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RESUMO

LOPES, R. B. M. Enterobacteriaceae endofiticas produtoras de p-lactamases de
espectro estendido em hortalicas comerciais. 2019. 90 f. Tese (Doutorado em
Microbiologia) — Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sdo Paulo, Séo Paulo,
2019.

A disseminacdo de bactérias produtoras de B-lactamases de espectro estendido (ESBL) é
um desafio que ndo estid mais restrito aos ambientes hospitalares, mas também representa
um problema crescente que envolve seguranca alimentar e integridade ambiental. Neste
estudo, foi realizada a investigacdo de bactérias endofiticas produtoras de ESBL isoladas
de hortalicas comercializadas no Brasil e em Portugal. A caracterizacdo genémica dos
isolados foi realizada por WGS e o estilo de vida endofitico foi avaliado utilizando o
feijoeiro comum (Phaseolus vulgaris) como modelo para o estudo. Linhagens endofiticas
de Escherichia coli (ST38, ST648, ST4012), Klebsiella pneumoniae (ST198, ST2739) e
Enterobacter cloacae (ST927) produtoras de CTX-M-15 foram isoladas de espinafre,
repolho, racula e alface do Brasil. E. coli (ST10 e ST novo) produtoras de CTX-M-14
foram isoladas de alface e agrido de Portugal. As linhagens avaliadas colonizaram
eficientemente o interior da raiz e da parte aérea das plantas do feijoeiro, confirmando a
capacidade de estilo de vida endofitico. A andlise dos genomas revelou genes de
resisténcia aos beta-lactdmicos (blactx-m-14, blactx-m-15, blatem-1s, blaspyv-11, blasyv-zs,
blaoxa-1, blaact), aminoglicosideos (strA, strB, aac(3)—II, aac(6’)Ib—cr, aadAl, aadA2,
aadA5, aadAl2, aph(3")-Ib, aph(6)-1d), (fluoro)quinolonas (aac(6’)Ib—cr, qnrB, 0QgxA,
ogxB), fenicois (catAl, catB3, cmlAl, floR), tetraciclinas (tetA, tetB, tetX), macrolideos
(ermB, mphA, mdfA), trimetoprima (dfrA14, dfrAl5, dfrAl7), sulfonamidas (sull, sul2) e
fosfomicina (fosA), bem como mutacbes em regifes determinantes de resisténcia as
(fluoro)quinolonas. Mdltiplos genes associados & viruléncia para animais e seres humanos
foram encontrados, sendo E. coli ST38, ST648 e ST novo pertencentes ao altamente
virulento filogrupo D, enquanto E. coli ST10 e ST4012 foram atribuidas ao filogrupo A de
baixa viruléncia. Genes que favorecem a associacao bacteriana com plantas também foram
identificados nas linhagens endofiticas. Para todas as linhagens isoladas de amostras
brasileiras, plasmideos carreadores de blactx-m-15 pertenceram ao IncF ou IncHI2A e foram
transferiveis horizontalmente. Para as linhagens de E. coli isoladas de amostras
portuguesas, plasmideos carreadores de blactx.m-14 pertenceram ao Incll e foram
transferiveis em duas das trés linhagens. Em K. pneumoniae ST198, o plasmideo IncF,
denominado pKP301cro (147,4 kb), também carreou os clusters génicos cusSRCFBA,
copABCDRSE e arsRDABC codificadores de resisténcia a prata/cobre, cobre e arsénio,
respectivamente. Finalmente, além do contexto genético internacional ISEcpl-blacrx-m-15-
orfd77, dois novos contextos de blactx-m-15 foram encontrados em E. coli ST38 e ST4012.
Em conclusdo, hortalicas podem representar uma possivel rota para a disseminacdo de
bactérias, incluindo clones internacionais, carreadoras de genes de resisténcia clinicamente
significantes para seres humanos e animais, representando uma séria ameaga a saude
publica.

Palavras-chave: Enterobacteriaceae, ESBL, CTX-M, WGS, hortalicas, seguranca
alimentar.



ABSTRACT

LOPES, R. B. M. Extended-spectrum p-lactamase-producing endophytic
Enterobacteriaceae in commercial vegetables. 2019. 90 p. Ph.D. thesis (Microbiology) —
Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Séo Paulo, Sdo Paulo, 2019.

The dissemination of extended-spectrum p-lactamase (ESBL)-producing bacteria is a
challenge that is no longer restricted to hospital settings but also represents a growing
problem involving environmental and food safety. In this study, the investigation of ESBL-
producing endophytic bacteria isolated from vegetables marketed in Brazil and Portugal
was carried out. Genomic characterization of the isolates was performed by WGS and the
endophytic lifestyle was evaluated using common bean (Phaseolus vulgaris) as the model
for the study. Escherichia coli (ST38, ST648, ST4012), Klebsiella pneumoniae (ST198,
ST2739), and Enterobacter cloacae (ST927) endophytic strains producing CTX-M-15
were isolated from spinach, cabbage, arugula, and lettuce from Brazil. CTX-M-14-
producing E. coli (ST10 and new ST) strains were isolated from lettuce and watercress
from Portugal. Evaluated strains efficiently colonised the interior of the common bean
roots and shoots, confirming their endophytic lifestyle. Genome analysis revealed
resistance genes to beta-lactams (blactx-m-14, blactx-m-15, blatem-1s, blaspv-11, blasyv-zs,
blapxa-1, blaact), aminoglycosides (strA, strB, aac(3)—II, aac(6’)Ib—cr, aadAl, aadA2,
aadA5, aadAl2, aph(3")-Ib, aph(6)-1d), (fluoro)quinolones (aac(6’)Ib—cr, qnrB, 0QgxA,
0gxB), phenicols (catAl, catB3, cmlAl, floR), tetracyclines (tetA, tetB, tetX), macrolides
(ermB, mphA, mdfA), trimethoprim (dfrAl4, dfrAl5, dfrAl7), sulfonamides (sull, sul2),
and fosfomycin (fosA), as well as mutations in quinolone resistance-determining regions.
Multiple virulence-associated genes for animals and humans were found, with E. coli
ST38, ST648 and new ST belonging to the highly virulent phylogroup D, while E. coli
ST10 and ST4012 were attributed to low virulence phylogroup A. Genes that favor
bacterial association with plants were also identified in endophytic strains. For all strains
isolated from Brazilian samples, plasmids carrying blactx-m-15 belonged to IncF or
IncHI2A and were horizontally transferable. For E. coli strains isolated from Portuguese
samples, plasmids carrying blactx-m-14 belonged to Incl1 and were transferable from two of
three strains. In K. pneumoniae ST198, IncF plasmid, designated pKP301cro (147.4 kb),
also harbored cusSRCFBA, copABCDRSE, and arsRDABC gene clusters encoding
resistance to silver/copper, copper, and arsenic, respectively. Finally, in addition to the
international ISEcpl-blacrx.m-15-0rf477 genetic context, two novel contexts of blactx-m-15
were identified in endophytic E. coli ST38 and ST4012 strains. In conclusion, vegetables
can represent a possible route for the dissemination of bacteria, including international
clones, carrying clinically significant resistance genes for humans and animals, posing a
serious threat to public health.

Keywords: Enterobacteriaceae, ESBL, CTX-M, WGS, vegetables, food safety.
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1. INTRODUCAO

Um dos mecanismos mais importantes de resisténcia aos antimicrobianos em
bactérias pertencentes a familia Enterobacteriaceae é a producdo de B-lactamase de
espectro estendido (ESBL) mediada por plasmideos. As enterobactérias multirresistentes
produtoras de ESBL tém se tornado um desafio frente ao tratamento de infecgdes e
constituem um dos maiores problemas de sadde pablica em todo o mundo. As principais
ESBLs sdo dos tipos CTX-M, TEM e SHV (Bush e Jacoby, 2010; Hemlata et al., 2016),
das quais as mais prevalentes sdo as enzimas CTX-M, codificadas pelas variantes do gene
blacrx-m (Cantén et al., 2012). Nos dias atuais, CTX-M-15 é a ESBL de maior importancia
clinica e tem substituido outras variantes em muitas partes do mundo (Bevan et al., 2017).

Interessantemente, Kluyvera ascorbata, uma bactéria comumente encontrada na
rizosfera, foi proposta como a fonte original de genes blacrx-m, mobilizados por sequéncias
de insercéo tais como 1S26 e ISEcpl (Humeniuk et al., 2002). Apds a mobilizagdo inicial
de blactx-m para plasmideos, esses genes entdo se disseminaram entre bactérias gram-
negativas, em que a ubiquidade das enterobactérias contribuiu grandemente para a sua
rapida disseminacdo global (Cantén et al., 2006; Lu et al., 2010; Carattoli, 2013)

De fato, estudos epidemioldgicos tém mostrado nos ultimos anos que a
disseminacdo de bactérias produtoras de ESBL ndo é um problema restrito aos hospitais,
mas também se estende a seguranca alimentar e a integridade ambiental (Cantas et al.,
2013; Ur Rahman et al., 2018). Assim, desde ao inicio da década de 2000, as taxas de
deteccdo de produtores de ESBL, principalmente do tipo CTX-M, na comunidade tém
aumentado. Além disso, varios fatores, como fontes ambientais, alimentos de origem
animal e migracdo humana, aceleram a disseminacdo global de bactérias produtoras de
ESBL (Chong et al., 2018).

As culturas agricolas também podem ser contaminadas por fontes ambientais,
animais ou humanas (Olaimat e Holley, 2012). Ambientes aquéticos, por exemplo, que
podem constituir uma importante fonte de contaminacdo, tém sido reportados como
reservatorios de linhagens bacterianas de alto risco produtoras de CTX-M (Nascimento et
al., 2017). Dessa maneira, bactérias multirresistentes tém sido cada vez mais relatadas em
vegetais comerciais nos ultimos anos (Reuland et al., 2014; Zurfluh et al., 2015; Holzel et
al., 2018). Da mesma forma, surtos de doencas causadas por linhagens altamente virulentas
associadas ao consumo de vegetais crus também tém sido descritos com maior frequéncia.

Um exemplo é o recente surto causado por Escherichia coli O157:H7 relacionado ao
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consumo de alface romana, envolvendo 210 casos de doenca e cinco mortes na América do
Norte em 2018 (https://www.cdc.gov/ecoli/2018/0157h7-04-18/index.html). Nesse

contexto, a veiculacdo de patdgenos multirresistentes por vegetais frescos € uma questdo
preocupante de seguranca alimentar, uma vez que a demanda global por vegetais utilizados
na alimentacédo € crescente, principalmente devido a maior preocupacao dos consumidores
em se manterem saudaveis e com uma dieta equilibrada.

Embora enterobactérias, como E. coli, Enterobacter cloacae e Klebsiella spp.,
estejam frequentemente associados com plantas (Shankar et al., 2011; Dublan et al., 2014;
Reyna-Flores et al., 2018), pouco se conhece sobre o risco real de bactérias produtoras de
ESBL em vegetais frescos e muito menos sobre bactérias endofiticas com essa
caracteristica. As bactérias endofiticas colonizam os tecidos internos de plantas sem causar
danos aparentes ao vegetal (Hallmann et al., 1997; Lopes et al., 2015) e podem representar
um modo silencioso de disseminacdo de bactérias multirresistentes e determinantes de
resisténcia para a microbiota humana e animal. Neste estudo, foi realizada uma
investigacdo genémica de bactérias endofiticas produtoras de ESBL isoladas de vegetais
comercializados no Brasil e em Portugal, dois paises com alta prevaléncia de ESBL,

estreitas relacGes culturais e frequente fluxo migratério entre ambos.


https://www.cdc.gov/ecoli/2018/o157h7-04-18/index.html

22

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. A disseminacdo da resisténcia a antimicrobianos: uma ameaca para uma
crise de saude publica

Bactérias multirresistentes aos antimicrobianos tém se tornado um grande desafio
para o controle de infeccdes em humanos e animais e constituem um dos maiores
problemas de saude publica global. Essas bactérias estdo associadas a altas taxas de
morbidade e mortalidade, além de elevados custos hospitalares. Caso ndo sejam tomadas
medidas restritivas, estima-se que 0 aumento da resisténcia resultara em 10 milhdes de

mortes de pessoas anualmente até 2050 (O’Neill, 2014) (Figura 1).
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Figura 1. NOmero de mortes estimadas anualmente devido as infec¢bes por bactérias
multirresistentes até 2050 (O’Neill, 2014).

A emergéncia de bactérias multirresistentes esta estreitamente relacionada ao uso
excessivo e inadequado de antimicrobianos nas praticas médica e veterinaria, bem como na
producdo agropecuaria (Schwaber et al., 2006; Lye et al., 2012). Bactérias gram-negativas,
especialmente aquelas pertencentes a familia Enterobacteriaceae, sdo as mais relacionadas
a resisténcia antimicrobiana devido a diversidade de mecanismos de resisténcia que
apresentam e a facilidade de disseminagdo dos genes presentes em diferentes elementos

genéticos moveis, tais como plasmideos e transposons (EI Salabi et al., 2013).
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Nos ultimos anos, estudos epidemioldgicos tém mostrado que a disseminacdo de
bactérias multirresistentes ndo € um problema restrito aos hospitais, mas um desafio
crescente, estendendo-se também para a seguranca alimentar e integridade ambiental.
Além disso, diversas atividades antropogénicas, como o descarte inadequado de esgoto
sanitario e efluente industrial, podem carrear antimicrobianos e bactérias multirresistentes,
contaminando o meio ambiente e criando grandes reservatdrios ambientais de bactéria as
resistentes (Figura 2) (Hall et al., 2015; Woolhouse et al., 2015). De fato, desde o inicio

Viagens internacionais

Bactérias resistentes

E\\Sgy%fﬁ e m@l& X:.Wg?@

Figura 2. Principais reservatdrios clinicos e ambientais de bactérias multirresistentes a
antimicrobianos. A comunidade humana constitui um reservatdrio de bactérias multirresistentes e também é
frequentemente exposta a outros reservatdrios. Cada reservatorio estd incluindo em um contorno tracejado,
dentro dos quais pode ocorrer a transmissdo cruzada de bactérias multirresistentes. As setas mostram o fluxo
dessas bactérias de um reservatério para outro. Além de nos hospitais, no meio ambiente também ocorrem
trocas de material genético entre bactérias de origem clinica e/ou ambiental, resultando na disseminacdo de
genes de resisténcia (Woerther et al., 2013).
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dos anos 2000, a deteccdo de bactérias multirresistentes na comunidade (pacientes
ambulatoriais, portadores saudaveis, animais doentes e saudaveis, produtos alimenticios)
tém aumentado (Chong et al., 2018), enquanto varios fatores interligados, como
transferéncia horizontal de genes, expansdo de clones bacterianos, alimentos de origem
animal, fontes ambientais e migracdo humana, aceleram a disseminacao global de bactérias

multirresistentes (Bevan et al., 2017; Chong et al., 2018).

2.2. Plasmideos e a transferéncia conjugativa de genes de resisténcia

Plasmideos sdo elementos genéticos extracromossémicos, circulares ou lineares,
com capacidade de replicagdo autonoma (Leplae et al., 2004). Ainda que a replicacdo dos
plasmideos seja independente da replicacdo do cromossomo, ela é dependente das mesmas
enzimas que replicam o genoma da célula hospedeira. Além disso, eles geralmente ndo
possuem genes essenciais para 0 crescimento da célula em auséncia de estresse
(Nordstrom, 2006). Por outro lado, os plasmideos apresentam um importante papel na
adaptacdo e na evolucdo bacteriana, mediando a transferéncia de genes entre bactérias da
mesma espécie ou de espécies diferentes (Hall, 2012; Partridge et al., 2009).

