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Listeria monocytogenes EM PRODUTOS DE ORIGEM ANIMAL: INVESTIGACAQ in
silico SOBRE RESISTENCIA ANTIMICROBIANA.

RESUMO GERAL

A listeriose é uma doenca de grande impacto na salude publica, causada pela bactéria Listeria
monocytogenes devido ao consumo de alimentos contaminados, em especial, os oriundos de
produtos de origem animal. A administracdo de antibidticos na producdo animal como
promotores de crescimento pode desencadear a resisténcia dos antimicrobianos, sendo essa
resisténcia transferida para os produtos de origem animal. O objetivo deste trabalho foi
verificar se os perfis de resisténcia antimicrobiana presentes em bactérias Listeria
monocytogenes isoladas de alimentos de origem animal sdo similares aqueles presentes entre
as cepas de diferentes origens, como: alimentos vegetais, ambientais e clinicas,
independentemente da sua regido de origem. Para isso, foram utilizados os metadados de
30.148 cepas de L. monocytogenes via NCBI. As informagdes de metadados foram mantidas
para a analise estatistica. Em seguida, os genomas foram divididos em seis grupos com base
na fonte de isolamento e localizag&o entre Produtos de Origem Animal (POA), Produtos de
Origem Vegetal (POV), Ambientes Animais (AA), Ambientes Vegetais (AV), Infeccdes
Clinicas Animais (ICA) e Infeccbes Clinicas Humanas (ICH). A prevaléncia foi calculada
pela razdo entre cada gene de resisténcia antimicrobiana e o nimero total de genomas
avaliados em cada grupo. Esses dados foram utilizados para a constru¢cdo domapa de calor de
prevaléncia. Foram identificados 45 genes de resisténcia, sendo 15 de Clinico Animal, 24 de
Clinico Humano, 7 de Ambiente Animal, 19 Ambiente Vegetal, 11 de Produtos de Origem
Animal e 34 de Origem Vegetal. Os genes de resisténcia tetM e fosX tiveram prevaléncia
comum em todas as regides. O mapa de prevaléncia gerou dois clusters distintos de
sequéncias gendmicas obtidos de acordo com o perfil de resisténcia, em que as bactérias que
estavam associadas a cadeia alimentar animal e vegetal, incluindo alimentos e meio ambiente
foram agrupados no Cluster 1, enquanto os de fontes clinicas animais e humanas foram
agrupados no Cluster 2. As principais caracteristicas de resisténcia observadas foram a alta
frequéncia de InuG nos genomas de L. monocytogenes de Ambiente Animal, Ambiente
vegetal e de Produtos de Origem Vegetal, as altas frequéncias de mefA e aph(3’) — Illa nas
sequéncias genémicas de origem vegetal (ambiente e alimentos, respectivamente), e as altas
frequéncias de tetM e tetL em L. monocytogenes de origem animal. A resisténcia de isolados
clinicos humanos foi caracterizada por altas frequéncias dos genes tetS e fexA, enquanto 0s
isolados clinicos animais apresentaram alta abundancia de vgaA e aadD1. Assim, os genes de
resisténcia antimicrobiana da bactéria L. monocytogenes isolados de produtos de origem
animal mostraram-se semelhantes aos encontrados em cepas de outras origens, sendo
necessario subsidiar um plano de vigilancia epidemioldgica no pais quanto a ocorréncia desta
bactéria.

Palavras-chave: Listeriose; Listeria monocytogenes; metadados; genes de resisténcia.



Listeria monocytogenes IN PRODUCTS OF ANIMAL ORIGIN: in silico RESEARCH ON
ANTIMICROBIAL RESISTANCE.

ABSTRACT

Listeriosis is a disease of great impact on public health, caused by the bacterium Listeria
monocytogenes due to the consumption of contaminated food, especially those from products
of animal origin. The administration of antibiotics in animal production as growth promoters
can trigger antimicrobial resistance, and this resistance is transferred to products of animal
origin. The objective of this work was to verify if the antimicrobial resistance profiles present
in Listeria monocytogenes bacteria isolated from foods of animal origin are similar to those
present among strains of different origins, such as: plant, environmental and clinical foods,
regardless of their region of origin. For this, the metadata of 30,148 strains of L.
monocytogenes via NCBI were used. Metadata information was kept for statistical analysis.
Then, the genomes were divided into six groups based on source of isolation and location
among Products of Animal Origin (POA), Products of Plant Origin (POV), Animal
Environments (AA), Plant Environments (AV), Animal Clinical Infections (ICA) and Human
Clinical Infections (ICH). Prevalence was calculated as the ratio between each antimicrobial
resistance gene and the total number of genomes evaluated in each group. These data were
used to build the prevalence heat map. 45 resistance genes were identified, 15 from Clinical
Animal, 24 from Clinical Human, 7 from Animal Environment, 19 from Plant Environment,
11 from Animal Products and 34 from Plant Origin. The tetM and fosX resistance genes had a
common prevalence in all regions. The prevalence map generated two distinct clusters of
genomic sequences obtained according to the resistance profile, in which bacteria that were
associated with the animal and plant food chain, including food and the environment, were
grouped in Cluster 1, while those from clinical sources animals and humans were grouped
into Cluster 2. The main resistance characteristics observed were the high frequency of InuG
in the genomes of L. monocytogenes from Animal Environment, Plant Environment and
Products of Plant Origin, the high frequencies of mefA and aph(3' ) — Illa in genomic
sequences of plant origin (environment and food, respectively), and the high frequencies of
tetM and tetL in L. monocytogenes of animal origin. Resistance of human clinical isolates was
characterized by high frequencies of tetS and fexA genes, while animal clinical isolates
showed high abundance of vgaA and aadD1. Thus, the antimicrobial resistance genes of the
bacterium L. monocytogenes isolated from products of animal origin were similar to those
found in strains of other origins, making it necessary to support an epidemiological
surveillance plan in the country regarding the occurrence of this bacterium.

Keywords: Listeriosis; Listeria monocytogenes; metadata; resistance genes.
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1. INTRODUCAO GERAL

A evolucdo da alimentacdo humana ao longo dos anos tem sido pautada na promogéo da
qualidade de vida do ser humano. Essas mudancas tém levado em consideracdo as
necessidades e demandas dos consumidores, que incluem produtos de origem vegetal e
produtos de origem animal permitindo que a dieta atenda as necessidades corporais (SILVA;
RIBEIRO, 2021).

Atrelado a preocupacdo com a qualidade da alimentacdo, ha a questdo da seguranca dos
produtos. Os consumidores exigem produtos cada vez mais higiénicos e livres de
microrganismos que possam causar problemas de salde, gerando problemas no ambiente
familiar ou profissional (PALOMINO-CAMARGO, 2018).

A cadeia dos produtos de origem animal tem passado por varias modificaces ao longo
dos anos, desde os cuidados com a criacao animal, que englobam o ambiente em que o animal
se encontra confinado, a higiene dos bebedouros, comedouros, maquinérios utilizados na
producdo, a alimentacgdo incluindo a qualidade do pasto, racdo e &gua (BREMER et al., 2016).
As melhorias voltadas a promoc¢do do bem-estar animal sdo também importantes para reducédo
de perigo nos produtos finais (COLARGIORGI et al., 2017).

