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RESUMO: Listeria monocytogenes ¢ um importante agente causador de doencas transmitidas por
alimentos que pode exibir resisténcia aos antimicrobianos. A cadeia alimentar é a principal via de disseminacéo
da resisténcia antimicrobiana entre diferentes bactérias, devido a presenca de elementos genéticos moveis. Neste
estudo, objetivou-se avaliar a transferéncia do gene de resisténcia tetM via plasmidial de L. monocytogenes
Lm16, isolada de linguiga mista Frescal, para E. faecalis JH2-2 em queijo Minas Frescal durante o seu periodo
de vida util. A andlise de viabilidade celular de L. monocytogenes e E. faecalis em queijo confirmou que tanto a
cepa doadora quanto a receptora mantiveram-se viaveis durante todo o periodo de armazenamento, sob
refrigeracdo, apresentando cinética de crescimento semelhante entre os dois micro-organismos. A cepa doadora
transferiu o plasmideo que contém o gene tetM o qual confere resisténcia a tetraciclina, a partir do segundo dia
de armazenamento. O queijo Minas Frescal fornece um ambiente adequado para a transferéncia de plasmideo
entre a cepa doadora e receptora. Conclui-se que a cepa L. monocytogenes Lm16 de origem alimentar apresenta
potencial de disseminagdo de resisténcia & tetraciclina em uma matriz alimentar pronto para o consumo,

destacando um sério problema de salde publica.
Palavras-chave: Transferéncia horizontal; Plasmideo; Transconjugante; Queijo Minas Frescal.
1 INTRODUCAO

Leite e seus derivados sdo frequentemente implicados em surtos de infeccBes ou intoxicagdo
alimentares. Varios fatores podem contribuir para a presenca de alguns tipos de micro-organismos patogénicos
nesses alimentos: sua origem, a maneira como foram processados, manipulagdo, transporte e armazenamento
que, de maneira isolada ou em conjunto, favorecem o desenvolvimento de micro-organismos causadores de
doengas (GARCIA-CRUZ, 1994; MOURA, 1993; SILVA, 1998).

Dentre os produtos derivados do leite, o queijo é considerado um veiculo frequente de patégenos de

origem alimentar e, em especial, 0s queijos frescos artesanais por serem, na maioria das vezes, elaborados a
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partir de leite cru, ndo sofrerem processos de maturacdo e consumidos sem cocg¢do. A contaminacdo michbi;ha
desses produtos assume destacada relevancia tanto para a industria, pelas perdas econémicas, como para a salde
publica, pelo risco de causar doencas transmitidas por alimentos (FEITOSA, et al, 2003).

Listeria monocytogenes é o Unico patdgeno humano importante entre as 17 espécies atualmente
reconhecidas dentro do género Listeria, embora L. seeligeri, L. welshimeri e L. ivanovii ocasionalmente, foram
associados com doenca humana (WELLER et al., 2015). Listeria monocytogenes é uma bactéria Gram-positiva,
anaerobia facultativa, catalase positiva, oxidase-negativa e ndo-esporulada. A temperatura étima para a
multiplicacdo desse micro-organismo esta situada ente 30 e 37 °C (ROWAN & ANDERSON, 1998). Nao
obstante, este patdgeno também pode se multiplicar em temperaturas de refrigeracdo (4 - 10 °C). Além disso,
este micro-organismo tolera altas concentracdes de sal (até 10%) e uma ampla faixa de pH (4,6 — 9.0), fazendo
com que L. monocytogenes seja considerado um perigo biolégico em alimentos, haja vista sua capacidade em
persistir sob condi¢des adversas no ambiente de processamento de alimentos (BUCHANAN et al., 2017;
CONFICONI et al., 2016; VAZQUEZ-BOLAND et al., 2001). Destaca-se que o leite cru e pasteurizado, bem
como, queijos macios ja foram associados a uma série de surtos de listeriose (ADAMS, 2008).

