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RESUMO

O surgimento rdpido de bactérias resistentes ocorre em todo o mundo, colocando em
risco a eficdcia dos antibidticos. O excesso e uso inadequado de antibidticos pela
populacdo e na agricultura sdo fatores preponderantes para a rdpida formacdo de
resisténcia. As bactérias Gram-negativas sdo preocupantes porque estdo se tornando
resistentes a quase todas as opgdes de antibidticos disponiveis, principalmente em
ambiente hospitalar. Diversos estudos observaram a presenga de bactérias produtoras de
beta-lactamases de espectro estendido (ESBL), com presenca de genes de resisténcia a
antibidticos, em vegetais e frutas in natura. Dessa forma, estes alimentos crus tornam-se
potenciais veiculos de bactérias produtoras de ESBL e, consequentemente, veiculos de
resisténcias aos antibidticos. Estudos de deteccao da resisténcia a antibidticos em frutas
ou sucos de frutas in natura sdo muito escassos, em especial a deteccao genotipica. Este
estudo detectou a presenca de resisténcia fenotipica e genotipica em sucos de frutas in
natura servidos a pacientes internados em um hospital do Rio de Janeiro. Os genes shv,
tem, ctx, tetA, tetB e oxa-48 foram encontrados nas amostras, inclusive, a presenga de
integrons de classe 2 e 3. Podemos concluir que a metodologia de isolamento permite a
deteccdo de um maior nimero de genes e alerta sobre o risco do consumo deste

alimento em hospitais.

Palavras -chave: resisténcia a antibidtico, bactérias Gram- negativas, sucos de frutas



ABSTRACT

The rapid emergence of resistant bacteria occurs worldwide, endangering the
effectiveness of antibiotics. The excess and inappropriate use of antibiotics by the
population and in agriculture are preponderant factors for the rapid formation of
resistance. Gram-negative bacteria are worrisome because they are becoming resistant
to almost all antibiotic available options, mainly in hospital environment. Several
studies have noted the presence of bacteria producing extended-spectrum beta-
lactamase (ESBL), with the presence of antibiotic reistance genes in fresh vegetables
and fruits. In this way, this raw foods become potential vehicles of ESBL-producing
bacteria and, consequently, resistance to antibiotics. Studies with detection of antibiotic
resistance in fresh fruits or fruit juices are very scarce, especially genotypic detection.
This study detected the presence of phenotypic and genotypic resistance in fresh fruit
juices served to patients adimitted to a hospital in Rio de Janeiro. The shv, tem, ctx,
tetA, tetB and oxa- 48 genes were found in the samples, including the presence of class
2 and 3 integrons. We can conclude that the isolation methodology allows the detection
of a greater number of genes and warns about the risk of consuming this foods in

hospitals.

Keywords: antibiotic resistance , Gram-negative bacteria, fresh fruits juices
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1. INTRODUCAO

O surgimento rapido de bactérias resistentes aos antibidticos ocorre em todo o mundo,
colocando em risco a eficdcia desses medicamentos. A crise de resisténcia aos antibidticos foi
atribuida ao uso excessivo e uso indevido dos mesmos, bem como a falta do desenvolvimento
de novas drogas pela industria farmacéutica (VENTOLA, 2015; WANG, 2012).

Um relatério escrito pelo economista Jim O’neill (The Review on Antimicrobial
resistance), estimou que cerca de 700.000 pessoas morrem todos os anos devido a HIV,
tuberculose, maldria e, inclusive, devido a cepas resistentes aos antibidticos em infecg¢des
bacterianas comuns. A utiliza¢do inadequada dos antimicrobianos pela populacio, o uso em
animais de criacdo nas dreas rurais € nos plantios tem contribuido para o aumento da
resisténcia aos antibidticos. A exemplo das bactérias produtoras de beta-lactamases, enzimas
que conferem genes de resisténcia a antibidticos, tem como fontes animais de fazenda, dgua
residual, humanos saudaveis e vegetais (CDDEP, 2015; SILVEIRA et al., 2006; VENTOLA,
2015; SAID et al., 2015; MAIA, 2009; O'Neil, 2016).

Diversos estudos demonstraram que vegetais crus, prontos para consumo tem
apresentado agentes produtores de beta-lactamases de espectro estendido (ESBL), tornando-
se principais veiculos de doencas transmitidas por alimentos (DTAs) e reservatorios de
bactérias resistentes a antibidticos (CDDEP, 2015; DA MATA, 2013; SAID et al., 2015, KIM
et al., 2015; MARGOT et al., 2016; JACKSON et al., 2013).

As bactérias Gram-negativas sdo preocupantes porque estdo se tornando resistentes a
quase todas as opg¢Oes de antibidticos disponiveis, criando situagdes que remanescem a era
pré-antibidtico. (VENTOLA, 2015) Enterobactérias foram descritas em mais da metade de
isolados clinicos de hospitais brasileiros, parte sendo produtoras de ESBL e apresentando
resisténcia a antibidticos de ultima geragao (LAGO et al, 2016). Isolados clinicos de um
hospital brasileiro apresentaram presenca de enterobactérias em 54,2% dos isolados e, desses,
24,8% eram positivas para producdo de ESBL, sendo que 100% das cepas isoladas e
produtoras de ESBL foram resistentes a todas as cefalosporinas e aztreonam e 71,6%
resistentes a trimetoprim- sulfametoxazol. A producdo de ESBLs foi detectada em cinco

géneros diferentes de enterobactérias, além de E. coli e Klebsiella sp., mostrando a
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disseminacdo desse mecanismo de resisténcia na familia Enterobacteriaceae (LAGO et al,

2016).
2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1.PRODUCAO E CONSUMO BRASILEIROS DE FRUTAS

O novo guia alimentar para a populacao brasileira recomenda o consumo de alimentos
in natura ou minimamente processados em grande variedade e predominantemente de origem
vegetal como base da alimentagdo do brasileiro, frutas frescas e sucos de frutas frescas sem
adicao de agucar ou outras substancias sao indicados (BRASIL, 2014). Frutas e hortalicas sao
alimentos considerados indispensdveis a prevencdo e manutencdo da saide por conterem
diversos componentes essenciais para a saide, como vitaminas, minerais, fibras e compostos
bioativos. O Brasil é o terceiro maior produtor mundial de frutas, estando atrds apenas da
China e India, ocupando a vigésima-terceira posi¢io entre os principais exportadores
mundiais do setor. O consumo de frutas por adultos teve aumento significativo no periodo de
2006-2018 no percentual de consumo regular de frutas no Brasil (COMEX, 2017; SILVA &
CLARO, 2019).

Diversos estudos demonstraram a presenca de frutas em dietas hospitalares oferecidas
a pacientes internados, funciondrios e acompanhantes, em cidades brasileiras, nas formas in
natura, papa ou pur€ de fruta, suco ou vitamina (PEREIRA, 2017; ROCHA, 2019;
FERNANDES, 2018).

11



2.2. RESISTENCIA AOS ANTIBIOTICOS

A resisténcia aos antibidticos € um processo natural que tem sido observada desde a
descoberta dos primeiros antibidticos regida pelo principio evolutivo da adaptacdo genética de
organismos a mudancas no seu meio ambiente (SILVEIRA et al., 2006; O’Neill, 2016).
Assim, as bactérias tornam-se resistentes aos antibidticos devido a pressao seletiva exercida

pela frequente exposi¢do das mesmas aos farmacos. (LOUREIRO et al, 2016)

A resisténcia bacteriana aos antibiéticos se tornou um dos problemas de saide publica
mais relevantes atualmente, uma vez que estes microrganismos sobrevivem a exposi¢cdo aos
medicamentos que deveriam causar a lise ou inibi¢ao de seu crescimento. Isso permite que as
cepas sobreviventes crescam e se espalhem devido, também, a falta de concorréncia com
outras cepas, gerando as popularmente chamadas "superbactérias". Dessa forma, as bactérias
anteriormente susceptiveis aos antibidticos usualmente utilizados, passam a deixar de
responder efetivamente a esses farmacos (LOUREIRO et al, 2016; O’Neill, 2016).

Segundo a Organizagdo Mundial da Sauide (2010), a resisténcia aos antibidticos tem
crescido perigosamente em diversas partes do mundo, ameacando o tratamento de infec¢des
comuns. A organizacdo alerta ainda, que mesmo com o desenvolvimento de novos
medicamentos, se ndo houver mudangca no comportamento da populacdo, como agdes de
higiene bdésica, lavagem das maos, uso de preservativos e higiene dos alimentos, por exemplo,

a resisténcia permanecera como uma grande ameaca (OMS, 2010).