Os sistemas de producdo animal tém se adaptado as mudancas nas legislacdes quanto a
utilizacdo de antibidticos na criagdo animal, ja que a utilizacdo de forma irregular desses
produtos pode vir a ocasionar problemas de satde, em decorréncia do aumento da resisténcia
antimicrobiana em patdgenos alimentares (FLOSS et al., 2019). Ha diferencas na utilizacdo de
antibidticos em sistemas de producdo animal entre paises ou blocos econdémicos, por exemplo,
na Europa é proibido o uso de promotores de crescimento antimicrobianos, enquanto em
paises como o Brasil e EUA algumas classes de antimicrobianos ainda sdo utilizadas para tal
finalidade (BREMER et al., 2016).

A listeriose é uma das principais doencas causadas pela bactéria Listeria monocytogenes
em alimentos contaminados, podendo afetar desde criancas, adultos, idosos, sendo as
mulheres gravidas e as pessoas com doengas imunossuprimidas os mais susceptiveis
(OBAIDAT; STRINGER, 2019).

O conhecimento dos mecanismos de resisténcia antimicrobiana em L. monocytogenes é
de grande importancia para correta avaliagdo do impacto da resisténcia sobre a saude animal e
humana, e estabelecimento de medidas voltadas a mitigacdo do problema, que constitui séria
ameaca a saude publica mundial (REF). Diante do exposto, o objetivo deste trabalho foi

realizar uma investigacdo in silico dos mecanismos de resisténcia antimicrobiana em L.
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monocytogenes associadas a alimentos de origem animal, comparativamente a outras fontes,

como alimentos vegetais, ambiente de producdo e casos clinicos humanos e animais.



CAPITULO I - REFERENCIAL TEORICO
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2. DOENCAS TRANSMITIDAS POR ALIMENTOS (DTA)

Muitas doencas que acometem o0s seres humanos sdo ocasionadas pelo consumo de
alimentos contaminados por microrganismos patogénicos, cuja proliferacdo pode ser
favorecida pelo mau estado de conservagédo (MAIA; MAIA, 2017). Essas doengas podem
levar os individuos & hospitalizacdo ou mesmo ao 6bito, ocasionando sério problema de satde
publica (FORTUNATO; VICENZI, 2018). De acordo com diversas institui¢cdes internacionais
que executam levantamentos e monitoramentos dessas doengas, como € 0 caso da
Organizacdo Mundial de Saude — (OMS), as enfermidades causadas pela ingestdo de
alimentos contaminados podem ocasionar cerca de dois milhfes de &bitos por ano
(ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2015; FERRARI; FONSECA, 2019).

Deficiéncias de higienizacao, manipulacdo incorreta dos alimentos, problemas durante o
processamento e conservagao dos alimentos favorecem a ocorréncia de Doencas Transmitidas
por Alimentos (DTAS) (SILVA, 2018).

Atualmente, as industrias de produtos alimentares, estdo investindo e se adequando as
normas de regulamentacfes estabelecidas pelos 6rgdos de vigilancia, relativamente aos
cuidados dentro do ambiente de manipulagdo de alimentos (SANTOS NETO et al., 2017).
Nesse processo, ganham destaque acdes de Boas Préticas de Fabricacdo (BPF), contribuindo
significativamente para a melhoria da qualidade dos alimentos (OSMAN et al., 2019).

Doencas causadas por alimentos acarretam graves problemas ndo s6 a salde publica,
mas também a economia daquela localidade (FORTUNATO; VICENZI, 2018). As principais
bactérias patogénicas associadas a DTAs sdo pertencentes aos géneros Campylobacter spp. e
Salmonella spp. (BARCELOS et al., 2016). Entretanto, existem diversos outros patdgenos de
origem alimentar que causam graves problemas e que devem ser monitorados, uma vez que,
sdo capazes de sobreviver e adaptar-se de acordo com as variedades e condi¢des ambientais,
tais como Yersinia spp., Escherichia coli e Listeria monocytogenes (GANDHI;
CHIKINDAS, 2007; LYHS et al., 2012).

A falta de informac6es concretas acerca da ocorréncia de DTAS deve-se, primeiramente,
ao fato dos individuos acometidos muitas vezes ndo procurarem o0s 6rgdos de saude publica
locais para o devido diagnostico e notificacdo, além das deficiéncias do préprio sistema de
salde (SCALLAN et al., 2011; LYHS et al., 2012). Nos Estados Unidos, por exemplo,
estima-se que haja 48 milhdes de individuos acometidos pelas DTAs por ano, mas somente
cerca de 128.000 véo a procura dos 6rgaos de saude (GANDHI; CHIKINDAS, 2007). Nos
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EUA, ha registros de cerca de 3.000 oObitos por ano ocasionados por DTAs, além da
notificagdo de elevadas taxas de mortalidade associadas a infecgdes por S. Typhimurium
(29%) e L. monocytogenes (20%) (SCALLAN et al., 2011; LYHS et al., 2012).

L. monocytogenes caracteriza-se como uma bactéria globalmente difundida, ndo sendo
associada apenas a um produto ou género alimenticio especifico, podendo ser encontrada em
diversos produtos e ambientes de origem animal ou vegetal (SWAMINATHAN; GERNER-
SMIDT, 2007). Dentre os produtos de origem animal podemos destacar: leite, carnes, frutos
do mar, peixes, queijos, defumados, sorvetes e aqueles que passam por ambientes de
manipulacdo, mal processados e higienizados (ORSI; DEN BAKKER, 2011). L.
monocytogenes pode sobreviver por um longo periodo e se disseminar muito répido,
principalmente em locais que apresentam grande quantidade de sais e baixa atividade de agua
(BUENO et al., 2010; BRANDAO et al., 2013; BARANCELLI et al., 2014; SILVA, 2015;
SILVA et al., 2017).

Devido as mudancas nos habitos de vida dos consumidores, que se alimentam cada vez
mais fora de casa, 0s casos de listeriose tem aumentado mundialmente, possivelmente, em
decorréncia do manuseio inadequado de produtos alimenticios que sdo consumidos sem
cozimento ou in natura (NEWELL et al., 2010; SILVA, 2015).

3. Listeria monocytogenes

L. monocytogenes é uma bactéria Gram-positiva, apresentando formato de bacilo, curto,
pertence ao filo Firmicutes, classe Bacilli, Ordem Bacillales e familia Listeriaceae
(TORTORA; FUNKE; CAE, 2017). Com relacdo as suas caracteristicas morfologicas,
apresenta diametro de 0,4 a 0,5 um e comprimento entre 0,5 a 2 pm, podem ser encontradas
em diversos ambientes, ndo produzem céapsulas nem esporos e possuem flagelos por toda a
célula, fazendo com que o mesmo possa ser mével em ambientes com temperaturas de 25°C
(CODEX ALIMENTARIUS COMISSION, 2007). Ainda, esta bactéria possui grande
resisténcia a diversas condi¢cGes ambientais, podendo replicar-se em temperaturas até 45°C,
pH entre 4,3 a 9,6 e concentracbes salinas até 10% (CODEX ALIMENTARIUS
COMISSION, 2007; TORTORA; FUNKE; CAE, 2017).

Atualmente, sdo descritos cerca de 13 sorotipos diferentes de L. monocytogenes que
carreiam genes de viruléncia capazes de causar graves infec¢des: 1/2a, 1/2b, 1/2c, 3a, 3b, 3c,
4a, 4ab, 4b, 4c, 4d, 4e, e 7 (LISTERIA, 2012). No entanto, os sorotipos 1/2a, 1/2b e 4b séo os
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que causam maiores transtornos a satde publica, chegando a causar cerca de 98% dos casos
registrados de listeriose em humanos (GILOT; GENICOT; ANDRE, 1996; OJENIYI et al.,
1996; HOFER; REIS; HOFER, 2006; ROCOURT; BUCHRIESER, 2007; CRUZ et al., 2014;
LOMONACO, NUCERA; FILIPELLO, 2015; YIN et al., 2015). Esta bactéria ainda se
caracteriza como um patégeno oportunista, cuja taxa de mortalidade em seres humanos é
cerca de 12% (EUROPEAN CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION,
2020; EUROPEAN FOOD SAFETY AUTHORITY, 2020).

