10
11
12

13
14
15

16

17

18

19

20

21

22

23
24
25

26

AVALIACAO DA RESISTENCIA BACTERIANA DE
CEPAS DE PSEUDOMONAS AERUGINOSA
PRESENTES EM FRUTAS E HORTALICAS

COMERCIALIZADAS NO MUNICIPIO DE CARUARU-PE

RESISTENCIA BACTERIANA EM FRUTAS E HORTALICAS

LIMA Camila Ananiast; JACOME JUNIOR Agenor Tavares ?;

iGraduanda do curso de Biomedicina do Centro Universitario Tabosa de

Almeida (Asces-Unita).

2Professor Dr. Adjunto Il do Centro Universitario Tabosa de Almeida (Asces-
Unita).

*Autor para correspondéncia: Camila Ananias de Lima — Asces-Unita — Rua
Moxoté 40, Mauricio de Nassau - Caruaru — PE — Brasil. — CEP: 55014-190 —
TEL: (81) 99662-3839 ; E-mail: camilal.0@hotmail.com



mailto:camila1.0@hotmail.com

27

28

29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47

48
49
50
51

52

53

54

55

56

RESUMO

Frutas e hortalicas sdo consideradas fontes potenciais de contaminacdo por
microrganismos patogénicos causadores de surtos alimentares, como é 0 caso
da Pseudomonas aeruginosa, onde algumas cepas produzem polissacarideos
extracelulares, que impedem a fagocitose, prejudicando a difusdo de
antibioticos e facilitando a colonizacdo. O objetivo do estudo foi avaliar a
resisténcia das cepas de P. aeruginosa isoladas de frutas e hortalicas
comercializadas no municipio de Caruaru-PE. Trata-se de um estudo
laboratorial/experimental, sendo as coletas realizadas por conveniéncia no
Centro de Abastecimento do municipio de Caruaru-PE. Dezoito amostras
analisadas revelaram a presenca da P. aeruginosa, onde a uva apresentou um
indice de contaminacédo mais elevado (>1600 NMP/g?), além da presenca de
multirresisténcia em uma cepa isolada de um tomate. Com os dados observou-
se que essa contaminacdo pode ocorrer devido a exposi¢cao desses alimentos,
além do seu potencial hidrogenionico (pH) relacionado as hortalicas torna mais
susceptivel o crescimento de microrganismos, nas frutas, sua contaminacgéo se
da devido a mé higienizacao do transporte e do local de seu comércio. Desse
modo, por ser um centro de abastecimento e distribuicdo de alimentos, torna-se
fundamental o monitoramento da producédo a venda desses alimentos, afim de

evitar a disseminacéo de doencas de transmissao alimentar.

Palavras-chave: Frutas, hortalicas, Pseudomonas aeruginosa, resisténcia,
DTAs.
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ABSTRACT

Resistance asessment of bacterial strains Pseudomonas
aeruginosa present in fruits and vegetables marketed in

Caruaru-PE municipality

Fruits and vegetables are considered potential sources of contamination by
pathogenic microorganisms causing outbreaks of foodborne diseases, such as
Pseudomonas aeruginosa, where some strains producing extracellular
polysaccharides, phagocytosis preventing, hindering the diffusion of antibiotics
and facilitating colonization. The aim of the study was to evaluate the resistance
of isolated P. aeruginosa strains of fruits and vegetables sold in the municipality
of Caruaru-PE. This is a laboratory / experimental study, and the samples taken
for convenience in Caruaru-PE municipality Supply Center. Eighteen samples
analyzed showed the presence of P. aeruginosa, wherein the grapes had a
higher contamination rate (> 1 600 MPN / g-1), and the presence of multidrug
resistance in a strain isolated from a tomato. With the data revealed that this
contamination may occur due to exposure of food, beyond its hydrogen
potential (pH) related to vegetables makes more likely the growth of
microorganisms, in fruits, contamination is due to poor hygiene transport and
place of their trade. Thus, as a supply center and distribution of food, becomes
critical to monitor production for sale of these foods, to prevent the spread of

foodborne diseases.

KeyWords: Fruits, vegetables, Pseudomonas aeruginosa, resistance, DTAS.
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INTRODUCAO

Frutas e hortalicas sdo componentes essenciais de uma dieta saudavel,
sendo fontes de micronutrientes! Estes alimentos, deterioram-se apoés a
colheita devido a alteracdes fisioldgicas. Entretanto, as lesdes provocadas
durante este processo favorecem a colonizacdo dos tecidos vegetais por

microrganismos deteriorantes e patogénicos?2.