Uma efetiva reducdo da populacido bacteriana obtida pelo agente quimioterapico €
suficiente para o combate aos invasores, porém se a infec¢do for causada por uma populacao
de bactérias inteiramente resistentes ao farmaco ou se as defesas humanas estiverem
momentaneamente deficientes o combate natural do organismo ndo ocorrerd (SILVEIRA et
al, 2006). Diversas mortes por infec¢cdes onde houve resisténcia bacteriana ja foram relatadas
em algumas regides do mundo como na Unido Europeia, fndia, Tailandia, e Estados Unidos,
registrando de 25.000 a mais de 38.000 mortes por ano, além do tempo de hospitalizacdao
aumentado (CDC, 2017).

A resisténcia aos antibidticos € resultado do seu uso crescente e indiscriminado. Um
medicamento que a0 mesmo tempo que salva vidas, também gera resisténcia quando usado de
forma desnecessaria. (CDDEP, 2015) O CDC (2017) lista diversas causas para a ocorréncia

da resisténcia bacteriana aos antibidticos, s@o elas: prescri¢cao excessiva de antibiéticos, o uso
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incorreto do antibidtico prescrito por parte do paciente, a utilizacdo desnecessdria do
medicamento na agricultura, falha no controle de infec¢des em hospitais e clinicas, higiene e

saneamento deficientes e falta de testes laboratoriais rapidos.

2.2.1. USO DE ANTIBIOTICOS NA AGRICULTURA

Antimicrobianos t€m sido utilizados para o controle de certas doengas de origem
bacteriana em frutos e vegetais. No plantio em campo e em ambientes protegidos, face ao
problema causado por agentes fitopatogénicos como as bactérias, além de outros como
insetos, dcaros e fungos, t€ém-se usado principalmente substincias quimicas para o controle
como também para a preservacdo das colheitas. Porém a aplicacdo de maneira repetida e

frequente leva a selecio e predomindncia, na populacdo bacteriana, de individuos com

resisténcia aos principios ativos (MAIA, 2009).

Outro fato pertinente € a alta demanda por consumo de proteina animal. O uso de
doses sub-terapéuticas a animais de criagdo sao fatores preponderantes para a rapida formacao
de resisténcia. (CDDEP, 2015; SILEIRA et al., 2006) O uso de antibidticos em animais é
necessdrio para o tratamento de doencas e para seguranca alimentar, porém o objetivo
principal de uso ndo tem sido este. Os antibidticos sdo utilizados como suplementos de
crescimento nos animais, tanto em paises desenvolvidos com em paises em desenvolvimento.
Nos EUA, por exemplo, aproximadamente 80% dos antibidticos vendidos s@o utilizados em
animais para promover crescimento e prevenir infeccoes (O’Neil, 2016; VENTOLA, 2015).
Justifica-se o uso de antibiéticos no gado para melhorar a saide geral dos animais,
produzindo um maior rendimento e, consequentemente, um produto de qualidade superior

(O’Neil, 2016; VENTOLA, 2015).

Até 90% dos antibidticos administrados ao gado sdo excretados em urina e fezes,
amplamente dispersos através de fertilizantes, dguas subterraneas e escoamento superficial.
Um grande nimero de animais que vivem em proximidade de humanos ou em condicdes nao
higi€nicas podem atuar como reservatério de resisténcia e acelerar sua propagacao (O’Neil,

2016; VENTOLA, 2015).

O principal risco a saide humana decorrente do uso de antibidticos em animais e

vegetais € que as bactérias podem desenvolver resisténcia aos mesmos, seja por mutagdo,
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aquisicdo de genes ou a combinacdo de ambos. Bactérias resistentes a antibidticos preocupam
uma vez que também podem ser transmitidas ao homem pela ingestdo de alimentos

contaminados (BAMBUI, ANCHIETA, 2004; MAIA, 2009).

Segundo o CDDEP (2015), o Brasil € o terceiro maior consumidor de antibidticos para

criacdo de animais, estando atrds apenas da China e dos Estados Unidos.

2.2.2. ANTIBIOTICOS E SEUS MECANISMOS DE ACAO

BETA-LACTAMICOS

Os antibidticos beta-lactimicos possuem em sua estrutura o anel beta-lactdmico, o
qual confere ao farmaco agdo bactericida. Os beta-lactimicos tém como mecanismo de a¢do a
inibicdo da sintese da parede celular através da ligacdo do anel beta-lactamico as proteinas
ligadoras de penicilina (PBPs, Penicillin-Binding Proteins). As PBPs sdo enzimas bacterianas
que atuam no processo de transpeptidacdo durante a biossintese da parede celular das
bactérias e sdo inativadas apds os beta-lactamicos ligarem-se nelas, ocorrendo assim a
inibicao da sintese da parede celular e lise osmética da bactéria. Estruturas anelares adicionais
ou grupos substituintes acrescentados ao anel B-lactimico determinam se o agente é:
penicilina (espectro de atividade da penicilina inclui principalmente bactérias gram-negativas,
que ndo produzem Blactamase) e combinagdes penicilina com inibidor de beta-lactamases
(incluem uma penicilina e um segundo agente que possui atividade antibacteriana minima,
mas funciona como inibidor de algumas B-lactamases), cefens (principalmente as subclasses
das cefalosporinas e cefamicinas), combinagdes cefalosporinas com inibidor de beta-
lactamases, monobactdmico (aztreonam) e penens (principalmente a sub classe dos
carbapenémicos) (ANDRADE & DARINI, 2017; BAPTISTA, 2013; DOS SANTOS et al,
2018, CLSI, 2003).
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QUINOLONAS

Os antibidticos da classe das quinolonas tem como mecanismo de acdo a inibicao da
sintese do 4cido nucléico. O farmaco age inibindo a enzima DNA girase ou topoisomerase II,
essencial a sobrevivéncia da bactéria.A inibi¢do dessa enzima impede a duplicagao do DNA,
ficando sua estrutura tridimensional modificada. As fluoroquinolonas foram desenvolvidas a
partir do acréscimo de um 4tomo de fldor na posicdo 6 do anel quinoldnico, aumentando o
espectro de acdo para os bacilos gram-negativos, sendo a ciprofloxacina principal

representante (ANVISA, 2007; BAPTISTA, 2013; DOS SANTOS et al, 2018).

AMINOGLICOSIDEOS E TETRACICLINAS

Os aminoglicosideos sdo usados, principalmente, para tratar infec¢des contra bacilos
gram-negativos, enquanto que as tetraciclinas t€m espectro de acdo para gram-negativos e
gram-positivos, ambos atuando como inibidores da sintese protéica bacteriana em nivel

riboss6mico, na subunidade 30S (CLSI, 2003; DOS SANTOS et al, 2018).

CLORANFENICOL

O cloranfenicol faz parte de uma classe chamada “classe de dose tinica”. Representam
agentes antimicrobianos para os quais ndo ha produtos relacionados que sejam apropriados
para testes in vitro. Este agente, assim como os aminoglicosideos e tetraciclinas, atua inibindo
a sintese protéica, porém na subunidade 50S do ribossomo (CLSI, 2003, DOS SANTOS et al,
2018).

SULFONAMIDA + DIAMINO PIRIMIDINA

Essa combinacdo faz parte de um grupo que abrange varios agentes quimioterapicos
com espectros de atividade similares que resultam na inibi¢do da via metabdlica do folato nas
bactérias. Em geral, a sulfametoxazol € testada em combinacdo com o trimetoprim, com a¢ao

pelo seu efeito sinérgico, aumento o poder bacteriostatico (ANVISA, 2007; CLSI, 2003).

Um resumo dos mecanismos de acdo dos antibidticos estd representado na figura 1.
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Figura 1: Resumo esquemédtico do mecanismo de agdo dos antibidticos

2.2.3. MECANISMOS DE RESISTENCIA AOS ANTIBIOTICOS

Os principais mecanismos de resisténcia aos antibidticos sdo: redugdo ou defeito na
permeabilidade da membrana externa, sistemas de efluxo hiperexpressos, alteracdo do sitio
alvo, protecdo ou bloqueio do sitio alvo e producido de enzimas que degradam ou modificam

antibidticos (ANDRADE & DARINI, 2017).

