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1. INTRODUGAO

Listeria monocytogenes € uma bactéria Gram-positiva, anaerodbica
facultativa, ubiqua, que pode ser persistente em ambiente de industrias de
processamento (RATANI et al., 2012). O patégeno L. monocytogenes é
responsavel por causar listeriose, podendo acometer tanto humanos como
animais. A listeriose é uma doenga principalmente transmitida através dos
alimentos, relativamente rara quando comparada com outras doengas de origem
alimentar, porém, considerada grave devido as altas taxas de letalidade, sendo
um problema de saude publica (DE VALK et al., 2005).

A gravidade dos sintomas pode variar de acordo com saude do hospedeiro,
e o tratamento para os sintomas clinicos da listeriose € a antibioticoterapia, sendo
os [B-lactdmicos, como penicilina G e ampicilina, os antibiéticos de primeira
escolha para o tratamento, podendo ser associados com outras classes de
antimicrobianos (KRAWCZYK-BALSKA et al., 2012). Apesar da suscetibilidade do
patdbgeno a varios antimicrobianos, alguns isolados de L. monocytogenes
envolvidos em surtos alimentares tém apresentado perfil de resisténcia, o que
pode estar associado ao uso indiscriminado de antibidticos bem como a aquisicao
de genes de resisténcia (MARIAN et al., 2012).

Listeria monocytogenes é um micro-organismo capaz de sobreviver a
condi¢cbes adversas comumente encontradas na produgao de alimentos (BURALL
et al., 2012), assim, industrias de alimentos mantém um rigoroso controle sobre
este patogeno. Porém, os processos de limpeza e desinfeccdo podem ser
insatisfatérios, favorecendo a ocorréncia de estirpes resistentes aos produtos
utilizados nestes processos, como os desinfetantes, substancias aplicadas em
superficies abidticas, com a funcdo de destruir os micro-organismos existentes
(BRASIL, 2007; XU et al., 2016).

Ha evidéncias de resisténcia cruzada entre antimicrobianos e desinfetantes
em bactérias, a qual pode ser transferida para outras bactérias (FRAISE, 2002). A
exposicao sucessiva de L. monocytogenes a concentragdes altas de cloreto de
benzalconio, por exemplo, resulta em mutantes com suscetibilidade reduzida para
gentamicina (TO et al., 2002). Além disso, uma frequente exposicdo a esse
agente gera uma pressao seletiva, ocorrendo resisténcia entre isolados de L.
monocytogenes (KATHARIOS-LANWERMEYER et al., 2012). Segundo XU et al.
(2014), a resisténcia a antimicrobianos e desinfetantes, incluindo metais pesados
como cadmio, representa importante estratégia para a sobrevivéncia bacteriana.

Diante do exposto, o objetivo do presente trabalho foi avaliar o perfil de
resisténcia ao cloreto de benzalcénio e ao cloreto de cadmio em isolados de L.
monocytogenes provenientes de alimentos e ambientes de producao.
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2. METODOLOGIA

Cinquenta isolados de L. monocytogenes provenientes de alimentos e
ambientes de processamento de alimentos foram selecionados da colegdo de
culturas do Laboratério de Microbiologia de Alimentos (DCTA/FAEM/UFPel).
Estes isolados foram previamente caracterizados levando em consideragao os
principais sorotipos de L. monocytogenes (1/2a, 1/2b, 1/2c e 4b), presenca de
genes das internalinas (inlA, inlC, e inlJ), perfil de resisténcia a 15
antimicrobianos, bem como de genes de resisténcia a antimicrobianos para a
classe dos macrolideos, tetraciclinas e aminoglicosideos (ereB, ermB, ermC, tetA,
tetB, tetK, tetL, tetM, tetO, Tn916-1545, strA, e strB). Cinco isolados apresentam
perfil de multirresisténcia, e dois isolados apresentam os genes de resisténcia
tetM e ermB (HAUBERT et al., 2015).

A concentragédo inibitéria minima (CIM) para o cloreto de benzalcénio
(Sigma-Aldrech, Reino Unido) e cloreto de cadmio (Merck, Alemanha) foi
determinada de acordo com MULLAPUDI et al. (2010) e KATHARIOS-
LANWERMEYER et al. (2012), com algumas modificagoes.