Dentre 0s microrganismos patogénicos, encontra-se a Pseudomonas
aeruginosa, um importante patégeno oportunista responsavel por iniumeras
infeccdes hospitalares*. Na industria de alimentos este patégeno apresenta-se
amplamente distribuido por ser capaz de sobreviver a baixas concentracdes de

nutrientes e de se multiplicar mesmo sob refrigeracdo®.

O surgimento da mdultipla resisténcia aos agentes antimicrobianos em
bactérias patogénicas se tornou uma importante ameaca na salde publica®. O
desenvolvimento da resisténcia bacteriana é extremamente relevante do ponto
de vista clinico, porque podem comprometer o tratamento de doencas
infecciosas, assim como outros procedimentos terapéuticos que envolvem
imunossupressao e, portanto, necessitam de agentes anti-infecciosos e

potentes terapias preventivas’.

Alimentos como frutas e hortalicas, dentre outros vegetais, podem ser uma
fonte de microrganismos contendo genes de resisténcia aos antibibticos,
sobretudo quando estes ndo sdo devidamente tratados antes do
consumo®91011 A preocupacdo é ainda maior com relacdo aos alimentos
consumidos crus, onde cepas resistentes da P. aeruginosa, a varias classes de
antibidticos, foram isoladas em alfaces frescas, cenouras, tomates e pepinos

de mercados na Jamaica®.

A ocorréncia de bactérias com resisténcia a multiplos agentes
antimicrobianos nos alimentos trazem diversas implicacées a satde humana??.
Em uma pesquisa realizada por Jacome, et al.'3, a P. aeruginosa é capaz de
acumular varios fatores de viruléncia, os quais muitas vezes estdo associados

com a resisténcia a multiplas drogas.
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Frente a sua multipla resisténcia aos agentes antimicrobianos, este é um
dos microrganismos mais comumente pesquisados!4, pois os mecanismos de
resisténcia utilizados por esta espécie bacteriana a torna capaz de inibir ou
driblar a acdo de diferentes tipos de antimicrobianos utilizados na pratica

clinica®®.

Levando em consideracdo a importancia deste patdégeno, o estudo buscou
avaliar a resisténcia das cepas de Pseudomonas aeruginosa isoladas de frutas
e hortalicas comercializadas no Centro de abastecimento no municipio de

Caruaru-PE.
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MATERIAL E METODOS
Coleta das amostras

As amostras foram coletadas no Centro de Abastecimento do municipio
de Caruaru, no agreste pernambucano e teve seu inicio em Janeiro de 2016,
sendo finalizado em Abril do mesmo ano. Os alimentos foram selecionados de
acordo com o plano de amostragem descrito no Codex Alimentarius 6. Desse
modo, o universo da amostra foi constituido de acordo com a quantidade de
frutas e hortalicas consumidas in natura e com casca comercializadas no
centro de abastecimento (em torno de 2000 unidades/dia) e, deste, foram
coletadas de 5-10% (100 a 200 unidades) da quantidade total comercializada
para a obtencdo da amostra bruta. Essas unidades foram selecionadas
independente do tamanho ou peso.

O material coletado foi acondicionado em sacos plasticos utilizados
pelos préprios comerciantes. Para o transporte utilizou-se uma caixa isotérmica
contendo baterias de gelo, para a preservacao das amostras, de acordo com o

que é preconizado pelo Codex Alimentarius?®,

A reducdo da amostra bruta se deu pelo processamento em liquidificador
industrial (METVISA LOL6) com copo esterilizado. As amostras foram trituradas
e quarteadas desprezando-se 2/4 do peso total, gerando com isso a amostra
de laboratério. Todos os procedimentos foram feitos em condicdes estéreis
dentro de uma capela de fluxo laminar. A partir da amostra de laboratério
foram elegidas por¢des dos alimentos, nas quais utilizou-se 50g de cada um,
sendo estas liquefeitas em 200ml de soro fisiolégico estéril, obtendo-se um

caldo para posterior analise bacteriologica.
Andlise Bacteriologica

Para os alimentos processados pesquisou-se a presenca de
Pseudomonas aeruginosa utilizando-se a técnica dos tubos multiplos
recomendada pelo “Standard Methods for the Examination of Water and
Wastewater’’. Uma técnica probabilistica que divide-se em uma etapa
presuntiva, onde foi utillizado o Caldo Asparagina para pesquisa de

Pseudomonas sp e uma etapa confirmatéria que identifica a espécie
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Pseudomonas aeruginosa utilizando o caldo Acetamida. As amostras foram

incubadas a uma temperatura entre 35 a 37°C de 24 a 48 horas.

