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Resumo

A resisténcia antimicrobiana é atualmente uma das maiores ameagas a saude publica,
particularmente as Enterobactérias multirresistentes aos antibioticos. Os genes de resisténcia
aos antibidticos (GRA) podem passar através da cadeia alimentar para a microbiota humana
ou para bactérias potencialmente patogénicas. Os produtos frescos prontos a consumir
representam um risco acrescido na disseminagao de GRAs, uma vez que estes alimentos sao
consumidos sem nenhum processamento adicional. O objetivo deste estudo visa compreender
se os produtos frescos prontos a consumir, representam um importante veiculo de
transmissao de bactérias Gram-negativo resistentes aos antibioticos para os seres humanos.
Quarenta e duas amostras de diversos alimentos prontos a consumir, como saladas preparadas
de frutas e vegetais, foram adquiridas em supermercados portugueses e processadas com e
sem enriquecimento. As bactérias foram isoladas em gelose MacConkey com cefotaxima
(CTX; | pg/mL) e colistina (COL; 2 pg/mL). O perfil de suscetibilidade antimicrobiana para
seis antibioticos beta-lactamicos foi determinado pelo método de difusio em disco e para
COL pelo método de microdiluigao em caldo. Das bactérias isoladas, foram selecionadas as
que apresentaram uma ou mais resisténcia aos antibiéticos, e /ou exposi¢io aumentada a
algum destes, para posteriormente se realizar a amplificagao parcial do 16S rARN por reagao
em cadeia da polimerase. Dessas, 25 foram selecionadas para identificagao molecular por
sequenciagao pelo método de Sanger; as sequéncias foram analisadas no Sequencher 5.0 (Gene
Codes) e identificadas através do BLAST e GenBank.

Através da selecaio com CTX, foram identificadas maioritariamente espécies de
Enterobactérias ambientais, como Rahnella spp., com reduzida suscetibilidade a CTX,
Citrobacter portucalensis, resistente a cefoxitina e amoxicilina/acido clavulanico (FOX, AMC), e
Klebsiella oxytoca, com resisténcia a AMC, CTX, FOX e aztreonam (AZT).

Pela selegao com COL, identificou-se um isolado de Yersinia enterocolitica, suscetivel a todos
os antibioticos em estudo. As espécies de Rahnella spp. e Serratia spp., também foram
identificadas através desta selecao, apresentando resisténcia a COL.

Neste estudo, nao se verificou a presenga das Enterobactérias Escherichia coli e Klebsiella
pneumoniae nas amostras. Porém foi identificada uma bactéria patogénica oportunista,
Klebsiella oxytoca, e ainda um isolado de Yersinia enterocolitica responsavel por gastroenterites
graves no ser humano, embora nao se tenha verificado se correspondia ao serotipo

patogénico.

Vi



Os resultados obtidos demonstram a importancia da avaliagao microbiolédgica dos produtos
frescos prontos a consumir, assim como necessidade da realizagao de mais estudos para estes
alimentos, de modo a colmatar duvidas e lacunas existentes sobre tema, tais como, a
minimizagao de contaminagao cruzada ao longo da cadeia alimentar, e perceber se existem
outros parametros de avaliagao microbioldgica que devem ser reavaliados ou inseridos na

legislagao.

Palavras-chave: produtos frescos prontos a consumir; resisténcia antimicrobiana;

Enterobactérias
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Abstract

Antimicrobial resistance is one of the current public health threats, particularly multidrug
resistant Enterobacteriaceae. Antibiotic resistance genes (ARGs) may pass through the food
chain to the human microbiome or to human pathogens. Ready to eat (RTE) vegetables
represent an increased risk in the dissemination of ARGs, as the food is consumed without
further manipulation. The aim of this study was to understand if RTE foods represent an
important vehicle for the transmission of antibiotic-resistant bacteria to humans.

Forty-two RTE fresh products samples were acquired from Portuguese supermarkets and
processed with and without enrichment. The bacteria were isolated in MacConkey agar with
cefotaxime (CTX; | pg/mL) or colistin (COL; 2 pg/mL). The antimicrobial susceptibility profile
for six B-lactam antibiotics was determined by disk diffusion and for COL by broth
microdilution. Selected isolates, with one or more antibiotic resistance and/or increased
exposure, were identified by /16S rARN amplification by polymerase chain reaction and Sanger
sequencing; sequences were analysed in Sequencher 5.0 (Gene Codes) and identified with
BLAST and GenBank.

The results under CTX selection showed the prevalence of environmental
Enterobacteriaceae, such as Rahnella spp. that showed reduced susceptibility to CTX,
Citrobacter portucalensis resistant to cefoxitin (FOX) and amoxicillin/clavulanic acid (AMC), and
Klebsiella oxytoca, which was resistant to AMC, CTX, FOX and aztreonam (AZT).

Under COL selection we identified one Yersinia enterocolitica, susceptible to all antibiotics in
this study. Rahnella and Serratia species were also identified, and showed resistance to COL.
In this study, the presence of Enterobacteriaceae, Escherichia coli and Klebsiella pneumoniae was
not found in the samples. However, an opportunistic pathogenic bacterium, Klebsiella oxytoca,
was identified, as well as an isolate of Yersinia enterocolitica, responsible for severe
gastroenteritis in humans, though it was not verified if it corresponded to the pathogenic
serotype. The results obtained demonstrate the importance of the microbiological assessment
of ready-to-eat fresh produce, as well as the need for further studies to be carried out on
these foods, to resolve doubts and gaps that exist on this subject, such as minimising cross-
contamination along the food chain, and to understand whether there are other

microbiological assessment parameters that should be reassessed or included in the legislation.

Keywords: ready-to-eat fresh produce; antimicrobial resistance; Enterobacteriaceae bacteria
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|. Introducao

[.I.  Seguranga Alimentar

A seguranca alimentar é um dos principais objetivos mundiais de acordo com a
Organizagao Mundial de Saude, tendo como finalidade assegurar uma quantidade de alimentos
suficientes para toda a populagao mundial, assim como a sua qualidade organolética e
nutricional, de modo que estes nao causem qualquer tipo de dano ao consumidor ().

Também é veridica a dificuldade existente para ser cumprido este objetivo, tanto pelo
crescimento populacional, como pela dificuldade de controlo das inUmeras contaminagoes,
diretas ou indiretas, que podem ocorrer ao longo da cadeia alimentar (2).

E uma realidade atual que as doencas de origem alimentar, representam um grande
problema de saude publica a nivel mundial, e cada vez mais a sociedade se mostra preocupada

em assegurar o cumprimento das normas e legislacao em vigor.

.2. A cadeia alimentar e o risco da transmissao de bactérias
potencialmente patogénicas e da sua resisténcia aos antibioticos

Atualmente, a nossa sociedade apresenta uma diversidade de estilos de vida, e escolhas
alimentares, que sao bastante impactantes a nivel da produgao alimentar (3). Estes fatores
despoletaram um aumento do consumo de vegetais e frutas (4), que sao saudaveis, nao sé
devido a sua baixa densidade energética como fornecem muitos dos nutrientes que o corpo
necessita, incluindo vitaminas, minerais e antioxidantes (5).

Para além disso, tem sido possivel observar nas ultimas décadas, a aposta do mercado
no consumo de alimentos pré-preparados/prontos-a-consumir, devido nao s6 a sua
conveniéncia, mas também a poupanga de tempo que oferece ao consumidor (6, 4). A indUstria
alimentar, teve a necessidade de se adaptar a sociedade, nao so a nivel das grandes empresas
de venda de comida, das cantinas, mas também a nivel individual, ou seja, a comida que
compramos para nossa casa. Os supermercados, atualmente, oferecem uma vasta gama de
alimentos prontos a consumir, como fruta ja cortada, produtos que precisam de pouca
preparagao em casa, tais como saladas, que apenas precisamos de colocar no prato e
temperar, ou alimentos preparados no proprio estabelecimento a vista do consumidor, como
sushi (3). Apesar de todos estes alimentos serem processados de acordo com as normas de
seguranga alimentar exigida ao mercado, é dificil nao pensar que existem questoes que

estamos a colocar em segundo plano (7).



De acordo com os fatores abordados anteriormente, notou-se um aumento de
producao de vegetais e frutas, implicando implicitamente a utilizagao de novas técnicas de
modo que a sua produgao seja extremamente produtiva, e que assim os produtores consigam
responder a exigéncia do mercado, durante todo ano, mesmo com produtos sazonais (3).

A exposi¢ao a contaminantes fecais mediada por praticas agricolas especificas, como
por exemplo, fertilizagao das culturas com estrume, ou acidentalmente, com agua superficial
contaminada com fezes, sao as principais fontes de contaminagao dos produtos vegetais.
Existem também outras fontes potenciais, como solo e poeira, provenientes de produgoes
vizinhas, animais, vida selvagem, artropodes, trabalhadores, equipamentos contaminados e
agua recuperada, cada vez mais usada como agua de irrigacao em areas aridas e semiaridas.
Também as culturas protegidas, cultivadas em tuneis baixos e estufas, apesar de estarem
menos expostas a contaminagao do ambiente externo, podem ser contaminadas com a agua
de irrigagao, estrume e pelos trabalhadores (8).

No entanto, a cadeia alimentar nao consiste apenas na produgao agricola, mas sim
numa vasta interacao de diversos intervenientes ao longo do processamento do alimento (9).

Aquando da chegada do produto ao consumidor final, este ja passou por diversas
etapas importantes, como o transporte, a distribuicao, o seu processamento, e todos estes
fatores podem comprometer a qualidade e seguranca do alimento (9).