Os plasmideos podem ser classificados com base em diferentes critérios, incluindo
tamanho, numero de coOpias na célula, capacidade de transferéncia e grupo de
incompatibilidade (Shintani et al., 2015). Nesse sentido, os plasmideos podem variar de
cerca de 1 a 1000 kb, serem encontrados em cdpia Unica ou em centenas de copias na
célula (como o plJ101 de Streptomyces spp.), serem conjugativos, mobilizaveis ou nédo
serem transferiveis, e apresentarem ou ndo a capacidade de se manterem juntos em uma
linhagem celular (Pinto et el., 2012; Shintani et al., 2015).

Os plasmideos frequentemente sdo carreadores de genes de resisténcia a
antimicrobianos e podem mediar a disseminacdo desses genes principalmente por meio da
conjugacdo. O processo de conjugacdo depende da formacdo de longos apéndices na
superficie da célula doadora, chamados de pilus sexuais. Quando a extremidade do pilus
sexual estabelece uma conexao estavel com a célula receptora, aparentemente pela interacéo
com um sitio-especifico na superficie dessa célula, ocorre a contracdo do pilus,
aproximando as duas bactérias. Em seguida, ha a formagdo de uma ponte citoplasmaética
entre as celulas associadas e a subsequente transferéncia do plasmideo por um mecanismo
de replicacdo do tipo circulo-rolante (Pinto et el., 2012; Koraimann e Wagner et al., 2014).
Os plasmideos conjugativos sdo geralmente grandes (>40 kb), de baixo nimero de copias e

contém todos 0s genes necessarios para a conjugacao, 0s genes tra, 0s quais sdo em torno
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de trinta e sdo responsaveis pela formacdo do pilus sexual, pelo reconhecimento entre
células conjugativas, pela transferéncia do DNA e pela regulagdo do processo de
conjugacéo (Koraimann e Wagner et al., 2014).

Com relacdo a classificacdo em grupos de incompatibilidade, ela tem tido
importante utilidade epidemioldgica. Plasmideos que possuem a mesma origem de
replicacdo e, por isso, ttm os mesmos mecanismos de regulacdo do nimero de cdpias, sdo
considerados incompativeis (pertencem ao mesmo Inc) e ndo podem permanecer na mesma
linhagem celular (Novick, 1987). Atualmente, sdo conhecidos mais de trinta grupos de
incompatibilidade plasmidial em enterobactérias, dos quais 0s mais prevalentes sdo os das
familias IncF, IncA/C, IncL/M, Incll, IncHI2 e IncN. Esses plasmideos tém sido
mundialmente descritos em bactérias de diferentes géneros e fontes, sendo, portanto,
considerados epidémicos. Além disso, plasmideos desses grupos de incompatibilidade
estdo mais frequentemente associados com genes de resisténcia especificos (Carattoli,
2009; Carattoli, 2013).

2.3. p-lactamicos e p-lactamases

Os B-lactdmicos constituem os antimicrobianos mais empregados na pratica clinica
e também incluem alguns utilizados como Gltimo recurso para o tratamento de infecgdes
graves (Van Boeckel et al., 2014; Mirakian et al., 2015). Os B-lactdmicos compreendem as
penicilinas, as cefalosporinas, 0os monobactdmicos e os carbapenémicos, e a producao de B-
lactamases, tais como AmpC, B-lactamase de espectro estendido (ESBL) e carbapenemase,
é o principal mecanismo de resisténcia a esses antimicrobianos (Mirakian et al., 2015).

As B-lactamases sdo expressas em Varios niveis e diferem de forma significativa,
tanto em relagdo as caracteristicas bioquimicas quanto em relacdo a sua atividade contra f3-
lactdmicos especificos. O nivel de expressdo, as propriedades enzimaticas e a associacao
frequente com outros mecanismos de resisténcia, como bombas de efluxo e alteragdo da
permeabilidade da membrana externa bacteriana, resultam em uma ampla gama de
fenotipos de resisténcia (Bonomo et al., 2017).

Além disso, as p-lactamases podem ser classificadas molecularmente, com base na
sequéncia de aminoacidos (Ambler et al., 1991), ou funcionalmente, com base nos perfis
dos inibidores e dos substratos (Bush e Jacoby, 2010) (Tabela 1).



Tabela 1. Classificagdo das B-lactamases (Bush e Jacoby, 2010).
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Ambler Bush- Substrato Inibidor Enzimas representativas
Jacoby ACouTZB EDTA
C 1 Cefalosporinas Néao Néao E. coli AmpC, P99, ACT-1,
CMY-2, FOX-1, MIR-1
le Cefalosporinas Né&o Né&o GC1, CMY-37
A 2a Penicilinas Sim Néo PC1
2b Penicilinas, cefalosporinas Sim Né&o TEM-1, TEM-2, SHV-1
de espectro restrito
2be Cefalosporinas de espectro Sim Né&o TEM-3, SHV-2, CTX-M-
estendido, monobactamicos 15, PER-1, VEB-1
2br Penicilinas Néao Néao TEM-30, SHV-10
2ber Cefalosporinas de espectro Né&o Né&o TEM-50
estendido, monobactamicos
2c Carbenicilina Sim Néao PSE-1, CARB-3
2ce Carbenicilina, cefepima Sim Néao RTG-4
D 2d Cloxacilina Variavel Néao OXA-1, OXA-10
2de Cefalosporinas de espectro Variavel Né&o OXA-11, OXA-15
estendido
2df Carbapenémicos Variavel Né&o OXA-23, OXA-48
A 2e Cefalosporinas de espectro Sim Néo CepA
estendido
2f Carbapenémicos Variavel Néo KPC-2, IMI-1, SME-1
B 3a Carbapenémicos Néo Sim IMP-1, VIM-1, CcrA, IND-
(B1, B3) 1
B (B2) 3b Carbapenémicos Né&o Sim L1, CAU-1, GOB-1, FEZ-1,

CphA, Sfh-1

AC, acido clavulanico; TZB, tazobactam.

2.3.1. AmpCs

As p-lactamases do tipo AmpC sdo enzimas que hidrolisam penicilinas,

cefalosporinas (incluindo as de terceira geracdo, mas geralmente ndo as de quarta) e

monobactamicos (Jacoby, 2009). Diversas bactérias da familia Enterobacteriaceae e

outros bacilos gram-negativos produzem AmpC intrinseca, seja constitutivamente em um

nivel minimo, como Escherichia coli e Acinetobacter baumannii, ou por indugdo, como

Enterobacter spp., Citrobacter freundii, Morganella morganii e Pseudomonas aeruginosa

(Kaye et al., 2001; Jacoby, 2009). No entanto, a desrepressao ou hiperproducdo de AmpC
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intrinseca devido a mutagOes confere alto nivel de resisténcia as cefalosporinas e
combinag0es de penicilina com inibidores de -lactamase (Beceiro e Bou, 2004).

As AmpCs também podem ocorrer como enzimas adquiridas (plasmidiais),
principalmente nas enterobactérias. Diversos tipos de genes que codificam diferentes
AmpCs plasmidiais ja foram descritos, 0s quais sdo provenientes de produtores naturais,
tais como aqueles dos grupos Enterobacter (codificadores de AmpCs dos tipos MIR e
ACT), Citrobacter freundii (CMY-2-like, LAT, FCE), Morganella morganii (DHA),
Hafnia alvei (ACC), Aeromonas (CMY-1-like, FOX, MOX) e Acinetobacter baumannii
(ABA) (Philippon et al., 2002; Jacoby, 2009). As mais comuns e amplamente disseminadas
AmpCs adquiridas sdo as enzimas CMY-2-like, embora DHA-like induziveis e algumas
outras também tenham se expandido (Empel et al, 2010; Sidjabat et al., 2014). Exceto para
alguns tipos induziveis, como DHA, as AmpCs adquiridas sdo em geral expressas
constitutivamente, conferindo resisténcia semelhante aquela observada em mutantes
desreprimidos ou hiperprodutores (Jacoby, 2009).

Isolados produtores de AmpC adquirida foram recuperados tanto a partir de
pacientes hospitalizados quanto da comunidade, além de animais de producdo e produtos
alimenticios (Jacoby, 2009; Sidjabat et al., 2014). Embora as AmpCs adquiridas tenham se
disseminado e sido reportadas em estudos multicéntricos de resisténcia de enterobactérias
as cefalosporinas de terceira geracdo, a sua frequéncia global é notavelmente abaixo
daquela das ESBLs (Philippon et al., 2002; Sidjabat et al., 2014). Por outro lado, em alguns
locais e situacdes epidemioldgicas especificas, o significado de bactérias produtoras de

AmpC pode aumentar de forma substancial (Empel et al, 2010; D’ Andrea et al., 2011).

2.3.2. ESBLs

A producdo de ESBL é um dos mecanismos mais importantes de resisténcia aos
antimicrobianos em bactérias gram-negativas. Essas enzimas sdo capazes de hidrolisar a
maioria das penicilinas e cefalosporinas, incluindo compostos oximino-fB-lactamicos
(cefuroxima, cefalosporinas de terceira e quarta geracdo e aztreonam), mas nao
cefamicinas e carbapenémicos (Bush et al., 1995; Ghafourian et al., 2015).

Os principais tipos de ESBLs sdo CTX-M, SHV e TEM (Ghafourian et al., 2015),
enquanto outras, tais como GES, PER e VEB, tém sido reportadas com menor frequéncia
(Naas et al., 2008; Villegas et al., 2008; Nogueira et al., 2015). As primeiras linhagens
produtoras de ESBL foram identificadas no inicio da década de 1980 (Kliebe et al., 1985)
e, desde entdo, tém sido detectadas em todo o mundo (Chong et al., 2018). No Brasil, a
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primeira descricdo de producdo de ESBLs em enterobactérias foi feita em 1997, em
isolados clinicos de K. pneumoniae em S&o Paulo e Rio de Janeiro (Gales et al., 1997).
Nesse mesmo ano, foram identificados isolados de E. coli e K. pneumoniae produtores de
ESBLs em 18 hospitais de quatro diferentes estados brasileiros (Sader et al., 1997). No ano
2000, foi publicado o primeiro estudo envolvendo caracterizagdo molecular de ESBLs no
Brasil. Foram identificadas a variante CTX-M-2 e, pela primeira vez no mundo, a variante
CTX-M-8, em enterobactérias de diferentes espécies isoladas de hospitais do Rio de
Janeiro (Bonnet et al., 2000). Desde entdo, diversas variantes de CTX-M tém sido
detectadas tanto em ambientes hospitalares quanto na comunidade. Atualmente, as ESBLs
mais prevalentes no Brasil e em muitas partes do mundo séo do tipo CTX-M, das quais
CTX-M-15 é a mais importante clinicamente e tem substituido outras variantes (Rocha et
al., 2016; Bevan et al., 2017; Chong et al., 2018). Outras CTX-M frequentemente
detectadas no pais incluem CTX-M-2, CTX-M-8, CTX-M-9 e CTX-M-59 (Rocha et al.,
2016) (Figura 3).

Amazonas (AM)
CTX-M-type, CTX-M-1,

CTX-M-2, CTX-M-8
? 3 Maranhio (MA)
CTX-M-9, CTX-M-15 CTX-M-type
Pernambuco (PE)
CTX-M-2, CTX-M-28, SHV-11,
SHV-28, SHV-108, SHV-122
Sergipe (SE)
SHV-27
@
Bahia (BA)
CTX-M-2, CTX-M-14, CTX-M-15
Minas Gerais (MG)
CTX-M-1, CTX-M-2, CTX-M-8, CTX-M-9,
Parana (PR) CTX-M-15, CTX-M-74, CTX-M-75, SHV-5
CTX-M-2, CTX-M-15,
CTX-M-59, PER-2, SHV-12 Rio de Janeiro (RJ)

CTX-M-1, CTX-M2, CTX-M-3, CTX-M-
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SHV-62, TEM-116, GES-1, GES-7, VEB

Figura 3. Distribuicdo de ESBLs no Brasil. ESBLs realcadas em negrito foram encontradas em
bactérias isoladas de animais; ndo realcadas, de humanos; sublinhadas, de ambos. A figura foi construida
com base em estudos prévios (Silva e Lincopan, 2012; Guzmén-Blanco et al., 2014; Nogueira et al., 2015;
Rocha et al., 2016) e sequéncias pesquisadas no GenBank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/) até 16
de julho de 2019.
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Atualmente, sdo conhecidas mais de 170 variantes de CTX-M (Lahey, 2016), as
quais estdo divididas em cinco principais grupos: CTX-M-1, CTX-M-2, CTX-M-8, CTX-
M-9 e CTX-M-25. Esta divisdo é baseada na similaridades da sequéncias de aminoéacidos,
em que enzimas pertencentes a um mesmo grupo compartilham >94% de identidade,
(Bonnet, 2004). Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae sdo as espécies mais
frequentemente associadas a producdo de ESBL, embora diversas outras espécies também
tém sido comumente relatadas como produtoras dessas enzimas (Zhao e Hu, 2013). A
prevaléncia de isolados produtores de ESBL depende de uma série de fatores, incluindo a
espécie bacteriana, a localidade geografica, o hospital, a ala hospitalar, o periodo do
estudo, o grupo de pacientes e o tipo de infecgdo. Grandes variagdes tém sido relatadas em
diferentes estudos (Livermore, 1995; Bradford, 2001; Livermore, 2007; Chong et al., 2018).

A maioria das ESBLs é representada por enzimas adquiridas e investigacdes
epidemioldgicas revelaram uma relagdo estreita entre genes codificadores de CTX-M
(blactx-m) € plasmideos dos IncF, Incl, IncN, IncHI2, IncL/M e IncK (Carattoli, 2009;
Zhao e Hu, 2013; Carattoli, 2013). O grupo IncF (FIA, FIB e FIl) € o mais frequentemente
envolvido na disseminacdo de blactx-m-15, enquanto IncF, IncK e Incll podem estar muitas
vezes associados a blactx-m-14. Adicionalmente, em geral, blactx-m-1 € carreado por Incll e
IncN; blactx-m-3 por Incll e IncL/M; e blactx-m-9 por IncHI2 (Zhao e Hu, 2013). A grande
capacidade de disseminacdo de blactx-m € ainda favorecida pela associacdo desses genes
com determinados elementos transponiveis nos plasmideos, como as sequéncias de
insercdo ISEcpl, 1S26 e ISCR1, tornando-os mais facilmente recombinaveis (Kiiru et al.,
2013; Amos et al., 2014).

2.3.3. Carbapenemases

Os carbapenémicos sdo utilizados como o ultimo recurso para o tratamento de
infeccbes causadas por bactérias produtoras de ESBL (Harris et al., 2015). Entretanto, a
utilizacdo exacerbada desses antimicrobianos na medicina humana favoreceu a emergéncia
das carbapenemases, que hidrolisam penicilinas, cefalosporinas na maioria dos casos €, em
varios graus, carbapenémicos e monobactamicos (Queenan e Bush, 2007).

Dessa forma, as carbapenemases sdo uma preocupacao, pois podem conferir
resisténcia a praticamente todos os P-lactdmicos. Alem disso, linhagens produtoras de
carbapenemase possuem frequentemente mecanismos de resisténcia a uma ampla gama de
outras classes de agentes antimicrobianos e assim estdo associadas a altas taxas de

mortalidade (Marchaim et al, 2008; Rodriguez-Bario et al., 2018). A grande maioria das
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carbapenemases sdo enzimas adquiridas, codificadas por genes localizados em elementos
transponiveis localizados em plasmideos (Bonomo, 2017).