Em ambientes hospitalares, a taxa de infec¢do desta bactéria é baixa, ao contrario dos
casos comunitarios, podendo atingir taxa de mortalidade entre 20-30% em pessoas sem
condicBes predisponentes; ja entre 0s que se encontram com alguma comorbidade, que se
encontram mais fragilizados a submeter a uma outra infeccdo esses podem chegar a 75% de
mortalidade (ROTHROCK et al., 2017; TAHOUN et al., 2017). Segundo a OMS (2018), a
ocorréncia de listeriose pode variar de 0,1 a 10 a cada 1 milh&o de pessoas por ano, essa
variacdo é de pais para pais, podendo ocorrer até mais casos, mas que ndo sdo devidamente
notificados nos 6rgdos de vigilancia de satde de alguns paises (WHO, 2018).

Dentre os individuos mais suscetiveis a listeriose, encontram-se: criangas, adultos,
idosos e individuos imunossupressores (JAY, 2005). As mulheres que se encontram em
periodo gestacional também sdo as que merecem bastante atencdo e cuidado, sendo 0s
sintomas mais comuns: febre, infec¢bes intrauterinas, acometimento de abortos ou partos
prematuros, além de danos ao figado, abcessos internos e externos, lesbes cutaneas, dentre
outros (PAGLIANO; ARSLAN; ASCIONE; 2017). Outros sintomas que podem aparecer, de
forma geral, sdo infecgdes da cervical, meningite, encefalite (JAY, 2005; TORTORA;
FUNKE; CAE, 2017). Ainda, L. monocytogenes ja foi notificada em espécies de mamiferos,
passaros, peixes, frutos do mar (JAY, 2005). Adicionalmente, por ser uma bactéria resistente
a processos de congelamento, secagem e calor, devem ser evitados produtos crus e
malcozidos, principalmente pelas pessoas que se encontram no grupo de risco (LISTERIA,
2012).

4. MECANISMO DE VIRULENCIA
L. monocytogenes € um microrganismo intracelular facultativo e, portanto, capaz de

sobreviver e disseminar entre diversas células do organismo e entre macréfagos e enterdcitos
(GAILLARD, 1991; COLARGIORGI, 2017). Esta bactéria adere-se a mucosa intestinal apos
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ingestdo e sobrevivéncia durante passagem no trato digestivo anterior (TRABULSI et al.,
2002). Apesar de possuir flagelos, a mobilidade ocorre em temperaturas entre 20 e 25°C
(COLARGIORGI, 2017). De forma similar a patogenia de Shigella spp., L. monocytogenes
também necessita que a célula hospedeira possua actina para que, ao libera-la, ela possa de
movimentar na célula e entre as células do organismo hospedeiro (TRABULSI et al., 2002).

Para que a L. monocytogenes inicie seu ciclo de infecgdo no hospedeiro ela necessita se
aderir a célula eucaridtica e, entdo, penetrar na célula pelo processo de fagocitose
(GAILLARD, 1991). Caso tal processo ndo ocorra, € necessario que ocorra a interagdo entre
moléculas ligantes existentes na superficie dessas bactérias com os receptores que existem na
superficie da célula eucaridtica (ORSI; WIEDMANN, 2016). O processo de invasdo no qual a
bactéria ird adentrar na célula até que esteja totalmente em seu interior é conhecido de Ziper
(GAILLARD, 1991).

Ap0s a bactéria infectar o hospedeiro, processo que dura cerca de duas horas, inicia-se
a migracdo através do citoplasma até a membrana da célula eucaridtica infectada,
apresentando uma protuberancia especifica no local, isso tudo acontece juntamente com a
velocidade em que ocorre o comprimento da cauda de actina (BHUNIA, 2008). Dessa
forma, a bactéria e a cauda irdo se aderir a essa protuberancia, fazendo um encaixe perfeito.
A protuberancia, a medida que tem contato com uma célula vizinha, é fagocitada pela
primeira, ocorrendo um envolvimento de dupla membrana pela bactéria, que seré dissolvida

pelas enzimas da bactéria (CRUZ et al., 2008). Como demonstrado na (Figura 1).

Figura 1 - Mecanismo de invasdo celular de Listeria Monocytogenes. Reproduzido de Cruz et al.,
2008.
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A patogenicidade de L. monocytogenes estd associada com diversos fatores de
viruléncia, nos quais Varias proteinas sdo responsaveis para o desenvolvimento de cada etapa
(DE LAS HERAS et al., 2011). No que diz respeito a adesdo na célula hospedeira, varios
fatores de viruléncia ja foram identificados, entre eles a internalina A (InlA), internalina B
(InIB), proteina de invasédo associada a viruléncia (Vip), proteina de adesdo de Listeria (LAP),
proteina de ligagdo de fibronectina (Fbp), autolisina amidase (Ami), hidrolase de parede
celular (p60), lipoproteina que promove a entrada (LpeA) e acido lipoteicdico (LTA)
(BHUNIA, 2008), como pode ser observado na (Figura 2).

Figura 2 - Representacdo do ciclo de vida intracelular de Listeria monocytogenes. Reproduzido de
Cruz et al., 2008.
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Entre os fatores de viruléncia responsaveis pelo parasitismo intracelular de L.
monocytogenes foram identificados os genes prfA, plcA, hly, mpl, actA e plcB (VAZQUEZ-
BOLAND et al.,, 2001; DE LAS HERAS et al., 2011). O gene prfA é responsavel pela
regulacdo dos genes de viruléncia, onde o seu produto, a proteina prfA, é responsavel pela
regulagdo da expressdo dos genes de viruléncia, localizadas principalmente na llha de
patogenicidade de Listeria 1 (LIPI-1) e nos loci cromossémicos adicionais: 0 operon das
internalinas (inlAB e inlC) e hpt (DE LAS HERAS et al., 2011); j& a inlC é fundamental para
que haja a viruléncia e disseminacdo poés-intestinal, como também transporta a hexose 6-
fosfato relevante para o crescimento intracelular da Listeria (VELGE; ROCHE, 2010).

Durante o processo de propagacdo, trés proteinas s@o essenciais: a proteina de
polimerizagdo da actina (ActA) (CRUZ et al., 2008); a PC-PLC e a metaloproteases de zinco
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(Mpl) (DE LAS HERAS et al., 2011). Mutagdes no gene actA causam impossibilidade de
polimerizagdo da actina, fazendo com que a célula seja incapaz de infectar as células
adjacentes, da mesma forma, mutacdes em plcB e mpl levam a reducdo de sua viruléncia
(BHUNIA, 2008). Quando sdo expostos a temperaturas inferiores a 25°C, varios genes de

viruléncia de L. monocytogenes ficam reprimidos (VELGE; ROCHE, 2010).