A modificacdo da permeabilidade do antibidtico pela membrana pode dever-se as
alteracOes estruturais, do nimero, da seletividade ou do tamanho das porinas. Os antibioticos
como os B-lactamicos, fluoroquinolonas e tetraciclinas penetram no interior da célula através
de porinas presentes na membrana externa. Modifica¢des genéticas podem causar diminuicao
na funcdo ou diminuicdo da quantidade de porinas e levar a resisténcia da bactéria ao

antibidtico. (BAPTISTA, 2013; CASTANHEIRA, 2013)

Uma das formas de resisténcia € a modificacdo do alvo especifico, interferindo com a
sintese de proteinas (aminoglicosideos, tetraciclinas). Caracteriza-se pela diminuicdo ou até
auséncia de afinidade do antibi6tico ao local de ligagcdo. Esta ocorre por alteragdo da estrutura
do peptidoglicano, interferéncia na sintese de proteinas ou na sintese de DNA (BAPTISTA,

2013; CASTANHEIRA, 2013).
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As bombas de efluxo sdo proteinas presentes nas membranas e neste tipo de
resisténcia ocorre um efluxo, ou seja, o transporte ativo dos antibidticos do meio intracelular
para o meio extracelular, o que resulta numa diminuicdo da concentragdo do antibiético no
interior da célula. Este mecanismo afeta todas as classes de antibidticos, principalmente
macrolideos, tetraciclinas e fluoroquinolona (PEREIRA- MAIA, 2010; BAPTISTA, 2013;
CASTANHEIRA, 2013).

O mecanismo enzimdtico de resisténcia devido a inativagdo do farmaco resulta da
producdo, pela bactéria, de enzimas que degradam ou inativam o antibiético, como € o caso
da enzimas beta- lactamases, ocorrendo hidrdlise do anel beta-lactamico. As beta- lactamases
podem atuar utilizando ions de zinco, as chamadas metalobetalactamases, causando a ruptura

do anel ou pela via éster-serina. (BAPTISTA, 2013; DIAS, 2009)

2.3.BACTERIAS GRAM NEGATIVAS E ESBL

Os microrganismos mais frequentemente envolvidos em infec¢des hospitalares sdo as
bactérias gram-negativas, estando presentes em mais de 80% dos isolados clinicos, sendo
comuns os relatos de eventos de resisténcia a antibidticos (DA MATA, 2013; ANDRADE E
ARAUIJO, 2016). As taxas de resisténcia aos carbapenémicos e as cefalosporinas de amplo
espectro (terceira e/ou quarta geracdes) foram de 9,7% para Escherichia coli, 43,3% para
Klebsiella pneumoniae e 21,6% para Enterobacterspp em ambiente hospitalar notificados em

2015 (BRASIL, 2017).

Antibidticos do tipo carbapenémicos (beta-lactamicos) sdo normalmente os mais
utilizados para tratamentos de infeccdes ocasionadas por bactérias gram-negativas devido a
sua eficicia. S3o geralmente utilizados como drogas de reserva no tratamento de infeccoes
por cepas resistentes a outros agentes beta-lactimicos, sendo recomendado o uso restrito do

mesmo (DA MATA, 2013).

As beta-lactamases de espectro estendido (ESBL) s@o uma familia de enzimas
produzidas por bactérias gram-negativas que conferem resisténcia a alguns dos antibidticos
mais amplamente prescritos no mundo. Com a pressao seletiva do uso de cefalosporinas de 3*

geracdo (amplo espectro), mutacdes em genes como blaTEM-1, blaTEM-2 e blaSHV-1
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promoveram amplificacdo e divergéncia nesses genes e as enzimas codificadas passaram a
conferir espectro de hidrdlise estendido as cefalosporinas de 3* e 4* geracdes. As ESBL
podem inativar todas as penicilinas e cefalosporinas, incluindo cefalosporinas de terceira
geracdo (ceftriaxona, cefotaxima e ceftazidima) e monobactimico (aztreonam) (CDDEP,

2015; ANDRADE & DARINI, 2017).

As principais beta-lactamases produzidas por bacilos gram-negativos que apresentam
destaque na resisténcia a antibidticos podem ser agrupadas em quatro classificacdes, sendo
estas, as cefamicinases (AmpCs), cefalosporinases, beta-lactamases de espectro estendido
(ESBLs) e carbapenemases. As cefamicinases degradam cefamicinas e cefalosporinas de 1 e
2% geracdes, porém ao ocorrer a hiperproducdo de AmpCs, as cefalosporinas de 3* geracdo e
monobactamico (aztreonam) também podem ser degradados. As cefalosporinases sdo beta-
lactamases de espectro restrito, enzimas capazes de degradar penicilinas e cefalosporinas de 1*
e 2* geragdes. Com o0 uso excessivo de carbapenémicos, a selecdo e disseminacdo de bactérias
resistentes a estes antibidticos passou a ocorrer, entre outros mecanismos, devido a producao
de beta-lactamases, denominadas entdo “carbapenemases”, enzimas com O maior
espectro/potencial de degradacdo de beta-lactimicos. Esse grupo de enzimas, além dos
carbapenémicos, tem potencial para hidrolisar praticamente todos os beta-lactimicos

(ANDRADE & DARINI, 2017).

Na Europa, a maioria dos paises relatou que quase 100% das E. coli e K. pneumoniae
isoladas eram positivas para ESBL. Em paises como EUA, Canadd, Nova Zelandia e
Austrédlia também foram relatados presenca de Enterobacteriaceae produtoras de ESBL
(O’Neil, 2016).Algumas cepas de Pseudomonas aeruginosa, por exemplo, tornaram-se
capazes de produzir potentes beta- lactamases devido as mutagOes e selegdes naturais

relacionadas ao uso excessivo de antibiéticos (DA MATA, 2013).

Isolados clinicos de um hospital brasileiro apresentaram presenca de enterobactérias
em 54,2% dos isolados e, desses, 24,8% eram positivas para producdo de ESBL, sendo que
100% das cepas isoladas e produtoras de ESBL foram resistentes a todas as cefalosporinas e
aztreonam e 71,6% resistentes a SXT. A produ¢do de ESBLs foi detectada em cinco géneros
diferentes de enterobactérias, além de E. coli e Klebsiella sp., mostrando a disseminacao

desse mecanismo de resisténcia na familia Enterobacteriaceae (LAGO et al, 2016).
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Infecgdes por bactérias resistentes limitam as opcdes terapéuticas, consequentemente,
ocorre aumento no tempo de hospitalizacdo do paciente e na utilizacdo de farmacos de dltima
escolha, contribuindo para a selecdo de bactérias resistentes aos antibidticos. Porém, as
enterobactérias produtoras de beta-lactamases (ESBL- Eb), ndo provém somente de contextos
hospitalares, mas também sdo disseminadas em outros ambientes, tendo como fontes, por
exemplo, animais de fazenda, d4gua residual, humanos sauddveis e vegetais (SAID et al., 2015;

ANDRADE & DARINI, 2017).

2.4. VEGETAIS COMO VEICULOS DE BACTERIAS RESISTENTES

Os vegetais prontos para consumo sdo populares devido a sua conveniéncia e
aceitacdo pelos consumidores. No entanto, também foi reconhecido que esses produtos
poderiam levar o risco de iniciar surtos de patdgenos transmitidos pelos alimentos (KIM ET et
al.,, 2015). Vegetais in natura podem ser potenciais veiculos de bactérias causadoras de
doencas transmitidas por alimentos (DTAs). Na Europa e nos EUA, surtos foram relatados
devido a vegetais frescos (tomate e espinafre) e brotos contaminados por Escherichia coli e

Salmonella (OLAIMAT & HOLLEY, 2012).

Nas areas rurais, os vegetais podem ser contaminados com ESBL pelo uso de estrume
ou por agua de irrigacdo. Esta contaminagdo pode ocorrer através do contato direto com o
solo e através da aplicacdo de estrume e dguas residuais como biofertilizantes (SAID et al.,
2015; JONES-DIAS et al., 2016). Sementes germinadas, por exemplo, ja foram associadas a
varios surtos alimentares, constituindo papel potencial como transportadoras de bactérias
resistentes aos antibidticos. As sementes utilizadas na produg¢do de brotos podem ser
contaminadas através da aplicacio de &4gua contaminada que é usada para irrigacao
(MARGQOT et al., 2016). ESBL ja foram detectadas em amostras de 4gua residual para

irrigacdo agricola, no solo e em vegetais (SAID et al, 2015).