Atualmente, K. pneumoniae produtora de carbapenemase (KPC) esta disseminada
em varios continentes, causando surtos e endemicidade em certas regides (Mathers et al.,
2015; Tolentino et al., 2018). K. pneumoniae produtora de KPC parece ter emergido nos
hospitais brasileiros em 2005 (Pavez et al., 2009) e, desde entdo, tem se tornado endémica
nos ambientes hospitalares do pais, sendo associada de forma recorrente a infeccGes
nosocomiais (Peirano et al., 2009; Pereira et al., 2013; Tolentino et al., 2018). Nos dias
atuais, a producdo de KPC-2 é o mecanismo mais prevalente de resisténcia adquirida a
carbapenémicos entre as enterobactérias no Brasil, sendo o gene blakpc identificado em
diversas espécies (Picdo et al., 2013; Andrade et al., 2014; Tolentino et al., 2018). A
emergéncia de isolados co-produtores de KPC-2 e CTX-M tem mostrado ainda que
linhagens produtoras de CTX-M tém adquirido blakpc» com sucesso (Andrade et al., 2014).
A disseminagdo ambiental de clones bacterianos de alto risco produtores de KPC-2 também
tem sido reportada no Brasil, principalmente em ambientes aquaticos (Oliveira et al., 2014;
Nascimento et al., 2017).

Outras carbapenemases, como as New Delhi metalo-B-lactamases (NDMs), sdo
altamente prevalentes no subcontinente indiano e no Oriente Médio, mas tém sido
frequentemente reportadas no Brasil (Carvalho-Assef et al., 2013; Campos et al., 2015;
Sanchez et al., 2018). As carbapenemases do tipo imipenemase (IMP) sdo também
encontradas no Brasil e em diferentes partes do mundo (Nordmann et al., 2011; Freire et al.
2016). Além disso, embora bactérias produtoras de carbapenemases do tipo OXA-48-like
possam ser totalmente sensiveis as cefalosporinas, atualmente podem produzir também, na
maioria das vezes, enzimas que hidrolisam esses antimicrobianos, como as ESBL do tipo
CTX-M, e serem resistentes a eles (Diab et al., 2017; Machuca et al., 2018). Entre 0s ndo
fermentadores, a resisténcia aos carbapenémicos no Brasil é fortemente associada com as
enzimas S&o Paulo metalo-p-lactamase-1 (SPM-1) para Pseudomonas aeruginosa e OXA-
23 para o complexo A. baumannii (Rossi, 2011, Galetti et al., 2018).

Nesse contexto, polimixinas e tigecilina tém sido consideradas op¢fes em terapias
combinadas para o tratamento de bactérias produtoras de carbapenemases (Morrill et al.,
2015; Li et al.,, 2019). Contudo, a emergéncia nos Ultimos anos dos genes mcr de
resisténcia plasmidial a colistina (polimixina E), tanto em isolados de animais, produtos

alimenticios e seres humanos, no Brasil e em muitas outras partes do mundo, tem criado



31

um cenario alarmante para a saude publica (Fernandes et al., 2016; Liu et al., 2016; Liu e
Liu, 2018; Moreno et al., 2018).

Assim, a disseminacdo da resisténcia bacteriana aos antimicrobianos entre
diferentes ambientes tem sido abordada como parte de um conceito amplo de satde Unica,
que reconhece a interconexdo entre pessoas, animais, plantas e seus ambientes
compartilhados (WHO, 2017). Essa abordagem colaborativa, multissetorial e
transdisciplinar, desenvolvendo-se nos niveis local, regional, nacional e global, tem sido
proposta para projetar e implementar programas, politicas, legislacdes e pesquisas em que
diversos setores se comunicam e trabalham juntos para alcancar melhores resultados de

salde publica.

2.4. O solo como um reservatorio de bactérias multirresistentes

O solo € o ambiente natural de uma variedade de bactérias multirresistentes aos
antimicrobianos, incluindo Pseudomonas spp., A. baumannii, Burkholderia spp. e
Stenotrophomonas maltophilia (Walsh e Duffy, 2013; Nesme e Simonet, 2015). A
competicdo entre produtores de antimicrobianos e linhagens resistentes € frequentemente
citada para explicar a origem e a diversidade de genes de resisténcia encontrados nesse
ambiente (Nesme e Simonet, 2015). Interessantemente, estudos tém permitido ainda tragar
a origem evolutiva e a disseminacdo de varios genes de resisténcia adquiridos, 0s quais
teriam sido inicialmente mobilizados do cromossomo para plasmideos em bactérias do
solo. Assim, a origem de genes blactx-m tem sido relacionada a Kluyvera ascorbata
(Humeniuk et al., 2002) e blanpwm-1 @ linhagens de Acinetobacter (Toleman et al., 2012;
Bogaerts et al., 2013).

Bactérias multirresistentes do solo podem também se originar de fontes ambientais
(dgua de irrigacdo contaminada), animais (adubo organico e fezes de animais domésticos
ou selvagens) e humanas (esgoto) (Warriner et al., 2009; Han et al., 2016). Estercos, por
exemplo, podem possuir naturalmente 10%-10° UFC de E. coli e 10%-10" UFC de
Salmonella spp. por grama (Himathongkham et al., 1999). Nesse sentido, solos agricolas
contendo adubo organico tém sido reportados com maior diversidade de bactérias com
mais alta resisténcia a antimicrobianos do que solos ndo adubados (Popowska et al., 2012).
Similarmente, solos irrigados com &gua de reuso apresentaram aumento significativo da
abundancia e diversidade de genes de resisténcia (Han et al., 2016).

De fato, genes codificadores de varios tipos de ESBLs adquiridas, como variantes

de blactx-m, blasuy, blatem, blaces, blaves e blaper, que séo frequentemente associados a
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isolados clinicos, tém sido encontrados em bactérias isoladas do solo, tais como E. coli,
Enterobacter sp., P. aeruginosa, A. baumannii, Serratia sp. e S. maltophilia (Hartmann et
al., 2012; Braz et al., 2018; Furlan e Steling, 2018; Furlan e Steling, 2019; Furlan et al.,
2018b; Furlan et al., 2018d; Sen e Sarkar, 2018), incluindo isolados de solos agricolas de
diversas cidades e estados brasileiros (Braz et al., 2018; Furlan e Steling, 2018; Furlan e
Steling, 2019; Furlan et al., 2018b; Furlan et al., 2018d). E. coli, Acinetobacter
calcoaceticus, Acinetobacter junii e S. maltophilia produtores de NDM-1 (Wang e Sun,
2015; Zheng et al. 2017; Furlan et al., 2018a) e E. coli carreadora do gene mcr-1 também
ja foram encontrados (Zheng et al. 2017). Além disso, isolados do solo com numerosos
outros genes compondo um amplo resistoma tém sido descritos (Forsberg et al., 2012;
Zheng et al. 2017) e o DNA total de amostras de solo tem revelado adicionais genes de
resisténcia associados aos ambientes hospitalares, como blakpc, blaviv, blawe, blaoxa-ss-
like, além de genes de diversas AmpCs, principalmente em solos contaminados (Han et al.,
2016; Furlan e Steling, 2017). A grande diversidade bacteriana do solo em uma escala
espacial pequena é um fator que ainda favorece a transferéncia horizontal de genes,
contribuindo para a disseminacdo de determinantes de resisténcia entre bactérias e a
eventual aquisicdo por patdgenos (Forsberg et al., 2012).

Adicionalmente, a presenca de metais no solo, os quais podem se originar de fontes
como agua de irrigacdo, fertilizantes inorganicos e pesticidas (Sipter et al., 2008; Kananke
et al., 2014), também contribui para a co-selecdo de genes de resisténcia a antimicrobianos.
A co-selecdo pode ocorrer tanto pela co-resisténcia (quando a resisténcia a antimicrobianos
e a metais é devida a determinantes genéticos diferentes do genoma), quanto pela
resisténcia cruzada (quando a resisténcia é devida ao mesmo determinante genético)
(Baker-Austin et al., 2006). Outros fatores ambientais, como tipo de solo, nivel de
umidade, temperatura e fonte de contaminacdo, influenciam a sobrevivéncia de patdgenos
multirresistentes no solo. Estudos tém demonstrado que patdgenos sobrevivem por
periodos maiores em solos argilosos Umidos, com temperaturas baixas e na presenca de
adubo organico (Guo et al., 2002; Holley et al., 2006; Lang e Smith, 2007; Zhang et al.,
2009; Erickson et al., 2010). Dessa maneira, bactérias entéricas podem sobreviver no solo
por meses ou anos, favorecendo a contaminacdo de produtos vegetais utilizados na

alimentacédo (Doyle e Erickson, 2008).



33

2.5. Papel dos vegetais na disseminagdo de patogenos, incluindo bactérias
multirresistentes

Vegetais frescos sdo consumidos mundialmente devido a sua reconhecida fonte de
nutrientes, vitaminas, fibras e baixo valor calorico, associados a maior preocupacdo dos
consumidores em se manterem saudaveis e com uma dieta balanceada (Pomerleau et al.,
2006). Por outro lado, nos ultimos anos, diversos patdgenos e bactérias multirresistentes de
importancia clinica tém sido frequentemente reportados em vegetais comerciais,
constituindo um problema crescente de seguranca alimentar (Holzel et al., 2018).

Patogenos geralmente associados a surtos de doencas veiculadas por vegetais
incluem virus, como virus da hepatite A e norovirus, protozoarios, como Cyclospora
cayetanensis e Cryptosporidium parvum, além de bactérias como Aeromonas hydrophila,
Bacillus cereus, Clostridium spp., E. coli, Listeria monocytogenes, Salmonella spp.,
Shigella spp., Vibrio cholerae, Campylobacter spp. e Yersinia enterocolitica (Beuchat,
2002; Buck et al., 2003; Sivapalasingam et al., 2004; Rangel et al., 2005; Aruscavage et
al., 2006; Bayer et al., 2014). Saladas de folhas verdes, alface, brotos de sementes, tomate
e frutas sdo os vegetais frescos mais comumente responsaveis pelos surtos. Varias
combinacBes de patégeno e vegetal ocorrem com maior frequéncia, como Cyclospora e
framboesa, virus da hepatite A e cebola verde, E. coli e hortalicas, Salmonella e tomate,
brotos de sementes e meldo (DeWaal e Bhuiya, 2009; Lynch et al., 2009). Especialmente
Salmonella e E. coli causam 0s maiores surtos de doencas associadas ao consumo de
produtos vegetais (Buck et al., 2003; Warriner et al., 2009; Bayer et al., 2014). Salmonella
enterica, por exemplo, foi responsavel por 76%, 60% e 30% dos surtos de intoxicacdo
alimentar causados por frutos, brotos de sementes e hortalicas, respectivamente, nos
Estados Unidos durante 1990 a 2004, enquanto E. coli O157:H7 foi responsavel por 19%,
40% e 48%, respectivamente, no mesmo periodo (Brandl, 2006).

Doencas veiculadas por alimentos constituem uma preocupacao de satde publica
mundial, principalmente devido ao nimero de pessoas afetadas e aos custos econdmicos.
Nos Estados Unidos, surtos associados a produtos hortifruticolas foram maiores que
aqueles envolvendo frutos do mar, ovos e carnes de ave, boi e porco no periodo de 2005 a
2011 (Olaimat e Holley, 2012). Surtos de E. coli O157 tém sido relacionados a alface,
rabanete, brotos de alfafa, macé e outros vegetais (Beuchat, 2002; Marder et al., 2014). O
maior surto de E. coli O157:H7, um dos sorotipos produtores de toxina shiga mais
comumente identificados, ocorreu em 1996 no Japao, envolvendo mais de 12000 casos e

12 mortes, sendo associado ao consumo de brotos de rabanete crus (Michino et al., 1999).
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Em 2006, o consumo de espinafre veiculando E. coli O157:H7 foi responsavel por um
sério surto nos Estados Unidos e no Canad4, com 199 casos e trés mortes reportados em 26
estados. Em 2011, um grande surto causado por brotos de feno-grego (alforva) contendo E.
coli O104:H4 ocorreu no norte da Alemanha, resultando em 3911 casos, sendo que 777
pacientes desenvolveram sindrome hemolitica urémica e 47 morreram (ECDC, 2011). No
mesmo ano, um surto pararelo se desenvolveu na regido de Bordeaux (Franca), onde 16
casos foram reportados. Ambos os surtos foram associados a brotos de feno-grego
contendo E. coli O104:H4 produzidos a partir de sementes importadas do Egito (EFSA,
2011). Recentemente, um surto causado por E. coli O157:H7 relacionado ao consumo de
alface romana envolveu 210 casos de doenca e cinco mortes na América do Norte em 2018
(https://www.cdc.gov/ecoli/2018/0157h7-04-18/index.html).

Similarmente as bactérias do solo, linhagens de relevancia clinica em vegetais

podem se originar de fontes ambientais, animais e humanas (Beuchat et al., 2002; Cantas et
al., 2013). Apesar de dados globais sobre resisténcia a antimicrobianos variarem de
maneira expressiva em bactérias isoladas de vegetais, estudos de monitoramento tém
reportado linhagens com fendtipo e gendtipo similares aos encontrados em ambientes
hospitalares. Em diferentes partes do mundo, enterobactérias, como E. coli, Klebsiella spp.,
Enterobacter cloacae, Cronobacter sakazaki, produtoras de ESBL, especialmente
variantes de CTX-M, SHV e TEM, tém sido isoladas de diversos vegetais, incluindo
alface, espinafre, brotos de feijdo, brotos de soja, quiabo, pepino, pimenta e berinjela
(Reuland et al., 2014; Zurfluh et al., 2015a; Lopes et al., 2017a). E. coli e Klebsiella spp.
produtoras de KPC-2, NDM-1, OXA-48 e OXA-181 em alface, tomate, coentro e salsa
(Zurfluh et al., 2015b; Touati et al., 2017; Wang et al., 2018), E. coli carreadora de mcr-1
em alface (Jones-Dias et al., 2016), além de Pseudomonas spp. resistentes a
carbapenémicos e colistina, Enterococcus spp. resistentes a vancomicina, Enterococcus
spp. e Staphylococcus aureus resistentes a linezolida em vegetais bulbosos, raizes, saladas
prontas e cereais também j& foram reportados (Schwaiger et al., 2011; Hong et al., 2015;
Kim et al., 2017). Adicionalmente, um amplo conjunto de outros genes de resisténcia a
diversas classes de antimicrobianos, consistente com resultados descritos para isolados
clinicos, tem sido encontrado em isolados de vegetais (Lopes et al., 2017a; Wang et al.,
2017), sendo, em alguns casos, 0 contexto genético dos principais genes de resisténcia
idéntico ao de bactérias isoladas de humanos e animais (Wang et al., 2017).

Dessa forma, a crescente demanda por vegetais frescos em conjunto com préaticas

agricolas por vezes inapropriadas e o fato de vegetais receberem um processamento
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minimo e serem frequentemente consumidos crus podem contribuir para a disseminacéao de
diversos patdgenos, incluindo bactérias carreadoras de genes de resisténcia clinicamente

importantes para humanos e animais.

2.6. Bactérias endofiticas

Bactérias endofiticas sdo conhecidas ha mais de 120 anos (Hardoim et al., 2008) e
correspondem a bactérias, cultivaveis ou ndo, que colonizam o interior de plantas sem
causar danos aparentes a esses hospedeiros (Hallmann et al., 1997). Existem diversas portas
de entrada para bactérias endofiticas em plantas, principalmente os estbmatos e as lesdes
que ocorrem naturalmente como resultado do crescimento da planta, além dos tricomas
radiculares e das juncdes epidermais (Hardoim et al., 2015; Lopes et al., 2015) (Figura 4).
Algumas bactérias também possuem penetracdo ativa em tecidos do hospedeiro,

produzindo enzimas celuloliticas e pectinoliticas (Kandel et al., 2017).
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Figura 4. Entrada e colonizagdo de bactérias em plantas. Imagens de microscopia eletr6nica de
diferentes bactérias associadas a planta, (A) Bacillus subtilis e (B) Pseudomonas fluorescens. (C) e (D)
Bactérias formando biofilmes em raizes. (E) Methylobacterium spp. localizada em estbmato e (F)
Burkholderia phytofirmans endofitica (em verde) localizada dentro da planta (Modificado de Lakshmanan et
al., 2014).
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Uma vez dentro do tecido vegetal, elas podem permanecer em um local especifico,
como o cértex da raiz, ou colonizar a planta de forma sistémica através dos elementos
condutores ou do apoplasto. A capacidade de dispersdo sistémica foi demonstrada para
endofiticos como Erwinia sp. em algodao (Misaghi e Donndelinger, 1990), Pseudomonas
aureofaciens em milho (Lamb et al., 1996) e Bacillus thuringiensis em leguminosas
(Tanuja et al., 2013). Geralmente, bactérias endofiticas colonizam o espago intercelular
(Kandel et al., 2017), sendo poucos os relatos demonstrando a colonizacdo intracelular
(Thomas e Sekhar et al., 2014; Pinsk et al., 2019). A colonizacdo do sistema vascular
também foi reportada (Compant et al., 2008; Rangjaroen et al., 2017).