Focando nos alimentos prontos a consumir, e principalmente frutas e vegetais
consumidos crus ou com pouco processamento, muitas vezes sao divulgados como produtos
livres de microrganismos patogénicos (6). No entanto, cada produto alimentar tem a sua
propria microbiota, e apesar desta nao ser potencialmente patogénica para o consumidor,
pode representar um potencial risco, por exemplo, para individuos imunocomprometidos
(10). Para além disso a utilizagdo excessiva de antibidticos na antibioterapia humana, na
produgao animal e agricola, assim como a utilizagdo de fertilizantes organicos contendo
residuos de antibiticos, tem levado ao aumento de bactérias resistentes a antibioticos, com
genes de resisténcia com capacidade de disseminagao entre populagoes bacterianas, em

alimentos de origem vegetal (I 1).



Este tornou-se um dos maiores problemas globais da atualidade, nao sé a nivel clinico,
mas também animal e ambiental, devendo ser abordado do ponto de vista de Uma Sé Salde
(12) Uma das vias de disseminagao de resisténcia inclui a cadeia alimentar, onde sao
transmitidas bactérias ambientais, comensais e também bactérias patogénicas dos alimentos
para o Homem, contribuindo para o aumento da ineficicia do tratamento das infe¢oes

bacterianas com antibidticos (13).

[.3. Bactérias Gram-negativo

As bactérias de Gram-negativo (BGN) estao intrinsecamente relacionadas a um dos
maiores problemas de salde publica, devido a elevada disseminagao de resisténcia aos
antibiéticos entre bactérias da mesma ou diferente espécie. Estas bactérias tém uma parede
celular caracteristica (Figura |), que consiste em trés camadas: a membrana externa, que serve
de protecao e as distingue das bactérias de Gram-positivo (BGP), sendo constituida por
fosfolipidos, dando-lhe a sua integridade, por lipopolissacarideos (LPS), que se encontram
ligados ao lado externo da membrana, e por proteinas da membrana externa, como por
exemplo as porinas, que permitem a passagem de pequenas moléculas, como aminoacidos e
pequenos sacarideos; a segunda camada, é constituida por peptidoglicano, que determina a
forma da célula; e por fim, a terceira camada que se designa, por membrana interna, uma
bicamada fosfolipidica responsavel por diversos processos multifuncionais, como estrutura,

transporte, e biossintese (14).
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Figura |- Representacao da parede celular de uma bactéria Gram-negativo (14).



|.4. Antibioticos

Uma das maiores revolugdes da medicina moderna aconteceu quando Alexander
Fleming, em 1928, descobriu a primeira substancia natural produzida por um fungo (Penicillium
notatum) com propriedades antibacterianas, identificada como penicilina (15). Na década de
1930, estes compostos de origem microbiana, designados por antibioticos, eram utilizados
para tratar e prevenir doengas de origem humana e animal, sendo que cerca de 20 anos depois
se percebeu a capacidade destes para promover o crescimento animal produzido para a
alimentagao humana (16).

O antibidtico é uma molécula natural ou sintética que mata (bactericida) ou inibe
(bacteriostatico) o crescimento de bactérias, nao exerce atividade bioldgica no organismo
humano, e ¢ utilizado na prevencao e tratamento de doencas infeciosas bacterianas. A
classificagcao e agrupamento dos antibioticos sao atribuidos tendo em conta os mecanismos de
acdo, estrutura quimica, origem biologica e o seu uso terapéutico (17). Os antibioticos que
pertencem a mesma classe, tém mecanismo de agao idénticos, assim como os mecanismos de
resisténcia e nivel de toxidade sao também semelhantes (18, 19). Quando o antibiotico tem
atividade contra um numero limitado de espécies bacterianas, designa-se por espetro
reduzido; quando a eficacia dos antibioticos abrange varias espécies ou géneros bacterianos,

estes designam-se de antibioticos de largo espetro de agao (17).

|.4.1. Mecanismos de resisténcia

A resisténcia bacteriana nao ocorre de uma forma uniforme, ou seja, uma espécie ou
grupo de bactérias nao sera totalmente suscetivel ou resistente a certos tipos de antibioticos.
Para existir resisténcia a antimicrobianos, esta pode derivar de um processo natural ou
adquirido. Caso seja um processo natural ou intrinseco, este caracteriza-se pela capacidade
inata de resisténcia das bactérias aos antibioticos, associado as caracteristicas funcionais ou
estruturais inerentes das bactérias, que se opoem a agao do antibiotico, resultando assim na
sua ineficacia (20). Deriva especialmente da permeabilidade da membrana externa da bactéria,
particularmente nas BGN, mas também da atividade natural das bombas de efluxo e esta
presente em todos os elementos de uma espécie ou género. Quanto a resisténcia adquirida,
esta esta presente apenas em alguns isolados de uma espécie, advindo de mutagdes no acido
desoxirribonucleico (ADN) cromossomico da bactéria, ou através da aquisicio de material
genético exdgeno, pela transferéncia horizontal de genes (THG) (21). A resisténcia adquirida

pode ser temporaria ou permanente, estando a THG maioritariamente associada a
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transmissao de genes presentes em elementos genéticos moéveis, enquanto as mutagoes
ocorrem em genes cromossomais, surgindo naturalmente ou sendo induzidas por fatores de
stress, tais como radiagao ultravioleta (UV), agentes quimicos ou falta de nutrientes no meio
(20).

Uma causa muito importante de resisténcia antimicrobiana é a exposicao das bactérias
a concentragoes subinibitorias de certos antibioticos, provocando uma selegao natural
sucessiva nas geragoes de estirpes hipermutdveis, que consequentemente irao aumentar a
capacidade de adquirir resisténcia a diversos agentes antimicrobianos, assim como promover

a mobilidade de elementos genéticos de resisténcia (20).

|.4.2. Transferéncia horizontal de genes

As bactérias possuem os seus proprios mecanismos de resisténcia aos antibioticos,
mas a THG esta relacionada com a disseminagao de genes entre estirpes e/ou espécies (22),
sendo considerado um dos maiores mecanismos da evolugao bacteriana. A maioria dos
agentes antimicrobianos utilizados a nivel clinico, sao compostos derivados de moléculas
naturalmente presentes no ambiente. O facto de existir partilha do meio entre estes
compostos naturais e as bactérias, além de ser um determinante do nivel genético
relativamente a resisténcias intrinsecas, também estd relacionado a aquisicaio de material
genético em bactérias clinicamente relevantes (23).

A THG, é a passagem de material genético entre células pertencentes a mesma
geragao, sendo um processo comum entre bactérias, incluindo entre espécies geneticamente
nao relacionadas. Os eventos de THG permitem uma rapida disseminacao de genes de
resisténcia, permitindo as bactérias evoluir e adaptarem-se as condigoes ambientais (24). Os
trés mecanismos principais de THG incluem a conjugagao, a transformacao natural e a
transducao (Figura 2), envolvendo elementos genéticos moveis como plasmideos e

bacteriofagos (20, 25).
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Figura 2- Representagao dos mecanismos da transferéncia horizontal de genes (24).

Na conjugacao ocorre uma transferéncia direta de material genético, na forma de
plasmideos ou elementos conjuntivos integrados, entre as bactérias, sendo essencial o
contacto célula-a-célula, através de pili sexuais, podendo estar na forma de ADN em cadeia
dupla ou simples (26). Este é considerado o mecanismo mais eficiente na disseminagao de
genes de resisténcia antimicrobiana, e ocorre a um nivel elevado no trato gastrointestinal de
individuos em tratamentos com antibioticos (27).

A transformagao natural consiste na incorporagao de material genético a partir do
meio envolvente; um fragmento de ADN livre é captado e integrado no genoma da bactéria
recetor, que. tem de se encontrar no estado de competéncia (26).

A transferéncia de genes mediada por bacteriéfagos da-se o nome de transducio,
consistindo na aquisigao de material genético da bactéria dadora infetada por virus pela
bactéria recetora. Neste mecanismo nao é requerido contato célula-a-célula e o ADN
encapsulado no fago é protegido, sendo bastante persistente as diversas condi¢oes ambientais

(26).



1.4.3. Antibioticos beta-lactamicos

Os beta-lactamicos sao os antibidticos mais utilizados a nivel mundial, incluem as
penicilinas, cefalosporinas, monobactamicos, carbapenemos e inibidores de beta-lactamases.
A estrutura quimica que distingue a classe dos antibioticos beta-lactamicos das restantes é o
anel beta-lactamico, sendo que cada grupo desta classe de antibiéticos difere devido a radicais
adicionais exclusivos de cada uma (Figura 3). Para além disso, e na generalidade, esta classe
tem um espetro de agao alargado, ou seja, atua sobre uma grande variedade de espécies

bacterianas.
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Figura 3- llustragao da estrutura quimica das classes dos antibiéticos Beta-lactamicos (15).

O grupo das penicilinas, para além de fazer parte da classe dos antibidticos beta-
lactamicos, foi o primeiro grupo a ser utilizado a nivel clinico, com o antibiético denominado
por penicilina G, principalmente no tratamento de infegao por estreptococos (28). Este grupo
é, normalmente dividido em cinco classes, tendo como base de divisao a atividade
antibacteriana, embora na mesma classe seja possivel que um composto seja mais ativo que
outro: penicilinas naturais — penicilina G e V; penicilinas resistentes as penicilinases — meticilina,
nafcilina e isoxazoliol; aminopenicilinas — amoxicilina e ampicilina; carboxipenicilinas —
carbenicilina e ticarcilina; e acil-ureidopenicilinas — azlocilina, mezlocilina e piperacilina. A classe
das aminopenicilinas tem um espetro de agao igual a Penicilina G, para além de possuirem
atividade contra cocos Gram-negativo e Enterobactérias nao produtoras de beta-lactamases

(29).