J4 foi comprovada a presenca de beta lactamases de espectro estendido (ESBL) em
amostras de vegetais ao redor do mundo. Sementes e brotos origindrias na Suica foram
positivas para Enterobactérias produtoras de ESBL (Klebsiella variicola, Enterobacter
cloacae e E. coli). Os isolados Klebsiella variicola e Escherichia coli abrigaram o gene

blaCTX-M-14 clinicamente importante, enquanto o blaCTX-M-3 estava presente no isolado
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Enterobacter cloacae, sendo as trés amostras resistentes a ampicilina, cefalotina e cefotaxima.
O isolamento de E. coli foi adicionalmente resistente a tetraciclina e ao isolado Enterobacter
cloacae para amoxicilina-adcido clavulanico (MARGOT et al.,, 2016). A presenca de
Klebsiella variicola produtora de carbapenamase foi detectada em vegetais frescos
provenientes de mercados locais na Suica, importados da Asia, compardvel 2 situagio
encontrada com Enterobacteriaceae produtoras de beta-lactamase de espectro estendido
(ZURFLUH et al., 2015; QUEENAN, 2007). Na Europa ainda, verificou-se a presenca de
bactérias produtoras de ESBL em vegetais importados da India, Vietnam, Repiiblica
Dominicana e Tailandia. Destas, 43,3% foram identificados como E. coli, 43,3% foram
classificados como Klebsiella pneumoniae subsp. pneumoniae, 10% foram Enterobacter

cloacae, 1,7% foi Enterobacter aerogenes e 1,7% foi C. sakazakii (ZURFLUH et al., 2015).

Em Portugal, 86% das amostras de vegetais prontos para consumo analisados,
apresentaram condi¢des microbioldgicas insatisfatdrias, de acordo com os parametros do pais,
e sugere que o comércio internacional de produtos alimenticios contribua para a disseminacao
de microrganismos patogénico. E a presenca da familia Enterobacteriaceae foi detectada em
184 amostras de frutas e vegetais in natura, apresentando resisténcia aos antibidticos
ampicilina, aminoglicosideos, cloranfenicol e sulfonamidas (CAMPOS et al., 2013; JONES-
DIAS et al, 2016). Recentemente, genes de resisténcia bacteriana (citrobacter spp) a diversos
antibidticos incluindo tetraciclina, gentamicina, cefotaxime (beta-lactamico) e imipenem

(beta-lactamico) foram descritos em frutas e vegetais na Nigéria (ADEGUN et al, 2019).

A presenga de genes de resisténcia a antibidticos que codificam para beta- lactamases
(SHV e CTX) e carbapenamases (OXA- 48), produzidas por bactérias gram- negativas,
inclusive com a presenca de integron 1, presentes em solos brasileiros de cultivo de frutas e

vegetais foram descritos recentemente (FURLAN et al, 2019).
3. JUSTIFICATIVA

O consumo de frutas e sucos de frutas in natura e minimamente processados €
altamente recomendado no Brasil, devido a seus beneficios nutricionais, fazendo parte de
dietas hospitalares. Muitos estudos ao redor do mundo demonstraram a presenca de bactérias
gram - negativas resistentes a antibidticos e produtoras de beta - lactamases em vegetais e

frutas a serem consumidos crus. Dessa forma, estes alimentos podem tornar-se veiculos de
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bactérias resistentes aos antibidticos contribuindo para a disseminacdo da resisténcia. No
entanto, estudos de avaliacdo da resisténcia a antibidticos em frutas ou sucos de frutas
realizados até o presente momento sao escassos. A coleta e o compartilhamento de dados a
respeito da presenca de bactérias resistentes a antibidticos sdo algumas das demandas
requeridas por 6rgdos internacionais a fim de monitorar e contribuir para decisdes politicas

relacionadas ao tema.

4. OBJETIVOS

4.1.0bjetivo geral

Detectar fenotipica e genotipicamente bactérias resistentes aos antibioticos em sucos
de frutas in natura, preparados em unidade de servico de nutricdo de um hospital do Rio de

Janeiro.
4.2.0bjetivos especificos

- Identificar fenotipicamente a presenca de bactérias gram-negativas resistentes aos

antibioticos em sucos de frutas;

- Identificar a presenca de genes que conferem resisténcia aos antibidticos em bactérias

presentes em sucos de frutas e detectar a presenca da familia Enterobacteriaceae;

- Realizar comparagdo entre os pardmetros do CLSI e BrCAST de medi¢do dos halos nos

testes de disco difusao.
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5. MATERIAIS E METODOS

5.1 AMOSTRAGEM

Foram analisadas oito amostras de isolados de bactérias de sucos de frutas naturais,
sendo 3 unidades de sucos de laranja, 2 de caju, 2 de manga e 1 de abacaxi, provenientes de
um hospital publico da cidade do Rio de Janeiro, produzidos na unidade de alimentacdo e

nutricao do préprio hospital, os quais seriam destinados a pacientes internados.

Cada unidade de suco foi coletada em dias e horarios diferentes. A coleta das amostras
no local ndo foi previamente informada ao setor e colaboradores, a fim de ndo provocar

alteracoes na rotina de preparo.

5.2 METODOS

Foram analisados isolados de bactérias de sucos de frutas "in natura" de estudos

anteriores armazenados em laboratdrio a temperatura de -18°C.

O perfil da resisténcia a antimicrobianos foi identificado através da técnica de difusao
em disco, de acordo com protocolos M02-A12 (2015) e M100-S27 (2017) do Clinical
Laboratory Standarts Institute (CLSI). Os agentes antimicrobianos a serem empregados estao

descritos no quadro 1.

Foi adicionado 50 microlitros dos isolados em estoque a SmL de Caldo GN (Gram-
negativo) que tem por finalidade o enriquecimento seletivo para o cultivo de organismos
Gram-negativos (Himedia, India) e incubados por 24 horas a 35°C # 2°C para pré-

enriquecimento.

Objetivando a pré-selecdo de microbiota resistente, apds 24 horas, 50 microlitros do
caldo foram retirados e colocados em tubos contendo 5 mL de Caldo triptona de soja- TSB
(Oxoid, Reino Unido) juntamente com os discos de antibidticos descritos no quadro 1 (Oxoid,
Reino Unido) (CDC, 2008). Foram selecionados 11 antibidticos, um de cada classe,
totalizando 88 possiveis isolados. Os antibidticos usados foram: Cefepima (30pug), Ertapenem

(10 pg), Gentamicina (10 pg), Ampicilina (10 pg), Ampicilina Sulbactam (10/10 pg),
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Cloranfenicol (30 pg), Tetraciclina (30 pg), Ciprofloxacina (5 pg), Ceftazidima (30 ug) e
Trimetoprima Sulfametoxazol (1.25/ 23.75 ng) e Aztreonam (30 pg). A etapa de pré-selecio

foi realizada em triplicata para cada antibidtico testado.

Ap6s 24 horas, todos os tubos que apresentaram crescimento (turvagdo) foram
inoculados em placa de Agar MacConkey, sendo a utilizacdo deste meio uma adaptagdo do
protocolo original, o qual seria usado Agar Mueller Hinton, com o objetivo de selecionar
bactérias gram- negativas apenas. O disco de antibidtico de cada classe foi colocado na
superficie da placa recém-semeada e esta colocada a 35° + 2° C por 16-18 horas (CDC, 2008;

CLSIMO02-A12, 2015). Também foi realizada triplicata para cada antibidtico nesta etapa.

ApOs 16-18 horas de incubagdo, cada placa foi examinada e os didametros dos halos de
inibicdo mensurados e avaliados de acordo com a tabela do CLSI (CLSI M100-S27, 2017).

Os valores de referéncia se encontram resumidos no quadro 1.
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Quadro 1: Resumo das caracteristicas dos antibidticos a serem utilizados (CLSI, 2017).

Didmetros das zonas de inibi¢ao (mm)
Agente Antibiético Concentracdo do disco
Resistente Intermedidrio Sensivel
Cefepima (FEP) 30 pg <18 19-24 225
Ertapenem (ERT) 10 pg <18 19-21 222
Gentamicina (GMN) 10 pg <12 13-14 215
Ampicilina (AMP) 10 pg <13 14-16 217
Ampicilina Sulbactam
10/10 pg <11 12-14 >15
(SAM)
Cloranfenicol (CHL) 30 pg <12 13-17 218
Tetraciclina (TET) 30 pg <11 12-14 215
Ciprofloxacina (CIP) 5ug <20 21-30 2 31
Ceftazidima (CAZ) 30 pg <17 18-20 221
Trimetoprima 1.25ng/
<10 11-15 =216
Sulfametoxazol (SXT) 23,75 ug
Aztreonam (ATM) 30 pg <17 18- 20 221

5.2.1. EXTRACAO DE DNA

A extragdo de DNA dos isolados considerados resistentes e intermedidrios apods

mensuragdo dos halos, foi realizada de acordo com as instru¢cdes do fabricante do kit
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comercial para extracdo de DNA gendmico de bactérias Gram-negativas Easy Pure Micro

Genomic DNA KIT (TransGen Biotech Co., China).