5. MECANISMO DE RESISTENCIA

Segundo um levantamento realizado pela ONU, sobre as infec¢Ges ocasionadas por
doencas de resisténcia aos antimicrobianos, apontam que até 2050, cerca de 10 milhdes de
seres humanos podem morrer, pois a resisténcia aos antimicrobianos sera umas das grandes
preocupacOes para 0s 6rgdos de vigilancia de saude publica atualmente (DBMOLECULAR,
2019). Diversas infeccdes oriundas de microrganismos sejam virus, bactérias, fungos ou
mesmo parasitas, quando sdo tratadas com antimicrobianos como antibiéticos, antifungicos,
antivirais, anti-helminticos, podem favorecer o aumento da RAM, onde, 0s microrganismos
gue conseguem resistir a diversos tipos de antimicrobianos sdo considerados ultrarresistentes
(OPAS, 2022).

O tratamento de doengas como tuberculose, gonorreia e DTAs cada vez mais estdo
encontrando dificuldade para serem tratadas, devido o uso de antibi6ticos estarem se tornando
ineficazes no tratamento, ja que a maioria das doencas causadas principalmente por bactérias
sdo utilizados antibidticos para impedir a infeccdo. Essa resisténcia é ocasionada devido a ma
utilizacdo e aplicacdo exagerada desses medicamentos, como também a falta de
informacgdes/popularidade de novos medicamentos disponiveis na industria farmacéutica
(RESISTENCIA..., 2020).

E importante ressaltar que os antibioticos quando sdo administrados de forma incorreta,
acabam estimulando o desenvolvimento das chamadas superbactérias, como também
exterminam apenas as bactérias mais vulneraveis as drogas, outras que sdo resistentes por
aquisicdo natural, persistem no individuo que se encontra infectado. Uma das formas de
ocorréncia dessa resisténcia é por intermédio da mutacdo, no entanto, devemos compreender
que essa ndo a Unica forma que pode ocorrer, portanto, € preciso entender que a administracdo
inadequada dos antibioticos pode ocasionar uma alteracdo genética bacteriana, diante da
forma de atuacgéo desses medicamentos (BIORRITMO, 2021).



24

De acordo com Dbmolecular (2019), dentre as formas de atuacdo dos antibi6ticos
podemos citar:

Destruicdo da parede celular bacteriana: Nesse caso 0s antibidticos agem
diretamente na estrutura da parece celular;

Inibicdo de cromossomos: Os antibioticos impedem que 0s genes que sdo responsaveis
pela reproducdo de bactérias se tornem inativos; e

Alteracdo da permeabilidade da membrana plasmatica: Nesse caso ocorre a
impossibilidade da sintese proteica bacteriana.

Dessa forma, a resisténcia bacteriana nada mais € que um mecanismo criado pela
bactéria no intuito de impedir a acdo dos medicamentos, no qual a sua existéncia e expressdo
sdo estabelecidas pelos considerados genes de resisténcia, que vao definir o funcionamento
dos mecanismos para impossibilitar a acdo do antibiético (DBMOLECULAR, 2019).

Normalmente, esses genes de resisténcia costumam ocorrer em decorréncia das
mudancas que acontecem na estrutura genética dos organismos e consequente selecdo natural,
fazendo parte do DNA de plasmideos extracromossémicos, e acabam sendo transferidos entre
0S microrganismos, outros genes de resisténcia podem ser encontrados em unidades de DNA
designados de transposons que movimentam pelos cromossomos e plasmideos transmissiveis;
outros que sao considerados DNA estranho sdo contraidos por meio de transformacdo, onde
ocorre a troca de DNA cromossémico entre as espécies, posteriormente uma recombinacao
interespécies, que sdo 0s que adquirem de material genético de outro organismo (JALECO,
2022).

Segundo Biorritmo (2021), os principais mecanismos de resisténcia sdo a producgéo de
enzimas que destroem ou modificam a acdo dos antibiéticos; a reducdo da permeabilidade da
membrana externa; sistemas de efluxo hiperexpressos (excrecdo de substancias toxicas) e
qguando ocorre alteracdo, bloqueio ou protecdo do sitio alvo do antibidtico. Dessa forma, é
fundamental a orientacdo quanto a utilizacdo dos antibioticos de forma responsavel e adesdo
de condutas de prevengédo (OPAS, 2022).

6. SUSCEPTIBILIDADE AOS ANTIMICROBIANOS

Na produgdo animal o uso de antibioticos € comumente utilizado para tratamento

terapéutico de doencas no rebanho ou para melhoria do desempenho animal, onde a sua ma
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administragdo pode contribuir para a disseminacdo da resisténcia antimicrobiana
(RODRIGUES et al., 2020).

A utilizacdo de antibidticos de forma inadequada nas propriedades rurais tem sido
associada a disseminacdo da resisténcia antimicrobiana (HAWKEY, 2008; RODRIGUES et
al., 2020).

Devido a crescente ameaga da Resisténcia Antimicrobiana (RAM) a civilizagdo
humana, 6rgdos responsaveis vem se mobilizando para desenvolvimento de acgdes de
contencdo de sua disseminacdo, através de normas padronizadas para uso prudente de
antimicrobianos, monitoramento dos niveis de resisténcia em patégenos e comunicacdo de
risco como, por exemplo, o Global Antimicrobial Resistance Surveillance System (GLASS)
(DANTAS et al., 2020). Em ambientes de produtos de origem animal como abatedouros e
frigorificos, € imprescindivel a investigacdo da ocorréncia de RAM em cepas patogénicas
desses ambientes (MCEWEN & COLLIGNON, 2018).

O isolamento das primeiras cepas multirresistentes de L. monocytogenes foi realizado
na Franca, no ano de 1988 (JAY, 2005). A multirresisténcia dificulta o tratamento de
individuos acometidos e problemas podem ocorrer em casos de uso de drogas bactericidas em
individuos com comorbidade ou imunossuprimidos, diferentemente das a¢des contra aqueles
individuos que se encontram saudaveis (JAY, 2005).

O controle e tratamento de pessoas que sdo acometidas pela bactéria L. monocytogenes
é realizado através da associacdo do uso de antibidticos, como ampicilina e penicilina G
associados a aminoglicosideos (BRASIL, 2009). Em alguns paises como o Brasil, as pessoas
acometidas por meningites ocasionadas por L. monocytogenes sdo tratadas com a
administracdo de antibidticos como ampicilinas, além da combinagdo com alguns
aminoglicosideos, gentamicina, amicacina, como também ampicilina com penicilina G
cristalina, e em determinados momentos, as cefalosporinas combinadas com ampicilinas ou
cloranfenicol (BRASIL, 2009).

Em casos que o paciente apresenta algum tipo de alergia aos demais antibioticos
utilizados no tratamento de listeriose, também sdo empregados o uso de tetraciclinas, embora,
nos ultimos anos, tenha havido a notificagdo de niveis elevados de resisténcia ao uso
descontrolado desse medicamento (BERTRAND et al., 2005; SAKARIDIS et al., 2011).
Sakaridis et al. (2011), avaliando isolados de carcaca de frangos quanto a resisténcia de L.
monocytogenes, observaram que 0s maiores niveis de resisténcia foram associados aos

antibidticos clindamicina (84 %) e tetraciclina (13 %), enquanto a suscetibilidade foi mais
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frequente entre a ciprofloxacina, penicilina, vancomicina, gentamicina, ampicilina,
cloranfenicol e eritromicina (SAKARIDIS et al., 2011).

Ainda, em cepas isoladas de produtos de origem animal, foi verificada maior
susceptibilidade a tetraciclina, cloranfenicol, rifampicina, eritromicina e uma resisténcia a
estreptomicina e fosfomicina (ALTUNTAS et al., 2012). Para Kovacevic et al. (2012), cepas
de L. monocytogenes isoladas de produtos prontos para 0 consumo apresentaram resisténcia
para clindamicina, amicacina e streptomicina, enquanto Listeria spp. para a cefoxitina e acido
nalidixico (KOVACEVIC et al., 2012).