Além disso, os padrdes de colonizacdo de bactérias endofiticas em tecidos de
plantas sdo fortemente dependentes de fatores bidticos e abidticos que interagem entre si
(Hardoim et al., 2015). Um dos fatores bi6ticos mais importantes é a presenca de outros
micro-organismos associados ao vegetal, como fungos, virus e outras bactérias (Halmann
et al., 1998; Mantzoukas e Lagogiannis, 2019). Como o0 espago e 0s nutrientes fornecidos
pelo hospedeiro sdo fatores limitantes, existem varios tipos de interacdo entre os micro-
organismos que possuem 0 mesmo micro-habitat, incluindo antagonismo, simbiose e
mutualismo. Os tecidos internos das plantas fornecem um ambiente mais uniforme e
protetor para 0s micro-organismos do que a superficie vegetal, onde exposi¢des a
condicdes ambientais extremas, como temperatura, concentracdo osmotica e radiacdo
ultravioleta, sdo fatores limitantes para a sobrevivéncia (Hallmann et al., 1997; Kandel et
al., 2017). Um exemplo tipico da influéncia de fatores abioticos na populacéo de bactérias
endofiticas € o que ocorre em sitios contaminados com metais pesados, petréleo, solventes,
hidrocarbonetos aromaticos policiclicos ou outros contaminantes organicos, onde vegetais
crescendo nesses solos sdo capazes de recrutar bactérias capazes de degradar os poluentes
(Ashraf et al., 2018). As caracteristicas do solo, como pH, salinidade e textura também
influenciam a composicdo de bactérias endofiticas, visto que alteram a comunidade
bacteriana da rizosfera, a principal fonte de bactérias endofiticas potenciais (Doty, 2008;
Ryan et al., 2008).

Em relacdo a estratégia de vida, as bactérias endofiticas podem ser classificadas
como obrigatdrias ou facultativas. As bactérias endofiticas obrigatorias sdo estritamente
dependentes da planta hospedeira para 0 seu crescimento e sobrevivéncia. A transmisséo
dessas bactérias ocorre verticalmente ou por meio da veiculagdo de um vetor. J& 0s micro-
organismos endofiticos facultativos se caracterizam por alternar entre o interior dos tecidos

vegetais e 0 ambiente. A diversidade microbiana endofitica encontrada nas plantas pode ser



37

explicada principalmente pela capacidade de diversos endofiticos facultativos entrarem e
persistirem no interior da planta (Rosenblueth e Martinez-Romero, 2006; Kandel et al.,
2017).

Além disso, as bactérias endofiticas propiciam muitas vantagens para 0s vegetais,
incluindo promocgéo do crescimento (Barka et al., 2002; Tanuja et al., 2013; Etminani et
al., 2018), indugdo dos mecanismos de defesa sistémicos (Mishra et al., 2006; Bakker et
al., 2007; Lopes et al., 2018), reducdo de sintomas de doencas causadas por patdgenos
(Coombs et al., 2004; Klopper et al., 2004; Pinsk et al., 2019), controle de insetos e
nematoides (D’alessandro et al., 2014), producdo de compostos anti-herbivoria (Scott,
2001; Sullivan et al., 2007), fixacdo bioldgica de nitrogénio (Martinez et al., 2003; Jha e
Kumar, 2007; Etminani et al., 2018) e 0 aumento da tolerancia aos estresses ambientais
(Andreolli et al., 2013; Syranidou et al., 2018). A figura 5 apresenta alguns dos principais
tipos de interacBes entre bactérias endofiticas e plantas, envolvendo a sintese de
metabdlitos com diferentes papéis. Embora as interacBes existentes entre bactérias

endofiticas e plantas tém sido estudadas intensamente, os perfis fenotipicos e genotipico

Figura 5. Representacdo esquematica de diferentes tipos de interagdes entre bactérias endofiticas e
plantas, levando a sintese de metabodlitos que, em diversos casos, ndo sdo produzidos pelo macro ou pelo
micro-simbionte sozinho ou sdo produzidos em quantidades diferentes. Recentes avangos tém sido feitos com
relacdo a producdo de metabodlitos por bactérias endofiticas, revelando que elas possuem capacidade de
produzir uma variedade cada vez mais surpreendente dessas substancias. Os metabdlitos produzidos por
bactérias endofiticas podem exibir importantes funcdes, incluindo papel na defesa e competicdo da planta e
do micro-organismo, além de contribuirem também para a obtencdo de nutrientes e interacdo especifica
(Brader et al., 2014).
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clinicamente significativos de resisténcia a antimicrobianos nessas bactérias ainda foram
pouco investigados, ndo se sabendo o qudo comum eles sdo, a sua contribuicdo para o
fitness bacteriano e a frequéncia da transferéncia horizontal de genes de resisténcia no

microbioma vegetal.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral
Identificar e caracterizar molecularmente e fenotipicamente bactérias endofiticas
gram-negativas multirresistentes de importancia clinica isoladas de hortaligas comerciais

de diferentes origens.

3.2. Objetivos especificos

i) Isolar bactérias endofiticas gram-negativas multirresistentes a antimicrobianos e
clinicamente significantes;

ii) Determinar o perfil de suscetibilidade dos isolados a antimicrobianos;

iii) Analisar os determinantes de resisténcia e de viruléncia, bem como os tipos
clonais dos isolados;

iv) Analisar os plasmideos carreadores de genes de resisténcia e sua capacidade de
transferéncia horizontal;

v) Caracterizar o contexto genético dos principais genes de resisténcia a

antimicrobianos.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Coleta das amostras vegetais

Entre setembro de 2015 e fevereiro de 2016 e setembro e novembro de 2018,
amostras de hortalicas foram coletadas de uma empresa estatal brasileira de fornecimento
de alimentos de S&o Paulo, Brasil (n=48), e de trés mercados do distrito de Aveiro,
Portugal (n=36). Os vegetais incluiram alface (n=13), escarola (n=13), espinafre (n=12),
agrido (n=11), racula (n=9), beterraba (n=4), couve (n=4), rabanete (n=4), repolho (n=4),
candnigo (n=4), almeirdo (n=2), aipo (n=2) e alho-por6 (n=2). Apos a coleta, as amostras
foram transportadas em sacos plasticos fechados até ao Laboratério de Resisténcia
Bacteriana e Alternativas Terapéuticas do Instituto de Ciéncias Biomédicas (ICB) da
Universidade de Sdo Paulo (USP) ou ao Laboratério de Microbiologia (MicroLab) da
Universidade de Aveiro, estocadas a 4 °C e o isolamento de bactérias endofiticas das
folhas das amostras foi realizado dentro de 24 h.

4.2. Isolamento de bactérias endofiticas

As folhas das amostras coletadas foram lavadas em agua corrente e a desinfeccao
da superficie bem como o isolamento de bactérias endofiticas foram realizados de acordo
com Aradjo et al. (2001). Para a desinfeccdo superficial, aproximadamente 4 g de folha
foram imersos sequencialmente em etanol 70% por 1 min., hipoclorito de sodio (2,5% de
CI" ativo) por 4 min., etanol 70% por 30 s. e lavados trés vezes em agua destilada estéril.
Aliquotas da agua estéril usada na lavagem final foram plaqueadas em &gar nutriente e as
placas incubadas a 30 °C para confirmar a eficacia do processo de desinfeccdo. Para o
isolamento de bactérias endofiticas, as amostras desinfectadas foram maceradas em 12 ml
de solucdo salina estéril (NaCl 0,85%), sendo o macerado inoculado em caldo Luria-
Bertani (LB) suplementado com 2 ug/ml de ceftriaxona ou 2 pg/ml de cefotaxima por 24 h
a 30 °C. Em seguida, aliquotas do extrato foram plaqueadas em triplicata em agar
MacConkey (Difco™) suplementado com os mesmos antimicrobianos e as placas foram
entdo incubadas por 18 h a 37 °C. Coldnias de diferentes morfologias foram selecionadas e

purificadas por esgotamento por estrias.



41

4.3. Perfil de suscetibilidade a antimicrobianos

4.3.1. Teste de disco-difusdo em agar

O perfil de suscetibilidade dos isolados a antimicrobianos foi analisado
primeiramente pelo teste de disco-difusdo em agar (Bauer et al., 1966). Os antimicrobianos
utilizados incluiram amoxicilina/acido clavulanico (20/10 pg), ceftriaxona (30 ug),
cefotaxima (30 ug), ceftazidima (30 pg), ceftiofur (30 pg), cefepima (30 pg), cefoxitina
(30 pg), aztreonam (30 pg), acido nalidixico (30 ug), ciprofloxacina (5 pg), perfloxacina (5
ug), norfloxacina (10 ug), enrofloxacina (5 pg), levofloxacina (5 pg), moxifloxacina (5
pg), ertapenem (10 pg), meropenem (10 pg), imipenem (10 pg), canamicina (30 pg),
estreptomicina (10 pg), gentamicina (10 pg), neomicina (5 pg), tobramicina (10 pg),
amicacina (30 pug), netilmicina (30 ug), tetraciclina (30 pg), doxiciclina (30 ug), tigeciclina
(15 pg), sulfonamidas (300 ug), trimetoprima (5 pg), trimetoprima/sulfametoxazol
(1,25/23,75 pg), cloranfenicol (30 pg) e fosfomicina (200 pg). E. coli ATCC 25922 foi
utilizada como controle e os resultados interpretados de acordo com os critérios do
Instituto de Padrbes Clinicos e Laboratoriais (CLSI), para bactérias isoladas de humanos
(CLSI, 2019) e de animais (CLSI, 2018), e do Comité Europeu de Avaliacdo de
Suscetibilidade  Antimicrobiana (EUCAST, 2019) (http://www.eucast.org/clinical

breakpoints/).

4.3.2. Deteccao fenotipica de ESBL

A deteccdo de ESBL foi realizada inicialmente pelo teste sinérgico do duplo disco,
em que discos contendo ceftriaxona (30 pg), ceftazidima (30 pg), ceftiofur (30 pg) e
aztreonam (30 pg) foram posicionados a uma distancia de 20 mm (centro a centro) de um
disco contendo amoxicilina/acido clavulanico (20/10pg) em placa inoculada com o isolado
avaliado, conforme o procedimento de disco-difusdo padrdo. A distorcdo do halo de
inibicdo dos antimicrobianos em direcdo ao disco de amoxicilina/acido clavulanico foi
considerada resultado positivo para a producdo de ESBL (Thomson e Sanders, 1992;
Jarlier et al., 1988). Fitas Etest® ESBL contendo ceftazidima sozinha e em combinac&o
com 4&cido clavulanico (bioMérieux, Marcy-1’Etoile, Franca) foram utilizadas para
confirmar os resultados, de acordo com as instrugdes do fabricante. O resultado foi
considerado positivo quando a razdo da CIM da ceftazidima sozinha e da associagdo
ceftazidima/acido clavulanico foi >8 (Cormican et al., 1996). A espécie dos isolados

produtores de ESBL foi identificada por VITEK® 2 (bioMérieux, Marcy-1’Etoile, Franca).


http://www.eucast.org/clinical_%20breakpoints/
http://www.eucast.org/clinical_%20breakpoints/
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4.3.3. Concentracdo inibitéria minima (CIM)

A concentracdo inibitéria minima (CIM) dos antimicrobianos para os isolados
produtores de ESBL foi determinada utilizando fitas Etest® (bioMérieux, Marcy-I’Etoile,
Franca) e os resultados interpretados de acordo com o CLSI (CLSI, 2018; CLSI, 2019) ou
EUCAST (2019).

4.4. Deteccao de genes blactx-m

Os isolados produtores de ESBL foram cultivados em caldo LB por 16 ha 37 °C e
0 DNA total foi extraido pelo método de fervura (Chapman et al., 2001). Os seguintes
pares de iniciadores foram utilizados para a detecgéo de genes blactx-m por PCR: CTX-M
(CTX-MA [5’-CGCTTTGCGATGTGCAG-3’] ¢ CTX-MB [5’-ACCGCGATATCGTTGT-
G-3’]; ou CTX-F [5’-SCVATGTGCAGYACCAGTAA-3’] ¢ CTX-R [5>-GCTGCCGGTY-
TTATCVCC-3’]) (Bonnet et al., 2001; Lu et al., 2010); e CTX-M-15 (CTX-M-15-SF [5’-
CACACGTGGAATTTAGGGACT-3’] ¢ CTX-M-15-SR [5’-GCCGTCTAAGGCGATAA-
ACA-3’]) (Muzaheed et al., 2008). As amplificacbes foram realizadas com um volume
final de 25 pl, contendo 50 ng de DNA total, 0,1 uM de iniciador (cada), 2,5 mM de
MgCl, (Thermo Fisher Scientific, USA), 250 uM de dNTP (cada) (Thermo Fisher
Scientific, USA); tampéo de reacdo 1X (Thermo Fisher Scientific, USA) e 1,25 U de Taq
DNA polimerase (Thermo Fisher Scientific, USA). As condi¢bes de reacdo foram as
seguintes: desnaturacao inicial a 94 °C por 5 min., seguida de 30 ciclos de deshaturacao a
94 °C por 1 min., anelamento a 49 °C (CTX-MA e CTX-MB), 55 °C (CTX F e CTX_R)
ou 56 °C (CTX-M-15-SF e CTX-M-15-SR) por 1 min. e extensdo a 72 °C por 1 min., com
extensdo final a 72 °C por 5 min. Os produtos da PCR foram separados em gel de agarose a

dTM

1,0% (p/v) corado com GelRed ™ (Biotium, Hayward, EUA) e visualizados com o sistema

de fotodocumentacdo L-Pix Chemi (Loccus biotecnologia™, Cotia, Brasil).

4.5. Dinamica do estilo de vida endofitico de enterobactérias produtoras de
ESBL

A anélise e confirmacdo da capacidade de estilo de vida endofitico dos isolados
produtores de ESBL foi realizada utilizando o feijoeiro comum (Phaseolus vulgaris) como
modelo para o estudo, de acordo com protocolo previamente descrito (Tanuja et al., 2013)
com modificagdes. Inicialmente, grdos de feijdo tiveram a superficie desinfetada como
descrito no item 4.2 e, em seguida, foram incubados a 30 °C em placas de Petri contendo

algodéo esteril umedecido até o inicio do crescimento da radicula (dois a trés dias). Apés a
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germinacdo, os brotos foram imersos por 30 min. na suspenséo celular (DOgy = 1,5) do
isolado analisado e transferidos para frascos contendo meio Murashige e Skoog (MS)
modificado (CaCl,.2H,0 2,0 mM, MgS0,.7H,0 0,5 mM, KCI 2,0 mM, KH,PO, 0,4 mM,
FeSO,4.7H,0 0,065 mM, H3BO3; 2,3 mM, MnSO,4.H,0 0,9 mM, ZnSO4.H,0 0,6 mM,
Na;Mo0QO4.H,0 0,1 mM, CoCl,.6H,0 0,01 mM, CuSO4.5H,0 0,15 mM, glicina 2 mg/I,
mio-inositol 100 mg/l, piridoxina.HCI 0,5 mg/l e &gar 8,0 g/l, pH6,5). Os frascos foram
entdo incubados a 30 °C por 15 dias e, apos esse periodo, foi realizado o isolamento das
bactérias endofiticas da raiz e da parte aérea das plantas, como descrito no item 4.2. Em
seguida, os isolados obtidos foram avaliados quanto & presenca de genes blactx.v €
comparados aos inoculados inicialmente por ERIC-PCR. Os ensaios foram realizados em
triplicata (com trés plantas em cada replicata). Acinetobacter baumannii ATCC 19606 e
agua destilada estéril foram utilizados como controles negativos nos ensaios. Para A.
baumannii ATCC 19606, a selecdo foi realizada em MacConkey suplementado com 128

pg/ml de cefoxitina.