5.2.2. IDENTIFICACAO DOS GENES DE RESISTENCIA/REACAO EM CADEIA DA

POLIMERASE

Isolados intermedidrios e resistentes foram analisados por PCR para os genes descritos

no quadro 2. Os primers foram sintetizados pela Eurofins Genomics (Ebersberg, Alemanha) e

Invitrogen Thermo Fisher Scientific (California, EUA) baseados em sequéncias de

oligonucleotideos previamente publicadas.

Quadro 2: Sequéncia de nucleotideos, tamanho dos genes e referéncias.

Primer Sequéncia (5’ - 3°) Condicoes da PCR | Produto | Referéncia
CATTTCCGTGTCGCCCTTATTC )
tem (F) 10 min a 94C; 30
ciclos de 40s a 94 C, Dallenne
40sa60C,60sa 800 2010 ’
CGTTCATCCATAGTTGCCTGAC 72°C; e 7 min de
tem (R) extensdo final a 72 C.
AGCCGCTTGAGCAAATTAAAC '
shv (F) 10 min a 94C; 30
ciclos de 40s a 94 C, Dallenne
40sa60C,60sa 713 2010 ’
ATCCCGCAGATAAATCACCA 72C; e 7 min de
shv (R) extensdo final a 72 C.
GACCCCAAGTTTCCTGTAAGTG ) .
oxa (F) 10 min a 94C; 30
ciclos de 40s a 94C, Dallenne
40sa60C,60sa 564 2010 ’
GGCACCAGATTCAACTTTCAAG 72C; e 7 min de
oxa (R) extensdo final a 72 C.
CTGCGTTCGGTCAAGGTTCT ) .
int - 1 (F) 03 min a 94C; 35
ciclos de 60s a 94C,
60sa68C,60sa 882 Lanz, 2003
GGAATGGCCGAGCAGATCCT 72°C; e 7 min de

int - 1(R)

extensdo final a 72 C.
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int -2 (F)

CACGGATATGCGACAAAAAGG

int-2 (R)

GTAGCAAACGAGTGACGAAATG

03 min a 94C; 35
ciclos de 60s a 94 C,
60sa68C,60sa
72°C; e 7 min de

extensdo final a 72 C.

788

Lanz, 2003

int - 3 (F)

GCCTCCGGCAGCGACTTTCAG

int-3 (R)

ACGGATCTGCCAAACCTGACT

03 min a 94C; 35
ciclos de 60s a 94C,
60sa68C,60sa
72°C; e 7 min de

extensdo final a 72 C.

979

Lanz, 2003

ctx - M (F)

ATGTGCAGYACCAGTAARGTKATGGC

ctx - M (R)

TGGGTRAARTARGTSACCAGAAYCAGCGG

15 min a 95C; 30
ciclosde 30sa947C,
30sa60C,2mina

72°C; e 10 min de

extensdo final a 72 C.

593

Monstein,
2007

kpc (F)

GTATCGCCGTCTAGTTCTGC

kpc (R)

GGTCGTGTTTCCCTTTAGCC

05 min a 95C; 30
ciclosde 60 sa95C,
60sas56C,60sa
72°C; e 05 min de

extensdo final a 72 C.

635

Azimi, 2013
(34)

ndm (F)

GGTTTGGCGATCTGGTTTTC

ndm (R)

CGGAATGGCTCATCACGATC

10 min a 94 C; 36
ciclos de 30sa 94 C,
40sa58C,50sa
72°C; e 05 min de

extensdo final a 72 C.

621

Poirel, 2011

tet —a (F)

GGCCTCAATTTCCTGACG

tet - a (R)

AAGCAGGATGTAGCCTGTGC

01 min a 94°C; 30
ciclos de 60 s a 94 C,
60sa55C,2mina

72°C; e 10 min de

extensdo final a 72 C.

372

Guillaume,
2000

tet - b (F)

GAGACGCAATCGAATTCGG

tet— b (R)

TTTAGTGGCTATTCTTCCTGCC

01 min a 94°C; 30
ciclos de 60 sa 94 C,
60sa56C,2mina

72°C; ¢ 10 min de
extensao final a 72°C

228

Guillaume,
2000
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ges-1t0 9, 11
(F)

AGTCGGCTAGACCGGAAAG

ges-1t09, 11
R)

TTTGTCCGTGCTCAGGAT

10 min a 94°C; 30
ciclos de 40 sa 94 C,
40sa60C,01l mina

72°C; e 07 min de
extensao final a 72°C

399

Dallene,
2010

per-1, 3 (F)

GCTCCGATAATGAAAGCGT

per-1, 3 (R)

TTCGGCTTGACTCGGCTGA

10 min a 94°C; 30
ciclosde 40sa947C,
40sa60C, 01 mina
72°C; and 07 min de
extensao final a 72°C

520

Dallene,
2010

veb -1,6 (F)

CATTTCCCGATGCAAAGCGT

veb -1,6 (R)

CGAAGTTTCTTTGGACTCTG

10 min a 94C; 30
ciclosde40sa947C,
40sa60C,01 mina

72°C; € 07 min de
extensao final a 72°C

648

Dallene,
2010

imp (F)

GGAATAGAGTGGCTTAATTCTC

imp (R)

CCAAACCACTACGTTATCT

05 min a 94 C; 35
ciclos de 50 s a 94C,
60sa50C,0l mina

72°C; e 08 min de
extensao final a 72°C

188

Zeighami,
2014

vim (F)

GATGGTGTTTGGTCGCATA

vim (R)

CGAATGCGCAGCACCAG

15 mina 95%¢C; 36
ciclos de 30sa 94 C,
20sa57C,50sa
72C; e 05 min de
extensdo final a 72 C.

390

Karuniawati,
2013

oxa 48 (F)

GCGTGGTTAAGGATGAACAC

oxa 48 (R)

CATCAAGTTCAACCCAACCG

10 min a 94 C; 36
ciclos de 30sa 94 C,
40sa54C,50sa
72°C; e 05 min de
extensao final a 72 C.

438

Poirel, 2011

unis15 (F)

GTGCCAGCMGCCGCGGTA

ent826 (R)

GCCTCAAGGGCACAACCTCCAAG

03 min a 95C; 40
ciclosde 15sa957C,
60sa67C,01 mina

72°C; ¢ 05 min de
extensao final a 72 C.

320pb

Barman,
2008
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As condi¢bes de reacdo foram baseadas nos protocolos dos autores descritos na

tabela.

5.2.3. ELETROFORESE EM GEL DE AGAROSE

Todos os produtos da PCR foram analisados por eletroforese em gel de agarose a 1%
(Hexapur Bio Lab, Holanda) com Tris-Borato-EDTA (Promega, EUA) em voltagem de 90V.

A visualizag¢do do gel foi realizada em transiluminador de UV (Forlab, Brasil).

6. RESULTADOS

6.1. ETAPA DE PRE-SELECAO

Como descrito anteriormente em materiais € métodos, a etapa de pré selecdo foi
realizada a fim de selecionar a microbiota resistente de cada amostra frente aos 11 antibidticos
antes dos testes de disco difusdo. Dessa forma, foram realizados 88 pools e desses, 64
apresentaram crescimento microbiano (turvacdo no tubo), representando 72,7%. Os isolados
que ndo apresentaram turvacdo para nenhuma das 8 amostras foram os testados para os
antibidticos ertapenem, cefepime e aztreonam. As figuras 2 e 3 ilustram a etapa de pré-

selecdo.

Figura 2: Comparativo entre tubo controle e tubo resultado negativo (cefepime).
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Figura 3: Comparativo entre tubo controle e tubo resultado positivo (tetraciclina).

6.2. ETAPA DE DISCO DIFUSAO

Como descrito na etapa anterior, das 88 andlises realizadas, apenas trés dos onze
antibioticos testados para cada suco, totalizando 24 pools, ndo apresentaram crescimento
microbiano no tubo, sendo, dessa forma excluidos do teste de disco difusdo. Sédo eles:
ertapenem (carbapenémico), cefepime (cefalosporina de 4" geracdo) e aztreonam

(monobactiamico), todos beta-lactamicos.

