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1. INTRODUCAO

Listeria monocytogenes é uma bactéria Gram-positiva, encontrada em diversos
ambientes e responsavel por causar listeriose, uma doenca que acomete tanto
humanos como animais. Apesar de ser uma doenca relativamente rara quando
comparada a outros patdgenos alimentares, como Salmonella spp., sua importancia
em salde publica se da devido as altas taxas de letalidade, em torno de 30% em
casos humanos (DE VALK et al., 2005).

Ainda que seja uma bactéria ubiquitaria, cerca de 99% dos casos de listeriose
ocorrem através da transmissdo pelos alimentos (SCALLAN et al.,, 2011). Dentre
eles, se destacam a carne, o leite e 0s vegetais como sendo as principais fontes de
contaminagcdo por L. monocytogenes, em que a bactéria pode sobreviver e se
multiplicar, tanto em produtos crus como em produtos prontos para o0 consumo,
mesmo quando mantidos sob refrigeracao (FILIOUSIS et al., 2009).

Devido as altas taxas de letalidade nos casos de listeriose, a antibioticoterapia
€ necessaria para o tratamento dos sintomas clinicos. Os antibiéticos de escolha
para o tratamento da doenca séo os B-lactamicos, podendo estar associados com
outras classes de antimicrobianos (KRAWCZYK-BALSKA et al.,, 2012). Por sua
caracteristica ubiquitaria, estes micro-organismos sdo comumente expostos a baixos
niveis de antibiéticos utilizados na medicina humana e animal, ocorrendo uma
pressdo seletiva e favorecendo a multiplicacdo de cepas com perfil de resisténcia
aos antibioticos, através de mutacfes ou pela aquisicdo de elementos genéticos
moveis (BERTSCH et al., 2013).

Um crescente percentual de L. monocytogenes resistentes a tetraciclina vem
sendo relatado entre isolados de produtos carneos, o que pode ocorrer devido ao
uso indiscriminado de antimicrobianos na producdo animal (SRINIVASAN et al.,
2005).

A avaliacdo do perfil fenotipico de resisténcia a antimicrobianos pode ser
realizada através de testes de suscetibilidade a antibiéticos, pela técnica de disco-
difusdo ou, ainda, pela avaliagdo da concentracdo inibitéria minima. No entanto,
técnicas moleculares podem confirmar a presenca de genes envolvidos nessa
resisténcia, e a utilizacdo conjunta das duas técnicas é importante, haja vista que
somente a presenca dos genes nao implica necessariamente que a bactéria seja
resistente, devido a possibilidade de ndo haver a expressdo destes genes
(MICHALOVA et al., 2004).

Diferentes mecanismos estdo envolvidos na aquisicdo de resisténcia a
tetraciclina por L. monocytogenes, sendo que o0s mais estudados sdo os que
envolvem a protecdo ribossomal, conferida pela presenca dos genes tetM, tetO e



tetS, e o sistema de bomba de efluxo, adquirida pelos genes tetK e tetL (RIZZOTI et
al., 2009).

Sendo assim, este trabalho teve como objetivo -caracterizar, feno e
genotipicamente, L. monocytogenes isoladas de alimentos em Pelotas-RS, quanto a
resisténcia a tetraciclina.

2. METODOLOGIA

Vinte e cinco isolados de L. monocytogenes provenientes de alimentos
comercializados em Pelotas, RS, foram avaliados quanto a resisténcia a tetraciclina,
pelo método de disco-difuséo, de acordo com as normas do Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI, 2012). Os isolados que apresentaram resisténcia
fenotipica a tetraciclina, foram submetidos a caracterizacdo genotipica, através da
técnica Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR), para a deteccdo dos genes tetK
(360pb) (STROMMENGER et al., 2003), tetL(1028pb) (PANG et al., 1994), tetM
(158pb) (STROMMENGER et al., 2003), tetO (781pb) (LI et al., 2007) e tetS (573pb)
(LI et al., 2007). Somente um isolado apresentou resisténcia a tetraciclina pelo
método de disco-difus&o, onde foi repicado para TSB (Tryptic Soy Broth) (Oxoid®) e
incubado a 37°C por 24 horas para realizacdo da extracdo de DNA genbmico, de
acordo com o protocolo proposto por SAMBROOK & RUSSEL (2001), com
adaptacdes. O DNA foi quantificado por espectofotometria, utilizando-se o Eppendorf
BioSpectrometer kinetic® (Eppendorf). Apés a quantificacdo do DNA, a amostra foi
submetida a técnica de PCR no termociclador MJ Research PTC 100.