As cefalosporinas, foram introduzidas apds a descoberta da cefalosporina C, que é
naturalmente estavel a penicilinase, revelando grande interesse para o tratamento de infegoes
provocadas por Staphylococcus aureus, tendo em conta que esta bactéria é um patdgeno
produtor de penicilinase (28). Neste grupo a divisao é por geragoes, existindo atualmente 5
geragoes de cefalosporinas (30), em que a primeira tem maior atividade nas BGP, e as maiores
geragoes tem mais atividade contra as BGN (23). A segunda geragao de cefalosporinas, em
que esta inserido o antibidtico cefoxitina, normalmente apenas é utilizada como segunda
opgao, para, por exemplo, infegoes de pele e respiratorias, devido a sua estabilidade contra
bactérias produtoras de algumas beta-lactamases. No entanto, é a terceira geragao de
cefalosporinas, da qual fazem parte os antibidticos cefotaxima e ceftazidima, quem tem um
espetro de agao mais elevado contra as beta-lactamases, fazendo deste grupo um importante
meio de combate a infegoes bacterianas, provocadas por bactérias multirresistentes (23). Além
disso, existem ainda as cefalosporinas de quarta geragao usadas como um ultimo recurso
terapéutico em algumas infegoes. Tem um espetro de acao, para as BGP, idéntico a da primeira
geragao, e para BGN semelhante as da de terceira geragao, contudo, tem maior resisténcia as
beta-lactamases. Por fim, existe as cefalosporinas de quinta geragao, com elevada atividade
contra estafilococos meticilina-resistentes (31).

Os monobactimicos sao um grupo de antibiéticos com um espetro de agao contra
Enterobactérias aerobias e Pseudomonas aeruginosa (15), e sao relativamente estaveis contra
as beta-lactamases. O aumento de bactérias resistentes a este grupo tornou-se uma
condicionante para a utilizagao destes antibioticos, em que apenas o aztreonam ¢ legislado
para uso humano, sendo ainda utilizado em doentes com alergia a penicilina, pois o seu perfil
de toxicidade bacteriana é idéntico aos outros grupos de antibioticos beta-lactamicos (32).
Relativamente ao grupo dos carbapenemos, usualmente sao apenas utilizados em casos em
que os doentes estao extremamente debilitados pela infegao, uma vez que existe a necessidade
de preservar a sua eficacia o maximo possivel (33). A sua estrutura quimica confere-lhes uma
protecao e estabilidade contra a grande maioria das beta-lactamases, como as beta-lactamases
de largo espetro de agao (ESBL) e as AmpC (15,33). O antibiético imipenemo, tem sido um
dos mais utilizados, no tratamento de infegoes cuja causa ocorre por bactérias BGP, BGN,
nao fermentadoras, e anaerdbias devido a sua atividade contra estes microrganismos (15),
porém existem bactérias patogénicas GN, como Klebsiella pneumoniae, que conseguem

produzir carbapenemases que tornam estes antibidticos menos eficazes.



Os inibidores de beta-lactamases, sao normalmente utilizados em conjugagao com
antibidticos beta-lactamicos. O primeiro composto a ser identificado, foi o acido clavulanico,
proveniente naturalmente de Streptomyces clavuligerus, sendo um inibidor com um amplo
espetro de atividade nas penicilinases de estafilococos, e na maioria das penicilinases
codificadas por plasmideos presentes nas bactérias entéricas, inclusive as enzimas TEM e SHY,

e é também eficiente para as ESBL (28).

.4.3.1. Mecanismo de agao dos beta-lactamicos

O mecanismo de agao dos antibidticos beta-lactimicos consiste na inibicao da sintese
da parede celular bacteriana na fase parietal, tendo um efeito bactericida.

A acao dos antibidticos beta-lactimicos esta relacionada com o anel beta-lactamico
que caracteriza este grupo. Estes tém como alvo as proteinas de ligacao a penicilina (PBPs) -
um grupo de enzimas presentes na membrana celular, que estao envolvidas na ligagao entre
as cadeias peptidicas (cross-link) do peptidoglicano na parede celular bacteriana, conferindo-lhe
forma e rigidez. A ligagao covalente entre o antibidtico e as diferentes PBPs, ira impossibilita-
las de participar na sintese da parede celular, levando a lise celular da bactéria. E ainda
necessario ter em atencao que existem diferentes tipos de PBPs, que apresentam fungoes
distintas nas diversas espécies bacterianas, assim como cada subclasse dos antibidticos beta-

lactimicos apresenta diferentes afinidades para estas enzimas (15).

1.4.3.2. Mecanismo de resisténcia dos beta-lactamicos

A resisténcia aos antibioticos beta-lactamicos esta relacionada com quatro mecanismos
diferentes (20). O mecanismo mais importante de resisténcia aos beta-lactdmicos ocorre
devido a inativacao enzimatica do antibiotico por beta-lactamases. Outros mecanismos
incluem a alteragao do alvo do antibiético, havendo alteragoes das PBPs por mutagoes ou
aquisicao de PBPs alteradas, com modificagao da sua afinidade; a redugao da permeabilidade
da parede celular das bactérias, relacionado com alteragdes nas porinas, impedindo o
antibidtico de atingir o seu alvo; e a atividade de bombas de efluxo, que permitem bombear o
antibiético do meio intracelular para o extracelular, levando a uma redugao da sua

concentragao intracelular (25).



A agao enzimatica pelas beta-lactamases consiste na hidrélise de alvos especificos na
estrutura do anel beta-lactamico, impossibilitando que os antibiéticos se liguem as PBPs, sendo
a sua produgao codificada geneticamente no cromossoma das bactérias e nos plasmideos (20,
34).

Existem duas formas de classificagao para as beta-lactamases, ambas aceites
globalmente: a classificagao molecular (Ambler) e a funcional (Bush-Jacoby) (20). De acordo
com a classificagdo de Ambler, existem 4 grupos distintos, baseados nas sequéncias de
aminoacidos, designados de A-D, enquanto na classificagao de Bush-Jacoby existem 3 grupos,
designados de | a 3, e varios subgrupos, baseados na fungao das beta-lactamases (Tabela I).
Na classe A, a que correspondem os subgrupos 2a, 2b, 2be, 2br, 2e e 2f, as enzimas apresentam
um residuo de serina no seu sitio catalitico. Na classe B, que corresponde ao grupo 3 da
classificagdo de Bush-Jacoby, encontram-se as enzimas metalo-beta-lactamases, devido a
presenca de um iao metalico, normalmente o iao zinco, como cofator. Pertencem a classe C,
do grupo | de Bush-Jacoby, as enzimas cefalosporinases. Por fim, existe a classe D, que
correspondem os grupos 2d e 2df da classificagao Bush-Jacoby, as enzimas oxacilinases. A

tabela | resume o perfil hidrolitico das varias beta-lactamases (28).

Tabela |- Classificagcao de Ambler com a respetiva correspondéncia a classificagao de Bush-
Jacoby, caracterizagao das beta-lactamases, e perfil do inibidor (28, 20).

Classificacdo de Classificacdao de
Ambler - Classe Bush-Jacoby - Caracterizacao das P s .
- erfil do inibidor
molecular ou Grupo funcional ou beta-lactamases
subclasse subgrupo
22 Penicilinases que Acido clavulnico e
hidrolisam as Penicilinas | tazobactamo
Penicilinases que Acido clavulnico e
2b hidrolisam as Penicilinas, | tazobactamo
e as Cefalosporinas.
ESBL que hidrolisam as | Tazobactamo, acido
penicilinas, as clavulanico e
Jbe cefalosporinas, inclusive | avibactam.

as cefalosporinas de
A largo espetro e os
monobactamicos.
Enzimas resistentes ao Tazobactamo e
acido clavulanico, avibactam.
hidrolisam as penicilinas
e as cefalosporinas.
ESBL cefalosporinases, Acido clavulanico e
hidrolisam as tazobactamo.
cefalosporinas de largo
espetro.

2br

2e




Enzimas Avibactam, relebactam
carbapenemases, e varbobactam.

2f hidrolisam todos os
antibioticos beta-
lactdmicos aprovados.
Enzimas Acido clavulinico,
carbapenemases, avibactam e
hidrolisam a penicilina, varbobactam.
cefalosporinas,
carbapenemos e os
monobactamicos, mas
nao as cefalosporinas de
largo espetro.

Enzimas metalo- Apenas sao inibidas
lactamases, devido a pelo EDTA.
presenca de um iao
metalico, normalmente
0 iao zinco, e as
carbapenemases.
Hidrolisam as
penicilinas,
carbapenemos e
cefalosporinas.
Subgrupo do anterior, Apenas s3o inibidas
hidrolisam pelo EDTA.
preferencialmente os
carbapenemos.
Enzimas Aztreonam, avibactam
cefalosporinases e varbobactam.
(AmpC), hidrolisam as
C I penicilinas e
cefalosporinas, sendo
mais eficazes na
segunda.

Enzimas oxacilinases, Pouco inibidas pelo
hidrolisam acido clavulanico, varia
essencialmente as consoante a enzima.
penicilinas.
Enzimas Avibactam.
carbapenemases,
hidrolisam as penicilinas
e os carbapenemos.

2f

BI, B3 3a

B2 3b

2d

2df

Denominam-se por ESBL as enzimas capazes de hidrolisar os antibioticos beta-
lactimicos, como a penicilina, mas também cefalosporinas de |7 2* e 3 geragao e aztreonam,
tornando-os ineficazes (35). Sio um dos principais mecanismos de resisténcia utilizados pelas
BGN, e principalmente pelas Enterobactérias. Os genes que codificam estas enzimas de
resisténcia estao normalmente localizados em plasmideos, dai que a sua disseminagao ocorra
pela mediagao destes, entre as diversas espécies de bactérias (36). Os genes ESBL mais comuns

sao blargw, blaspy € blacrx.m, sendo que a familia TEM e SHV derivam dos blarem. i, blarem., € blasyy.



I, com um espetro hidrolitico limitado, mas apenas com uma diferen¢a de aminoacido entre
si, levando a um perfil de substrato amplificado. Estes genes foram identificados e sequenciados
primeiramente em Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae, mas posteriormente também em
outros membros da familia das Enterobactérias, como Citrobacter spp., Proteus spp., Salmonella
spp., Morganella morganii e Enterobacter spp. (37).