4.6. Fingerprinting genémico por PCR de sequéncias consenso repetitivas
intergénicas de enterobactérias (ERIC-PCR) e de elementos BOX (BOX-PCR)

A clonalidade dos isolados da mesma espécie foi analisada primeiramente por meio
do perfil genotipico obtido pela amplificacdo de sequéncias consenso repetitivas
intergénicas de enterobactérias (ERIC-PCR) e de elementos BOX (BOX-PC). Para o
ERIC-PCR foi utilizado o iniciador ERIC-2 (5’-AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG-3%)
(Versalovic et al., 1991). As amplificagdes foram realizadas com um volume final de 25
ul, contendo 100 ng de DNA total, 2 uM do iniciador, 3,0 mM de MgCl, (Thermo Fisher
Scientific, USA), 250 uM de dNTP (cada) (Thermo Fisher Scientific, USA), tampdo de
reacdo 1X (Thermo Fisher Scientific, USA) e 1,25 U de Tag DNA polimerase (Thermo
Fisher Scientific, USA). As condicdes de reacdo foram as seguintes: desnaturacéo inicial a
94 °C por 10 min., seguida de 30 ciclos de desnaturacdo a 94 °C por 1 min., anelamento a
52 °C por 1 min. e extensdo a 72 °C por 8 min., com extensédo final a 72 °C por 16 min.
Para 0 BOX-PCR, foi utilizado o iniciador BOXAIR (5-CTACGGCAAGGCGACGCTG-
AC-3") (Versalovic et al., 1994). As amplificagdes foram realizadas com um volume final
de 25 pl, contendo 100 ng de DNA total, 2 uM do iniciador e 6,25 ul de NZYTaq 2x
Green Master Mix (2,5 mM de MgCI2, 200 uM de dNTPs e 0,2 U/ul de DNA polimerase)
(NZYtech, Portugal). As condicOes de reagéo foram as seguintes: desnaturacao inicial a 94

°C por 7 min., seguida de 30 ciclos de desnaturacdo a 94 °C por 1 min., anelamento a 53 °C
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por 1 min. e extensdo a 65 °C por 8 min., com extensdo final a 65 °C por 16 min. Em
seguida, os produtos da PCR foram separados em gel de agarose a 1,5% (p/v) a 70 V por
2,5h.

4.7. Determinacéo de filogrupos de E. coli

Em virtude da relacdo existente entre grupo filogenético de E. coli e viruléncia, o
método baseado em PCR descrito por Clermont et al. (2013) foi utilizado para determinar
o filogrupo (A, B1, B2, C, D, E, F de E. coli sensu stricto ou clado I critico de Escherichia)

dos isolados de E. coli multirresistentes.

4.8. Transferéncia horizontal de plasmideos de resisténcia

4.8.1. Conjugacao

Nos ensaios de conjugacao, E. coli C600 resistente a estreptomicina, E. coli J53
resistente a azida sodica ou E. coli CV601 resistente a rifampicina foi utilizada como
linhagem receptora. As linhagens doadoras e receptoras foram crescidas em caldo LB por
18 h a 37°C e 180 rpm. Em seguida, um indculo das culturas (DOgo= 0,05) foi crescido
em caldo LB fresco até atingir a DOgpo= 0,6-0,8 e as linhagens foram misturadas na
proporcdo 1:3:1 (doadora:receptora:meio). A mistura foi entdo incubada por 18 h a 37°C
sem agitacdo e plaqueada em agar McConkey suplementado com 2 pg/ml de ceftriaxona ou
2 pg/ml de cefotaxima e 2000 pg/ml de estreptomicina ou 200 pg/ml de azida ou 100
pg/ml de rifampicina para a selecdo dos transconjugantes. Os transconjugantes foram

confirmados por PCR para blacrx-m € pelo perfil de suscetibilidade a antimicrobianos.

4.8.2. Transformacéo de E. coli TOP10 por choque térmico

Os plasmideos dos isolados foram extraidos pelo método de lise alcalina descrito
por Birnboim e Doly (1979). O preparo de E. coli TOP10 ultra-competente e a
transformacéo foram realizados de acordo com Inoue et al. (1990), aumentando-se o tempo

de choque térmico a 42 °C para 1,5 min.

4.9. Construcao das bibliotecas e sequenciamento gendmico

Para a construcdo das bibliotecas e sequenciamento gendmico, 0s isolados
endofiticos produtores de ESBL foram crescidos em caldo LB por 18 h a 37 °C e o DNA
total foi extraido utilizando o PureLink® Genomic DNA Mini Kit (Thermo Fisher

Scientific, USA), de acordo com as instrugcdes do fabricante. A quantificacdo e a qualidade
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do DNA foram determinadas com o fluorémetro Quibit®, utilizando o dsDNA HS (High
Sensitivity) Assay Kit. No proximo passo, a constru¢do das bibliotecas genémicas e o
sequenciamento foram realizados no Departamento de Andlises Clinicas da Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas da USP, no Centro de Facilidades de apoio a Pesquisa (CEFAP) —
ICB/USP ou enviados a Eurofins Genomics (Constanga, Alemanha). O preparo das
bibliotecas do tipo paired-end foi feito utilizando o Nextera XT DNA Library Prep Kit
(IMlumina Inc.), de acordo com protocolo do fabricante. Apds o preparo das bibliotecas, o
tamanho dos fragmentos foi avaliado pelo método de eletroforese capilar utilizando o
sistema Agilent Bioanalyzer DNA 1000 e a quantificacio final foi aferida com Quibit®. Em
seguida, o sequenciamento gendmico foi realizado com a plataforma MiSeq (300 pb

paired-end) (lllumina Inc.) ou HiSeq 4000 (150 pb paired-end) (Illumina Inc.).

4.10. Montagem e anotagdo de genomas

As reads de alta qualidade obtidas (Q>20) foram montadas de novo em contigs
utilizando SPAdes v. 3.9.0 (Bankevich et al., 2012) ou Velvet v. 1.2.10 (Zerbino e Birney,
2008). A anotacdo automatica foi realizada com Prokka (Seemann, 2014) e NCBI
Prokaryotic Genomes Annotation Pipeline (PGAP) (Angiuoli et al., 2008). A curadoria
manual das anotacdes foi realizada com Geneious v. R10 (Biomatters Ltd., Auckland, New
Zealand).

4.11. Andlise do resistoma, viruloma, tipagem, elementos genéticos maoveis e
genes que favorecem a associagdo com plantas

O resistoma e 0s genes de viruléncia dos isolados foram analisados utilizando
ResFinder v. 3.1 (Zankari et al., 2012) e VirulenceFinder v. 2.0 (Joensen et al., 2014),
respectivamente. A sequéncia tipo (ST) foi identificada com MLST v. 2.0 (Larsen et al.,
2012), enquanto o sorotipo foi determinado usando SerotypeFinder v. 2.0 (Joensen et al.,
2015) e os bancos de dados para genotipagem do Instituto Pasteur

(http://bigsdb.pasteur.fr/). A identificacdo dos grupos de incompatibilidade plasmidiais foi

realizada com PlasmidFinder v. 2.0 (Carattoli et al., 2014) e os elementos transponiveis
analisados com ISFinder (Siguier et al., 2006), utilizando os pardmetros padréo. Para a
identificacdo de genes que favorecem a associacao bacteriana com plantas, as reads foram
alinhadas contra um banco de dados in-house contendo genes descritos na literatura e

obtidos do GenBank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/), seguida de analise usando o

programa blastX (identidade >90%; e-value <107).


http://bigsdb.pasteur.fr/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/
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4.12. Anédlise estatistica

Os dados de densidades de bactérias endofiticas foram submetidos a andlise de
variancia (ANOVA) e as médias foram comparadas pelo teste de Duncan a P <0,05 usando
IBM SPSS Statistics 24 (IBM, Estados Unidos).
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5. RESULTADOS

5.1. Isolamento bacteriano

Durante este estudo de monitoramento realizado para avaliar a ocorréncia de
bactérias endofiticas multirresistentes produtoras de ESBL em hortaligas comerciais, as
amostras analisadas foram provenientes de diferentes cidades do estado de Sdo Paulo
(Brasil) e do distrito de Aveiro (Portugal). Em geral, os resultados mostraram uma
diferenca significativa no nimero de bactérias endofiticas ndo suscetiveis a ceftriaxona ou
a cefotaxima de acordo com o vegetal avaliado e o local de origem da amostra (teste de
Duncan, P<0,05) (Tabela 2).

Tabela 2. Densidades mais altas de bactérias endofiticas gram-negativas ndo suscetiveis a
ceftriaxona ou a cefotaxima.

Vegetal UFC/g = DP Pais Cidade Coordenadas geograficas
Repolho 4,33+0,28x10°A Brasil Piedade 23°25'12"S, 47°15'00"W
Almeirdo 3,74+0,21x10% Brasil Piedade 23°25'12"S, 47°15'00"W
Alface 2,95+0,16x10% Brasil Aruja 23°13'48"S, 46°1124"W
Escarola 2,70+0,15x10%}# Portugal ~ Aveiro 40°38°39” N, 8°38°43"W
Alface 2,48+0,15x10% Portugal ~ Aveiro 40°38°39” N, 8°38°43"W
Espinafre 8,94+0,99x10%* Brasil Ibitna 23°23'24"S, 47°07'48"W
Repolho 7,02+0,42x10%§ Portugal  Aveiro 40°38’39” N, 8°38°43”W
Rucula 5,59+0,9x10°8¢ Brasil Vargem Grande Paulista 23°21'00"S, 47°00'36"W
Agrido 5,20+0,56x10%} Portugal  Awveiro 40°38°39” N, 8°38°43”W
Couve 4,99+0,71x10%p Brasil Ibitna 23°23'24"S, 47°07'48"W
Beterraba 3,95+0,42x10%] Brasil Vargem Grande Paulista  23°21'00"S, 47°00'36"W
Espinafre 3,12+0,27x10%K Brasil Vargem Grande Paulista 23°21'00"S, 47°00'36"W
Rabanete 2,84+0,29x10%K Brasil Ibidna 23°23'24"S, 47°07'48"W
Almeirdo 1,97+0,52x10°¢" Brasil Mogi das Cruzes 23°18'36"S, 46°06'36"W

Médias + desvio padrdo (DP) seguidas pelo mesmo simbolo na mesma coluna ndo diferem pelo teste de
Duncan (P<0.05).

As amostras de repolho e almeirdo provenientes de Piedade (23°25'12"S,
47°15'00"W) apresentaram as maiores densidades de bactérias ndo suscetiveis a
ceftriaxona ou & cefotaxima (4,33x10° UFC/g e 3,74x10° UFC/g, respectivamente). Além
disso, as amostras de repolho de Piedade e alface de Aruja (23°13'48"S, 46°11'24"W)
possuiram maiores densidades bacterianas (4,33x10° UFC/g e 2,95x10° UFC/g,
respectivamente) que vegetais do mesmo tipo de Aveiro (40°38°39” N, 8°38°43”W)
(7,02x10% UFC/g e 2,48x10° UFC/g, respectivamente). Da mesma forma, as amostras de
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almeirdo de Piedade e espinafre de Ibitina (23°23'24"S, 47°07'48"W) apresentaram maiores
densidades de bactérias (3,74x10° UFC/g e 8,94x10? UFC/g, respectivamente) que vegetais
do mesmo tipo de Mogi das Cruzes (23°18'36"S, 46°06'36"W) e de Vargem Grande
Paulista (23°21'00"S, 47°00'36"W) (1,97x10? UFC/g e 3,12x10? UFC/g, respectivamente).
Em outros casos, ndo houve diferenga significativa entre diferentes amostras, tais como
ricula de Vargem Grande Paulista (5,59x10° UFC/g), couve de Ibiina (4,99x10? UFC/g) e
agrido de Aveiro (5,20x10* UFC/g). Diversos vegetais amostrados ainda ndo apresentaram
bactérias endofiticas isoladas em meio suplementado com ceftriaxona ou cefotaxima

(dados ndo mostrados).

5.2. Padrdes de suscetibilidade antimicrobiana de bactérias endofiticas

Na triagem inicial dos isolados, a resisténcia antimicrobiana foi detectada para a
maioria dos antimicrobianos testados, exceto para meropenem e imipenem (Tabela 3).
Cento e setenta e oito isolados (84,8% do total de isolados avaliados) foram resistentes a
um ou mais antimicrobianos. Para a maioria dos antimicrobianos testados, as taxas de
resisténcia foram maiores nos isolados do Brasil. Além da resisténcia a ceftriaxona ou a
cefotaxima (84,8% do total de isolados; 83,3% e 86,7% dos isolados de amostras do Brasil
e de Portugal, respectivamente), a resisténcia a amoxicilina/acido clavulanico foi
relativamente alta em isolados de amostras dos dois paises (29,0% no total; 32,5% e 24,4%
dos isolados do Brasil e de Portugal, respectivamente). A resisténcia a tetraciclina também
foi relativamente elevada para isolados de ambos os paises (16,2% no total; 20,0% e 11,1%
dos isolados do Brasil e de Portugal, respectivamente), seguida por resisténcia a
ceftazidima (15,7% no total; 14,2% e 17,8% dos isolados do Brasil e de Portugal,
respectivamente) e a aztreonam (13,3% no total; 16,7% e 8,9% dos isolados do Brasil e de
Portugal, respectivamente). Por outro lado, as taxas de resisténcia mais baixas foram para,
em adicdo aos carbapenémicos (imipenem, meropenem e ertapenem), amicacina (0,5% no
total; 0,8% e 0% dos isolados do Brasil e de Portugal, respectivamente), cloranfenicol
(5,2% no total; 5% e 5,6% dos isolados do Brasil e de Portugal, respectivamente) e
(fluoro)quinolonas (&cido nalidixico, ciprofloxacina e enrofloxacina) (5,7% no total; 7,5%

e 3,3% dos isolados do Brasil e de Portugal, respectivamente) (Tabela 3).
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Tabela 3. Porcentagem de resisténcia de isolados endofiticos do Brasil (n=120) e de Portugal (n=90)

aos principais antimicrobianos avaliada pelo teste de disco-difusdo em agar.

Namero de isolados resistentes (%)

Antimicrobiano Brasil Portugal
Amoxicilina/acido clavulanico (20/10 pg) 39 (32,5) 22 (24,4)
Ceftriaxona (30 pg) 100 (83,3) -
Cefotaxima (30 ug) - 78 (86,7)
Ceftazidima (30 pg) 17 (14,2) 16 (17,8)
Ceftiofur (30 pg) 12 (10,0) -
Cefepima (30 pg) 6 (5,0) 10 (11,1)
Cefoxitina (30 pg) 15 (12,5) -
Aztreonam (30 pg) 20 (16,7) 8(8,9)
Acido nalidixico (30 ug) 5 (4,2) 2(2,2)
Ciprofloxacina (5 ug) 2(1,7) 1(1,1)
Enrofloxacina (5 pg) 2(1,7) -
Imipenem (10 pg) 0(0,0) 0(0,0)
Meropenem (10 pg) 0(0,0) 0(0,0)
Ertapenem (10 pg) 1(0,8) 0(0,0)
Gentamicina (10 ug) 17 (14,2) 8(8,9)
Amicacina (30 pg) 1(0,8) 0(0,0)
Tetraciclina (30 pg) 24 (20,0) 10(11,1)
Doxiciclina (30 ug) 9(7,5) 7(7,8)
Sulfametoxazol/trimetoprima (23,75/1,25 ug) 15 (12,5) 8 (8,9)
Cloranfenicol (30 pg) 6 (5,0) 5 (5,6)

5.3. Bactérias endofiticas multirresistentes produtoras de ESBL

Apbs a avaliacdo inicial do perfil de resisténcia antimicrobiana dos isolados, nove

enterobactérias endofiticas produtoras de ESBL foram confirmadas. Desse total, seis
isolados foram obtidos a partir de duas amostras de espinafre, uma de repolho, uma de
alface e uma de racula do Brasil (10,4% das amostras brasileiras) e duas amostras de alface
e uma de agrido de Portugal (8,3% das amostras portuguesas) (Tabela 4 e Figura 6).