Primeiramente, os isolados foram cultivados em agar Soja Triptona (Oxoid,
Reino Unido) adicionado de 0,6% de Extrato de Levedura (HIMEDIA, india) a 37
°C durante 24 horas. Apds a incubacdo, os isolados foram diluidos na
concentracdo 2 da escala de McFarland em solucédo salina (Synth - Brasil) a
0,85%, e 5 pL foram adicionados sobre placas de Petri contendo agar Mueller-
Hinton (Oxoid, Reino Unido), suplementado com 2% de sangue desfibrinado de
ovinos para determinagdo da CIM para cloreto de benzalcénio, utilizando
concentragdes variaveis (0,1; 0,5; 2,5; 5; 10; 20; 35; 40; 100 e 200 ug.mL™), sob
incubacgéo a 37 °C durante 48 horas.

Para determinar a CIM para o cloreto de cadmio foi utilizado agar Brain
Heart Infusion (KASVI, Italia), utilizando placas de Petri com diferentes
concentragdes de cadmio (2,5; 5; 10; 20; 35; 70; 140 e 200 ug.mL™) incubadas a
25 °C durante 5 dias.

A CIM para o cloreto de benzalcénio e cloreto de cadmio foi definida como
sendo a menor concentragdo que inibiu visivelmente o crescimento dos micro-
organismos. Os isolados foram considerados resistentes para cloreto de
benzalcénio e cloreto de cadmio quando o valor da CIM foi igual ou superior a 10
e 35 ug.mL™", respectivamente. Os experimentos foram realizados em duplicata.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Todos os 50 isolados (100%) apresentaram CIM igual ou superior a 10
ug.mL™" para o cloreto de benzalconio e igual ou superior a 35 yg.mL™" para o
cloreto de cadmio, sendo considerados resistentes a esses compostos.

Os resultados obtidos neste estudo sdo semelhantes aos de XU et al.
(2016), onde um isolado de L. monocytogenes (11GZL18) apresentou CIM de 28
ug.mL™" para cloreto de benzalconio e 70 ug.mL™" para o cadmio, resultados
superiores aos limites estabelecidos para considerar o micro-organismo resistente
a esses compostos.

Observou-se que houve resisténcia cruzada entre o desinfetante cloreto de
benzalcbnio e o metal pesado cadmio em todos os isolados (100%),
apresentando valores superiores ao estudo realizado por ZHANG et al. (2015),
onde somente 65% dos isolados de L. monocytogenes apresentaram resisténcia
para cadmio e 15% para o cloreto de benzalconio.
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Os resultados obtidos por XU et al. (2014) também demonstram a ocorréncia
de resisténcia cruzada, porém, em um numero inferior ao deste estudo, haja vista
que 14,1% dos isolados foram resistentes aos dois compostos, sendo que 26,8%
foram resistentes ao cloreto de benzalcénio e 49,3% resistentes ao cadmio. Por
outro lado, MULLAPUDI et al. (2008) demostraram que o perfil de resisténcia para
ambos os compostos € mais comum do que perfil de resisténcia apenas para o
cadmio.

Segundo ZHANG et al. (2015), a determinagao da resisténcia bacteriana é
util para entender e avaliar as condicbes de utilizacdo dos desinfetantes, a
capacidade de adaptagao de L. monocytogenes nos ambientes de processamento
de alimentos, bem como a ocorréncia de resisténcia cruzada entre micro-
organismos. A partir dessa compreensao poderiam ser desenvolvidos protocolos
de desinfeccdo e controle de L. monocytogenes com maior embasamento
cientifico (XU et al., 2016).

4. CONCLUSOES

Os resultados encontrados neste estudo sao relevantes e sugerem uma
relacao entre resisténcia aos antimicrobianos, desinfetantes e metais pesados em
L. monocytogenes. Com base nesses resultados, sdo necessarios estudos
complementares para avaliar quais sdo os genes envolvidos nestes perfis de
resisténcia, bem como a verificagado da presenca de elementos genéticos moveis.
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