As AmpC, sao cefalosporinases clinicamente importantes, codificadas nos
cromossomas de muitas Enterobactérias e outros microrganismos, onde funcionam como
mediadores da resisténcia a cefalotina, cefazolina, cefoxitina, a maioria das penicilinas e
combinagoes de inibidores de beta-lactamases/antibiotico beta-lactamico (38). Normalmente
sao codificadas nos cromossomas, mas também podem ser mediadas por genes plasmidicos.
Em espécies como Enterobacter spp. e Citrobacter spp., as enzimas ampC sao induziveis apos a
sua exposi¢ao aos antibioticos beta-lactamicos. Os genes ampC incluem blacwy, blaacr, blappa,
blaia, blag, blarox e blawr (37, 38).

Por fim, existem as carbapenemases, com capacidade de hidrolisar quase todos os
antibidticos beta-lactimicos, assim como resistentes a acao dos inibidores de beta-lactamases,
codificadas pelos genes blaymp, blaym, blakec, blaoxa € blanom (39, 40).

O facto de existir este tipo de mecanismo, que confere as bactérias resisténcias a uma
elevada variedade de antibidticos, faz com que tratamentos a certas infegoes bacterianas nao

sejam eficazes, podendo resultar na morte dos doentes.

1.4.4. Colistina

Este antibidtico comegou a ser utilizado ha mais de 50 anos, embora a sua utilizagao
parentérica generalizada tenha sido abolida, devido a apresentar reagoes adversas, de
nefrotoxicidade e neurotoxicidade, tornando-se exclusiva para o tratamento de doentes com
fibrose cistica. Contudo a administragao da colistina, por via oral e topica, manteve-se na
pratica clinica, sendo principalmente aplicada para uso veterinario (41). Atualmente a colistina
é utilizada como um dos ultimos recursos, na terapia humana, para infegoes bacterianas
originadas por bacilos Gram-negativo, multirresistentes, inclusive com resisténcia aos
carbapenemos (42, 41). Tem duas formas de apresentagao disponiveis no mercado, o sulfato
de colistina, que pode ser administrado por via oral, tépica e inalatéria, sendo a via oral de
uso exclusivo para tratamento de infegoes intestinais por bacilos Gram-negativo, pois este
antibiético nao é absorvido no trato gastrointestinal, tratando-se de um bactericida local. A
outra forma é o colistimetato de sodio, um profarmaco, que pode ser administrado por via

parentérica ou inalatoria (43).



1.4.4.1. Mecanismo de acao da colistina

O mecanismo de agao deste agente antimicrobiano consiste na ligagcao através da
interagao electroestatica de grupos fosfato do lipido A, de carga negativa, que sao
componentes importantes do LPS da membrana externa das BGN, com os grupos amina livres
de colistina, de carga positiva (43). Com esta interagao, ocorre o desencadeamento de uma
troca cationica, em que a colistina substitui os catioes divalentes de calcio e magnésio, que sao
imprescindiveis para assegurar a estrutura do LPS. Ao serem substituidos, a estrutura sofre
alteragoes irreversiveis, que a impede de dar continuidade a integridade fisica da bicamada
fosfolipidica da membrana citoplasmatica, resultando na libertagao do conteldo intracelular e,

por consequéncia na morte celular (44, 43).

1.44.2. Mecanismos de resisténcia a colistina

O principal mecanismo de resisténcia a colistina estava inicialmente relacionado com a
ocorréncia de mutagdes cromossomicas, em que apenas se observava uma transmissao
vertical de genes, sendo esta incapaz de se disseminar para outras bactérias. Este estd
associado a modificagao do LPS, em que ocorre a substituigao dos grupos fosfato do lipido A,
por grupos de 4-amino-4-desoxi-L-arabinose (L-Ara4N) ou fosfoetanolamina (PEtN), que tem
carga positiva, como os grupos amina livres de colistina Esta substituicao é desencadeada por
mutagoes em genes especificos, que variam consoante a espécie bacteriana, podendo ser
desencadeada pela exposicao a estimulos ambientais adversos, como por exemplo a exposigao
a colistina, levando ao desenvolvimento de resisténcias antimicrobianas (43). Porém,
percebeu-se que estava a ocorrer uma rapida disseminagao de resisténcia a colistina entre
espécies bacterianas, no caso especifico de Escherichia coli, que nio podia estar associada a
mutagoes cromossomicas. Na China em 2015, ocorreu a primeira sequenciagao de um gene
mcr-1, comprovando assim a existéncia de outro mecanismo de resisténcia, este por mediagao

plasmidica. Atualmente, ja foram sequenciados mais de dez genes mcr (42, 43).

I.5. A resisténcia a antibioticos e a microbiota intestinal

A microbiota intestinal humana é a base da saude e da doenga do hospedeiro, pois
influencia nao sé o sistema imunitario do individuo, como a nutri¢ao e patogénese do mesmo

(45). O trato gastrointestinal, tanto do ser humano, como dos animais, fornece um ambiente



favoravel para que ocorra a disseminagao de genes de resisténcia entre as populagoes
bacterianas que la se encontram, devido a elevada densidade celular, assim como a exposi¢ao
destas aos antibioticos (22).

Normalmente o intestino é exposto a uma grande quantidade e diversidade de
bactérias, provenientes das maos, de secreg¢oes, da agua, e alimentos. Num individuo saudavel,
a sua microbiota intestinal € bastante estavel, fazendo com que os microrganismos patogénicos
ingeridos frequentemente, sejam eliminados com alguma facilidade. Ou seja, para ocorrer a
desestabilizagao da microbiota intestinal, € necessario haver uma sobrecarga dos mecanismos
de defesa naturais do organismo, devido a bactérias patogénicas ou virus, consoante a sua
dose infeciosa, induzindo varios sintomas clinicos (45).

Outra causa importante da desestabilizagao do intestino € a exposi¢cao deste a uma
variedade de agentes antimicrobianos, como os antibidticos que sao usados no tratamento e
prevencao da infecao bacteriana na medicina humana e veterindria. Os antibidticos,
particularmente os beta-lactimicos, para além de terem efeito bactericida nas bactérias
infeciosas, vao também eliminar outras bactérias suscetiveis, incluindo as da microbiota,
responsaveis pela funcionalidade da barreira intestinal, fazendo com que por outro lado, haja
um aumento significativo de certas estirpes bacterianas, como Pseudomonas spp., que se
caracterizam pela resisténcia intrinseca a esta classe de antibioticos (45).

E assim possivel perceber, a grande percentagem de morbilidade e mortalidade por
infecoes bacterianas em individuos imunocomprometidos. Estes doentes, tém um organismo
muito fragil e por consequéncia o seu epitélio intestinal estd bastante modificado, o que
aumenta a permeabilidade intestinal, fazendo com que as bactérias la presentes, assim como
outros microrganismos patogénicos, consigam passar para a corrente sanguinea, levando a
septicemia. Para além disso, a colonizagao destas bactérias patogénicas, € muito rapida, o
mecanismo de eliminagao intestinal é extremamente lento, e a sua disseminagao entre doentes

€ muito dificil de controlar (45).

|.6. Enterobactérias resistentes a antibioticos

A familia das Enterobactérias é um grupo de BGN, nao formadoras de esporos,
anaerobios facultativos, e capazes de fermentar aglcares, para além de serem importantes
indicadores de higiene na cadeia alimentar (46). Para além disso, muitas espécies desta familia,
sao responsaveis por importantes infe¢oes do trato urinario, gastrointestinal, bacteriemia,
pneumonias, entre outras doengas associadas, entre as quais se destacam, Escherichia coli e

Klebsiella pneumoniae (47).
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Esta familia de bactérias pode ser encontrada normalmente na microbiota da pele, boca
e sobretudo intestino, ou seja, sao comensais no ser humano, animais e ainda no ambiente,
sendo também normal encontra-las nos produtos alimentares. Na maioria das situagoes estas
bactérias nao sao patogénicas para o consumidor, embora individuos imunocomprometidos
ou doentes internados a nivel hospitalar possam sofrer de doengas de origem alimentar ou
outras infegoes associadas a estas bactérias, existindo um agravamento caso estas tenham
resisténcia aos antibioticos (10).

As Enterobactérias, como Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae, tém-se destacado por
apresentarem resisténcia antimicrobiana devido a produgao de ESBLs, para além de outros
mecanismos que lhes conferem multirresisténcia (47).

Escherichia coli € uma espécie comensal da microbiota gastrointestinal dos humanos e
animais de sangue quente, sendo que a sua excre¢ao ocorre através das fezes, conseguindo
permanecer viavel em particulas fecais, poeiras e agua durante semanas ou meses (44). Das
estirpes de Escherichia coli existentes, a sua maioria tem baixa viruléncia, contudo existe a
possibilidade de causarem infegoes oportunistas em locais extraintestinais. Quanto as estirpes
patogénicas deste género, possuem fatores de viruléncia que permitem a colonizagao de
superficies mucosas, levando ao desenvolvimento de doenca (48).

O grupo enterohemorragico (EHEC) é o mais frequente de todos os grupos existentes,
tem uma grande capacidade de viruléncia e reduzida dose infeciosa, provocando surtos de
origem alimentar ao nivel mundial (49, 50). O serotipo mais comum é Escherichia coli O 157:H7,
que produz verocitotoxinas do tipo Shiga (48,50). Este serotipo € muito encontrado em
produtos lacteos e carneos, no entanto, o consumo de agua ou alimentos contaminados com
estrume de animais tem levado ao aumento de infegoes devido a ingestao de folhas verdes,
vegetais frescos e frutas (50, 51).