Os isolados produtores de ESBL foram identificados como Escherichia coli
(ALF012, ALF043, AGRO028, ESP110, REP215 e REP237), Klebsiella pneumoniae
(ALF301 e RUC232) e Enterobacter cloacae (ESP151), os quais exibiram perfil de
multirresisténcia com altas CIMs principalmente para penicilinas, cefalosporinas e
aztreonam. A resisténcia as (fluoro)quinolonas foi também detectada em K. pneumoniae
RUC232 e em duas E. coli (ALF012 e REP215) (Tabelas 5 e 6). No entanto, todos 0s



Tabela 4. Perfil fenotipico de resisténcia antimicrobiana de linhagens de
endofiticas produtoras de ESBL, transformantes, transconjugantes e receptoras.
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Enterobacteriaceae

Espécie Linhagem Vegetal Pais Coordenadas  Perfil de resisténcia Fenétipo CIM
geograficas ESBL Caz/Czl
E. cloacae ESP151 Espinafre  Brasil 23°23'24"S,  Amc, Cro, Ctf, Cfo, + 8/0,25
47°07'48" W  Atm, Gen, Tob, Str,
Sxt, Chl
K. pneumoniae  ALF301 Alface Brasil 23°13'48" S, Cro, Ctf, Cpm, Atm, + 8/0,5
46°1124" W  Gen, Tab, Str, Sxt,
Chl, Tet
K. pneumoniae  RUC232 Rucula Brasil 23°21'00"S,  Amc, Cro, Caz, Atm, + 16/1
47°00'36" W  Str, Nal, Cip, Eno, Tet
E. coli ALF012 Alface Portugal 40°38°39”N, Amc, Ctx, Caz, Cpm, + -
8°38°43”W Atm, Str, Nal, Cip,
Sul, Sxt, Tet, Dox
E. coli ALF043 Alface Portugal 40°38°39”N, Amc, Ctx, Caz, Cpm, + -
8°38’43”W Atm, Sul, Sxt, Tet,
Dox
E. coli AGRO028 Agrido Portugal 40°38°39”N, Amc, Ctx, Caz, Cpm, + -
8°38°43”W Atm
E. coli ESP110 Espinafre  Brasil 23°23'24" S,  Amc, Cro, Caz, Atm, + 16/1
47°07'48"W  Kan, Gen, Tob, Sxt,
Chl, Tet
E. coli REP215 Repolho Brasil 23°25'12" S,  Cro, Ctf, Cpm, Atm, + 8/0,5
47°15'00" W  Gen, Nal, Cip, Eno,
Nor, Pef, Lvx, Mfx,
Sxt
E. coli REP237 Repolho Brasil 23°25'12"S,  Amc, Cro, Ctf, Cpm, + 24/0,5
47°15'00" W  Atm, Sxt, Tet, Dox
E. coli TF-ESP151 NA NA NA Amc, Cro, Ctf, Atm + 4/0,19
E. coli TF-ALF301 NA NA NA Cro, Ctf, Cpm, Atm + 4/0,125
E. coli TF-RUC232 NA NA NA Amc, Cro, Caz, Atm + 8/0,25
E. coli TC-ALF043 NA NA NA Amc, Ctx, Caz, Ctf, + -
Atm
E. coli TC-AGR028 NA NA NA Ctx, Caz, Cpm, Atm + -
E. coli TC-ESP110 NA NA NA Amc, Cro, Atm, Kan + 8/0,5
E. coli TC- REP215 NA NA NA Cro, Ctf, Atm + 8/0,25
E. coli TC-REP237 NA NA NA Amc, Cro, Ctf, Cpm, + 12/0,5
Atm
E. coli TOP10 NA NA NA - - -
E. coli J53 NA NA NA Azi - -
E. coli C600 NA NA NA Str - -
E. coli Cve01 NA NA NA Kan, Rif - -
Amc, amoxicilina/acido clavulanico; Cro, ceftriaxona; Ctx, cefotaxima; Caz, ceftazidima; Czl,

ceftazidima/acido clavulanico; Ctf, ceftiofur; Cpm, cefepima; Cfo, cefoxitina; Atm, aztreonam; Kan,
canamicina; Gen, gentamicina; Tob, tobramicina; Str, estreptomicina; Nal, &cido nalidixico; Cip,

ciprofloxacina; Eno, enrofloxacina; Nor, norfloxacina; Pef, pefloxacina; Lvx,

levofloxacina; Mxf,

moxifloxacina; Sul, sulfonamidas; Sxt, sulfametoxazol/trimetoprima; Chl, cloranfenicol; Tet, tetracicling;
Dox, doxiciclina; Azi, azida; Rif, rifampicina. TF, transformante; TC, transconjugante; NA, ndo aplicavel.
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Figura 6. (a) Antibiograma mostrando o perfil de resisténcia de E. coli REP215 endofitica de
repolho a antimicrobianos. O teste sinérgico do duplo disco para deteccéo fenotipica de ESBL pode ser visto
na regido central da placa, sendo o resultado positivo indicado pela distor¢do da zona de inibi¢do dos discos
de B-lactdmicos da regido central em dire¢do ao disco de amoxicilina/acido clavulanico. (b) Visdo ampliada
do teste sinérgico do duplo disco para K. pneumoniae ALF301 endofitica de alface. (c) Perfis genotipicos
obtidos por ERIC-PCR das linhagens de E. coli endofiticas de repolho. 1 e 4, marcador GeneRuler 100 bp
Plus DNA Ladder; 2, E. coli REP215; 3, E. coli REP237. (d) Perfis obtidos por BOX-PCR das linhagens de
E. coli endofiticas de alface e de agrido. 1, marcador GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder; 2, E. coli
ALFO012; 3, E. coli AGR028; 4, E. coli ALF043. AMC, amoxicilina/acido clavulanico; CAZ, ceftazidima;
CRO, ceftriaxona; CTF, ceftiofur; CPM, cefepima; CFO, cefoxitina; ATM, aztreonam; ETP, ertapenem;
IPM, imipenem; MER, meropenem; ENO, enrofloxacina; CIP, ciprofloxacina; GEN, gentamicina.
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Tabela 5. CIMs de antimicrobianos para enterobactérias endofiticas produtoras de ESBL isoladas no Brasil.

CIM (pg/ml)?
Linhagem PTZ CEP CEC CFM CRO CAZ CPM CFO ATM IPM MER ETP GEN AMK NAL CIP ENO LVX MXF SXT CHL TET
E. cloacae >256 >256 =>256 96 >32 8 12 128 32 0,75 0,094 0,25 16 4 16 0,75 0,094 05 0,064 =>32 >256 6
ESP151
K. pneumoniae 4 >256 2256 >256 =32 8 24 4 48 0,25 0,023 0,094 >1024 4 3 0,125 0,047 0,064 0,032 >32 2>256 64
ALF301
K. pneumoniae >256 >256 >256 >256 >32 16 12 4 16 0,38 0,032 0,25 1 8 >32 16 4 0,5 0,064 2 6 16
RUC232
E. coli >256 =256 =256 =>256 >32 16 4 12 32 0,25 0,094 0,19 16 8 16 1 0,047 025 0,032 >32 >256 64
ESP110
E. coli 4 >256 >256 96 >32 8 16 12 16 0,19 0,047 0,25 48 16 >256 >32 >32 >32 >32 >32 6 15
REP215
E. coli >256 2256 >256 >256 >32 24 >32 3 24 0,38 0,032 0,19 0,5 4 6 05 0,064 025 0125 2>32 3 192
REP237

®Resisténcia é indicada em negrito. PTZ, piperacilina/tazobactam; CEP, cefalotina; CEC, cefaclor; CFM, cefixima; CRO, ceftriaxona; CAZ, ceftazidima; CPM, cefepima;
CFO, cefoxitina; ATM, aztreonam; IPM, imipenem; MER, meropenem; ETP, ertapenem; GEN, gentamicina; AMK, amicacina; NAL, acido nalidixico; CIP, ciprofloxacina;
ENO, enrofloxacina; LVX, levofloxacina, MXF, moxifloxacina; SXT, sulfametoxazol/trimetoprima; CHL, cloranfenicol; TET, tetraciclina.
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Tabela 6. CIMs de antimicrobianos para linhagens de E. coli endofiticas produtoras de ESBL isoladas em Portugal, transconjugantes e receptora.

CIM (ug/ml)?
Linhagem AMO AMP PIP TMO CTX CAZ ATM ETP MER IPM NAL CIP STR AMK SMX TIG
E. coli >256 >256 >256 8 16 32 48 0,012 0,008 0,094 >256 3 >256 8 >1024 0,125
ALFO012
E. coli >256 >256 >256 8 8 16 32 0,008 0,004 0,0125 2 0,006 3 4 >1024 0,047
ALF043
E. coli >256 >256 >256 12 16 16 24 0,012 0,004 0,064 2 0,006 15 4 12 0,125
AGR028
E. coli TC- >256 >256 >256 8 8 16 16 0,004 0,015 0,125 2 0,008 15 0,125 3 0,125
ALFO043
E. coli TC- >256 >256 >256 12 8 16 16 0,008 0,008 0,125 2 0,008 1,5 0,125 3 0,125
AGR028
E. coli CV601 2 4 15 6 0,03 0,125 0,023 0,006 0,008 0,125 2 0,008 15 0,125 3 0,125

®Resisténcia ¢é indicada em negrito. AMO, amoxicilina; AMP, ampicilina; PIP, piperacilina; TMO, temocilina, CTX, cefotaxima; CAZ, ceftazidima; ATM, aztreonam; ETP,
ertapenem; MER, meropenem; IPM, imipenem; NAL, acido nalidixico; CIP, ciprofloxacina; STR, estreptomicina; AMK, amicacina; SMX, sulfametoxazol; TIG, tigeciclina.
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isolados produtores de ESBL permaneceram sensiveis aos carbapenémicos (imipenem,

meropenem e ertapenem) e a amicacina.

5.4. Estilo de vida endofitico de enterobactérias produtoras de CTX-M-15

Para analisar o estilo de vida endofitico das linhagens produtoras de CTX-M, foi
utilizado um modelo de plantas de feijoeiro comum. Nesse ensaio, a recuperacdo das
linhagens do interior dos tecidos vegetais com a superficie desinfetada (raiz e parte aérea)
foi realizada ap6s 15 dias da inoculacdo. Todas as linhagens avaliadas colonizaram
eficientemente o interior da raiz e da parte aérea das plantas, sendo as linhagens
recuperadas idénticas as inoculadas, confirmando a capacidade de estilo de vida endofitico
das mesmas. As maiores densidades das bactérias recuperadas foram encontradas nas
raizes, principalmente para K. pneumoniae ALF301 e RUC232 (1,6x10° UFC/g e 8,7x10"
CFU/g, respectivamente) (P<0,05). Na parte aérea das plantas, no entanto, as maiores
densidades bacterianas foram observadas para E. cloacae ESP151 (2,1x10° UFC/g)
(P<0,05) (Tabela 7).

Tabela 7. Densidade das linhagens endofiticas produtoras de CTX-M recuperadas da raiz e da parte
aérea do feijoeiro comum apo6s 15 dias da inoculagéo.

UFC/g + DP
Linhagem Raiz Parte aérea
K. pneumoniae ALF301 1,6+0,1x10°A 6,9+0,4x10°A
K. pneumoniae RUC232 8,7+0,5x10% 3,8+0,3x10%F
E. cloacae ESP151 6,4+0,4x10% 2,1+0,1x10%
E. coli REP215 3,940,4x10% 7,0£0,9x10"%#
E. coli ESP110 3,2+0,6x10"# 3,1+0,5x10%+
E. coli REP237 5,1+0,5x10%* 7,5+1,0x10"%#
E. coli ALF012 NR NR
E. coli ALF043 NR NR
E. coli AGR028 NR NR
A. baumannii ATCC 19606 0,0+0,08 0,0+0,08

Médias + desvio padrdo (DP) seguidas pelo mesmo simbolo na mesma coluna ndo diferem pelo teste de
Duncan (P<0.05). NR, ndo realizado.

5.5. Genotipagem, resistoma, viruloma e genes que favorecem a associagdo
com plantas

Todos os isolados endofiticos produtores de ESBL neste estudo tiveram o genoma
sequenciado. A cobertura dos genomas variou de aproximadamente 77x a 458x e as
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sequéncias foram montadas em 20 a 171 contigs maiores que 500 pb, produzindo drafts de
genomas com N50 de 70.732 pb a 3.031.323 ph. O tamanho dos drafts dos genomas variou
de 4.913.075 pb a 5.757.970 pb para E. coli ESP110 e K. pneumoniae RUC232,
respectivamente (Tabela 8).

A anélise dos genomas mostrou que as enterobactérias endofiticas produtoras de
ESBL pertenceram a diferentes sequéncias tipo (STs). E. coli ESP110, REP215 e REP237
isoladas de espinafre e repolho do Brasil pertenceram ao ST4012, ST648 e ST38,
respectivamente, enquanto que E. coli ALF012 e ALF043 isoladas de alface de Portugal
foram atribuidas ao ST10 e E. coli AGR028 obtida de agrido também de Portugal
pertenceu a um novo ST (ainda ndo designado). K. pneumoniae ALF301 pertenceu ao
ST198 (Lopes et al., 2017) e K. pneumoniae RUC232 ao novo ST2739. E. cloacae ESP151
isolado de espinafre foi atribuido ao novo ST927.

Além disso, os sorotipos das linhagens também foram diferentes. E. coli ALF012,
ALF043, AGR028, ESP110, REP215 e REP237 pertenceram aos sorotipos O8:H17,
012:H4, ONT(nao tipado):H20, O8:H4, ONT(ndo tipado):H6 e O86:H18, respectivemen-
te. K. pneumoniae ALF301 foi atribuida ao sorotipo K30, enquanto K. pneumoniae
RUC232 ao K102 (Tabela 9).

A producéo de ESBL foi associada com a presencga do gene blacrtx-m-15 para todas
as linhagens endofiticas do Brasil e com 0 gene blacrx.m-14 para todas as linhagens
endofiticas de Portugal. Outros genes de beta-lactamase também foram detectados, dos
quais blargm-1g foi identificado em cinco linhagens de E. coli (ALF012, ALF043,
AGRO028, ESP110 e REP215), K. pneumoniae RUC232 e E. cloacae ESP151. Por outro
lado, blaoxa-1 foi detectado em todas as linhagens do Brasil, exceto em E. coli ESP110,
mas em nenhuma das linhagens de Portugal. Adicionalmente, ambas as linhagens de K.
pneumoniae apresentaram o gene blasyy. Além dos genes de resisténcia aos beta-
lactamicos, também foram identificados determinantes de resisténcia aos aminoglicosideos
(strA, strB, aac(3)—II, aac(6’)Ib—cr, aadAl, aadA5, aadAl2, aph(3")-Ib e aph(6)-1d),
(fluoro)quinolonas (aac(6’)Ib—cr, qnrB, ogxA, and ogxB), fenicdis (catAl, catB3, cmlAl e
floR), tetraciclinas (tetA, tetB e tetX), macrolideos (ermB, mphA e mdfA) trimetoprima
(dfrA14, dfrA15 e dfrAl7), sulfonamidas (sull e sul2) e fosfomicina (fosA) nas linhagens
endofiticas deste estudo.

