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1. INTRODUGAO

Listeria monocytogenes € um importante patdgeno de origem alimentar, com
caracteristica ubiquitaria, podendo ser isolado de diversos pontos da cadeia
produtiva de alimentos e alimentos prontos para o consumo (SELVAGANAPATHI et
al., 2018). O patdégeno € o agente etioldgico da listeriose em humanos, a qual, em
individuos saudaveis, segue um curso nao invasivo, com sintomas como
gastroenterite leve. No entanto, em individuos do grupo de risco (gestantes, idosos,
recém-nascidos e imunocomprometidos) a infeccdo pode ocorrer na forma invasiva
grave, ocasionando sintomas como aborto, septicemia, encefalite e meningite,
possuindo uma taxa de letalidade em torno de 30% (DE NOORDHOUT et al., 2014;
WHO, 2018).

O tratamento para listeriose é realizado utilizando-se B-lactamicos sozinhos
ou em associagdo com aminoglicosideos, no entanto, o uso inadequado desses
antimicrobianos tem contribuido significativamente para o aumento das taxas de
resisténcia em L. monocytogenes (KRAWCZYK-BALSKA et al., 2012). Na ultima
década, diversos relatos apontam o aumento do numero de isolados de origem
alimentar com perfis de multirresisténcia a antimicrobianos (HAUBERT et al., 2016;
KEVENK; TERZI GULEL, 2016). Além disso, ha relatos sobre isolados com
resisténcia a sanitizantes quimicos (ROMANOVA; FAVRIN; GRIFFITHS, 2002). Este
cenario pode dificultar a eficacia de protocolos terapéuticos para listeriose, além de
impossibilitar a eliminacdo do patégeno em ambientes de processamento de
alimentos (CARVALHO et al., 2019).

Diante do exposto, o objetivo deste estudo foi avaliar o perfil fenotipico e
genotipico de resisténcia a antimicrobianos e sanitizantes em isolados de L.
monocytogenes provenientes de alimentos e ambientes de processamento de
alimentos do sul do Rio Grande do Sul.

2. METODOLOGIA

Isolados bacterianos

Foram utilizados 82 isolados de L. monocytogenes provenientes de carcagas
de ovino (n=6), queijo minas artesanal (n=>5), salsicha mista frescal (n=6), carcagas
de frango (n=6), carcagas bovinas (n=74), linha de embutidos frescais (n=>5),
abatedouro de frangos (n=16), planta de processamento de carne (n=4), beef jerky
(n=2), linha de processamento de beef jerky (n=4), queijo fatiado (n=2) e presunto
fatiado (n=12), todos previamente caracterizados e pertencentes a colegédo de
culturas do Laboratério de Microbiologia de Alimentos (DCTA/FAEM/UFPel).
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Teste de susceptibilidade aos antimicrobianos

Foi utilizado o meétodo de disco-difusdo em agar, de acordo com as
especificacbes do European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing
(EUCAST, 2014). Foram avaliados 16 antimicrobianos: acido nalidixico (30 pg),
amicacina (30 pg), ampicilina (10 ug), cefoxitina (30 pg), ciprofloxacina (5 ug),
clindamicina (2 pg), cloranfenicol (30 pg), eritromicina (15 pg), estreptomicina (10
Mg), gentamicina (10 pg), meropenem (10 ug), penicilina G (10 U), rifampicina (5 ug),
vancomicina (30 ug), tetraciclina (30 pg) e sulfametoxazol + trimetoprima (23.75 pg +
1,25 ug).

Concentragéo inibitéria minima (CIM) para sanitizantes

Foi realizado o teste de CIM para o cloreto de benzalconio (Sigma-Aldrich®
Irvine, UK), clorexidine (Sigma-Aldrich® Irvine, UK), hipoclorito de sédio (Dinamica
Quimica Contemporéanea Ltda, Brasil) e acido peracético (Proc9 Industria, Brasil) de
acordo com as especificagdes de Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI,
2017) com pequenas modificagdes. Apos a reativagcado dos isolados, suspensdes
bacterianas foram preparadas em solugdo salina a 0,85% (p/v) (Synth, Brasil),
utilizando a escala McFarland ntimero 2 (6 x 10®° UFC.mL"). As placas de
microtitulagao (CralPlast, Brasil) foram preenchidas com as suspensdes bacterianas
e o caldo de Mueller-Hinton (MH, Oxoid, UK) na propor¢dao de 1:9, utilizando
concentragdes variaveis dos compostos (variando de 0,25 a 2048 mg.L™") com
incubacao a 37 °C por 24 horas. A CIM foi definida como a menor concentragcédo que
impede a multiplicagéo visivel dos isolados.

