LD LANNO I SNLAP LS GLTELTELKLGANQI SN ISP LAGLTALT

170 130 190 200 210 220 230 240 250 2al0 270 250 230 3ao 310 320

cont : JNNNNERSANERNEREEENERNENERNEnENEnnREnNNnR RN RR RN NN E AR NN RNEN

FPred:

Fred: EEECCCCCCCCCCCCCCCCCCCEEECCCCCCCCCCCCCCCCCCCEEECCCCCCC CCCCCCCCCCCCEEECCCCCT
Afb: MLELWENQLEDISFISMLENLTYLTLYFHNISDISPVESLTELORLE FYHMNEVSDVSSLANLTHINWLSAGHMOT

330 340 350 3al 370 380 330

InlAparcial 08-5578 / 08-5923

St | [RRRRREE] | [ ][] [ ] EEEEE] e Eel ] EEER LR L EEEREEE LR LIRS P LR RS LD LE LD DB R LD s LR
Pred: g — T gy

Fred: CCCCCHHHHHHHHHHHHHHCCCEEECCCCCCHHHHHCCCOCCCCCCCCCCHHHHAHHHHHECCCCCCECCCCCCCCCCCCEEECCCCCCCCECCCCCCCCCCEEECCECCECCCCCCCCCCCCCEEECCCCCCCCCCCCCCCCCCCEEECCCCCCCCCCCO
Ab: VRERERYWHLESILVAILVEGSGVWINTSHGTNAOALTIT D TP INGIFTO TALAEFMETVLGETNYTDTVSOQTD LDOWT TLOADRLG IKSIDGLEY LNN LTS INE SHNNQLTD ITP LEDL TEKLVD TLMMMNOGIAD TTE LANLTHLTGLTLENNQITODIDE L

10 20 30 40 50 aid Ta 30 =1} 1anp 110 120 130 140 150 160
OSSR | | L LT EELEEEEEEE L] sl SRR EEEEC L LR EEEEEE L EEEEREEE EEEE L L LD EEEE R L EEEEE L EEEEE LT LT EERL R R L EEEEEEL EEL ]
Fred:

Fred: CCCCCCCEEECCCCCCCCCCCCCCCCCCCEEECCCCCCCCCCCCCCCCCCEEECCCCCCCCCCCCCCCCCCCEEECCCCCCCCCCECCCCCCCCEEECCCCCCCCCCCCCCCCCCCEEECCCCICCCCCCCCCCCCCCEEECCCCCCCCCCCCCCoOCCD
Ah: KNLTNLNRLELSSHMTISDISALSGLTNLOOLSFGNOVTDIKE LANLTTLERLDISSHEVSD ISV LAKLTHNLESLIATHNNOISDITPLGILTHLDELS LGN LED IGTLASLTHNLTD LD LANN) T SHNLAP LS GL TELTELKELGANOI SN ISP LAGLTALT

170 10 130 200 210 220 230 240 250 2ab 270 280 290 300 310 320

cont : JNNINNRINRENRNEREENanER---0-nnn i RnERRE RN AninnsRnsAiEnennnn RN RN IR R R s ERRnst!

Fred:

Fred: EEECCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCEEECCCCCCCCCCCCCCCCCCCEEECCCCCCCCCCE
Af: HNLELNENQLEDISFISHNLEWNLTYLTLYFHMNISDISEWSSLTELORLEFYNNEVSOVSSLANLTHINWLSAGHNMOTISDLTE

330 40 350 a0 370 380 390 400

InlA parcial Lm28 - 31

Pl |l ] i ) | [ e——n LB PR EE R EEEEE L EEEEL L DL LR DS EEEEL FEEEC DL LEE LT st L L ETLL
Pred: —£] — :

Fred: CCCCCHHHHHHHHHHHHHHCCCEEECCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCHHHHHHHHHHHCCC CCCCCCCCCCCCCCCEEE CCCCCCCCCCCCCCCCCCCEEECCCCCCCCCC CCCCC CCCCEEECCCCCCCCCCCCCCCCCCCEEECCCCCCCCCCCE
Af: WVREKRYWHLESILVAILVEGSGVNINTSHGTNADAAT ITOOTEINGIFTDAA LAEFMETVLGETHNVTD TYSOTD LOOVT TLOADRLG IKSTOGVEY LMMN LT INE SNEQ LTD ITP LENL TRLVD ILMMNNNOTAD ITTE LANLTNL TGLTLENNQITDLDE L

10 20 30 40 50 60 70 a0 aQ 100 110 120 130 140 150 160
cont : JINRENENNNRRNNERERRNNERRRRNENENERE =R R Nn R RN RN NN R AN NN RN NN RN RN =R NN AR RN RN RN NN RN R RN NN RN R AR RN NN E RN NN RN NN RN R NNnEN

Pred: _

Pred: CCCCCCCEEECCCCCCCCCCOCCCCCCOCCCEEECCCOCCCCCOCCCCCCCCEEECCCOCCCCCCCCCCCCCCCEEECCCCCCCCCCCCCCCCCCCEEECCCCCCCCCCCCECCCCCCEEECCCCCCCCCCCCCCCCCCCEEECCCCCCCCCCCCCCCCOCT
T KNLTNLNHLELSSNTISDISALSGLTSLDQLSFGNQVTDLKPLENLTTLERLDISSNH?SDIS?LRKLTNLESLIRTNNQISDITPLGILTNLDELSLNGNQLHDIGTLASLTNLTDLDLHNNQISNLE?LSGLTKLTE%KLGENQISN¥SPLEGLTEL?