As andlises também seguiram os critérios estipulados pela RDC n.12 de
2001 da ANVISA 31,

Isolamento das amostras

Apos identificacdo da P.aeruginosa no Caldo Acetamida, repicou-se em
Caldo BHI e com posterior incubagdo padrdo. Em recipiente especifico de
capacidade de 1,5mL(Eppendorf), depositou-se 750uL do caldo incubado com
adicao de 250uL de glicerol a 80%, armazenando em freezer a temperatura de
-20°C.

Teste de sensibilidade a antibidticos - antibiograma

Cultivos puros de Pseudomonas aeruginosa isolados das frutas e
hortalicas, foram utilizados para realizacdo dos antibiogramas pelo método de
difusdo de disco, em meio Mueller-Hinton, conforme é preconizado no National

Commitee for Clinical Laboratoy Standards*®.

Em todos os antibiogramas realizados, foram testados o0s seguintes
antibioticos: Gentamicina (GMN), Aztreonam (ATM), Cefoxitina (FOX),
Amicacina (AKN), Imipenem (IPM), Cefepime (CEF)
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RESULTADOS E DISCUSSAO

As doencas transmitidas por alimentos (DTAs) constituem um dos
problemas de salde publica mais frequentes do mundo contemporaneo 20, A
garantia da qualidade de um alimento é um importante aspecto a ser
considerado desde a sua producdo até a comercializacdo e a seguranca
desses alimentos esta relacionada com a presenca de microrganismos ?1. No
presente estudo, a presenca da P. aeruginosa foi observada em quase todas
as amostras, sendo encontrado em maior quantidade e mais frequente em

alimentos folhosos como é visto no caso do repolho e da couve-flor.

Indmeras sd@o as causas para a presenca de elevada carga microbiana
nesse tipo de produto, entre as quais estdo as técnicas de cultivo,
armazenamento, transporte e distribuicdo para consumo, a préatica do uso de
adubo organico, a utilizacdo de &guas contaminadas para irrigacdo, O
transporte feito em engradados abertos e as condi¢cdes de higiene no manuseio
e preparo das refei¢gdes, principalmente quando tais alimentos sdo consumidos
in natura 222324,

Na Tabela 1 sdo apresentados os resultados referentes ao patdégeno
Pseudomonas aeruginosa. Dessa forma, o estudo considera os alimentos
improprios para o consumo devido a presenca do patégeno, e principalmente
diante da auséncia do uso de um sanitizante, ja que trata-se de um patdgeno
oportunista e estar associado a infeccdes nosocomiais 2°.

A importancia desse achado se da pelo fato desses alimentos serem
consumidos com casca e na maioria das vezes nao serem lavados pelos
consumidores. A P. aeruginosa apresenta resisténcia ao uso de alguns
sanitizantes como é o caso de substancias a base de cloro %5, No entanto
estudo feito por Silva et al.??, demonstra um percentual médio de reducéo
microbiana apds o uso de sanitizantes a base de cloro que variou entre 92,3 a
94,4%.
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Tabela 1: Resultados referentes a pesquisa de Pseudomonas aeruginosa. Nas

amostras os resultados sdo expressos em NMP g-1.

Alimento Amostra (n©°) Pseudomonas aeruginosa (NMP)
Repolho 01 =1600
02 80
03 >1600
Couve-flor 01 240
02 26
03 21600
Tomate 01 0
02 240
03
Maca 01
02
03 130
Pera 01 50
02 240
03 220
Uva 01 21600
02 2
03 30

A P. aeruginosa produz uma série de fatores de viruléncia. Algumas
cepas, produzem polissacarideos extracelulares, que podem impedir a
fagocitose, facilitando a colonizacédo do patégeno e prejudicando a difusdo dos
antibioticos ?’.