Dos 64 pools com turvacdo, 75% (n= 48) apresentaram resisténcia fenotipica, 10,9%
(n=7) foram considerados como intermedidrios e 14% (n=9) sensiveis, apés teste de disco
difusio, tendo as medic¢des de halos do CLSI como parametro. Em 100% das amostras houve
resisténcia frente aos antibidticos gentamicina e ampicilina. Para cloranfenicol, ampicilina +
sulbactan e tetraciclina ocorreram 87,5% (7 amostras) de resisténcias (figura 4) e 75% (6
amostras) para ceftazidima e trimetoprim + sulfametoxazol. Ja para ciprofloxacina, nenhum
dos isolados mostrou-se resistente fenotipicamente, mas em 3 amostras diferentes

classificaram-se como intermediarios.

Sendo assim, com a excecao dos antibidticos ertapenem, cefepine e aztreonam, todas

as amostras de sucos apresentaram resisténcia fenotipica para, no minimo 6 dos outros 8
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antibidticos testados, podendo assim, ser constatada a presenga de multirresisténcia. O resumo

do resultado fenotipico por amostra estd representado no gréafico 1.

Figura 4: Teste de disco difusdo frente a tetraciclina
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Grafico 1: Resultado fenotipico por amostra
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6.3. CLSI x BrCAST

Comparando as medi¢des dos halos entre os protocolos do CLSI e do Comité
Brasileiro sobre Testes de Susceptibilidade Antimicrobiana (BrCAST), baseado no Comité
Europeu de Teste de Susceptibilidade Antimicrobiana (EUCAST), observou-se classificacdes
diferentes em 5 amostras (A, C, E, F e G) frente a 5 antibidticos (gentamicina, ampicilina +
sulbactan, cloranfenicol, ciprofloxacina e trimetoprim + sulfametoxazol). Estas diferencas
mantiveram-se entre as classificacdes de "intermedidrio" e "resistente" na amostra E para os
antibidticos ampicilina + sulbactam e cloranfenicol e na amostra F para gentamicina e entre a
classificacdo de "sensivel" e "intermedidrio” na amostra A , C e G para ciprofloxacina, nas
amostras F e G para trimetoprim + sulfametoxazol. No grafico 2 estd representado o
comparativo entre os parametros do CLSI e BrCAST de acordo com nimero de isolados por

antibidtico por amostra.
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Grafico 2: Comparativo entre as medicoes dos halos de inibi¢do de acordo com os

parametros do CLSI e Br CAST

Isolados

W Resistant

w B w a ~ ©o
|

M Intermediate

CAZ

W Sensitive

SXT SXT GMN GMN AMP AMP CAZ

CLSI | BRCAST | CLSI | BRCAST | CLSI | BRCAST | CLSI |BRCAST | CLSI |BRCAST | CLSI BRCAST | CLSI | BRCAST

Antiidticos

SAM: ampicilina + sulbactam; CHL: cloranfenicol; CIP: ciprofloxacina; SXT: trimetoprim +

sulfametoxazol; GMN: gentamicina; AMP: amicilina; CAZ: ceftazidime

Para os antibidticos CAZ e AMP a classificacdo manteve- se semelhante. Os
parametros do CLSI foram mais rigorosos em CIP,SXT, e GMN, apresentando maior nimero
de isolados resistentes e intermedidrios. Para SAM e CHL o BrCAST demonstrou maior rigor
na classificagdo como resistente. A tetraciclina ndo estd incluida no grafico pois ndo ha
parametro do BrCAST para este antibitico. O grafico 3 ilustra essa diferenca em

porcentagem de isolados por amostra.
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Grifico 3: Comparativo entre parametros do CLSI e BrCAST no total de amostras
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Avaliando o grafico 3, é possivel observar que os pontos de corte dos halos do

protocolo do CLSI, em geral, sdo mais rigidos quando comparados com os pontos de corte

dos halos do BrCAST.

6.4. RESISTENCIA GENOTIPICA

Apos os testes de disco difusdo, foi realizada extragdo de DNA dos isolados
considerados resistentes e intermediarios, totalizando 55 isolados. Para cada um desses foi
testada a presenca de 17 genes de resisténcia previamente citados em literatura, além do gene

da familia Enterobacteriaceae.

Foram encontrados 8 genes de resisténcia diferentes, sdo eles: shv, tem, int2, int3, ctx,
oxa-48, tetA e tetB. Considerando a soma das amostras, foram encontrados 102 genes no
total. Todas as amostras apresentaram, pelo menos, 1 destes 8 genes de resisténcia
pesquisados. Os genes nao encontrados foram: intl, ges, per, veb, oxa, ndm, vim e imp. A

quantidade de genes encontrados em amostras e isolados estd descrita na tabela 1.
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Tabela 1: Genes de resisténcia encontrados no total de amostras e isolados

Gene Amostras Isolados
Int 2 25% (2/8) 5,4% (3/55)
Int 3 12,5% (1/8) 1,8% (1/55)
shv 62,5% (5/8) 30,9% (17/55)
tem 37,5% (3/8) 12,7% (7/55)
tet A 37,5% (3/8) 14,5% (8/55)
tet B 37,5% (3/8) 9% (5/155)
ctx 25% (2/8) 7.2% (4/55)

Oxa- 48 37,5% (3/8) 16,3% (9/55)

O gene que mais apareceu nos isolados foi o shv, encontrado em 62,5% das amostras
(5/8) e em 30,9% dos isolados (17/55), seguido do oxa- 48 (16,3% dos isolados) e do tet A
(14,5% dos isolados). O gene menos encontrado foi o integron classe 3 (Int3) em apenas 1

1solado de 1 amostra.

Fazendo um link com o item 6.3 (CLSIxBrCAST), vale ressaltar que foi detectado o
gene shv em dois isolados considerados intermedidrios, segundo CLSI, no teste fenotipico,
amostra C (suco de manga) para CIP e amostra G (suco de manga) para SXT. Nestes dois
casos, o ponto de corte do BrCAST considerou os isolados como sensiveis, o que reforca a
conclusdo de que os parametros do CLSI tendem a ser mais rigorosos. Além disso, também ¢é
um dado preocupante no caso de um teste de resisténcia a antibidticos for realizado a nivel
fenotipico levando em consideracdo somente um parametro € sem deteccdo de genes. Os
demais isolados considerados intermedidrios apresentaram apenas o gene para familia

Enterobacteriaceae ou nenhum dos genes testados.

No quadro 3 é possivel observar a descricao dos genes encontrados em cada isolado.
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Quadro 3: Descri¢do de genes encontrados em cada isolado

Sucos/Antibidticos CIP SAM GMN CHL TET SXT CAZ AMP
1 . int 2 . . . .
A Uni826/EntS15 Uni826/Ent515 Uni826/Ent515 Uni826/Ent515 | Uni826/Ent515 | Uni826/Ent515 Uni826/Ent515
int 2 shv
shy shv tet A int 2
B 1(r:1ttx2 Uni826/Ent515 Uni826/Ent515 et B Uni826/Ent515 | Uni826/Ent515 et B
Uni826/Ent515 ctx
1 shv shv shv shv . shv
¢ Manga shv shv UniS26/Ent515 | Uni826/Ent515 | Uni826/Ents15 | Unis26/Ents1s | UMS2OENSIS 1 oo 6/Entsis
shv
tem tem <h tem tem tet A
D Caju * tet A shv Unis26 /]\ént 515 tet A tetA Uni826/Ent515 Oxa- 48
Oxa-48 Uni826/Ent515 ! Uni826/Ent515 | Uni826/Ent515 Uni826/Ent515
Uni826/Ent515
E « 1 tet B 1 tet B t'ertr; tem
Uni826/Ent515 Uni826/Ent515 Uni826/Ent515 | Uni826/Ent515 . mn Uni826/Ent515
Uni826/Ent515
F * Uni826/Ent515 etx Uni826/Ent515 | Uni826/Ent515 ! Uni826/Ent515 ctx
Uni826/Ent515 Uni826/Ent515 Uni826/Ent515
. . 1 .
G Manga I Uni826/Ent515 Uni826/Ent515 N " UniS26/EntS15 " Uni826/ Ent515
shv Oxa - 48 Oxa- 48
shv
Uni826/Ent515
UniS26/Ent515 Uni826/Ent515 O):}ll 48 Uni826/Ent515 Uni826/Ent515
H Caju * Oxa-48 Uni826/Ent515 v Oxa- 48 * Oxa- 48
- Oxa- 48 tem
shv tet A tet A
tet B
tet A

(*) 1solados considerados sensiveis no teste fenotipico; Quadro em branco representa isolados resistentes no teste de disco difusdo, porém,

nao foi detectada a presenca de nenhum dos genes testados; (I) representa isolados classificados como "intermedidrios" no teste fenotipico.
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Os isolados resistentes para o antibidtico ceftazidima (CAZ), apesar de apresentarem
resisténcia fenotipica, ndo apresentaram nenhum dos genes testados, apenas detectada a

presenca da familia Enterobacteriaceae (gene Uni 826/Ent 515) em 4 isolados de 4 amostras

diferentes (B, C, D e F).