170 10 130 200 210 220 230 240 250 260 270 2580 230 3Q0 310 320

cont : JAININENNNNNnsENRERNNRNNENEnNEnNNRnnNnE N RN NN RN NRNnnnE

Pred:

Pred: EEECCCCCCCCCCCECCCCCCCEEECCCCCCCCCCCECCECCCCCEEECCCCCCCCECCCLLED
Af: NLELNEMOQLEDISEISHLEMLTYLTLYFHNISDISPVSSLTELORLE FYNNEVSOWVISLANL

330 340D 350 340D 370 350




InIB EGDe

Conf: EIIIIIIIInlIIIIlIIIIIIIIlll=III-llln|llllIIIlllIII-|lIIIIIlllIIIllIIIlllllllIIIIIl-lIIIIlllIIlIIIIIIIIIllIIIllllIIIIII-IlIllIIIlllllnIIllllllIIIIllllIIllllIIE
Pred: ____{] } 0} +
-4 r

Pred: EECCEEECHHHHHHHHHHHHHHHHHHECCEEEEEEEECCEEECCCEECCCHHHHHHHHHHCCCCEECCCEECCCEEECCEEECCEEECCEEECCEEECCEEEEEEEECCEEECCEEECCEEECEEEECCEECCCEEECCEEECCEEEECEEECCEEECCE
AR: VEEKHHNPRREYCLISGLAITIFSLMIITGNGAKYVOAETITVETPIKQIFSDDAFAETIKDNLEKKSVTDAVTONELNS IDCT IANNSD IKSVOCEIQYLPNVTELF LNGNEKLTD IKP LANLENLGWLF LDENEVED LSS LEDLEKLESLSLEHNGISOIMNGL

10 20 3a 40 30 &0 T0 a0 = 100D 110D 120 13D 140D 150 1&D

Conf: llllllIIIIllIIIlIIIIlIIIIIIIIIIIIIlIIlIllllIIlIIlIlIlIIlIIIllIIllllIIIIIIIIIIllIlalllllllllllln-IlnnllIIlllIl-:lIIIIIIIlIlulllIIIlIIlllIIlllnnllln:llllllllll:[

Pred: j \

\h______ \____
Pred: ttCCEECEEECECCEEECCEEECCEEECCEEECCCEECCCCECCCECCCCEEEEEEECCEEECCEEECCEEECEEEECCCEECCEEECCCCECCEEECCEEECCEEECCEEECCCEECCCCCCCCCCCCCCCCEEEEEEEECCCCCCCEEEEEEEECCCC
AR: VHLPOLESLYLGNNEITDITVLSRLTKELD TLELEDNG ISDIVPLAGLTRLONLY LSENH ISD LRALAGLENLDV LELF SQECLNER INHO SHLVVEPN TVENTDG S LVTPEL I SO DGD Y EKPNVEWHLPEF TNEVSE IFYQOPVTI GRAKARFHGRVTOPLE

1Th 120 149n 200 10 270 23N Z4 0 50 FaED TN A0 ?:CII'I Tn.:l'll'l Tn.:'ll'l ;?I'I
oo )= | perel | | sl [ 1 FTI L st [ ] DS PEEL LB Fssr ] ] ERE] ] ] i) | | S| ] S]] ] ] T impbsbageet ) ] | V™ [ B[] ][ i | | | EEEERE s | | ] ]
Pred: _ o — by y P—y  I— ) DI ™ Ty - >
Pred: CEEEEEEECCCCEEEEEEECCCEECCCCCCCCCCCEEEEEEEECCCCEEEEEEECCCCCCCCEEEEEEEEEECCCCCCEEEEEEECCCCCCEEECCCCCCOCCCCOCCCCOCCCEEEEEECCCCCCEEEEEEEEEEEECCCCOCCCCCCCEEEEEEEEEE
T ] 3

EVYTVSYDVDGTYVIKTEVEAGTRITAP KPP TR G YVE RCW TERNGGHEWNEFNTD YMSGNDE TL Y AVEFREAETTERAVHNLIRYVE Y IRGNAGI YK LPREDN SLEQGTLASHRCEALTVDREARNG GELWYRLENI GWTKAENLSLDRYDEME YDEGVTAY A

330 340 350 360 37O 350 3a0 400 410 420 430 440 450 460 470 450
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