Para cada reacdo, foram adicionados 12,5 pL de 2x GoTaq® Green Master
Mix (Promega), 25 pmol para os primers forward e reverse tetK e tetM, 10pmol para
os primers forward e reverse tetS, tetO e tetL, 10 ng de DNA para os genes tetK e
tetM e 25 ng de DNA para os genes tetS, tetO e tetL e agua ultrapura para um
volume final de 25 pL.

As condicbes de amplificacdo para os genes tetK e tetM foram: desnaturagéo
inicial a 94°C por 3 min, seguida de 30 ciclos de desnhaturacdo a 94°C por 30 s,
anelamento a 55°C por 30 s e extensdo a 72°C por 30 s, com extenséo final a 72°C
por 4 min. As condi¢cdes de amplificacdo para os genes tetS e tetO foram: 95°C por 5
min para desnaturacao inicial seguidos de 30 ciclos de 94°C por 1 min, 55°C por 1
min, 72°C por 2 min e 72°C por 10 min para a extenséo final. Para o gene tetL, a
PCR foi realizada com os seguintes ciclos: 95°C por 3 min para desnaturagéo inicial,
seguidos de 35 ciclos de 95°C por 20 s, 45°C por 30 s, 72°C por 30 s e 72°C por 2
min para a extensao final.

Os produtos da PCR foram separados por eletroforese em gel de agarose a
1,5% e visualizados em transiluminador (Loccus®).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Embora a resisténcia a antimicrobianos seja rara em L. monocytogenes, o
primeiro relato foi descrito em 1988, onde um isolado clinico de um paciente com
meningite mostrou-se resistente para cloranfenicol, eritromicina, estreptomicina e
tetraciclina (POYART-SALMERON et al., 1990). Desde entéo, relatos de resisténcia
a antimicrobianos desse micro-organismo e outras espécies de Listeria tém
aumentado.

Sao varios mecanismos que podem levar uma bactéria a se tornar resistente:
producdo de enzimas que modificam a molécula do antibacteriano tornando-o



inativo; alteracdo do alvo; diminuicdo da permeabilidade a entrada do antibacteriano;
sintese de novas enzimas que ndo sofrem acdo do antibacteriano e expulsdo do
antibacteriano da célula (TRABULSI; ALTERTHUM, 2008).

A resisténcia para a tetraciclina, na maioria das bactérias, € atribuida a
aguisicao de novos genes, geralmente associados com elementos genéticos moéveis,
como plasmideos e transposons (ROBERTS, 2005). Dos 38 genes tet identificados
até entdo, tetK, tetL, tetM, tetO e tetS, sdo os genes mais detectados em bactérias
Gram-positivas (ROBERTS, 2005).

No presente estudo, um isolado de L. monocytogenes, oriundo de linguica
mista frescal, mostrou-se resistente a tetraciclina pelo método de disco-difusdo e
carreava o gene tetM.

A presenca dos genes tetM e tetS em isolados de L. monocytogenes
resistentes a tetraciclina provenientes de alimentos foi descrita por POURSHABAN
(2002). POYART-SALMERON et al. (1992) identificou a presenca dos genes tetM
em 96% dos isolados enquanto que o gene tetL foi identificado em somente 4% das
amostras.

De acordo com CHARPENTIER et al. (1995), o gene tetM € o gene mais
encontrado no cromossomo de espécies de Listeria resistentes a tetraciclina,
enquanto que os genes tetK e tetL sdo geralmente encontrados em pequenos
plasmideos (ROBERTS, 2005). Em estudo de BERTSCH et al. (2013), o gene
prevalente entre isolados de Listeria com resisténcia para tetraciclina foi o gene
tetM, que vai de acordo com o resultado encontrado no presente estudo.

4, CONCLUSOES

Apesar da suscetibilidade de L. monocytogenes a varios antimicrobianos,
isolados de alimentos podem apresentar diferentes perfis de resisténcia e
sensibilidade aos antibidticos. No presente estudo, foi identificado um isolado com
perfil fenotipico de resisténcia a tetraciclina, carreando o gene tetM. Tendo em vista
a ampla disseminacdo do micro-organismo, 0s genes podem ser transferidos,
através de elementos genéticos moveis, como transposons e plasmideos, para
outras bactérias, gerando implicac@es clinicas para o hospedeiro e para a populacéo
que entrar em contato com esses patdgenos resistentes, afetando inclusive o
tratamento de listeriose.
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