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1. INTRODUCAO

Listeria monocytogenes € wuma bactéria Gram-positiva, anaerobica
facultativa, ubiqua, que pode ser persistente no ambiente de industrias de
processamento de alimentos (XU et al., 2016). O patdgeno L. monocytogenes &
responsavel por causar listeriose, podendo acometer tanto humanos como
animais. Listeriose € uma doenca principalmente transmitida através dos
alimentos, relativamente rara quando comparada com outras doencas de origem
alimentar, porém, considerada grave devido as altas taxas de letalidade, sendo
considerada um importante problema de saude puablica (KATHARIOS-
LANWERMEYER et al., 2012).

Listeria monocytogenes é um micro-organismo capaz de sobreviver a
condicbes adversas comumente encontradas na producédo de alimentos (XU et
al., 2014), assim, industrias de alimentos mantém um rigoroso controle sobre este
patdbgeno. Porém, os processos de limpeza e sanitizacdo podem ser
insatisfatorios, favorecendo a ocorréncia de estirpes resistentes aos produtos
utilizados nestes processos, como 0S sanitizantes, 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 sanitizantes
em bactérias, a qual pode ser transferida para outras bactérias (GREEN &
SAMBROOK, 2012). A exposicdo sucessiva de L. monocytogenes a
concentracOes altas de cloreto de benzalcbnio, por exemplo, resulta em mutantes
com suscetibilidade reduzida para gentamicina. Além disso, uma frequente
exXposicao 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 sanitizantes, incluindo
metais pesados como cadmio, representa uma importante estratégia para a
sobrevivéncia bacteriana.

Diante do exposto, o objetivo do presente estudo 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 producdo, bem como
verificar a presenca de genes de resisténcia a estes compostos.

2. METODOLOGIA
a) Isolados bacterianos
Cinquenta isolados de L. monocytogenes provenientes de alimentos e

ambientes de processamento de alimentos foram selecionados da colecdo de
culturas do Laboratério de Microbiologia de Alimentos (DCTA/FAEM/UFPel).


mailto:louisehaubert@hotmail.com

43 SEMANA XXVII CONGRESSO DE
L)
‘;\k ey COCI INICIACAQ CIENTIFICA

Estes isolados foram previamente caracterizados quanto aos 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) (HAUBERT et al., 2016).

b) Determinacado da concentracgao inibitéria minima

A concentracdo inibitéria minima (CIM) para o cloreto de benzalcénio
(Sigma-Aldrech) e cloreto de cadmio (Merck) foi determinada de acordo com
KATHARIOS-LANWERMEYER et al. (2012), com algumas modificacdes.

Primeiramente, os isolados foram cultivados em agar Soja Triptona (Oxoid)
adicionado de 0,6% de Extrato de Levedura (HIMEDIA) a 37 °C durante 24 horas.
Apoés a incubacdo, os isolados foram diluidos na concentracdo 2 da escala de
McFarland em solucdo salina (Synth) a 0,85% e 5 pL foram adicionados sobre
placas de Petri contendo agar Mueller Hinton (Oxoid), suplementado com 2% de
sangue desfibrinado de carneiro para determinacdo da CIM para cloreto de
benzalcénio, utilizando concentracfes variaveis (0.1; 0.5; 2.5; 5; 10; 20; 35; 40;
100 e 200 yg.mL1), sob incubacgéo a 37 °C durante 48 horas.

Para determinar a CIM para o cloreto de cadmio, foi utilizado agar Brain
Heart Infusion (KASVI), utilizando placas de Petri com diferentes concentracoes
de cadmio (2.5; 5; 10; 20; 35; 70; 140 e 200 pug.mL?) com incubacéo a 25 °C
durante 5 dias.

A CIM para o cloreto de benzalconio e cloreto de cadmio foi definida como
sendo a menor concentracdo que inibiu visivelmente a multiplicacdo 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 70 yg.mL™1, respectivamente. Os experimentos foram realizados em duplicata.

C) Avaliacdo de genes de resisténcia

A deteccado de genes de resisténcia para cloreto de benzalconio e cloreto de
cadmio foi realizada através da técnica de PCR onde foram avaliados os genes
marL, Ide, emrE, bcrABC, radC, gacA, qacC/D, qacH, qacEA1, cadA1, cadA2,
cadA3, cadA4 e cadC). A extracdo de DNA genbmico seguiu o protocolo descrito
por GREEN & SAMBROOK (2012), com pequenas modificacdes.