7. Listeria monocytogenes EM PRODUTOS DE ORIGEM ANIMAL

As listerioses ndo estdo relacionadas a um grupo especifico de alimento, mas a um
extenso grupo de produtos alimentares, que sdo responsaveis por surtos de doencas oriundas
de contaminacdo de produtos alimentares entre eles os de origem animal, que afetam pessoas
por todo o planeta (SILVA, 2019; SILVA; RIBEIRO, 2021). Devido as mudancas que vem
ocorrendo no meio da producdo de produtos de origem animal em decorréncia das mudancas
dos habitos alimentares do consumidor, muitas pesquisas vém sendo realizadas quanto ao
modo de preparo, conservacdo, armazenamento, temperaturas de refrigeracdo desses produtos
a fim de disponibilizar no mercado um produto de alta qualidade (SILVA, 2019).

De acordo com Heir et al. (2018), um outro problema que as empresas desse setor vém
enfrentando é a capacidade que as listerioses, mais especificamente a L. monocytogenes, tem
de produzir biofilmes que sdo capazes de aderir as superficies e equipamentos do ambiente,
contaminando tanto os alimentos manipulados quanto a sua dispersao pelo ambiente (HEIR et
al., 2018). Esses biofilmes sdo uma comunidade de células que proporcionam uma grande
resisténcia quanto aos procedimentos de limpeza e desinfeccdo, 0 que o torna um grande
problema para as industrias e comércio de produtos alimentares (HEIR et al., 2018).

Valentim et al. (2017), observaram que 0s animais que se encontram acometidos por L.
monocytogenes no seu trato gastrointestinal, é considerado quase impossivel a sua eliminagdo
quando este se transforma em carne, onde a propagacao deste patdégeno acaba contaminando
todos os alimentos que sdo derivados do animal.

Estudos realizados nos ultimos vinte anos demostraram que os casos de listerioses estdo
associados principalmente ao consumo de diversos alimentos de origem animal entre eles

patés, queijos, leites pasteurizados, camar@es e manteiga (ASAE, 2021). Porém, os alimentos
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que ndo passam por processo de reducdo, processo que tem como objetivo a eliminacdo de L.
monocytogenes durante o processo de fabricagcdo, proporcionam maior proliferacdo dessa
bactéria (ASAE, 2021). Estes sdo fatores predisponentes a sua ocorréncia, como 0s produtos
que ndo passam por algum processamento de cozimento antes do consumo como o leite e 0
peixe cru (ASAE, 2021).

Dessa forma, é de grande relevancia que sejam cumpridas as BPFs dentro do ambiente
de manipulacdo dos produtos de origem animal (BRASIL, 2018a). Em ambientes que
trabalham com produtos carneos deve haver uma atencdo a parte ja que a mesma € rica em
proteinas, agua e gordura, que sdo propicios para o desenvolvimento microbiano, o que pode
ocasionar as DTAs (BRASIL, 2018a).

Buscando sempre produzir alimentos que atendam as necessidades do consumidor e
com alto padrdo de qualidade, sem qualquer tipo de contaminacéo, se faz necessario que as
empresas invistam em treinamentos e capacitacfes para 0s seus servidores que trabalham
diretamente com a manipulagéo, processamento, embalagem de alimentos, focando nas BPFs
evitando a contaminacdo de seus produtos alimentares (ALBUQUERQUE, 2017).

No Brasil, a vigilancia epidemiolodgica voltada para as DTAs teve inicio no final do ano
de 1999, levando em consideracdo 0s casos que acometem cerca de duas pessoas com 0S
mesmos sintomas e que tenham consumido alimento da mesma origem ou em caso de alguma
doenca rara (BRASIL, 2018b). Nos ultimos anos, os casos de DTAs sdo acompanhados pelo
Sistema de Informacdo de Agravos de Notificacdo (SINAN), onde devem ser reportados todos

0s casos de DTAs que ocorrem em todo o territorio nacional (BRASIL, 2018b).

8. Listeria monocytogenes EM HUMANOS

Os casos de listerioses na Unido Europeia vem crescendo a cada ano, onde no ano de
2005 os dados mostravam que tinham ocorridos 1.439 casos, ja no ano de 2016 esses casos
subiram para 2.530, registrando em uma taxa de mortalidade anual de 16,2% (247 mortes)
(EFSA; ECDC, 2017; EFSA; ECDC, 2016; EFSA; ECDC, 2015; EFSA; ECDC, 2010; EFSA;
& ECDC, 2006).

Em outras localidades, como na Nova Zelandia, por exemplo, por ano sédo internadas
cerca de 150 pessoas por listeriose, destes 15 sdo levados a morte, segundo os dados
disponibilizados pela Food Standards Australia New Zealand (FSANZ). Ja o Centres for

Disease Control and Prevention (CDC), diz que nos Estados Unidos ocorrem cerca de 1.185
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casos no ano, levando a morte de 255 pessoas (19%) acometidas por L. monocytogenes, como
ilustra a (Tabela 1) (CDC, 2018; FSANZ, 2017).

Tabela 1 - Dados dos principais patdgenos associados com doencas transmitidas por alimentos
durante o ano de 2019, nos Estados Unidos.

Patégeno Numero estimado de Intervalo de Porcentagem (%0)
obitos/ano credibilidade de
90%
Salmonela spp. (ndo 378 0-1.011 28
tifoide)
Toxoplasma gondii 327 200-482 24
Listeria 255 0-733 19
monocytogenes
Norovirus 149 84-237 11
Campylobacter spp. 76 0-332 6
Subtotal 88

Fonte: CDC, 2018.

De acordo com CDC, um em cada seis americanos (cerca de 48 milhdes de pessoas)
chegam a ficar doentes por DTAs, dos quais 128.000 individuos chegam a procurar 0s
hospitais e 3.000 vem a 6bito (CDC, 2018). Segundo o FoodNet, em 2020 foi constatado uma
diminuicdo no numero de casos com DTAs, podendo estar relacionado as restricdes nos
Estados Unidos em decorréncia do surto do COVID-19, o que fez com que as familias
ficassem mais em suas residéncias e bares, restaurantes e aeroportos fossem fechados, o que
diminuiu o consumo de alimentos nesses ambientes (Ray et al., 2021).

Dados do Brasil quanto as doengas transmitidas por alimentos com relacéo a infeccao
por L. monocytogenes ainda sdo incipientes, pois muitas vezes 0s casos de listerioses se
encontram vinculados com os que sdo denominados como outras doencas ou ndo aparecem
nos casos disponibilizados pelo Ministério da salde sobre agentes etiolégicos de DTAS
durante os anos de 2009 a 2018 (BRASIL, 2019), como ilustrado na (Figura 3).
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Figura 3 - Distribuicdo dos dez agentes etioldgicos mais frequentemente associados com surtos
de DTA no Brasil durante o periodo de 2009 a 2018.
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Fonte: Sinan/SVS/Ministério da Salde, 2019.

Segundo dados do Ministério da Saude disponibilizados entre os anos de 2009 a 2018,
dentro de um total amostral de 2.403 amostras distribuidas entre 19 alimentos que levam ao
acometimento de DTAs no Brasil, oito estdo diretamente relacionados com os produtos de
origem animal e seus derivados, como a carnes suinas, aves, bovinas, embutidos, ovos de
aves, leite e derivados, e peixes, (Figura 4) (BRASIL, 2019).
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Figura 4 - Distribuicdo dos alimentos mais frequentemente associados com surtos de DTA no
Brasil durante o periodo de 2009 a 2018.
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Fonte: Sinan/SVS/Ministério da Salde, 2019.

