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1. INTRODUCAO

Listeria monocytogenes é uma bactéria Gram-positiva, anaerdbica
facultativa e amplamente distribuida no meio ambiente (BERTSCH et al., 2014).
Este micro-organismo € um patdégeno de origem alimentar, responsavel por causar
listeriose, uma doencga que acomete tanto humanos como animais, podendo causar
meningite, septicemia, encefalomielite e casos fatais em humanos, especialmente
em idosos, mulheres gravidas, recém-nascidos e imunocomprometidos
(DUSSURGET et al., 2004).

Considerando a alta letalidade relacionada a essa doenca, a
antibioticoterapia € necessaria para o tratamento dos sintomas clinicos. Em geral,
isolados de L. monocytogenes sdo sensiveis aos antibidticos de escolha para o
tratamento de listeriose, como [-lactamicos e aminoglicosideos (ALONSO-
HERNANDO et al., 2012). Entretanto, alguns isolados vém apresentando perfil de
resisténcia e, até mesmo, de multirresisténcia, o que pode afetar o tratamento da
doenca, bem como aumentar a dispersao de resisténcia aos antimicrobianos entre
bactérias (MARIAN et al., 2012; SHI et al., 2015; WANG et al., 2013, 2015).

O surgimento de tais cepas resistentes destaca a necessidade de programas
de vigilancia para monitorar mudancas temporais e geograficas nos padrdes de
resisténcia, visto que podem atuar como reservatérios de resisténcia por se
tratarem de bactérias ubiquas (BERTSCH et al., 2014). No entanto, haja vista que
os padrfes para avaliacdo dos perfis fenotipicos de resisténcia aos antimicrobianos
de L. monocytogenes ainda sdo escassos, a identificacdo do gendtipo de
resisténcia deve ser utilizada em conjunto, pois confere uma maior clareza na
identificacdo destes perfis. Além disso, a maioria dos genes de resisténcia esta
associada a elementos genéticos moveis, como plasmideos e transposons, que
também devem ser avaliados para a caracterizacdo dos perfis de resisténcia
(BERTRAND et al., 2005; SAFDAR; ARMSTRONG, 2003).

Ha pouca informacéo disponivel sobre resisténcia a antimicrobianos em L.
monocytogenes provenientes de alimentos e ambientes de producao no Brasil, e
pouco ainda se sabe em relagdo a caracterizacdo molecular de isolados com perfil
de multirresisténcia. Dessa forma, o presente trabalho objetivou realizar a
caracterizacdo molecular da resisténcia aos antimicrobianos de isolados de L.
monocytogenes oriundos de alimentos e de ambientes de processamento do sul do
Rio Grande do Sul com perfil fenotipico de multirresisténcia.

2. METODOLOGIA



Cinco isolados de L. monocytogenes provenientes de alimentos e ambientes
de processamento de Pelotas, RS, com perfil fenotipico de multirresisténcia, foram
avaliados pela técnica de Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR), visando a
deteccdo dos genes de resisténcia para a classe das tetraciclinas: tetA (953pb),
tetB (1169pb) (FRECH; SCHWARZ, 2000), tetK (360pb), tetM (158pb)
(STROMMENGER et al., 2003), tetL (1028pb) (PANG et al., 1994), tetO (781pb),
Tn916-1545 (1028pb) (LI et al., 2007) e para a classe dos macrolideos: ereB
(546pb) (SUTCLIFFE et al.,1996), ermB (424pb) (JENSEN et al., 1999) e ermC
(299pb) (STROMMENGER et al., 2003).

Foi realizada extracdo de DNA gendmico dos isolados, de acordo com o
protocolo proposto por GREEN; SAMBROOK (2012), com adaptaces. O DNA foi
quantificado por espectrofotometria, utilizando-se o Eppendorf BioSpectrometer
kinetic® (Eppendorf). Além disso, os isolados foram submetidos a extracdo de DNA
plasmidial utilizando o Kit NucleoSpin® Tissue (Macherey-Nagel).