Dos dois isolados considerados resistentes para ciprofloxacina (CIP), em apenas 1
(amostra C - Manga) foi detectado gene de resisténcia shv, porém ausente para familia
Enterobacteriaceae. Ao contrério, o isolado para CIP (amostra A - Laranja) ndo apresentou

nenhum dos genes de resisténcia testados, apenas o Uni 826/Ent 515.

O gene shv também foi o unico gene de resisténcia presente nos isolados do
antibiotico cloranfenicol (CHL), aparecendo em trés amostras diferentes (B, C e D) e, neste
caso, ao gene da familia Enterobacteriaceae também foi detectado nos mesmos isolados.
Fazendo uma andlise horizontal do quadro 3, pode-se observar que na amostra C - manga, o
gene shv foi predominante em 7 dos 8 isolados. Cinco desses com presenca da familia

Enterobacteriaceae e dois com sua auséncia.

Nesta mesma linha de pensamento, € possivel verificar em relacdo ao gene ctx a sua
presenca em apenas duas amostras (B - laranja e F - abacaxi), na primeira estando a familia

Enterobacteriaceae ausente e na segunda presente.

Em resumo, a presenca da familia Enterobacteriaceae foi detectada em 48 dos 64

1solados, sendo ausente em 6 deles.

7. DISCUSSAO

A partir da andlise dos dados, podemos compreender que, apesar de um ndmero
reduzido de amostras, todas apresentaram resisténcia fenotipica e genotipica. Uma
diversidade de genes de resisténcia mostrou-se presente nas amostras, sendo no minimo 1

gene encontrado e no maximo 5 genes diferentes.

Muitos estudos realizados com frutas ou suco de frutas para detec¢do de resisténcia
bacteriana ndo contemplaram a andlise genotipica da resisténcia, apenas a fenotipica, ndo

identificando os genes de resisténcia presentes e a susceptibilidade aos antimicrobianos foi
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testada nessas pesquisas para isolados de bactérias especificas como E. coli, Salmonella,
Shigella, Staphylococcus, entre outras (LATEEF, 2004; SHARAFATI- CHALESHTORI et
al, 2010; NAEEM, 2012; GETA et al, 2019; KEBEDE et al, 2018). Dessa forma, cria-se uma
limitacio dos resultados quanto a sua abrangéncia, tendo em vista a vasta microbiota
possivelmente presente nas frutas. E possivel, assim, reforcar que a metodologia adotada no
presente estudo favorece a deteccdo da presenca de resisténcia bacteriana e seus genes,

mesmo limitando-se apenas ao genes escolhidos, nas amostras.

O suco de manga in natura estava entre os sucos de frutas preparados em
estabelecimentos comerciais, os quais, apresentaram condi¢cdes microbioldgicas inadequadas
com a presenca de E. coli e Shigella spp, e resisténcia fenotipica a diversos antibidticos,
dentre eles ciprofloxacina, gentamicina, ampicilina, cloranfenicol e tetraciclina, porém a
identificacdo de genes de resisténcia ndo foi realizada (GETA et al, 2019; KEBEDE et al,
2018). Na presente pesquisa também foi verificada a resisténcia fenotipica do suco de manga
frente aos antibidticos gentamicina, ampicilina, tetraciclina e cloranfenicol estando de acordo

com os estudos citados acima.

No Reino Unido, um estudo analisou diversos alimentos de origem animal e vegetal,
sendo mais de 400 amostras e frutas e vegetais testadas para presenca de E.coli e genes
produtores de ESBL como oxa, shv, tem e ctx, porém estes ndo foram detectados em nenhum
dos isolados de E. coli em vegetais e frutas (RANDALL et al, 2017). O que nao significa que
ndo havia a presenca de tais genes de resisténcia nas amostras em si, a auséncia foi relatada

apenas nos isolados de E. coli.

Segundo a RDC 216/2004, que dispde sobre o regulamento técnico de boas praticas
para servicos de alimentos, ainda utilizada atualmente, os alimentos a serem consumidos crus,
devem ser submetidos a processo de higienizagdo a fim de reduzir a contaminagdo superficial.
Ressaltamos que as amostras foram coletadas em dias e hordrios diferentes, o que descarta a
possibilidade de ter havido uma falha em um tnico dia especifico na manipulacao e producao
dos sucos, porém pode indicar sim um processo de controle de qualidade ineficiente. Kebede
et al, (2018), demonstraram a presenca de coliformes fecais em 80 amostras de sucos de
frutas, evidenciando falhas em diversos fatores durante a producio desses sucos como a ma
qualidade da dgua utilizada para diluicdo, inadequada higiene pessoal, das frutas e utensilios e

estocagem impropria, além da falta de treinamento dos colaboradores em seguranca alimentar.
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Estes mesmos autores encontraram a presenca de E. coli nas bebidas, resistente a
ciprofloxacina, gentamicina, ampicilina, cloranfenicol e tetraciclina e Shigella spp

apresentando resisténcia a gentamicina e tetraciclina.

A contaminagdo de utensilios e equipamentos deve-se a fatores extrinsecos
combinados a higiene inadequada e presenca de matéria orginica. A presenca da familia
Enterobacteriaceae foi descrita em 100% das superficies de manipulacdo de alimentos, como
bancadas e tdbuas de corte de vegetais, por exemplo, em uma unidade de nutricdo hospitalar
no Brasil, sendo um dado preocupante tendo em vista que vegetais e frutas sdo muitas vezes

consumidos crus (PIENIZ et al, 2019).

Entretanto, a presenca de bactérias endofiticas apresentando resisténcia a antibidticos
ja foi relatada, por exemplo, em Sao Paulo, onde foi identificada a presenca de K. pneumoniae
endofitica produtora de ESBL (CTX-M-15) em amostras de alface comercial. Isolados de E.
coli em amostras de saladas cruas e cozidas apresentaram resisténcia a nove de quinze
antibioticos testados, entre eles trimetoprim/sulfametoxazol, tetraciclina, ampicilina e
cloranfenicol. (LIMA et al., 2017) Algumas bactérias endofiticas estdo presentes tanto no
tecido vascular quanto nos espacos intercelulares dos vegetais, originando-se do solo em
torno das raizes da planta ou da superficie da folha. Bactérias associadas a planta também
podem ser patégenos humanos e bactérias patogénicas podem existir como endofitos. ESBLs
poderiam persistir na superficie das plantas ou mesmo chegar ao seu interior e poderiam ser
transmitidas para seres humanos ou animais. (SAID et al., 2015; JACKSON et al., 2013)
Populagdes de patégenos endofiticos foram associadas a surtos de doencas transmitidas por
alimentos envolvendo espinafres e alface ensacados. Este fato demonstra que apesar da
esterilizacdo superficial diminuir significativamente o numero de bactérias, as populacdes
bacterianas endofiticas ndo podem ser removidas e, portanto, sdo ingeridas pelo consumo de
vegetais crus (JACKSON et al., 2013). Trazendo assim o questionamento sobre a seguranca

do consumo de alimentos crus para hospitalizados.
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7.1. GENES DE RESISTENCIA