O perfil de resisténcia para tetraciclina é o fendtipo de resisténcia mais detectado entre isolados de L.
monocytogenes de origem alimentar e pode ser conferido pelos genes tet (tetM, tetO e tetS), envolvendo
proteinas de protecdo do ribossomo que impedem a ligacdo com o antibiético. Outro mecanismo de resisténcia
envolvido sdo bombas de efluxo, que exportam o antibiético para o meio extracelular, e sdo codificadas pelos
genes tetA, tetB, tetK e tetL (R1ZZOTI et al., 2009; ROBERTS, 2005).

Na Europa, os enterococos tém sido descritos ao longo da histéria como responsaveis pela fermentacao
de varios tipos de queijos artesanais (GIRAFFA, 2002), no entanto, alguns autores os descrevem como culturas
potencialmente patogénicas (ORGIER; SERROR, 2008; KHAN et al., 2010). A deteccdo de enterococos
resistentes a antimicrobianos pode ser atribuido a eficientes mecanismos de troca de material genético.

A resisténcia bacteriana é um problema grave de salde publica e decorre do uso indiscriminado e/ou
irracional de antimicrobianos para tratar casos de infecgdes em humanos e animais bem como pelo uso
profilatico. A resisténcia para a tetraciclina na maioria das bactérias é atribuida a aquisicdo de novos genes,
geralmente associados com elementos genéticos moveis, como plasmideos e transposons (ROBERTS, 2005).

Diante do exposto, objetivou-se avaliar a transferéncia do gene de resisténcia tetM via plasmidial de L.

monocytogenes para E. faecalis em queijo Minas Frescal durante o periodo de vida Gtil do produto.
2 MATERIAL E METODOS
2.1 Cepas bacterianas

O isolado L. monocytogenes Lm16 obtido de linguica frescal comercial e pertencente a colecdo de
culturas do Laboratorio de Microbiologia de Alimentos, Departamento de Ciéncia e Tecnologia Agroindustrial,
Faculdade de Agronomia "Eliseu Maciel”, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, RS, Brasil foi utilizado
como cepa doadora nos experimentos de conjugacao. A cepa E. faecalis (JACOB & HOBBS, 1974) foi utilizada
como cepa receptora, sendo adquirida no Laboratério Especial de Bacteriologia e Epidemiologia Molecular,

Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto, Universidade de Sdo Paulo, Ribeirdo Preto, SP, Brasil.
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2.2 Produgdo da matriz alimentar

O queijo Minas Frescal foi produzido com 5 litros de leite integral pasteurizado (Santa Clara®, Carlos
Barbosa, Brasil). O leite foi aquecido a 37 °C e adicionou-se 0,5% (p / v) de cloreto de sddio (NaCl, Synth®,
Diadema, Brasil), cloreto de calcio a 0,2% (p / v) (CaCl,, Synth®, Diadema, Brasil) para obter uma concentragdo
de 200 mg.kg? de calcio ibnico e 0,7 mL.L* de coalho (Chr. Hansen Ind. e Com. Ltda, Valinhos, Brasil),
seguida de inoculagio das cepas doadoras e receptoras (107 UFC.gt). Apds uma hora, a coalhada foi removida e
o0 queijo foi transferido para recipientes de plasticos, para armazenamento a 4 ° C durante 21 dias. Como controle
negativo (C1) do experimento, o queijo Minas Frescal foi produzido da mesma maneira sem adi¢do das cepas.

Os queijos foram amostrados em duplicada, imediatamente, apds a producéo e nos dias 2, 7, 14 e 21.