Dependendo do grupo filogenético de Escherichia coli, existem diferentes niveis de
resisténcia aos antibioticos, independentemente da aquisicio dos genes de resisténcia,
indicando assim que o histérico genético da bactéria influencia o padrao das resisténcias
antimicrobianas. E relevante falar ainda, que a espécie Escherichia coli, é das Enterobactérias
mais comuns produtoras de ESBL, a presenga destas enzimas, como descrito anteriormente,
compromete a eficacia dos antibioticos beta-lactamicos. As enzimas TEM, SHV e CTX-M sao
as mais comummente identificadas na familia das Enterobactérias em todo o mundo, o que
indica que a utilizagao de toda a classe de antibioticos beta-lactamicos esta comprometida (52).

Klebsiella pneumoniae, pode ser responsavel por diversas infegoes, como por exemplo

no trato urinario, pneumonia, bacteriemia e abcessos no figado (53, 54, 55). Esta bactéria é
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ubiqua na natureza, estando presente no solo, aguas e superficies mucosas do intestino dos
animais e no trato gastrointestinal humano (53). Apesar de estar relacionada a infegoes
nosocomiais, ja foram reportados casos em que os alimentos também sao vetores de
transmissao, tendo esta espécie ja foi isolada em carne crua, vegetais, sumos de fruta e
alimentos prontos-a-consumir (55).

As espécies de Klebsiella, sao bactérias que nas Ultimas décadas tem experienciado um
aumento dramatico na resisténcia aos antibioticos, principalmente devido aos mecanismos de
resisténcia contra o beta-lactamicos (54). Aquando da descoberta da resisténcia a penicilina
desta bactéria, também foi possivel identificar os genes de resisténcia blas,y e blarg, desde
desta descoberta, outros genes importantes foram identificados, fazendo com que a Klebsiella
pneumoniae seja um importante patogeno produtor de ESBL em infe¢oes nosocomiais. Para
além disso, esta espécie tem um regulador intrinseco, RamA, que consegue ativar a resisténcia
aos beta-lactamicos, sendo que a produgao excessiva deste regulador tem um papel
importante na resisténcia adquirida de beta-lactamases mediada por beta-lactamicos (53). Pela
pressao seletiva, devido ao tratamento de infe¢oes provocadas por ESBL com carbapenemos,
este grupo de bactérias tornou-se também um dos mais comuns com resisténcia aos
carbapenemos (54).

Devido ao aumento de resisténcias aos carbapenemos, a utilizagao da colistina, uma
das ultimas linhas de defesa em infegoes bacterianas graves aumentou, assim como, também
aumentou a disseminacdo de genes de resisténcia a esta entre as espécies bacterianas.
Atualmente tanto Klebsiella pneumoniae como Escherichia coli, fazem parte de um grupo de
bactérias em que foram identificados genes plasmidicos de resisténcia a COL (43, 56). Como
referido anteriormente, com o aumento de resisténcias aos antibioticos, a familia das
Enterobactérias, esta atualmente incluida no Grupo |, de maior prioridade para a saude publica

em ambientes de produgao alimentar (8).



[.7. Obijetivos

Este estudo teve como objetivo geral a detecao e caracterizagao molecular de Enterobactérias
em saladas, vegetais e frutas pré-embaladas e prontas para consumo de forma a perceber se
os produtos prontos a consumir representam um importante veiculo de transmissao de
agentes patogénicos resistentes a antibioticos para o Homem, com potencial disseminac¢ao de

genes de resisténcia aos antibioticos para a microbiota intestinal

Atendendo ao objetivo principal, um plano de trabalho foi elaborado com os seguintes

objetivos especifico:

e |solamento e identificagao presuntiva de Enterobactérias em saladas, vegetais e frutas
pré-embaladas prontas a consumir.
e Determinagao do perfil de suscetibilidade antimicrobiano.

¢ l|dentificagao molecular das espécies isoladas.



2. Metodologias

2.1. Recolha de amostras

A recolha das amostras utilizadas neste projeto, ocorreu entre outubro de 2020 e
maio de 2021. No total foram analisadas 42 amostras de diversos alimentos prontos a
consumir, como saladas preparadas, frutas e outros vegetais (Tabela 2). Estas amostras foram
obtidas em 3 estabelecimentos comerciais da cidade de Coimbra, Portugal, de marcas
diferentes, designadas por SA, SB, SC e SD.

Neste estudo, a compra e realizagao do tratamento das amostras foi efetuada no

mesmo dia, nao implicando qualquer tipo de armazenamento.

2.2. Processamento das amostras

O processamento das amostras consistiu na homogeneizagao de 25g de amostra em
225ml de Agua Peptonada (Biolab), utilizando o equipamento Stomacher, Lab-Blender 400
(Concenssus), durante 3 min (57, 58). Apos este procedimento, filtrou-se o produto obtido
com auxilio de um funil e gaze estéreis, e reservou-se o sobrenadante num frasco estéril. Este
procedimento repetiu-se 2 vezes para a mesma amostra.

De um frasco foram retirados 100 pl de solugao para proceder ao método de
sementeira por espalhamento, em gelose de MacConkey (Liofilchem), com uma concentragao
| pg/mL de cefotaxima (CTX; Fisher Bioreagents;); este procedimento foi executado em
triplicado, o mesmo processo foi realizado em gelose MacConkey (Liofilchem), com uma
concentragao 2 pg/mL de colistina (COL; Sigma), para as amostras B, 20, 21, 22, 23, 24, 25 e
26. As caixas semeadas foram posteriormente colocadas na estufa a 37°C, durante 48h, sendo,
no entanto, examinadas ao fim de 24h.

O outro frasco foi incubado a 37°C, durante 2-3h para pré-enriquecimento. Apds o
pré-enriquecimento, procedeu-se a inoculagao de 600 pl da solugao em 5 ml de Tripticase de
Soja (TS; Liofilchem), seguido de nova incubagao a 37°C durante a noite (59). No dia seguinte,
apos examinar-se as caixas com amostra sem enriquecimento, foi possivel prever quantas
diluicoes deveriam ser realizadas. Posteriormente a realizacao da diluicao da amostra, realizou-

se o mesmo método que foi executado para o primeiro frasco.



Tabela 2 - Descricao e caracterizagao das amostras.

Amostras Produto Composicio Marca Compra  Abertura  Validade
. 0 - Salada Iceberg Alface Iceberg SA 14/10/20 14/10/20 16/10/20
(Otimizagao)
Salada Alface Roxa/
I Espinafre/ Rucula SC -/10/20 26/10/20 19/10/20
Sudoeste
Selvagem
Salad Alface Verde/
2 alada Alface Roxa/ SA 27/10/20 | 27/10/20 | 27/10/20
Aromatica
Coentros
3 Alface Frisada Alface Frisada SB 29/10/20 29/10/20 06/11/20
Salada Alface Verde/
4 L. Alface Roxa/ SC 04/11/20 04/11/20 04/11/20
Aromatica
Coentros
Salada Alface Chicoria/
5 Alface Radicchio/ SA 04/11/20 04/11/20 06/11/20
Gourmet .
Canonigos
6 Rucula/Racula | g la Selvagem | SC 04/11/20 04/11/20 11/11/20
Selvagem
7 Salada Iceberg | Alface Iceberg SA 04/11/20 04/11/20 07/11/20
Alface
Salad Multifolhas
8 alaca Verde/ Cenoura/ | SA 10/11/20 10/11/20 13/11/20
Camponesa .
Milho/ Couve
Roxa
Salad Alface Verde/
9 alada Alface Roxa/ sC 10/11/20 10/11/20 14/11/20
Aromatica
Coentros
Salad Alface Chicéria/
10 alaca Alface Radicchio/ | SA 10/11/20 10/11/20 12/11/20
Gourmet .
Canonigos
I Salada Iceberg | Alface Iceberg SA 25/11/20 25/11/20 28/11/20
12 Salada Iceberg Alface Iceberg SB 02/12/20 02/12/20 03/12/20
13 Rucula/Ricula Rucula SB 02/12/20 02/12/20 05/12/20
Selvagem
14 Rucula/Ricula Rucula SB 09/12/20 09/12/20 09/12/20
Selvagem
15 Alface Frisada Alface Frisada SB 09/12/20 09/12/20 12/12/20
Alface Verde/
16 Salada Ibéria Alface Roxa/ SB 14/12/20 14/12/20 20/12/20
Rucula Selvagem
17 Rucula/Racula Racula SB 14/12/20 14/12/20 18/12/20
Selvagem
18 Salada Iceberg | Alface Iceberg SB 13/01/21 13/01/21 13/01/21
19 Rucula/Rucula Rucula SB 13/01/21 13/01/21 17/01/21
Selvagem
Alface Verde/
20 Salada Ibéria Alface Roxa/ SB 19/01/21 19/01/21 19/01/21
Rucula Selvagem
Salada Alface Chicoria/
21 Alface Radicchio/ SB 19/01/21 19/01/21 22/01/21
Gourmet .
Canonigos




Alface Verde/

2 Salada Alface Roxa/ SA 26/01/21 26/01/21 28/01/21
Aromatica
Coentros
23 Salada Lollo Alface Verde/ SA 26/01/21 26/01/21 26/01/21
Tango Alface Roxa
24 Salada Iceberg Alface Iceberg SB 27/01/21 27/01/21 29/01/21
Salad Alface Verde/
25 alada Alface Roxa/ SB 27/01/21 27/01/21 27/01/21
Aromatica
Coentros
26 Salada Iceberg | Alface Iceberg SB 27/01/21 27/01721 29/01/21
27 Racula/Racula | g i Selvagem | SA 02/02/21 02/02/21 03/02/21
Selvagem
28 Salada Lollo Alface Verde/ SA 02/02/21 02/02/21 02/02/21
Tango Alface Roxa
29 Salada Iceberg | Alface Iceberg SA 02/02/21 03/02/21 05/02/21
Alface Verde/
30 Salada Ibéria Alface Roxa/ SA 02/02/21 03/02/21 04/02/21
Rucula Selvagem
Abacaxi/Mamao
A* Fruta Cortada L. SA 09/03/21 10/03/21 sem
/Manga/Kiwi
B Cenoura Cenoura SB 16/03/2 16/03/2 18/03/2
Ralada
C Espinafre Baby Espinafre SA 23/03/21 23/03/21 26/03/21
D Agrido Baby Agrido SA 23/03/21 23/03/21 24/03/21
E Espinafre Espinafre SB 30/03/21 30/03/21 04/04/21
F Fruta Cortada Manga/Uva SD 05/04/21 06/04/21 24h apos
G Cenoura Cenoura SB 20/04/21 20/04/21 21/04/21
Ralada
H Coentros Coentros SB 27/04/21 27/04/21 27/04/21
I Espinafre Espinafre SC 04/05 04/05/21 06/05/21
J Coentros Coentros SB 18/05/21 18/05/21 19/05/21
K Cenoura Cenoura SB 19/01/2021 | 19/01/2021 | 21/01/2021
Ralada
*Data de embalamento da amostra A: 09/03/21
2.3. ldentificagao presuntiva de Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae.