Para cada reacdo, foram adicionados 12,5 uL de GoTag® Green Master Mix
2x (Promega), 1 uL de cada oligonucleotideo a uma concentragédo de 10 ou 20
pmol, 2 uL de DNA (50 ng) e 8,5 uL de &gua ultrapura (Promega) para um volume
final de 25 uL. As misturas foram submetidas a um termociclador MJ Research®
PTC 100 (Bio-Rad Laboratories). As condicdes de ciclagem seguiram as
recomendacgdes dos autores referenciados. Posteriormente, os produtos de PCR
foram submetidos a eletroforese a 80 V por 70 min em gel de agarose a 1,5% p/v
(Invitrogen) em tampéao Tris/Acetato/EDTA 0,5 (TAE) utilizando marcador de peso
molecular de 1 kb (Invitrogen). Apoés, os produtos amplificados foram visualizados
em um transiluminador UV (Loccus).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
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Todos os 50 isolados de L. monocytogenes avaliados apresentaram perfil de
resisténcia ao cloreto de benzalconio (100%) e 29 isolados (58%) foram
resistentes ao cloreto de cadmio. Segundo KATHARIOS-LANWERMEYER et al.
(2012), as CIMs de 10 pg.mL?' e 70 pg.mL* sdo consideradas perfis de
resisténcia para cloreto de benzalconio e cloreto de cadmio, respectivamente, em
isolados de L. monocytogenes.

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

Observou-se que houve resisténcia cruzada entre o sanitizante cloreto de
benzalcénio e o metal pesado cadmio em 29 isolados (58%). Resultados
diferentes foram encontrados no estudo de ZHANG et al. (2015), onde 65% dos
isolados de L. monocytogenes apresentaram resisténcia para o cadmio e apenas
15% para o cloreto de benzalconio.

Segundo ZHANG et al. (2015), a determinacéo da resisténcia bacteriana é
atil para entender e avaliar as condicbes de utilizacdo dos sanitizantes, a
capacidade de adaptacao 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 sanitizacdo e controle de L. monocytogenes com maior embasamento
cientifico (XU et al., 2016).

Os 50 isolados de L. monocytogenes foram avaliados quanto aos genes
relacionados a resisténcia aos sanitizantes e metais pesados, sendo que apenas
as bombas de efluxo MdrL e Lde foram detectadas em 12 (24%) e 33 (66%)
isolados, respectivamente.

Todos os isolados que abrigavam o gene mdrL (n = 12) também carreavam
0 gene Ide e pertencem a linhagem Il (sorotipos 1/2a e 1/2c), com excec¢do do
isolado 23, pertencente ao sorotipo 1/2b (linhagem 1). Por outro lado, todos os
isolados que abrigavam apenas o gene Ide (n = 21) pertencem a linhagem |
(sorotipos 1/2b e 4b).

As bombas de efluxo MdrL e Lde pertencem a classe de bombas de efluxo
Major Facilitator Superfamily (MFS), sendo que a bomba de efluxo MdrL pode
extrusar cefalosporinas, macrolideos, metais pesados e brometo de etidio (XU et
al, 2014). Os isolados que carreavam o0 gene mdrL apresentaram resisténcia aos
macrolideos (HAUBERT et al., 2016) e cloreto de cadmio, sugerindo que a bomba
MdrL esta relacionada a estes perfis de resisténcia. Por outro lado, a bomba de
efluxo Lde estd associada a resisténcia a fluorquinolonas, laranja de acridina,
brometo de etidio e cloreto de benzalcénio (ZHANG et al., 2015). Em nosso
estudo, todos os isolados, mesmo aqueles portadores do gene lIde, foram
suscetiveis a ciprofloxacina, um antimicrobiano pertencente a classe das
fluorquinolonas. Embora o gene Ide tenha sido encontrado em isolados
suscetiveis a ciprofloxacina, o perfil de resisténcia pode resultar em um aumento
no nivel de expressdao dessa bomba, sendo necessarias outras técnicas para
avaliar essa expressdo (HAUBERT et al.,, 2016). Além disso, sugere que a
presenca do gene Ide em alguns isolados esteja relacionada com o perfil de
resisténcia ao cloreto de benzalconio.

4, CONCLUSOES
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Listeria monocytogenes provenientes de ambientes de processamento de
alimentos e alimentos do sul do Brasil apresentam perfil de resisténcia ao cloreto
de benzalcdnio e ao cloreto de cadmio. O cloreto de benzalcbnio € amplamente
utilizado nas induastrias alimenticias em nosso pais e, portanto, deve-se ter mais
cautela quanto ao uso racional destes compostos. Mais da metade dos isolados
apresentaram resisténcia cruzada ao sanitizante cloreto de benzalconio e ao
metal pesado cloreto de cadmio, o que é preocupante com relacdo a resisténcia
bacteriana. Foi observada a presenca de bombas de efluxo (MdrL e Lde),
relacionadas aos perfis de resisténcia encontrados, resultados reportados pela
primeira vez no Brasil. Diante disso, mais estudos sdo necessarios para
quantificar a expressdo das bombas de efluxo em L. monocytogenes sob
diferentes condicoes.
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