2.3 Andlises microbiologicas

No tratamento (T1), foram adicionados as cepas L. monocytogenes Lml6 e E. faecalis JH2-2. As
andlises microbioldgicas foram realizadas para verificar a concentracéo celular das cepas doadora, receptora e
transconjugantes durante todo o periodo de validade dos queijos. No controle negativo (C1), a analise foi
realizada para comprovar a auséncia de L. monocytogenes e E. faecalis no queijo Minas Frescal. Para isso, foram
avaliados 10 g das amostras (T1 e C1) em cada dia de amostragem (0, 2, 7, 14 e 21). As amostras foram diluidas
em 90 mL de &gua peptona tamponada (BPW, Oxoid, Hampshire, Reino Unido), homogeneizadas em
stomacher. Para a analise de L. monocytogenes, a amostra foi incubada a 20 °C durante 1 h. Dilui¢fes decimais
foram realizadas e aliquotas foram inoculadas em Aagar cromogénio (Oxoid, Hampshire, Reino Unido),
suplementado com 20 pg.mL! de tetraciclina e incubado a 37 °C por 48h. A anélise de E. faecalis foi realizada
em caldo Streptococcus faecalis (SF, Himedia, Mumbai, india) com adigdo de 2% (p / v) de Agar bacterioldgico
(Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA), suplementado com 20 pg.mL* de rifampicina com incubac&o das placas a 37
°C por 48 h. Para a contagem de células transconjugantes, dilui¢des seriadas foram semeadas em placas de Petri
contendo &gar de Triptona de soja (TSA, Oxoid, Hampshire, Reino Unido) suplementada com 20 pg.mL* de
tetraciclina e 20 pg.mL™ de rifampicina (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA) com incubagio a 37 °C por pelo menos
48 h.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Nas analises microbioldgicas, observam-se a viabilidade das cepas doadora e receptora e também a
presenca de células tranconjugantes a partir do segundo dia de armazenamento sob refrigeracdo no tratamento
(T1), conforme a Figura 1. No controle negativo (C1), ndo foi observada a presenga de L. monocytogenes e E.

faecalis.
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Figura 1: Viabilidade das cepas doadora, receptora e transconjugantes.
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A contagem da cepa doadora foi de 108 UFC.g™* no periodo avaliado (0 a 21 dias). Enquanto que para a
cepa receptora, sua concentracdo foi de 10" UFC.g%, aumentando para 108 UFC.g* no 7° dia, permanecendo-se
até o dia 21. A viabilidade das cepas doadora e receptora na matriz alimentar detectadas durante os 21 dias
apresentam riscos a salde publica, pois o queijo Minas Frescal é um alimento pronto para consumo. Em outro
estudo realizado por nosso grupo de pesquisa, Dannenberg, Funck, Mattei, Silva & Fiorentini (2016) prepararam
queijo frescal do tipo Minas com a adicdo da cepa de L. monocytogenes ATCC® 7644, na qual a contagem desse
patégeno aumentou de 10* para 10" UFC.g* durante os 30 dias de refrigeragéo (4 °C), demostrando um aumento
na viabilidade durante o prazo de validade do alimento e, portanto, um risco para a satde publica.

A contagem do transconjugantes no periodo avaliado variou de 10° UFCg? para 10° UFC g7, se
mantendo na matriz alimentar durante todo o periodo de armazenamento. Semelhante experimento avaliou
ensaios de conjugacéo na superficie de queijo semi-maduro e salmédo defumado, e observaram a transferibilidade
do gene tetM entre cepas de L. monocytogenes (BERTSCH et al., 2013)

Cocconcelli et al. (2003) avaliaram a taxa de crescimento de cepas dos enterococos (doador e receptor)
em um modelo alimentar de queijo em um periodo de 8 dias sob armazenamento a 10 °C. A cepa doadora
alcancou uma concentracédo celular de 104, 10° e 10° UFC.g%, enquanto que a cepa receptora atingiu 104, 10° e
107 UFC.g* nos dias 0, 2 e 7, demostrando valores menores que em nosso estudo.

Segundo Cocconcelli et al. (2003), existe pouca informagdo sobre a difusdo de enterococos virulentos e
resistentes a antibiéticos em alimentos, onde estes micro-organismos compreendem uma parte relevante da
comunidade microbiana, atingindo altas contagens celulares em alimentos prontos para consumo. Além disso,
poucos dados estdo disponiveis sobre o efeito dos alimentos na ocorréncia de transferéncia horizontal de genes

de resisténcia.
4 CONCLUSAO
O presente estudo demonstrou que houve transferéncia do gene de resisténcia tetM de L.

monocytogenes, isolada de linguica mista frescal. para E. faecalis na matriz alimentar (queijo Minas Frescal). A

transferéncia horizontal ocorreu com alta frequéncia durante a vida Util do produto, mesmo sob armazenamento a
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4 °C. Destaca-se que o isolado L. monocytogenes Lml6 de origem alimentar apresenta poenc

ial de

disseminacdo de resisténcia a tetraciclina, considerado um problema de satde publica.
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