Tendo em vista o risco de morte em pessoas acometidas pela doenca listeriose, faz-se
uso de medicamentos via antibioticos isso devido a susceptiveis antimicrobiana em bactérias
Gram-positivas. Dentre eles, temos os antibioticos que pertencem a classe dos B-lactamicos,
Macrolideo, Quinolona, Lincosamideo, Cloranfenicol e Aminoglicosideo (SAKARIDIS et al.,
2011).

Entre as classes dos antibioticos mais utilizados destacam-se os -lactamicos, sendo a
penicilina o principal deles (BRASIL, 2007), uma vez que, essa classe interfere diretamente
na sintese do peptidoglicano, que sdo responsaveis por conservar a integridade da parede
bacteriana, onde nas bactérias Gram-positivas permitem que os antibioticos se liguem mais
facilmente as proteinas de ligacdo a penicilina (Penicillin Binding Proteins - PBPSs), assim
como ocorre com a vancomicina e teicoplanina (SOARES et al., 2012).

O grupo dos macrolideos se desenvolvem pela inibicdo da sintese de proteina, onde por
acao reversivel se ligam a porcdo 50S dos ribossomos bacterianos, principalmente com o que
se encontra na molécula 23S do RNA, dessa forma ele impede as reacdes de translocacéo e
transpeptidase (LOGUE et al., 2010). No caso das tetraciclinas, comegaram a ser utilizadas no
tratamento de doencas humanas e animais por volta da década de 40 e tiveram que restringir

seu uso devido estarem utilizando de forma desregulada, o que poderia levar a uma
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propagacdo de resisténcia levando a um problema para a populacdo e a produgdo animal
(BRASIL, 2007). As tetraciclinas, por sua vez, agem sobre as células, por um processo de
difusdo e o gasto de energia onde ocorre o bloqueio de ligacdo do tRNA, para que nao haja a
sintese de proteina devido a sua ligacdo a porcdo 30S ribossomal (BRASIL, 2007; LOGUE et
al., 2010).

Os clorafenicois também agem sobre a sintese de proteina, no entanto, ele se liga a
porcdo 50S ribossomal, para que ndo ocorra a ligacdo do tRNA e impedindo a codificacdo de
um novo aminoécido (GUEDES et al., 2008).

O isolamento de L. monocytogenes, resistente aos antimicrobianos, foi realizado por
volta dos anos 80 e desde entdo estudos vem sendo realizados no sentido de monitorar e
realizar medidas de prevencdo (BRASIL, 2007; WANG et al., 2013).

Diante disso, estudos relacionados aos fatores de resisténcia antimicrobiana séo de
grande relevancia, pois o crescente aumento de resisténcia antimicrobiana vem se tornando
um grande problema de saude publica em funcdo das altas taxas de mortalidade devido as

infeccdes causadas por bactérias da espécie L. monocytogenes.
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RESUMO

O objetivo desta pesquisa foi verificar se os perfis de resisténcia antimicrobiana presentes em
bactérias Listeria monocytogenes isoladas de alimentos de origem animal sdo similares
aqueles presentes entre as cepas de origens diferentes, como: alimentos vegetais, ambientais e
clinicas, independentemente da sua regido de origem. Para isso, foram utilizados os
metadados de 30.148 cepas de L. monocytogenes via NCBI. As informagdes de metadados
foram mantidas para a analise estatistica. Em seguida, os genomas foram divididos em seis
grupos com base na fonte de isolamento e localizagcdo entre alimentos de origem animal
(ABF), alimentos vegetais (VBF) Ambientes Animais (EA) Ambientes Vegetais (VE) fontes
clinicas animais (ICA) fontes clinicas humanas (ICH). A prevaléncia foi calculada pela razdo
entre cada gene de resisténcia antimicrobiana e 0 nimero total de genomas avaliados em cada
grupo. Foi possivel verificar uma semelhanca entre os achados clinicos (animal e humano)
com os produtos de origem animal e ambientes animais. Houve uma semelhanca entre os
produtos de origem animal e ambientes animais com os produtos de origem vegetal e
ambientes de vegetais. Os genes encontrados nas fontes analisadas, se agruparam em cinco
grupos, onde houve um distanciamento entre os genes do grupo 4, tetM e tetL, que s&o genes
de produtos de origem e ambientes de animais, com 0s do grupo 3, tetS e fexA que sdo
encontrados em achados clinicos humanos. Ja os genes dos grupos 2, 3 e 5 apresentaram
grande semelhanca entre os genes InuG, tetS, fexA, vgaA e aadD1, que se encontram
relacionados as fontes de produtos de origem e ambientes vegetais, ambientes de animais e
achados clinicos humanos e animais. Diante disso, é necessario a realizacdo de um
monitoramento dos genes de resisténcia antimicrobiana de Listeria monocytogenes, a fim de
subsidiar um plano de vigilancia epidemiologica dos casos de listeriose no Pais.

Palavras-chave: Listeria monocytogenes, alimentos de origem animal, genes de resisténcia,

salde publica.
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ABSTRACT

The objective of this research was to verify if the antimicrobial resistance profiles present in
Listeria monocytogenes bacteria isolated from foods of animal origin are similar to those
present among strains of different origins, such as plant, environmental and clinical foods,
regardless of their region of origin. For this, the metadata of 30,148 strains of L.
monocytogenes via NCBI was used. Metadata information was kept for statistical analysis.
Then, the genomes were divided into six groups based on the source of isolation and
localization among foods of animal origin (ABF), plant foods (VBF) Animal Environments
(EA) Plant Environments (VE) Clinical Animal Sources (ICA) Clinical Sources human
(ICH). Prevalence was calculated as the ratio between each antimicrobial resistance gene and
the total number of genomes evaluated in each group. It was possible to verify a similarity
between the clinical findings (animal and human) with products of animal origin and animal
environments. There was a similarity between products of animal origin and animal
environments with products of plant origin and plant environments. The genes found in the
analyzed sources were grouped into five groups, where there was a gap between the genes of
group 4, tetM and tetL, which are genes of products of origin and environments of animals,
with those of group 3, tetS and fexA that are found in human clinical findings. On the other
hand, the genes of groups 2, 3, and 5 showed great similarity between the InuG, tetS, fexA,
vgaA, and aadD1 genes, which are related to the sources of products of origin and plant
environments, animal environments, and human and animal clinical findings. Therefore, it is
necessary to carry out a monitoring of the antimicrobial resistance genes of Listeria
monocytogenes, to support an epidemiological surveillance plan for cases of listeriosis in the
country.

Keywords: Listeria monocytogenes, foods of animal origin, resistance genes, public health.
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1. INTRODUCTION

Listeria monocytogenes (L. monocytogenes) is a facultative anaerobic Gram-positive
bacterium causing generalized infections, such as meningitis, encephalitis, and metritis in a
wide range of hosts, including birds, mammals, and humans. In humans, listeriosis affects
mainly children, the elderly and immunocompromised people. In pregnant women, metritis
caused by Listeria monocytogenes can lead to miscarriages or premature births, (JAY, 2005;
TORTORA; FUNKE; CAE, 2017). Although L. monocytogenes is an opportunistic pathogen,
the mortality rate for listeriosis is about 12%, higher than other foodborne diseases
(EUROPEAN FOOD SAFETY AUTHORITY, 2020; EUROPEAN DISEASE CONTROL
AND PREVENTION CENTERS, 2020).