ApOos as 48h de incubagao, as caixas semeadas foram analisadas com vista a identificagao

de unidades formadoras de coldnias (UFC) suspeitas de Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae.

Na gelose de MacConkey, as UFC de Escherichia coli apresentam uma cor rosa forte,

frequentemente envolvidas por um precipitado; as colonias de Klebsiella pneumoniae.

apresentam um cor-de-rosa mais palido, e uma mucosidade caracteristica. Apds esta

identificacao presuntiva, as UFC suspeitas foram isoladas em gelose Eosina, Azul de Metileno

(EMB, Liofelchim) e incubadas a 37°C + 1°C, durante 24h.
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2.4. Teste de suscetibilidade aos antimicrobianos

A suscetibilidade aos antimicrobianos beta-lactimicos foi determinada através do
método de difusdao em disco a partir de culturas puras de bactérias previamente inoculadas
em gelose de TS (Pronadisa) a 37°C £ 1°C durante a noite.

Inicialmente fez-se uma suspensao bacteriana em 5 ml de agua destilada estéril
correspondente ao 0,5 da escala de Macfarland, avaliada através do turbidimetro, DEN-18
McFarland Densitometer (Biosan).

De seguida humedeceu-se uma zaragatoa na suspensao e procedeu-se ao espalhamento
da amostra de forma uniforme na superficie da gelose de Mueller-Hinton (Sigma-Aldrich). Nos
|5 minutos seguintes aplicaram-se os discos contendo antibiotico (OXOID), nomeadamente
de amoxicilina/acido clavulanico 20-10 pg (AMC), cefoxitina 30 pg (FOX), cefotaxima 5 pg
(CTX), aztreonam 30 pg (AZT), ceftazidima 10 ug (CAZ) e imipenemo 10 pg (IPM), como é
possivel observar na Figura 4.

As placas foram incubadas a 37°C + 1°C, durante |6-20h.

Finalizado o tempo de incubagao, procedeu-se a medigao dos halos de inibicao de

crescimento e analise dos resultados obtidos, de acordo com as normas EUCAST (60).

Figura 4 - Colocagao dos antibidticos beta-lactimicos na caixa de petri com gelose Mueller-
Hinton.
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método de microdiluicdo em caldo em culturas puras de bactérias previamente inoculadas em
gelose TS a 37°C £+ 1°C durante a noite.

Foi necessario repetir o processo para se obter a suspensao bacteriana, como se
realizou para o método de difusao em disco.

Neste método foi necessaria a preparagao da solugao de colistina (Sigma), assim como
do meio em caldo de MH (Thermo Scientific), com o ajuste dos catides, [Ca*] e [Mg®‘]. Neste
ensaio de microdiluigao, seguiu-se a ISO 20776-1:2019, tal como recomendado pelo EUCAST
(61), numa placa de 96 pogos.

2.5. Identificacao das espécies bacterianas

A identificagao das espécies bacterianas isoladas foi realizada através da sequenciagao
de Sanger apos amplificagao parcial de sequéncias do gene /6S rARN por reagao em cadeia da

polimerase (PCR), sendo ainda realizada uma metodologia fenotipica, APl 20E.

2.5.1. Identificacao fenotipica de bacilos Gram-negativo

Foi realizada a metodologia fenotipica para identificagio de bacilos GN, API 20E
(Biomérieux), seguindo-se as instrugoes do fabricante. Esta metodologia serviu para a
identificagao de uma das bactérias selecionadas com COL, que apresentava semelhangas
morfologicas a espécie Klebsiella pneumoniae. Os resultados foram analisados com o auxilio do

programa APIWEB (https://apiweb.biomerieux.com/).

2.5.2. Extragcao de ADN

O primeiro passo para a identificagao genotipica correspondeu a extragao de ADN. A
partir de uma cultura pura inoculada em gelose TS e incubada a 37°C durante a noite,
procedeu-se a suspensao de algumas coldnias em 200 pl de agua MiliQ, seguida de
homogeneizagao durante alguns segundos no vortéx. As suspensoes foram aquecidas a 100°C
durante 10 min num banho seco (Dry Block Thermostat biosan — Bio TDB — 100), seguindo-
se o processo de centrifugacao (Microcentrifuga de bancada Sigma | — 14) durante 2min com
uma velocidade de 14000 rpm. No final, foi retirado o sobrenadante, onde se encontrava o

ADN, que foi utilizado posteriormente como amostra para PCR.
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2.5.3. Reagao em cadeia da Polimerase

A PCR iniciou-se através da preparagao de uma mistura contendo |10 pl de master mix
2x (DreamTaq Green PCR Master Mix — Thermo Scientific), 0,5 pl de cada primer 10 pM
(Tabela 3), 7 pl de agua sem nucleases e 2 yl do ADN obtido anteriormente. Foi também
preparado o controlo negativo, que em vez de conter 2 pyl de ADN, continha 2 pl de agua
sem nucleases, e o controlo positivo, em que se utilizou o ADN de uma amostra ja identificada.

Toda a reagao foi preparada em gelo.

As condi¢oes de PCR utilizadas foram as seguintes: 95°C durante 2min, 30 ciclos a
95°C durante 30s, 52°C durante 30s e 72°C durante Imin, seguidos de 72°C durante 10min
(62). A temperatura de annealing, 52°C, foi obtida através do calculo da temperatura de fusao
dos primers utilizados, seguidos da subtracao de 2°C a menor temperatura, através da seguinte
formula:

Tm=2%x(A+T)+4%(G+0)

Tabela 3 - Sequéncia dos primers universais para amplificagao de 16S rARN.

Identlﬁ'cagao Sequéncia de Primers Taman-hg de Referéncia
dos primers amplicao

27F 5" AGA GTT TGATCC TGG CTC AG 3’

1492R 5"GGTTACCTT GTT ACGACTT 3’ 1500 pb 62

2.5.4. Eletroforese

A observagao dos produtos amplificados foi realizada através de uma eletroforese em
gel de agarose. Inicialmente, preparou-se o gel de agarose (Nzytech) a |%, em solugao tampao
TAE a 1% (Thermo Scientific), contendo 2 pl de brometo de etidio (1%; AppliedChem).

Apos aplicagao dos produtos de amplificagio e do marcador de peso molecular
GeneRuler 1kb DNA Ladder (Thermo Scientific), a eletroforese foi realizada a 80V durante
80min com a solugao tampao TAE a 0,5%. O resultado foi observado no transiluminador UV

(UVITEC).

2.5.5. Sequenciagao e analise das sequéncias

Os produtos de amplificagao resultantes do PCR foram purificados utilizando o kit
QIAquick PCR Purification (Qiagen), para as duas primeiras sequenciagoes realizadas, e o kit GF-

I PCR Clean-up (Vivantis) para a terceira, ambos foram realizados segundo as instrugdes do
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fabricante. Posteriormente, as amostras de ADN purificado foram enviadas para o laboratoério
StabVida. As sequéncias nucleotidicas obtidas de cada amostra foram analisadas e alinhadas
com o auxilio do programa Sequencher 5.0 (Gene Codes). O programa BLAST
(http://blast.ncbi.nIm.nih.gov/Blast.cgi) foi utilizado para comparar as sequéncias nucleotidicas

finais com as sequéncias bacterianas disponiveis no GenBank.

2.5.6. Detecao de genes mcr

Para a detecao de genes mcr (tabela 4), utilizou-se a técnica PCR multiplex. A
metodologia para a preparagao das amostras foi igual a que se realizou no ponto 2.5.2,,
contudo foi necessario ajustar o volume da agua sem nucleases, tendo em consideragao a
quantidade de primers mcr utilizados. A detegao dos genes por PCR multiplex foi dividida em
dois, primeiramente foram pesquisados os genes mcr-I e mcr-3, e em segundo pesquisou-se

os genes mcr-2, mcr-4 e mcr-5.

Tabela 4 - Sequéncia dos primers para amplificagao de mcr.

Identificacio Sequéncia de Primers Tamanho do peferancia
de primers mcr amplicdo

| F 5 AGTCCGTTTGTTCTTGTGGC ¥ 320 pb

I R 5AGATCCTTGGTCTCGGCTTG ¥

2F 5 CAAGTGTGT TGGTCG CAGTT 3 715 pb

2R 5 TCT AGC CCG ACA AGC ATACC 3

3F 5 AAATAAAAATTGTTCCGCTTATG 3’ 929 pb 63

3R 5 AAT GGAGAT CCCCGTTTITT 3

4F 5TCACTTTCATCACTGCGTTG 3 1116 pb

4R 5 TTG GTC CAT GACTACCAATG ¥

5F 5 ATGCGGTTGTCT GCATTT ATC 3 644 pb

5R 5TCATTGTGGTTGTCCTTITTCT G 3

As condigoes de PCR utilizadas para a detegao de genes mcr, foram as seguintes: 94°C
durante |5min, 25 ciclos a 94°C durante 30s, 58°C durante 90s e 72°C durante I min, seguidos
de 72°C durante |0min (63). Posteriormente realizou-se a eletroforese, de acordo com o

ponto 2.5.4.
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3. Resultados

3.1. Identificagao presuntiva de colonias nas amostras

Pela identificagao presuntiva das coldnias nas amostras, realizada em gelose de
MacConkey com uma concentragao de | pg/mL de CTX, é possivel observar na Tabela 5, que
das 42 amostras, 26 (61,9%) delas apresentaram colonias cor-de-rosa forte, envolvidas num
precipitado, e/ou colonias mucosas cor-de-rosa palido, sendo estas as caracteristicas
morfologicas das colonias de Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae neste meio,
respetivamente.