7.1.1.Beta-lactamases

As beta-lactamases codificadas pelos genes blaTEM, blaSHV e blaCTX-M sdo as
mais encontradas ao redor do mundo. Diversos subtipos de SHV e TEM ja foram relatadas em
diversos paises, estando a familia Enterobacteriaceae incluida entre os achados (OLIVEIRA,
2015; ROCHETTI, 2011). Inicialmente as enzimas SHV e TEM codificavam resisténcia a
apenas penicilinas, cefamicinas e cefalosporinas de 1* e 2% geragcdes, porém variantes dessas
foram identificadas posteriormente como promovedoras de resisténcia também as
cefalosporinas de 3* e 4* geracdes e monobactamico (aztreonam), assim como a enzima CTX-
M, sendo consideradas a partir de entdo como ESBL (ANDRADE & DARINI, 2017). No
presente estudo, a enzima SHV foi a encontrada em maior niimero de amostras, representando
62,5% (5/8) e também em maior nimero de isolados, em 30,9% (17/55) resistentes a 7
antibidticos, sendo prevalente em SAM e AMP. Em seguida o gene fem foi o segundo gene
produtor de beta-lactamases encontrado, estando presente em 3 das 8 amostras (37,5%) e em
7 dos 55 isolados (12,7%) prevalecendo em antibidticos ndo beta-lactimicos como SXT e
TET. Ja o gene ctx apareceu em menor nimero, em apenas 2 amostras e 4 isolados, sendo 2
destes isolados de AMP e os demais SAM e GMN. YANG et al (2019), encontraram gene
variante de shv (blaSHV-110) em isolados de Klebisiella pneumoniae de amostras de laranjas
provenientes de mercados da China. Da mesma forma, também encontramos o gene shv em
trés dos isolados em uma amostra de suco de laranja. Em contrapartida, NUESCH-
INDERBINEN et al (2015), ndo encontraram presenca de ctx em nenhum dos isolados da
familia Enterobacteriaceae, nas amostras de frutas in natura analisadas, incluindo manga e
abacaxi, ao contrario do encontrado em nosso estudo, estando o gene ctx presente em dois
isolados do suco de abacaxi. J4 estudos realizados com caju neste tema sdo quase nulos. O
gene blaSHV foi encontrado apenas em solo de cultivo de caju em Sao Paulo (FURLAN et al,

2019).

A beta-lactamase OXA nio foi encontrada em nenhum dos isolados em nosso estudo.
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7.1.2.Carbapenamases

Ja as enzimas OXA-48 sdo chamadas carbapenamases, pois possuem potencial
hidrolitico para antibidticos carbapenémicos, mesmo que fracamente, torna-se um tanto
preocupante tendo em vista que os carbapenémicos sao os farmacos de ultima escolha contra
infeccdes causadas por bactérias gram-negativas resistentes (ANDRADE & DARINI,
2017;PITOUT et al, 2019). Apesar de ndo ter havido resisténcia ao Unico antibidtico
carbapenémico testado, o ertapenem, surpreendentemente foi detectada a presenca do gene
oxa-48 em 9 isolados representando 16,3%, em 3 amostras (D: suco de caju, G: suco de
manga ¢ H: suco de caju). Além dos carbapenémicos, a OXA-48 também tem poder de
hidrdlise de penicilinas, cefalosporinas, com ac¢do limitada para cefalosporinas de amplo
espectro como a ceftazidima e monobactamico (ANDRADE & DARINI, 2017; PITOUT et al,
2019). Neste estudo o gene oxa-48 foi detectado nas penicilinas SAM e AMP, o que
provavelmente contribuiu para a conferéncia da resisténcia, mas também em isolados de
antibioticos ndo beta-lactimicos como gentamicina, tetraciclina e trimetoprim +
sulfametoxazol. Estudos de deteccdo de carbapenamases em frutas sdo bastante escassos.
FURLAN et al (2019), descreveram a presenca de OXA-48 em amostra de solo de cultivo de
frutas e vegetais no Brasil, a partir de isolados de Stenotrophomonas maltophilia, uma

bactéria gram-negativa, porém ndo pertencente a familia Enterobacteriaceae.

Genes codificadores para as carbapenamases KPC, NDM, IMP e VIM ndo foram

encontrados em nenhum dos isolados.

7.1.3.Integrons

Integrons sdo elementos genéticos capazes de capturar elementos méveis conhecidos
como cassetes génicos, adquirindo a capacidade de incorporar novos genes em um sitio
especifico. A classe 1 é a mais amplamente encontrada em bactérias gram-negativas, tanto em
isolados clinicos quanto ambientais. A caracteristica de mobilidade dos integrons, o tornam
responsaveis pela disseminacdo dos genes de resisténcia, facilitando a transferéncia lateral e
integracdo de genes de resisténcia a antibidticos a partir de cassetes génicos méoveis mediados

por plasmideos (HALL, 2001; OPAL & POP- VICAS, 2015).
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Neste estudo foram testados trés classes de integrons, classe 1 (Intl), classe 2 (Int2) e
classe 3 (Int3). Porém nenhum dos isolados apresentou a presenca do Intl, mas 4 isolados
apresentaram o Int 2 (amostras A e B: sucos de laranja) e em apenas 1 isolado foi detectado o
Int3 (amostra E: suco de laranja), indo de encontro ao achado de JONES-DIAS, et al (2016),
tendo a presenca do integron 1 em maior nimero ao avaliar isolados de bactérias pertencentes
a Enterobacteriaceae de frutas e vegetais in natura € uma representacdo menor de integron 2
e 3, confirmando a participacdo também menor das classes 2 e 3 de integrons em

multirresisténcia a antibidticos.

A deteccdo dos integrons de classe 2 e 3 neste estudo demonstram a presenca de
resisténcia adquirida e, notavelmente, ao contrério do estudo citado acima, a presenca do Int2
em isolados contendo também dois a trés genes de resisténcia a beta-lactamicos e a
tetraciclinas. O integron 3 também foi detectado juntamente com gene de resisténcia a beta-

lactamico (TEM), além da presenca da familia Enterobacteriaceae.

7.1.4. Genes de resisténcia a tetraciclina

O primeiro membro da familia das tetraciclinas foi descoberto em 1945 e, a partir de
entdo, o desenvolvimento de novas tetraciclinas passou a ocorrer e a droga se tornou
largamente utilizada. Este farmaco possui amplo espectro de a¢do, baixa toxicidade e baixo
custo, o que o torna muito utilizado na prética clinica e também para tratamento de infec¢des
em animais, além do uso para promoc¢do de crescimento destes (PEREIRA-MAIA et al,

2010).

Os genes tetA e tetB estavam presentes em 37,5% das amostras cada (sucos de laranja
e caju), o primeiro representando 12,7% (8/55) dos isolados e o segundo representando 9%
(5/55) isolados, aparecendo os dois genes simultaneamente em dois do total desses isolados.
Ja foram descritos diversos genes de resisténcia a tetraciclina, sendo diferenciados de acordo
com o mecanismo de resisténcia causado. No caso do tetA e tetB, sdo conhecidos por

codificarem resisténcia através de bombas de efluxo (XIONG et al, 2019).

Estes dois genes foram encontrados em amostras de diversos géneros alimenticios,

incluindo vegetais e frutas, como a laranja por exemplo, sendo o gene tetA presente em maior
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nimero seguido pelo tetB (XIONG et al, 2019). Corrobora, assim, com o achado no presente
estudo. CAPASSO (2015), também encontrou tetA e tetB em isolados de bactérias gram-
negativas mas nao pertencentes a familia Enterobacteriaceae, como Pseudomonas e Pantoea
provenientes de pomares nos EUA. Um dos isolados onde o tetB foi detectado em nosso

estudo ndo identificou a presenca da familia Enterobacteriaceae.

8. CONCLUSAO

A presenca de bactérias resistentes aos antibiticos foi detectada nos sucos de frutas in
natura, preparados em unidade de servico de nutricio de um hospital do Rio de Janeiro,

evidenciada pelos testes fenotipicos em todas as amostras.

Uma diversidade de genes que conferem as bactérias resisténcia aos antibidticos foi
detectada, assim como a presenca da familia Enterobacteriaceae na maior parte dos isolados
dos oito sucos de frutas. A metodologia empregada possibilitou a detec¢do desses genes de
forma mais estendida quando comparada a tradicional metodologia de isolamento de um

Unico microrganismo.

A presenca de resisténcia fenotipica e, principalmente, genotipica nos sucos de frutas,
em especial a deteccdo de beta-lactamases, carbapenamases e integrons sdo preocupantes
tendo em vista que destinavam-se a pacientes internados em um hospital, podendo contribuir

na aquisicao e disseminacgdo desses genes.

Novos estudos com esta linha de metodologia sdo necessérios, principalmente em
alimentos vegetais a serem consumidos crus, certamente com maior nimero de amostras e em
diversas fontes de aquisicdo a fim de avaliar a resisténcia aos antibidticos de forma mais

completa e abrangente.
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