The transmission of L. monocytogenes occurs through contaminated foodstuff and it has
great capability to survive in high concentrations of salts and low water activity (AKSONO et
al., 2020; BUENO et al, 2010; GERNER-SMIDT, 2007; SMITH et al., 2018;
SWAMINATHAN; ORSI; DEN BAKKER; WIEDMANN, 2011). L. monocytogenes can be
found in several types of foods, including animal-based foods such as raw and pasteurized
milk, dairy products (BRANDAO et al., 2013; BARANCELLI et al, 2014; SILVA, 2015;
SILVA et al, 2017), undercooked foods, such as meat, and raw vegetables (LEE et al., 2018).

Antimicrobial-resistant microorganisms have posed a global threat to human civilization
since the emergence and dissemination of antimicrobial resistance among pathogens have
compromised our capacity to treat infections caused by those agents, due to the options for
efficient antimicrobial drug therapy have been limited (NUNEZ, 2017).

Several studies have been reported antimicrobial resistance in the L. monocytogenes
isolated from ABF due to tetracycline, clindamycin, cefoxitin, nalidixic acid, streptomycin,
and amikacin (SAKARIDIS et al.,, 2005; BERTRAND et al., 2005; HAWKEY, 2008;
KOVACEVIC et al., 2012; SAHEBKAR, 2019; RODRIGUES et al., 2020)

Antibiotics have been used in animal production as growth promoters and treatments for
diseases in both animals and humans, which has led to the emergence of antimicrobial
resistance and, consequently, to selective pressure as a result of this excessive use of
antibiotics (BLAIR et al., 2015; WHO, 2001). According to Wilson et al., (2018), the primary
cellular mechanisms for the occurrence of resistance are active transport through the efflux
pump where the antibiotic is transposed out of the bacterial cell, causing it to reduce the
permeability of the cell membrane and the target site of that antibiotic is modified or altered

by enzyme degradation.
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The emergence and spread of antimicrobial resistance are due to the existing correlation
between the microorganisms, antibiotics, and the environment they are involved in
(PASQUALLI et al., 2018). Antimicrobial resistance is also possible to occur spontaneously by
genetic mutations or transferred by vertical selection to daughter cells. However, this
resistance is normally obtained by the horizontal transfer of the mobile elements of a DNA
from a donor cell to that of a bacterium (PASQUALI et al., 2018; SEFTON, 2002).

Given the above, the objective of this research was to verify whether the antimicrobial
resistance profiles present in L. monocytogenes isolated from animal foods are similar to those
present among strains of different origins, such as plant, environmental and clinical foods,

regardless of their region source.

2. MATERIAL AND METHODS
2.1. Data collection and screening

A total of 43,887 L. monocytogenes metadata sequences worldwide were obtained from
the pathogen detection database on the National Biotechnology Information Center (NCBI)
website. Genome and metadata information was retrieved for all available L. monocytogenes
sequences up to July 2021. Data for the Group of organisms, variety, isolate, creation date,
location, isolation source, isolation type, stress genotypes, RAM genotypes, and virulence
genotypes were some of the items selected. Essential information from 30,148 metadata was
retained for statistical analysis, including antimicrobial resistance genes detected, geographic

location, and source of isolates.

2.2. Study design and data processing

Genome sequences were divided into six different groups based on the source of
isolation and geographic location. The first group consisted of genomic sequences of L.
monocytogenes from foods of animal origin (AF), such as cheese, sardines, milk, salmon,
bacon, eggs, pork, and sausage. The second group consisted of genomic sequences obtained
from plant-derived foods (FV), including avocados, lettuce, broccoli, salads, apples, and
peaches. The third group (EA) consisted of genomic sequences of L. monocytogenes from the
environment associated with the animal food chain, such as slaughterhouses, meat cutters,
meat sections, milk tanks, and butcher, while the fourth group (EV) included only sequences
environmental genomics associated with the plant food chain, such as agricultural soils,

plastic bags, wastewater, food production environment. The fifth group by genomic sequences
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from clinical animal sources (AC), such as lung, brain, liver, fetus, placental blood, and the
sixth group by genomic sequences obtained from clinical human sources (HC), such as blood,
aborted fetus, placenta, abdominal fluids, and abscesses.

A total of 30,148 metadata sequences from the genomes that presented complete
sequences were used to determine the types and abundance of antimicrobial resistance genes
for each group through the PowerShell/pathogen detection program. Data were kept in a

Microsoft Excel spreadsheet for further statistical analysis.

2.3. Statistical analysis

Antimicrobial resistance gene frequencies between groups were calculated and
visualized using heat maps that were constructed using the Bioconductor Complex heatmap
package (Gu et al., 2016) in R software (http://www.r-project. org). Genes with frequencies

less than <10% in at least one of the sources and country groups were pooled.

3. RESULTS

45 different resistance genes were identified, 15 from Clinical Animal, 24 from Clinical
Human, 7 from Animal Environment, 19 from Plant Environment, 11 from Animal Products,
and 34 from Plant Origin. The tetM and fosX resistance genes were common to all regions.

Two distinct clusters were obtained according to the resistome profile (Figure 1). L.
monocytogenes associated with the animal and plant food chain, including food and
environment were grouped in cluster 1; while those of animal and human clinical origin were
grouped in cluster 2.

The main resistome features observed were the high frequency of InuG in the L.
monocytogenes genome sequences of plant foods, the plant food chain environment and the
animal food chain environment, the high frequencies of mefA and aph (3") — Illa in genomic
sequences of plant origin (food and environment, respectively), and the high frequencies of
tetM and tetL in L. monocytogenes of animal origin.

The tetL and mefA genes encode through efflux pumps, where tetL sends tetracyclines
out of the cell, causing a decrease in intracellular concentration, while mefA can also be
transferred by conjugation. tetM, on the other hand, has a protective action on the ribosome,
changing the site of action by binding cytoplasmic proteins to the ribosome, leaving

tetracycline inactive. The aph (3") — Illa inhibits protein synthesis, decreasing the absorption
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and enzymatic action, transfers its genes to different bacteria by horizontal transfer and inuG
occurs by a plasmid, inactivating the enzymatic action of the antibiotic (Harter et al., 2017).

Resistance of human clinical isolates was characterized by high frequencies of tetS and
fexA genes, while animal clinical isolates showed high abundance of vgaA and aadD1.

The tetS gene has the same action as tetM, while fexA also works as an efflux pump, is
widely used in livestock and fish farming in the treatment of diseases, has already presented
four mutations interfering with the replacement of amino acids in the fexA protein (Kovacevic
et al., 2016). The vgaA gene also has a plasmid-mediated efflux mechanism and aadD1 is
resistant to aminoglycosides, with inhibition of protein and enzymatic synthesis, leading to
decreased absorption (Jov¢ic et al., 2020).

4. DISCUSSION

Studies have been developed regarding the occurrence of antimicrobial resistance of
Listeria monocytogenes in several food sources (Haubert et al, 2015). Thus, one of the major
challenges for health surveillance agencies is to mitigate the development of these resistant
microorganisms and their genetic carriers of resistance such as plasmids, transposons, and
integrons, since they can be transmitted through contact with contaminated food or direct
contact with animals and their animals. environments for humans (Aarestrup et al. 2001,
Haubert et al., 2016).