Apos a quantificacdo do DNA cromossomal e plasmidial, as amostras foram
submetidas a técnica de PCR no termociclador MJ Research PTC 100. Para cada
reacao, foram adicionados 12,5 uL de 2x GoTaq® Green Master Mix (Promega),
10 pmol para os primers forward e reverse, 10 ng de DNA e agua ultrapura para um
volume final de 25 pL.

As condicbes de amplificacdo para os genes avaliados seguiram o0s
protocolos descritos pelos autores e os produtos da PCR foram separados por
eletroforese em gel de agarose a 1,5% e visualizados em transiluminador
(Loccus®).

Os produtos obtidos pela PCR foram purificados e sequenciados para validar
suas identidades. O sequenciamento das amostras foi realizado na Unidade de
Analises Moleculares e de Proteinas (Centro de Pesquisa Experimental, HCPA)
utilizando o equipamento ABI 3500 Genetic Analyzer (Applied Biosystems).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Apesar da suscetibilidade do patégeno frente a varios antimicrobianos,
alguns isolados de L. monocytogenes provenientes de alimentos vem
apresentando perfil de multirresisténcia, o que se deve principalmente, ao uso
indiscriminado e/ou erréneo dos agentes antimicrobianos (ALONSO-HERNANDO
et al.,, 2012; BERTSCH et al., 2014; MARIAN et al., 2012; WANG et al., 2015).

Na Tabela 1 podemos observar as caracteristicas dos isolados
multirresistentes. No presente estudo, o isolado 16 de L. monocytogenes, oriundo
de linguica mista frescal, carreia o gene tetM, tanto no DNA cromossomal como no
DNA plasmidial. Além disso, o isolado 46, oriundo de abatedouro de aves, carreia
0 gene ermB, e apesar da presenca de plasmideo no isolado, o gene de resisténcia
para esse macrolideo somente foi identificado no DNA cromossomal.

Tabela 1 - Caracteristicas dos isolados multirresistentes avaliados

Isolados Origem Ano de Gendtipo DNA plasmidial
isolamento de contendo gene de
resisténcia resisténcia
13 Linguica mista frescal 2003 - -
14 Linguica mista frescal 2003 - -

16 Linguica mista frescal 2003 tetM sim




30 Planta de 2003 - -
processamento de
linguica mista frescal
46 Abatedouro de aves 2006 ermB -

De acordo com CHARPENTIER et al. (1995), o gene tetM é o mais encontrado
no cromossomo de espécies de Listeria resistentes a tetraciclina, e pode estar
relacionado com a presenca de transposons conjugativos, como Tn916-1545. No
presente estudo, ndo observou-se a presenca do transposon Tn916-1545, porém,
0 gene de resisténcia tetM foi identificado, tanto no DNA cromossomal como no
plasmidial, sugerindo a possibilidade de ocorrer a transferéncia horizontal para
outras bactérias, através de eventos de conjugacdo (BERTSCH et al.,, 2014;
ROBERTS, 2005).

SRINIVASAN et al. (2005) nao identificaram nenhum gene de resisténcia para
os macrolideos (ereB, ermB e ermC) entre isolados de L. monocytogenes com
resisténcia fenotipica para a eritromicina. Os genes erm codificam enzimas
metilases no RNA ribossémico, os quais alteram o sitio de ligacdo 23S do
ribossomo bacteriano. A presenca do gene ermB em isolados avaliados no
presente estudo indica a possibilidade de transferéncia para outras espécies de
Listeria, bem como para outras bactérias, como E. faecalis (ROBERTS, 2005).

4. CONCLUSOES

Listeria monocytogenes isoladas de alimentos e ambientes de
processamento, apresentando perfil de multirresisténcia aos antimicrobianos,
carreiam genes de resisténcia. Isolados multirresistentes podem servir como
reservatérios de genes de resisténcia e, considerando a presenca de elementos
genéticos moéveis como plasmideos contendo estes genes, Sdo necessarios
maiores estudos para investigar a capacidade de transferéncia horizontal de genes
de resisténcia para outras bactérias patogénicas e/ou comensais.
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