Nas linhagens resistentes as (fluoro)quinolonas, ainda foram observadas mutacGes
em regides determinantes de resisténcia a essa classe de antimicrobianos. As substituicdes

Thr-83—1le e Ser-80—1le resultantes de mutagdao em gyrA e parC, respectivamente, foram



Tabela 8. Resumo dos dados da construgdo das bibliotecas e montagem dos genomas de enterobactérias endofiticas.
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Biblioteca Montagem
Linhagem Tamanhodo Comprimento  Numerode  Comprimento Contigs Tamanho Maior N50 (pb) L50  Cobertura Numero de acesso
inserto (pb)  das reads (pb)  reads total (pb) total (pb)  contig (ph) (X) (GenBank)

E. cloacae 876 300 1.288.612 386.583.600 62 4.926.220  759.020 337.639 5 77,3 PPHP(01000000

ESP151

K. pneumoniae 915 300 3.260.562 978.168.600 20 5.311.340  3.031.323  3.031.323 1 163,0 MRWC01000000

ALF301 KY354306.1
KY495890.1

K. pneumoniae 864 300 2.826.989 848.096.700 103 5.757.970  337.601 120.339 15 141,3 PPHO01000000

RUC232

E. coli ALF012 350 150 6.459.860 1.937.958.000 128 5.068.488  400.372 147.489 12 387,6 Em processamento

E. coli ALF043 350 150 7.629.500 2.288.850.000 160 4.944.129  295.880 93.588 19 457,8 Em processamento

E. coli AGR028 350 150 5.179.720 1.553.916.000 49 4944591  513.314 259.750 8 310,8 Em processamento

E. coli ESP110 912 300 1.558.628 467.558.400 142 4.913.075  196.967 70.732 21 93,5 PPHNO01000000

E. coli REP215 923 300 1.427.014 428.104.200 154 5.418.874  366.651 122.855 13 85,6 PPHM01000000

E. coli REP237 858 300 1.592.584 477.775.200 171 5.248.431 427.664 122.281 13 95,6 PPHL01000000




Tabela 9. Caracteristicas gendmicas de Enterobacteriaceae endofiticas multirresistentes produtoras de CTX-M.
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Resistoma Plasmideos
. MLST i . . - — S
Linhagem sT/CC Filogrupo  Sorotipo®  Genes de viruléncia Genes de resisténcia antimicrobiana Mutacdes em Grupo de Frequéncia de Eficiéncia de
RDRQ" incompatibilidade® conjugacao transformag&o
(UFClreceptora) (UFCl/ug de
plasmideo)
E. cloacae 927 (singleton) - NT csgA, csgB, csgC, csgD, blacrx-m-15, blaoxa-1, blarem-1s, blaact-7, - HI2A - 1,05x10°
ESP151 csgE csgF ¢sgG, yidE strA, strB, aac(3)-11a, aac(6’)Ib-cr, aadAl,
gnrB1, sul2, dfrA14, catAl, catB3, tetA,
fosA
K. pneumoniae 198/198 - K30 fyuA, irp2, ybtA, ybtP, blacrx-m-15, blaoxa-1, blasuv-11, aac(3)-1la, - FIB, Fll - 6,12x10°
ALF301 ybtQ, ybtS, ybtT, ybtU, aac(6’)Ib-cr, ogxA, ogxB, dfrAl4, catAl,
ybtX, mrkA, mrkB, mrkH, catB3, tetA, fosA
mrkI
K. pneumoniae 2739 (singleton) - K102 mrkA, mrkB, mrkC, mrkD, blactx-m-15, blaoxa-1, blarem-1s, blasuv-2s, gyrA (Thr-83—lIle), FIB, FlI, CoIRNAI - 4,95x10°
RUC232 mrkF, mrkH, mrkl, mrkJ StrA, strB, aac(6°)Ib-cr, qnrB66, ogxA, parC (Ser-80—1Ile)
0gxB, sul2, catB3, tetA, fosA
E. coli ALF012 10/10 A 08:H17 astA, cma blactx-m-14, blarem-1s, aadA5, aadAl2, gyrA (Ser-83—Leu, FIB, FII, 11, Q1 - -
aph(3")-1b, aph(6)-1d, sull, sul2, dfrA17, Asp-87—Asn),
tetA, tetX, ermB, mdfA parC (Ser-80—1Ile)
E. coli ALF043 10/10 A 012:H4 iss, gad, iha, sat blacTx-m-14, blatem-18, aadA2, sull, dfrA15, - 11 8,02x10° -
tetB, cmlAl, ermB, mdfA
E. coli AGR028  Novo (em D ONT:H20 gad, air, eilA, IpfA blactx-m-14, blarem-18, ermB, mdfA - 11 7,45x10°% -
processamento)
E. coli ESP110 4012 (singleton) A 08:H4 iss, gad blactx-m-15, blatem-1s, StrA, strB, aacA4, - FIA, FIB, Fll 5,14x10° -
aac(3)-11d, aac(6)Ib-cr, aadA5, sul2,
dfrAl7, tetA, cmlAl, floR
E. coli REP215 648/648 D ONT:H6 gad, air, eilA, |pfA, sat, blactx-m-15, blaoxa-1, blarem-1g, aac(3)—lla, gyrA (Sel’-834>Leu, FIA, FIB, FlI, 8,67X10—4 -
senB aac(6’)Ib-cr, aadAb5, sull, dfrAl7, catB3, Asp-87—Asn), 12, ColRNAI, Col,
ermB, mphA parC (Ser-80—1Ile) Col156
E. coli REP237 38/38 D 086:H18  gad, air, cilA, nfak, senB blacrx-m-15, blaoxa-1, aac(6’)Ib-cr, aadA5, - FIA, FIB, FllI, 2,33x10° -
sull, dfrAl17, catB3, tetA, mphA ol15

®N4o tipado (NT);
PRegides determinantes de resisténcia as quinolonas (RDRQ);
‘Grupos de incompatibilidade de plasmideos carreadores de blacrx.y estdo sublinhados.


http://bigsdb.pasteur.fr/perl/bigsdb/bigsdb.pl?db=pubmlst_klebsiella_seqdef_public&page=alleleInfo&locus=fyuA&allele_id=2
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detectadas em K. pneumoniae RUC232, enquanto que as substituicdes Ser-83—Leu e Asp-
87— Asn codificadas em gyrA e Ser-80— Ile em parC foram encontradas em E. coli
REP215 e ALF012 (Tabela 9). Adicionalmente, foram identificados clusters génicos de
resisténcia a metais pesados, tais como cusSRCFBA, copE2ABCDRSEL e arsRDABC que
codificam resisténcia a cobre/prata, cobre e arsénio, respectivamente, na linhagem
endofitica K. pneumoniae ALF301 isolada de alface do Brasil.

Multiplos genes associados a viruléncia tambeém foram encontrados nas
enterobactérias endofiticas. Nas linhagens de E. coli, foram identificados os genes air
(codificador de monémero de imunoglobulina enteroagregativa), eilA (envolvido em
aderéncia e formacéo de biofilme), nfak (adesina fibrilar), iha (adesina), Ipfa (envolvido na
formacdo de fimbria), gad (glutamato descarboxilase), iss (envolvido no aumento de
sobrevivéncia no soro), sat (toxina secretada), astA (toxina termoestavel EAST-1), senB
(enterotoxina plasmidial) e cma (colicina M). E. coli AGR028, REP215 e REP237
pertenceram ao altamente virulento filogrupo D, enquanto E. coli ALF012, ALF043 e
ESP110 foram atribuidas ao filogrupo A, o qual é frequentemente associados a linhagens
comensais de baixa viruléncia (Clermont et al., 2013). Nas linhagens de K. pneumoniae, 0s
genes de viruléncia encontrados foram fyuA (codificador de receptor do sider6foro
yersiniabactina), irp2 e genes ybt (envolvidos na sintese de yersiniabactina), além de genes
mrk (codificadores de fimbrias do tipo 3, relacionadas a formacdo de biofilme). Em E.
cloacae ESP151, yidE (responsavel por hiper-aderéncia a células hospedeiras de animais e
plantas) (Torres e Kaper, 2003; Torres et al., 2005) e os operons csgBA and csgDEFG
(codificadores de fimbrias curli) foram encontrados (Tabela 9).

Com relacdo aos genes que favorecem a associacdo bacteriana com plantas, os
determinantes genéticos incluiram operons responsaveis pela assimilacdo de nitrato
(narGHJI, napFDAGHBC e narZYWV - codificadores de nitrato redutases -, e
nrfABCDEFG e nirBDC - codificadores de nitrito redutases), o qual é a principal fonte de
nitrogénio para plantas em solos fertilizados, bem como genes codificadores de celulases
(celA e celB) em todas as linhagens endofiticas deste estudo. Genes envolvidos na
biossintese de 2,3-butanediol (budABC) e solubilizacdo de fosfato (pqgABCDEF), os quais
podem estar associados a promocdo de crescimento vegetal (Liu et al., 2016), foram
identificados nas linhagens de K. pneumoniae e E. cloacae. Gene codificador de quitinase
(chiC), frequentemente relacionado a atividade contra fitopatdgenos (Kobayashi et al.,
2002), foi detectado em E. coli ALF043 e ESP110, K. pneumoniae ALF301 e RUC232 e
E. cloacae ESP151.
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5.6. Plasmideos e transferéncia horizontal

Plasmideos de diferentes grupos de incompatibilidade foram encontrados nas
linhagens de enterobactérias endofiticas deste estudo. No entanto, enquanto que, em E. coli
e K. pneumoniae isoladas de amostras do Brasil, blacrx-m-15 foi carreado plasmideos do
IncF (IncFIA, IncFIB e IncFll), esse gene foi carreado por um plasmideo do IncHI2A em
E. cloacae ESP151. Por outro lado, nas linhagens de E. coli endofiticas isoladas de
amostras de Portugal, blactx-m-14 foi carreado por plasmideos do Incll (Tabela 9).

Dois plasmideos de K. pneumoniae ALF301 isolada de alface do Brasil foram
montados (Figura 7). O maior, denominado pKP301cro, possui 147.442 pb, contettdo G+C
de 50,78% e 136 sequéncias codificadoras de proteinas, incluindo blactx-m-15 € 0s clusters
génicos cusSRCFBA, copE2ABCDRSEL e arsRDABC codificadores de resisténcia a metais
pesados (cobre, prata e arsénio) (item 5.5). Esse plasmideo foi mais similar ao plasmideo
p6234-198.371kb, carreador de blactx-m-15, de K. pneumoniae de origem hospitalar
humana da Coldmbia. A similaridade entre eles foi principalmente nas regides
codificadoras da replicacdo, particionamento/manutencdo, transferéncia conjugativa e
resisténcia aos metais pesados. As principais diferencas estdo em regides de elementos
transponiveis (Figura 8). O menor plasmideo de K. pneumoniae ALF301, pKP301b,
apresenta 110.253 pb, contedo G+C de 48,35% e 130 sequéncias codificadoras de

proteinas, mas ndo possui genes de resisténcia a antimicrobianos ou a metais pesados. Ele

(a) (b)

pKP301cro

pKP301b
147.442 pb

110.253 pb

Figura 7. Plasmideos de K. pneumoniae ALF301. (a) Plasmideo pKP30lcro (GenBank:
KY495890.1) carreador de blactx.m-15 (Em vermelho) e genes de resisténcia a metais pesados. (b) Plasmideo
pKP301b (GenBank: KY354306.1) ndo carreador de genes de resisténcia. Azul, sequéncias codificadoras de
proteinas; cinza, elementos transponiveis; preto, conteldo G+C; verde, variacdo positiva de G+C; roxo,
variacéo negativa de G+C.
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Figura 8. (a) Comparacdo de plasmideos IncF carreadores de genes de B-lactamases. Baixas
identidades (70%-50%) séo indicadas por tons mais claros das cores. ldentidades <50% aparecem como
espacos em branco. Rosa, pLGP4 (GenBank: MF116002.1); verde, p6234-198.371kb (GenBank:
CP010390.1); amarelo, pKPSH11 (GenBank: KT896504.1); azul, pKP301cro (GenBank: KY495890.1); e
roxo, pKPN3-307_typeD (GenBank: KY271407.1) sdo plasmideos de bactéria ndo cultivavel e linhagens de
K. pneumoniae isoladas de fluido corporal, dgua residual, alface e aspirado brénquico, respectivamente.
Arcos pretos representam elementos transponiveis de pKP301cro. (b) Comparacéo de pKP301cro e p6234-
198.371kb. O sombreamento cinza indica regifes de homologia, enquanto o sombreamento azul indica
regides homologas invertidas. Sequéncias codificadoras de proteinas sdo representadas por setas pretas. ()
Regido mostrando a ligagdo de genes de resisténcia a prata/cobre (cusSRCFBA) (azul), cobre
(copE2ABCDRSEL1) (laranja), arsénio (arsRDABC) (verde) e B-lactamicos (blactx.m.1s, blatem.1 €/0u blagya.1)
(vermelho) em diferentes plasmideos de K. pneumoniae; pRJ119-NDM1 (GenBank: KX636095.1).
Sequéncias codificadoras de proteinas com outras fun¢bes sdo mostradas em cinza. As coordenadas das
regides mostradas sdo indicadas entre parénteses.
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mostrou maior similaridade de nucleotideos com os plasmideos pF77_2 (GenBank:
CP026138.1) e p2_020143 (GenBank: CP028544.1), que também ndo sdo carreadores de
genes de resisténcia, mas foram de linhagens de K. pneumoniae de origem hospitalar
humana da China.

Neste trabalho, todos os plasmideos carreadores de genes blactxm de E. coli
endofiticas, exceto E. coli ALF012, foram transferiveis horizontalmente por conjugacéo. A
frequéncia de conjugacdo das linhagens carreadoras de blactx.m-15 Variou de 8,67x10™ a
5,14x1073 transconjugantes/receptora, enquanto que para as linhagens carreadoras de blacrx.
w14 Toi de 7,45x10° a 8,02x107 transconjugantes/receptora. Para K. pneumoniae e E.
cloacae, os plasmideos extraidos foram utilizados para a transformacao de E. coli TOP10.
A eficiéncia de transformacdo utilizando os plasmideos das outras espécies variou de
4,95x10° a 1,05x10° transformantes/pg de plasmideo (Tabela 9).

5.7. Contextos genéticos de blactx-m-15

Trés diferentes contextos genéticos de blacrx.v-1s foram encontrados nas
enterobactérias endofiticas isoladas no Brasil (Figura 9). E. coli REP215, K. pneumoniae
ALF301 e RUC232 e E. cloacae ESP151 apresentaram o contexto genético internacional
ISEcpl-blacTx-m-15-0rf477 disseminado globalmente (Figura 9a). Além disso, dois novos
contextos foram encontrados nas linhagens de E. coli REP237 e ESP110 isoladas de
repolho e espinafre, respectivamente. No contexto genético AIS26-AISEcpl-blactx-m-1s-
orf477 de E. coli REP237, uma ISEcpl de 1.171 pb foi truncada por uma 1S26 incompleta
upstream do gene blacrx-m-15, €nquanto que, no contexto 1S26-AISEcpl-blactx-m-15-0rf477
de E. coli ESP110, uma ISEcpl de 494 pb foi truncada por uma 1S26 invertida (Figura 9b e
9c).
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(a)
ISEcpl blactx-m-15 orf477
(b)
IS26 ISEcpl blactx-m-15 orf477
(757 pb) (1171 pb)
(c)

IS26 ISEcpl blactx-m-15 orf477
(819 pb) (494 pb)

N

500 pb

B

Figura 9. Representacdo esquematica dos contextos genéticos de blacrx.m.1s €m Enterobacteriaceae
endofiticas. (a) Contexto genético prevalente em todo o mundo e encontrado em linhagens endofiticas de E.
coli, K. pneumoniae e E. cloacae (GenBank: MG844168.1; MG844171.1; MG844172.1; MG844173.1).
Contextos encontrados em (b) E. coli REP237 ST38 (GenBank: MG844170.1) e (c) E. coli ESP110 ST4012
(GenBank: MG844169.1).
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6. DISCUSSAO

Neste estudo realizado para avaliar a ocorréncia de bactérias endofiticas
multirresistentes em hortalicas comerciais, a densidade de bactérias endofiticas nao
suscetiveis a ceftriaxona ou a cefotaxima de diversas amostras, tanto do Brasil quanto de
Portugal, esteve na ordem de 10% a 10° UFC/g. Esses valores podem ser considerados altos,
uma vez que a densidade populacional de bactérias endofiticas isoladas em meio sem
antibacteriano tem sido descrita de 10° a 10° UFC/g (Bell et al., 1995; VVan Overbeek e Van
Elsas, 2008, Costa et al., 2012; Zhu et al., 2016).