Algumas das P. aeruginosas isoladas neste estudo, foram submetidas
ao antibiograma para verificar a existéncia de possivel multirresisténcia a
antibioticos. Os resultados obtidos (Tabela 2) confirmaram que é possivel a
presenca de multirresisténcia desse microrganismo isolado de alimentos

consumidos in natura, como € o caso das frutas e hortalicas.
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Tabela 2: Resultados referentes a pesquisa de multirresisténcia das cepas de

Pseudomonas aeruginosa isoladas das frutas e hortalicas.

Amostra (n°® GMN ATM FOX AKN IMP CEF
01 R R R R R R
02 S R S S S R
03 S S S S S S
04 S S S S S S
05 S S S S S S
06 S R S S S R
07 S R S S S R
08 S S S S S S
09 S S S S S S
10 S S S S S S

01 - Tomate; 02- Péra; 03- Repolho; 04- Couve-flor; 05- Uva; 06- Macd; 07- Péra; 08-

Repolho; 09- Couve-flor; 10- Uva; R: Resisténcia; S: Sensivel

Na Tabela 2, pode-se observar que a amostra 01 apresentou resisténcia
aos seis antibidticos nela testados, o que representa um caso isolado de
multirresisténcia, ja que ela apresenta resisténcia a trés ou mais classes de
antibiéticos distintos 2. Diferente das amostras 02, 06 e 07 que s6
apresentaram resisténcia a dois antibiéticos testados (Aztreonam e Cefepime),
que sdo utilizados sinergicamente no tratamento contra a P. aeruginosa 2°.

Isso ocorre pelo fato de que a P. aeruginosa estd amplamente
distribuida no ambiente, além da caracteristica intrinseca de apresentar baixo
nivel de sensibilidade aos antimicrobianos, diversos mecanismos de
resisténcia, como hiperexpressdao de bombas de efluxo, producdo de -
lactamases, perda ou expressao reduzida de proteinas de membrana externa
30_

Diante os resultados obtidos, 0 microrganismo se mostrou presente na
maior parte das amostras analisadas. Por se tratar de um ponto de comércio
que distribui alimentos para a cidade cede e cidades circunvizinhas, deve—se
considerar uma situacdo alarmante, ja que milhares de pessoas tem acesso a
estes alimentos. Principalmente, pelo fato de se ter a presenca de

multirresisténcia deste patdégeno ligada aos alimentos, onde este
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microrganismo € de extrema importancia na pratica clinica, pois so apresentava
estas caracteristicas em hospitais. E importante evidenciar que ndo ha
legislacdo abordando a presenca da P.aeruginosa em alimentos, devido a
contaminantes por matéria organica. Assim, mostrando que além de gerar
surtos de DTAs (Doencas transmitidas por alimentos), pode-se haver infeccdes
mais graves e com dificuldade no tratamento, com um uso restrito de

antibiéticos.
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CONSIDERACOES FINAIS

Diante dos objetivos propostos, conclui-se no achado que houve um alto
indice de contaminacdo por matéria organica nas frutas e hortalicas
comercializadas no Centro de Abastecimento no municipio de Caruaru-PE.
Além de detectar que na andlise quanto a resisténcia do patdgeno, destaca-se
0s principais antibioticos: Cefepime, azetreonam nas amostras 02, 06 e 07 e

um caso de multirresisténcia na amostra 01.

Ressalta-se, portanto, a relevancia da necessidade continua de analise
dos alimentos consumidos in natura e da manutencdo de um controle de
qualidade e higiene desde a producdo a venda dos mesmos, dentro dos

centros de abastecimentos.

Considerando se tratar de um ponto de distribuicdo sistematico e intenso
para a cidade sede e circunvizinhas e diante, principalmente, da presenca de
cepas multirresistentes encontradas nesses alimentos, torna o achado uma
situacdo alarmante, ja que o patdgeno P.aeruginosa esta presente em hospitais

e como observado esta sendo disseminado para 0 meio ambiente.

O monitoramento torna-se fundamental e de extrema importancia e deve
ser ainda mais rigoroso, levando a populacdo um consumo conscientizado dos
riscos que podem estar veiculados aos alimentos consumidos in natura
sobretudo a responsabilidade dos servigos/autoridades de saude para orientar
produtores, distribuidores e consumidores sobre o manuseio e consumo dos
mesmos. Assim, evitando surtos de doencas de transmissao alimentar e o

agravamento na saude publica das doencas evitaveis.
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