Relativamente a sele¢ao em gelose MacConkey, com uma concentragao de 2 pg/mL de
COL, o ensaio foi realizado para 8 (19,1%) das amostras, tendo todas elas apresentado

coldnias suspeitas, como referido anteriormente.

Tabela 5 - Resultados da identificacao presuntiva de colonias de Escherichia coli e Klebsiella
pneumoniae.

Amostras com coldnias suspeitas de
Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae

Tipo de amostra N° de amostras o
Selecdao CTXz= (%) Selecao COLP (%)
Salada Iceberg 8 75,0 33,3
Rucula/ Ricula Selvagem 6 66,7 0,0
Salada Aromatica 5 40,0 40,0
Salada Gourmet 3 100,0 33,3
Salada Ibéria 3 0,0 33,3
Alface Frisada 2 100,0 0,0
Salada Lollo e Tango 2 50,0 50,0
Salada Sudoeste | 0,0 0,0
Salada Camponesa I 0,0 0,0
Fruta Cortada 2 50,0 0,0
Cenoura Ralada 3 100,0 33,3
Espinafres 3 66,7 0,0
Agriao | 0,0 0,0
Coentros 2 100,0 0,0
3CTX — cefotaxima; *COL — colistina
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3.2. Perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos

3.2.1. Avaliacao da suscetibilidade aos beta-lactimicos pelo método de
difusao em disco

Na Tabela 6, estao descritos os perfis de suscetibilidade das coldnias isoladas
presuntivamente de serem Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae. A interpretagao dos
resultados foi feita de acordo com os breakpoints da EUCAST (60). O método de difusao em
disco foi realizado antes da sequenciagao e identificagao da espécie bacteriana, e serviu como
um fator de selegao para quais das bactérias isoladas, seria realizada a amplificagao parcial das
sequéncias 16S rARN.

A grande maioria das bactérias isoladas eram suscetiveis aos seis antibioticos beta-
lactdimicos em estudo. Verificou-se que 25,9% das coldnias isoladas eram resistentes a
cefotaxima, 21% tem resisténcia ao aztreonam, 22,4% eram resistentes a cefoxitina, enquanto
3,5% e 0,7% eram resistentes a ceftazidima e imipenemo respetivamente. Por fim 19,6%
mostraram ser resistentes a associacao de antibidtico beta-lactimico/inibidor de beta-

lactamases, a amoxicilina/acido clavulanico.

Tabela 6- Perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos pelo método de difusao em disco

Colonias Isoladas

Antibiotico (X))

§* RI* | R*

Cefotaxima (S 2 20/ R < 17) 76 30 37

Aztreonam (S226/ R<21) 11 2 30

Cefoxitina (S219/ R<19) 1 - 32

Ceftazidima (S222/ R<19) 127 I 5

Imipenemo (§222/ R<17) 142 - I

Amoxicilina/Acido Clavulanico (S=19/ R<19) 15 - 28
*Interpretagdo: S — suscetivel; Rl — suscetivel, exposi¢do aumentada; R — resistente
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3.2.2. Avaliacao da
microdiluicao

suscetibilidade a

colistina pelo método de

Neste ensaio foram isoladas 22 colonias presuntivas de Escherichia coli e Klebsiella

pneumoniae. Como se pode observar na Tabela 7, dessas 22 obtiveram-se 19 com CMiIs

elevadas e intermédias, e 3 com CMIs de 0,5 e | pg/mL, ou seja, suscetiveis a colistina.

N° de identificacao
da bactéria

Tipo de Produto

CMI (pg/mL)*

| Cenoura Ralada - B 0,5
2 Cenoura Ralada - B 129
3 Cenoura Ralada - B 512
4 Cenoura Ralada - B 256
5 Cenoura Ralada - B 160
6 Cenoura Ralada - B 160
7 Salada Gourmet - B 20
8 Salada Gourmet - B 6

9 Salada Gourmet - B 8

10 Salada Gourmet - B 512
Il Salada Gourmet - B 8

12 Salada Ibéria - B 33
13 Salada Iceberg - B 8

14 Salada Iceberg - B 512
I5 Salada Iceberg - B 64
16 Salada Iceberg - B 512
17 Salada Aromatica - A 0,5
18 Salada Lollo Tango - A I

19 Salada Aromatica - B 512
20 Salada Aromatica - B 512
21 Salada Lollo Tango - A 512
22 Salada Aromatica - B 512

*Valor médio resultante de dois ensaios
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3.3. Identificacao da espécie

3.3.1. Amplificagao parcial de sequéncias de [6S rARN por reagao de
polimerase em cadeia.

Das 143 bactérias isoladas, 72 foram selecionadas para se proceder a realizagao do
método de amplificagao parcial das sequéncias de 16S rARN por PCR.
A Figura 5, representa um exemplo do resultado final da amplificagao, onde se pode observar
a existéncia de uma banda de aproximadamente 1500 pb, que corresponde ao tamanho

esperado.

banda aprox. 1500 pb

Figura 5 - Imagem representativa dos resultados da amplificagao parcial de sequéncias de
16S rARN por reagao de polimerase em cadeia.

Legenda: M — marcador de peso molecular; CP — controlo positivo; CN — controlo negativo

Das 72 bactérias, apenas 66 (91,4%) foram amplificadas, pois | (1,4%) nao teve
crescimento bacteriano e em 5 (6,9%) nao ocorreu amplificagao. Para as restantes foi obtida
a banda idéntica a que esta representada na Figura 5, significando assim que a amplificagao
parcial das sequéncias 16S rARN, foi bem-sucedida.

Relativamente as bactérias obtidas através da selecio com colistina, apenas foram
sequenciadas as que tinham CMIls mais elevadas (512 pg/mL) e aleatoriamente uma intermédia
(8 ng/mL). Excecionalmente, uma das bactérias suscetiveis foi também sequenciada, pois pelo
método fenotipico (APl 20E), a bactéria foi identificada como Yersinia enterocolitica, sendo por
isso necessario proceder-se a sua sequenciagao para confirmagao do resultado. Do total de
22 bactérias isoladas, procedeu-se a amplificagao de 13 (59,1%), todas obtendo o resultado

expectavel.
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3.3.2. Identificacao das espécies por sequenciagao Sanger

Foram selecionadas 25 bactérias de acordo com o seu perfil de suscetibilidade aos
antimicrobianos, tendo sido privilegiadas as bactérias que apresentaram resisténcia ou
exposi¢ao aumentada a algum dos antibidticos beta-lactimicos. Na Tabela 8, verifica-se que
nao foi identificada nenhuma Escherichia coli nem Klebsiella pneumoniae, porém foi identificada
uma Klebsiella oxytoca. As sequenciagoes que se verificou nao pertencerem a familia das
Enterobactérias, nao foram representadas na tabela 8, sendo essas maioritariamente do

género Pseudomonas.

Tabela 8 - Espécies bacterianas identificadas com o respetivo perfil de suscetibilidade
antimicrobiana.

Espécies/ Perfil

de AZT* Jo) G CAZ™ IMP* AMC*
Suscetibilidade (30pg) (30pg) (10pg) (10pg)  (20-10 pg)
Citrobacter 26 | 30° 170 28° 30° 170
portucalensis
b
Rahnella variigena 18° 32 28° 28° 36° 23°
Rahnella spp. I5° 27° 24° 27° 33° 24°
Klebsiella oxytoca 0° 13° 0° 32° 31° 0°
Rahnella spp. 19° 32° 27° 27° 39° 26°
Rahnella aquatilis 17° 30° 26° 27° 34° -€
Rahnella aquatilis 18° 32° 28° 27° 35° -€
Rahnella spp. 19° 33° 27° 32° 42° -

*Interpretagao das cores: verde — suscetivel; amarelo — suscetivel, exposicao aumentada; laranja — resistente
®Tamanho dos halos em mm

¢Naio foi possivel fazer a medicao do halo

*CTX — cefotaxima; AZT — aztreonam; FOX — cefoxitina; CAZ — ceftazidima; IMP — imipenemo; AMC —
amoxicilina/acido clavulanico

A Tabela 9 apresenta as identificagoes das bactérias obtidas por meio de selecao com
colistina. Neste caso, apenas foi possivel avaliar a suscetibilidade aos beta-lactimicos de Yersinia
enterocolitica, que se verificou ser suscetivel aos seis antibioticos. Sucedeu-se este equivoco,
porque apos a extragao de ADN das bactérias Rahnella spp., Serratia fonticola e Serratia spp.,

as suas culturas bacterianas nio foram conservadas.
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Tabela 9 - Espécies bacterianas identificadas com o respetivo valor da concentragao minima

inibitoria.

CMI Colistina?

Yersinia enterocolitica 0,5
8
Rahnella spp.
Serratia fonticola 512
512

Serratia spp.

?Interpretacido de cores: verde — suscetivel; laranja -resistente

Para as amostras obtidas pela selegao com colistina, realizou-se a detegao de genes mcr por
PCR. Os resultados obtidos, indicaram que nenhuma das bactérias em estudo, apresentava

genes mcr.
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4. Discussao

O objetivo deste estudo consistiu em avaliar se saladas, vegetais, ervas aromaticas e
frutas prontas-a-consumir, poderiam ou nao ser potenciais vias de transmissao de agentes
patogénicos resistentes a antibioticos para o Homem.