Além disso, véarios fatores podem influenciar a densidade de bactérias endofiticas,
principalmente a espécie de planta e o 6rgdo analisado (Chi et al., 2005; Tanuja et al.,
2013), o estagio de desenvolvimento (Van Overbeek e Van Elsas, 2008; Inceoglu et al.,
2010; Tanuja et al., 2013), a cultivar (gendtipo) (Inceoglu et al., 2010; Costa et al., 2012), a
interagdo com outros organismos (Lian et al., 2008; Liu et al., 2013) e fatores relacionados
as condicBes ambientais (Thomas, et al., 2008; Kang et al., 2016; Zhu et al., 2016).

Espécies da familia Enterobacteriaceae colonizam e favorecem o crescimento de
plantas em Vvérias culturas, como trigo, milho e arroz (Chelius et al., 2000; Shankar et al.,
2011; Iniguez et al., 2014). No entanto, enterobactérias produtoras de ESBL, incluindo
variantes de CTX-M, também tém sido relatadas em diversos vegetais, 0s quais
representam uma possivel rota para a disseminacdo de bactérias multirresistentes e
determinantes de resisténcia na comunidade (Olaimat et al., 2012; Bayer et al., 2014;
Lopes et al., 2017; Holzel e al., 2018; Mogren et al., 2018).

A disseminacdo de bactérias produtoras de B-lactamases adquiridas na comunidade
€ um assunto de grande interesse e importancia para a sadude publica, visto a facilidade de
mobilizacdo dos genes por transferéncia horizontal, especialmente por plasmideos
altamente promiscuos. Neste estudo, a porcentagem de vegetais analisados que apresentou
bactérias produtoras de ESBL foi de 10,4% das amostras do Brasil e 8,3% das amostras de
Portugal. Esses valores estdo dentro da faixa em que a ocorréncia de bactérias produtoras
de ESBL em vegetais frescos tem sido descrita na literatura, variando de 6% a 25,4% das
amostras em paises americanos, asiaticos e europeus (Raphael et al., 2011; Reuland et al.,
2014; Zurfluh et al., 2015).

De acordo com 0 nosso conhecimento, esta € a primeira analise abrangente com
foco em enterobactérias endofiticas produtoras de CTX-M, o tipo de ESBL de maior

predominancia na comunidade. Enquanto estudos anteriores consideraram o numero total
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de bactérias associadas a vegetais, este trabalho analisou especificamente as bactérias
endofiticas. Essa € uma diferenga importante considerando que os métodos de desinfec¢do
normalmente mostram-se eficazes contra as bactérias da superficie dos vegetais (Olmez e
Temur, 2010), enquanto que bactérias endofiticas colonizam sitios protegidos dos tecidos
internos e resistem a esses métodos (Olmez e Temur, 2010; Olaimat e Holley, 2012). Desta
forma, bactérias endofiticas multirresistentes poderiam colonizar hospedeiros que usam
vegetais na dieta.

No Brasil, bactérias produtoras de ESBL tém sido mais desafiadoras do que em
muitos paises desenvolvidos. De fato, Enterobacteriaceae produtoras de ESBL s&o
endémicas em ambientes hospitalares brasileiros (Gales et al., 2012), enquanto que, para
infeccdes adquiridas na comunidade, produtores de ESBL tém sido relatados em até 7,6%
dos isolados (Abreu et al., 2013). K. pneumoniae e E. coli sdo as espécies mais comumente
associados com a producdo de ESBL, das quais CTX-M-15 é uma das variantes de maior
predominancia em nivel global (Bevan et al., 2017). Preocupantemente, produtores de
CTX-M-15 também tém sido identificados em animais saudaveis e doentes (Silva et al.,
2016; Sartori et al., 2017; Melo et al, 2018) e no ambiente no Brasil (Oliveira et al., 2016;
Dropa et al., 2016), porém vegetais apresentando produtores de ESBL ndo foram
investigados em detalhes no pais.

Embora a origem das bactérias endofiticas produtoras de CTX-M encontradas neste
estudo ndo seja certa, elas poderiam ser originar de fontes humanas (como esgoto), animais
(adubos organicos e fezes de animais selvagens ou domésticos) e ambientais (como solo e
agua de irrigacdo contaminados) que entrem em contato com as culturas agricolas
(Warriner et al., 2009; Han et al., 2016). A colonizacdo da planta pode ocorrer através de
portas de entrada como estbmatos, lenticelas, tricomas radiculares, lesbes e superficies
emergentes de raizes laterais e de radiculas germinativas (Hardoim et al., 2015). A
introducdo direta dessas bactérias na planta possivelmente combinada com selecdo in situ
pode ocorrer. Esta hip6tese é suportada pela presenca de bactérias endofiticas pertencentes
a clones de alto risco transportando o ambiente genético internacional de blactx-m-15 (E.
coli ST648), bem como bactérias produtoras de CTX-M pertencentes a novos STs (E.
cloacae ST927, K. pneumoniae ST2739 e E. coli ST em processamento) ou carregando
novos ambientes genéticos (E. coli ST38 e E. coli ST4012), como encontrado neste estudo.

O achado das variantes CTX-M-15 e CTX-M-14 produzidas por bactérias
endofiticas reflete o padrdo epidemiolégico mundial, em que essas sdo as variantes mais

descritas em humanos, em animais e no ambiente (Lahlaoui et al., 2014). No Brasil, CTX-
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M-15 é uma das variantes de maior prevaléncia e tem se tornado dominante nos ultimos
anos (Rocha et al., 2016; Bevan et al., 2017), enquanto que, em Portugal, o predominio de
CTX-15 e CTX-M-14 tem sido reportado (Bevan et al., 2017). Especialmente o relato de
bactérias endofiticas produtoras de CTX-M-15 em vegetais comerciais do Brasil € um
achado preocupante, uma vez que o gene blacrx-m-15 € 0 mais comum em enterobatérias
produtoras de ESBL causadoras de doenga (Hawkey et al., 2009; Bevan et al., 2017). Além
disso, a B-lactamase OXA-1, que foi associado com CTX-M-15 na maioria das linhagens
endofiticas deste estudo, pode hidrolisar significativamente as aminopenicilinas e
ureidopenicilinas, bem como hidrolisar fracamente as cefalosporinas de espectro reduzido
e algumas cefalosporinas de amplo espectro, resultando em suscetibilidade reduzida a
cefepima e cefpiroma (Zhou et al., 1994).

De especial atencdo a saude publica, é o relato de linhagens de E. coli endofiticas
produtoras de CTX-M-15 pertencentes ao ST38 e ao ST648. Linhagens desses STs sdo
disseminadas globalmente, sendo relatadas em isolados de origem humana e animal (Cao et
al., 2014; Guo et al., 2015; Hasan et al., 2016), e estdo envolvidas em doencas extra-
intestinais, principalmente infeccdes do trato urinario. No Brasil, linhagens de E. coli
ST648 produtoras de CTX-M-15 foram isoladas de infec¢Bes no trato urinario adquiridas
em hospitais e na comunidade (Paiva et al., 2013; Gongalves et al., 2016; Campos et al.,
2018). E. coli pertencentes aos ST38 e ST648 também tém sido descritas como carreadoras
de outros blactx-m além de blacrx-m-15 (Peng e Zong, 2011; Cao et al., 2014; Guo et al.,
2015; Muller et al., 2016), contribuindo para a disseminagdo global dos genes
codificadores de ESBL (Pitout et al., 2012; Cao et al., 2014; Hasan et al., 2016). A outra
linhagem de E. coli endofitica isolada de amostras brasileiras pertenceu ao ST4012, o qual
foi previamente reportado somente em isolados fecais de humanos, mas ndo carreadores de
blactx-m (Stoesser et al., 2015). Além disso, plasmideos do IncF encontrados nas linhagens
endofiticas isoladas de amostras do Brasil estdo entre os principais responsaveis pela
rapida disseminacdo horizontal de genes de resisténcia entre bactérias gram-negativas
(Carattoli et al., 2009; Carattoli et al., 2013).

Por outro lado, E. coli ST10 é mais reconhecida por seu potencial zoon6tico (Cao et
al., 2014; Day et al., 2016; Hasan et al., 2016). Interessantemente, linhagens de E. coli
multirresistentes do mesmo ST foram previamente isoladas de amostras de agua e de alface
em propriedades rurais de Portugal (Araujo et al., 2017). No entanto, essas linhagens ndo

foram produtoras de ESBL, enquanto que as linhagens de E. coli ST10 endofiticas deste
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estudo foram produtoras de CTX-M-14 codificada em plasmideos do Incll, os quais tem
sido frequentemente reportados como carreadores de blactx-m-14 (Zhao e Hu, 2013).

Foi também encontrada associacdo entre os STs e os filogrupos de viruléncia,
corroborando dados previamente reportados na literatura. Os ST38 e ST648 estdo
associados ao altamente virulento filogrupo D, frequentemente relacionado a linhagens
extra-intestinais produtoras de toxinas (Harada et al., 2012; Mdiller et al., 2016). J4 os ST10
e ST4012 estdo associados ao filogrupo A de baixa viruléncia (Giufre et al., 2012; Stoesser
et al., 2015). Embora linhagens com genes de viruléncia possam estar presentes na
microbiota comensal de animais e humanos sem causar sintomas de doenga (Cabal et al.,
2015; Cabal et al., 2016), elas representam um risco potencial para a satde dos individuos
portadores. Ademais, a associacdo de genes de viruléncia com genes de resisténcia a
maultiplos antimicrobianos torna a situacdo mais preocupante. Por um lado, o0 uso de
antimicrobianos pode promover a selecdo de bactérias portadoras de genes de viruléncia,
levando ao aumento da frequéncia desses genes na populacdo bacteriana. Por outro, genes
de viruléncia podem contribuir para a disseminacdo de bactérias patogénicas e seus genes
de resisténcia (Boerlin et al., 2005).

Em relagdo ao sorotipo das linhagens endofiticas, K. pneumoniae ALF301 pertenceu
ao sorotipo K30 e K. pneumoniae RUC232 ao sorotipo K102. As linhagens de E. coli
apresentaram os sorotipos O8:H17, O12:H4, ONT(ndo tipado):H20, O8:H4, ONT:H6 e
086:H18. Embora nenhum dos sorotipos encontrados seja associado a linhagens
pandémicas, linhagens de E. coli ST38/086:H18 constituiram o grupo clonal mais comum
em surtos de infeccdo hospitalar causadas por E. coli patogénica extra-intestinal produtora
de ESBL no Japéo (Suzuki et al., 2009).

Adicionalmente, é provavel que a selecdo de bactérias endofiticas produtoras de
CTX-M seja auxiliada por residuos de metais pesados nas culturas agricolas. Uma
evidéncia de que essa hipotese é verdadeira € a presenca de plasmideos em que coexistem
genes de resisténcia a antimicrobianos, como 0 blactx-m-15, € genes de resisténcia a metais
pesados, como cusSRCFBA, copE2ABCDRSE1 e arsRDABC em bactérias endofiticas.
Além de solo e da agua de irrigacdo contaminados, 0s metais pesados podem ter origem
em fertilizantes inorganicos e pesticidas comumente usados em praticas agricolas (Sipter et
al., 2008; Kananke et al., 2014) e permanecerem no ambiente por longos periodos, bem
como se acumularem nas folhas, caule e raiz das plantas (Gimeno-Garcia et al., 1996;
Osaili et al., 2016). Portanto, pode haver uma forte associacao entre a presenca de residuos

de metais pesados nas culturas e a ocorréncia e persisténcia de plasmideos que conferem
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resisténcia a multiplos antimicrobianos em bactérias endofiticas. Embora a co-selecdo de
resisténcia a antimicrobianos e a metais tenha sido relatada em bactérias clinicas e de
determinados ambientes ndo clinicos (Baker-Austin et al., 2006; Fang et al., 2016;
Henriques et al., 2016), esse achado em bactérias endofiticas € uma indicacdo da crescente
disseminacéo da resisténcia.

E possivel ainda que determinados mecanismos de resisténcia tém sido mantidos
em bacterias endofiticas por razBes adicionais a resisténcia aos antimicrobianos, tais como
a protecdo contra metabdlitos vegetais toxicos, muitos dos quais tém estruturas similares a
antimicrobianos. Por exemplo, foi notado previamente que, em E. coli e K. pneumoniae, ha
uma alta associagdo entre tolerdncia a solvente orgénico e mutantes resistentes a
fluoroquinolonas (Aathithan e French, 2009; Lautenbach et al., 2010). Isolados clinicos de
K. pneumoniae tolerantes a solvente organico ainda super-expressaram acrA, que codifica
uma proteina da bomba de efluxo AcrAB-TolC de multiplos antimicrobianos (Schneiders
et al., 2003). Em Salmonella, linhagens resistentes a ciclohexano apresentaram resisténcia
aumentada a maultiplos antimicrobianos, desinfetantes e corantes em relacdo a linhagens
suscetiveis ao solvente (Randall et al., 2001). Além disso, a resisténcia as quinolonas
comumente prescritas, como ciprofloxacina, ¢ aumentada quando sdo co-administradas
com &cido salicilico (Berlanga e Vinas, 2000; Begic e Worobec, 2007). Embora isso tenha
sido observado no contexto de co-tratamentos em ambientes clinicos, é possivel que a
inducdo da resisténcia a antimicrobianos poderia ser uma consequéncia da resposta natural
de bactérias associadas a plantas ao &cido salicilico, que é um importante horménio vegetal
envolvido na sinalizacdo de respostas de defesa contra infeccGes bacterianas e estresses
abioticos, além de possuir papel também na floracdo, crescimento e desenvolvimento da
planta (Raskin, 1992; Rivas-San Vicente e Plasencia, 2011).
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7. CONCLUSOES

A emergéncia de enterobactérias endofiticas produtoras de ESBL (CTX-M) em
vegetais € um relato importante para a satde publica, pois 0s vegetais sdo frequentemente
consumidos crus e as bactérias endofiticas resistem aos métodos convencionais de
desinfeccdo dos mesmos. Nesse sentido, vegetais comercializados para 0 consumo
alimentar podem ter uma relevancia maior do que se pensava até entdo na transmissdo de
bactérias carreadoras de genes de resisténcia clinicamente significantes para humanos e
animais, representando assim uma ameaca a salde publica. Medidas apropriadas, como a
melhoria das praticas agricolas e da qualidade da &gua de irrigacdo, além de
regulamentacfes mais rigorosas, contribuirdo para aumentar a seguranca alimentar.
Considerando ainda o papel crescente do Brasil para o abastecimento do mercado global, é
necessaria a instauracdo de programas de vigilancia que investiguem bactérias emergentes
de relevancia clinica em culturas agricolas com o intuito de controlar a sua disseminagéo e
de seus genes de resisténcia na comunidade, uma vez que a dose infecciosa pode ser muito

baixa.
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