Ensaios de PCR para detecgéo de genes de resisténcia

Isolados que apresentaram perfil de multirresisténcia a antimicrobianos no
método disco-difusdo em agar, foram investigados quanto a presenca de genes de
resisténcia previamente relatados nesta espécie bacteriana. Genes que codificam a
resisténcia a macrolideos (ereB, ermB e ermC), aminoglicosideos (strA e strB),
tetraciclinas (tet(K), tet(L), tet(M), tet(O) e Tn916-1545) e sulfonamidas (sul1 e sul2)
foram investigados por meio da reagdo em cadeia da polimerase (PCR).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Dentre os 82 isolados de L. monocytogenes, 52 (63,4%) foram resistentes a
um ou mais antimicrobianos e 30 (36,6%) foram suscetiveis a todos os
antimicrobianos testados. Foi observada resisténcia a clindamicina (48,8%),
meropenem (28%), sulfametoxazol + trimetoprima (28%), rifampicina (13,4%),
eritromicina (11%), tetraciclina (8,5%), estreptomicina (6,1%) e amicacina (4,9%).
Todos os isolados avaliados apresentaram resisténcia ao acido nalidixico e a
cefoxitina (100%), porém, ressalta-se que se trata de resisténcia intrinseca de L.
monocytogenes (TROXLER et al., 2000). Nao foi observada resisténcia a ampicilina,
ciprofloxacina, cloranfenicol, gentamicina, penicilina G ou vancomicina. A resisténcia
a trés ou mais classes de antimicrobianos foi observada em 17% (n=14) dos
isolados, sendo considerados multirresistentes.

Com relagao ao perfil genotipico de resisténcia antimicrobiana, todos os
isolados que apresentaram resisténcia a tetraciclina (8,5%) carreavam os genes
tet(M) e tet(L) (Tabela 1). Os demais genes investigados n&o foram detectados. O
principal gendtipo de resisténcia a tetraciclina encontrado em Listeria spp. € 0 gene
tet(M), um gene de protegdo ribossbmica encontrado com mais frequéncia no
cromossomo (WANG et al.,, 2013). HAUBERT et al. (2015) encontraram o gene
tet(M) em isolados multirresistentes de L. monocytogenes de origem alimentar,
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resultado semelhante ao obtido neste estudo. Em contrapartida, n&do identificaram o
gene tet(L), o qual & codificado por uma bomba de efluxo presente em um
plasmideo.

Tabela 1 Perfis fenotipicos e genotipicos de resisténcia a antimicrobianos em
isolados multirresistentes de Listeria monocytogenes de origem alimentar

ID*  Perfil de multirresisténcia n (%) Origem (n) Gene de
resisténcia
P1  AMI-MER-SUT 3(3,6) Carcaca de bovino (3) -
P2 EST-CLI-RIF-MER-SUT 1(1,2) Abatedouro de frango (1) -
P3  CLI-ERI-MER-RIF-SUT-TET 5(6,1) Linha de processamento tet(M), tet(L)
de beef jerky (3)
Beef jerky (2)
P4  EST-ERI-CLI-RIF-MER-SUT 4 (4,9) Salsicha mista frescal (3) -

Linha de processamento
de embutidos frescos (1)

P5 AMI-CLI-ERI-MER-RIF-SUT-TET 1(1,2) Linha de processamento tet(M), tet(L)
de beef jerky (1)
AMI: amicacina, CLI: clindamicina, EST: estreptomicina, ERI: eritromicina, MER: meropenem, RIF: rifampicina,
SUT: sulfametoxazol + trimetoprima, TET: tetraciclina.
* Perfis fenotipicos

Quanto ao teste de suscetibilidade aos sanitizantes, os isolados apresentaram
maior suscetibilidade ao composto clorexidine, sendo inibidos em concentragdes de
2 a 16 pg.mL™'. Para cloreto de benzalcdnio os isolados foram inibidos em
concentracdes de 10 a 128 pg.mL'1, ja para hipoclorito de sédio e acido peracético,
os isolados apresentaram suscetibilidade extremamente reduzida, havendo
multiplicacdo visivel em concentragdes = 2048 ug.mL™"'. Embora ndo existam valores
de referéncia que definam a resisténcia de micro-organismos aos sanitizantes, a
multiplicagdo dos isolados foi observada mesmo em altas concentragdes dos
compostos avaliados. O resultado € preocupante, haja vista a comum utilizagao
destes sanitizantes na industria de alimentos (LEE; HUANG et al., 2019).

4. CONCLUSOES

O monitoramento da suscetibilidade aos antimicrobianos e sanitizantes é de
interesse de saude publica e os resultados obtidos neste estudo confirmam a
ocorréncia de perfil de multirresisténcia a agentes antimicrobianos clinicamente
relevantes, incluindo isolados portadores de genes de resisténcia, além de elevados
valores de CIM para os compostos sanitizantes. A identificacdo destes isolados
circulantes na industria de alimentos e em alimentos prontos para o consumo € de
extrema importdncia para compreensdo do desenvolvimento e difusdo da
resisténcia, fornecendo dados relevantes de avaliacdo de risco e avaliando
intervengdes direcionadas.
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