HAUBERT (2018), evaluating the presence of L. monocytogenes in fresh sausage
isolates, identified a multiresistant profile to antibiotics, including erythromycin, clindamycin,
rifampicin, Trimethoprim-Sulfamethoxazole + Sulfamethoxazole and tetracycline, where the
tetM resistance gene was prevalent, being the same plasmid-mediated. In our research the tet
gene was associated with animal products, animal environments, and human clinical (tetL,
tetM and tetS), which demonstrates that these genes can be transmitted by connective
plasmids or horizontal transfer of these genes (Olaimat et al., 2018).

Because the latency period of L. monocytogenes is relatively long for its prevalence,
there is a limitation in its identification, leading to food infection (Granier et al., 2011; Amato
etal., 2017; Buchanan et al., 2017).

Evaluating clinical findings and animal products for the prevalence of antimicrobial
resistance in L. monocytogenes isolates, several antibiotics of importance in animal
production were detected, such as tetracycline, doxycycline, trimethoprim, sulfamethoxazole,
and erythromycin (Vela et al., 2001; Granier et al., 2011; WHO, 2016; Amato et al., 2017).
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According to SYLEJMANI et al., (2020), the commercialization of animal products
such as sheep that are positive for listeriosis is a serious problem for public health, as many
consumers purchase various food products and their derivatives from this animal, which ends
up representing a convenience for zoonotic transmission of the disease.

In a study carried out in southern Brazil with antimicrobial-resistant strains of L.
monocytogenes in food isolates and food processing areas, a low prevalence was observed,
however, 13 resistance genes were evaluated (ereB, ermB, ermC, tetA, tetB, tetK, tetL, tetM,
tetO, Tn 916 - 1545, strA and strB), where two were detected and confirmed by sequencing
for L. monocytogenes, in samples of fresh sausage — tetM, Slaughterhouse Chicken — ermB.
By verifying the presence of the resistance gene and antibiotic resistance in freshly mixed
sausage, the tetM gene and resistance to the antibiotic tetracycline were determined. The tetM
gene was found in the chromosome and in the plasmid, where when it is found in the plasmid,
it may represent a high capacity of the gene to spread to other species through conjugation,
however, further work is needed for this statement (Haubert et al., 2015). The tetM gene
corroborates our findings, where it was highly expressive for products of animal origin,
however, ermB had a low expression, but was associated with plant products and
environments, which confirms that the plasmid-mediated gene can expand by conjugation,
wherein Gram-positive bacteria, this contact occurs by adhesion of molecules to the host cell
(Kovacevic et al., 2016).

Analyzing the pattern of antimicrobial resistance for L. monocytogenes in samples of
raw milk, milking equipment, and samples of dairy farmers from Egypt, high resistance to the
antibiotics clindamycin and rifampicin was observed (Tahoun et al., 2017).

BUCHANAN et al. (2017) state that the development and survival of these
microorganisms in food processing environments may be related to the fact that certain places
have difficulty in cleaning them, causing their resistance, as well as the continuous
reintroduction of this pathogen in these environments, through both the raw material of the
materials, the equipment or even the production workers. It is important to point out that in
places where artisanal animal products are manufactured, such as cheese dairies, particular
attention must be given to care for their production and storage, as it is a raw dairy product
and often does not follow the standards of current health surveillance.

According to ALLEN et al., (2016), as studies regarding the mechanisms of resistance
to L. monocytogenes are still scarce, this microorganism can acquire resistance and distribute

its genetic elements that will encode antimicrobial resistance genes at sites of processing of
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bacteria. foods that come from other pathogens and can be passed on to humans through the
commercialization and consumption of these contaminated foods.

The acquisition of antimicrobial resistance by bacteria has a great influence on the
treatment of diseases, as it reduces the action of antibiotics in the face of various diseases,
which harms both animals and humans (Neves et al., 2007; Thea et al., 2017).

Ll etal., (2017), warn that the proliferation of resistant strains represents a major future
problem for global public health. Therefore, it is essential that research be carried out in order
to characterize which isolates are resistant to this pathogen, and thus develop an

epidemiological surveillance plan in the country.

5. CONCLUSION

It is concluded that the antimicrobial resistance genes of Listeria monocytogenes,
isolated from products of animal origin, are similar to those found in strains of other origins,
such as those found in plants, environmental and clinical. Where it is important and necessary
to support an epidemiological surveillance plan in the country regarding the occurrence of

Listeria monocytogenes and resistance genes of public health importance.
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Figura 1 - Mapa de calor mostrando o agrupamento de genes de resisténcia antimicrobiana
carreados por Listeria monocytogenes de acordo com as fontes de bactérias: alimentos de
origem animal (AF), alimentos de origem vegetal (FV), ambiente da cadeia alimentar animal

(EA) e cadeia alimentar vegetal (EV) e amostras clinicas de animais (AC) e humanas (HC).
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CONSIDERACOES FINAIS E IMPLICACOES

Listeria monocytogenes € um patégeno que causa grande impacto na saude dos
consumidores, sendo fundamental que os orgaos de vigilancia em seguranca alimentar junto
aos orgdos de saude, reforcem o monitoramento quanto a sua disseminagdo por todo territorio
nacional, desde os produtos de origem animal que é uma das fontes de infec¢do até o casos
hospitalares (sendo identificado e registrados nos sites de dominio publico) para que 0s
gestores possam organizar planos de gestdo em salde da populacao.

As industrias de produtos de origem animal devem implantar e monitorar as agdes da
empresa quanto ao APPCC E BPF, além de realizar capacitagdes periddicas com seus
funcionarios, evitando que venha a causar um surto local de DTA. As institui¢fes publicas de
pesquisa devem realizar o monitoramento desses produtos quanto a sua qualidade,
disseminacdo do patdgeno, bem como a sua resisténcia a antimicrobianos, ja que esse € meio
de controle/tratamento de uma pessoa que se encontre infectada por esta bactéria.

Se ndo houver um monitoramento desse patdgeno podem acarretar um surto e
resisténcia do patdgeno aos antimicrobianos, tornando os medicamentos de controle
ineficazes ao tratamento e colocando a satde dos consumidores em risco de contaminagdo ao

consumirem um alimento contaminado.
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APENDICE B - Planilha com os dados dos genes encontrados subdivididos em POA, POV,
AMB A, AMB V, CA e CH. Julho, 2020.
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ANEXO A: Dominio do NCBI onde foram extraidos os metadados de Listeria

monocytogenes, plataforma Pathogen Detection. Julho, 2020.

»> C & https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pathogens/microbigge/#listeria%20monocytogenes

@ Index - Extrato Pess...

COVID-19 Information
Public health information (CDC) | Research information (NIH) | SARS-CoV-2 data (NCBI) | Prevention and treatment information (HHS) | Espaf

Health > Pathogen Detection >

Pathogen Detection Microbial Browser for Identification of Genetic and Genemic Elements (MicroBIGG-E)

@ MAPA-Sistema Ca.. &

Google @ (1) WhatsApp

Help

B Pathogen Detection.. i IFEventos Q) listeria monocytoge..

This interface contains a subset of the isolates from the Isolate Browser that have genomic sequence data available in GenBank and have genotypes identified by AMRFinderPlus at the time they were analyzed.

Search

listeria monocytogenes

x[p

The MicroBIGG-E table and the underlying sequences may be added as cloud resources for those users interested in the entire dataset. If you are interested, contact us at: pd-help@ncbi.nim.nih.gov

+#

- JNT; B U C

Page 1 of 12477
Organism group

Listeria monocytogenes
Listeria monocytogenes
Listeria monocytogenes
Listeria monocytogenes
Listeria monocytogenes

Listeria monocytogenes

b

4]

o 2]
LS

Records per Page 20
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