Segundo os resultados obtidos, verificou-se, que em nenhum destes produtos
alimentares se identificou as espécies Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae. E possivel
constatar este resultado como um fator positivo em relagdo a qualidade microbiolégica dos
alimentos em estudo, uma vez que a espécie Escherichia coli, é utilizada como indicador de
contaminagao fecal na industria alimentar.

Surge uma questao com estes resultados obtidos: Se atualmente sao utilizados
desinfetantes neste tipo de produtos?! A resposta € afirmativa. Durante o processo de lavagem,
é utilizada para desinfegao uma solugao de acido paracético (64). Este procedimento de
desinfegao, certamente estar correlacionado com os resultados microbiologicos obtidos neste
estudo. Para um trabalho futuro, seria interessante averiguar, se a utilizagao deste tipo de
desinfetantes pode ou nao estar relacionada, com o tipo de microbiota presente nestes
produtos alimentares.

Das 42 amostras analisadas, 26 (61,9%) tinham coldnias presuntivas de ser Escherichia
coli ou Kilebsiella pneumoniae. As inoculagoes realizadas para cada amostra de alimento,
apresentavam coldnias cor-de-rosa forte com precipitado ou coldnias mucosas cor-de-rosa
palido. No entanto, esta identificagdo nao se confirmou por métodos moleculares. A
identificacao presuntiva das colonias nas amostras foi realizada em gelose de MacConkey com
uma concentragao de | pug/mL de CTX, e também com COL tendo uma concentragao de 2
pg/mL. A gelose de MacConkey, € um meio de cultura seletivo, pois permite o crescimento
de certos tipos de microrganismos e inibe o crescimento de outros, neste caso inibe o
crescimento de bactérias Gram-positivo, selecionando assim as BGN. Com a adigao da CTX
ou COL, ainda se tornou o meio de cultura mais seletivo, provocando alteragées no padrao
de crescimento das bactérias. Com base na diferenca de cor das coldnias, sendo esta associada
a capacidade de fermentacio da lactose, foram selecionadas as que fenotipicamente
apresentavam semelhangas as coldnias de Escherichia coli e/ou Klebsiella pneumoniae. Contudo,
verificou-se que muitas das espécies ambientais observadas, formam colénias semelhantes a
Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae, o que consequentemente levou a selegio e ao
isolamento de bactérias de outras espécies, na maioria nao Enterobactérias.

Para além disso, a concentragao de CTX utilizada permitia a selegao de isolados nao

resistentes, tendo-se verificado que 53,1% das bactérias isoladas eram suscetiveis a este
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antibiético. Por outro lado, a concentracao de COL utilizada neste ensaio a partida
selecionaria exclusivamente bactérias resistentes; contudo, apés a determinagao das CMls,
observaram-se trés resultados discordantes, ou seja, trés das bactérias isoladas demostraram
ser suscetiveis a COL, o que podera estar relacionado com a tolerancia destas bactérias
aquando uma exposicao direta ao antibiético, ou ainda devido ao periodo e temperatura de
incubagao (65).

Pelos resultados da sequenciagao, verificou-se a identificagdo de uma espécie
bacteriana, Citrobacter portucalensis, sendo que esta estirpe foi isolada pela primeira vez em
Portugal, numa amostra de 4gua de um pogo (66).

Os membros do género Citrobacter, podem ser encontrados nos tratos
gastrointestinais dos humanos e animais e, através da sua eliminagao pelas fezes, irao
contaminar o ambiente, como a agua e o solo, tendo assim maior probabilidade de chegar aos
alimentos. Ja foram identificadas estirpes desta bactéria com genes no ADN cromossomal de
resisténcia aos antibidticos, como o gene das beta-lactamases, ampC, e o gene gnrB, que
confere a bactéria resisténcia as quinolonas. As bactérias deste género sao patdgenos
oportunistas, associados a infe¢oes no trato urindrio, gastrointestinal e respiratorio (66, 67).

O perfil de suscetibilidade do Citrobacter portucalensis isolado, mostra resisténcia ao
antibiotico cefoxitina, e a associacao antibidtico beta-lactimico/inibidor de beta-lactamases,
amoxicilina/acido clavulanico, enquanto é suscetivel aos outros quatro antibioticos beta-
lactamicos em estudo.

Num estudo recente, em doentes hospitalizados, foram identificadas bactérias desta
espécie, com genes de resisténcia aos antibiéticos adquiridos por THG, mediados por
plasmideos, tendo sido resultado de um surto numa unidade de terapia intensiva neonatal
localizada na Colombia, envolvendo varios géneros de Enterobactérias produtoras de beta-
lactamases (68). Também em Bangladesh, isolaram Citrobacter portucalensis, em aves poedeiras,
com um grande espetro de resisténcia antimicrobiana. Este isolado apresentava no genoma
oito genes de resisténcia antimicrobiana, inclusive resisténcia a polimixina.(69). Esta diferenga
de perfis de suscetibilidade, € um indicador de como as bactérias, incluindo as da mesma
espécie, estao sujeitas a diferentes pressoes seletivas, dependendo do ambiente em que se
encontram (70).

Neste projeto nao foi identificada a espécie Klebsiella pneumoniae, como referido
anteriormente. No entanto. foi isolada uma Klebsiella oxytoca, resistente a cefotaxima,
aztreonam, cefoxitina e amoxicilina/acido clavulanico, sendo suscetivel a ceftazidima e

imipenemo. Klebsiella oxytoca, € a segunda bactéria deste género, com maior registo de
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provocar infe¢oes no ser humano. Desde que foram identificadas as ESBL, as bactérias do
género Klebsiella, sao as mais comumente relacionadas com surtos infeciosos, provocados por
BGN multirresistentes aos antibiéticos (71).

Nos ultimos anos, tem-se verificado a incidéncia de Enterobactérias resistentes aos
antibidticos nos produtos vegetais frescos, como saladas preparadas, prontas-a-consumir, e
vegetais cortados. De acordo com um estudo realizado em Espanha, detetaram varios isolados
de Klebsiella oxytoca em diferentes alimentos, como tomates, espinafres, cenouras, saladas
preparadas, alface, incluindo alface iceberg, a semelhanga da isolada no presente estudo, que
apresentaram resisténcia a ampicilina e a amoxicilina/acido clavulanico (72). Noutro estudo
realizado, na Africa do Sul, isolaram-se dois isolados de Klebsiella oxytoca em amostras de
tomate, os seus perfis de suscetibilidade apresentavam resisténcia a cefotaxima, cefoxitina,
amoxicilina/acido clavulanico, sendo que uma delas era suscetivel com exposicao aumentada
ao imipenemo (73).

Numa amostra de cenoura ralada, foi isolada a bactéria Yersinia enterocolitica. Esta é
uma bactéria psicotrofica, com capacidade de crescer e sobreviver a temperaturas de
refrigeragao, é ubiqua na natureza, podendo ser isolada na agua, solo, animais e numa grande
diversidade de alimentos (74). Yersinia enterocolitica é caracterizada como um agente
patogénico de origem alimentar bastante relevante, capaz de provocar gastroenterite
autolimitante, contudo é raro isolar-se estirpes patogénicas desta espécie em produtos
frescos prontos-a-consumir, sendo o porco considerado o principal reservatorio do serotipo
patogénico (75, 76).

Num estudo recente, verificou-se que a detegao de Yersinia enterocolitica nos produtos
vegetais, incluindo vegetais prontos-a-consumir, é bastante comum em alguns paises da Uniao
Europeia (75).

A identificagao de Yersinia enterocolitica neste estudo, pode ser considerado um acaso,
uma vez que, embora selecionada na presenga de COL, este isolado foi determinado como
suscetivel a todos os antibidticos em estudo, inclusive a COL. Deste modo, poderia haver um
numero maior de isolados desta espécie que nao foram detetados. Para além disso, o facto de
ter sido numa amostra de cenoura ralada, vai de encontro a outros estudos (75,77).

A maioria das espécies bacterianas de Enterobactérias identificadas pertence ao género
Rahnella, incluindo Rahnella variigena e Rahnella aquatilis. Estas espécies de Enterobactérias sao
de origem ambiental, possuem potencial para aplicagoes agricolas e industriais (78). Rahnella
aquatilis € comummente isolada em agua doce, tecidos vegetais, solo, produtos alimentares

frescos e em amostras clinicas (79). Atualmente ja foram isoladas estirpes desta bactéria com
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resisténcia a amoxicilina, ampicilina, cefotaxima, cefalotina, entre outros antibioticos
importantes na antibioterapia humana (80, 81). As estirpes de Rahnella isoladas neste estudo
apresentaram suscetibilidade a maioria dos antibioticos beta-lactimicos analisados, embora
todas apresentaram ser suscetiveis com exposicao aumentada para a cefotaxima, uma
apresentou resisténcia a cefotaxima, e outra resisténcia a colistina.

Foram ainda isoladas duas Serratia spp., sendo uma delas identificada como Serratia
fonticola. Ambas apresentaram resisténcia a colistina, possivelmente pela sua resisténcia
intrinseca a este antibidtico (82). As espécies Serratia isoladas neste estudo, sao consideradas
bactérias ambientais, relativamente inofensivas, apesar de existirem registos de infe¢oes
provocadas por esta bactéria em doentes imunocomprometidos. Para além disso, por ser uma
bactéria ambiental, ¢ comummente encontrada em vegetais e frutas. Um estudo, demonstrou
que esta bactéria ambiental era predominante em vegetais, como a cenoura cozida, alface
iceberg, aipo escaldado e chicoria, com resisténcia a 3° geragao de cefalosporinas (83).

O maior risco associado a presenga destes géneros de Enterobactérias, tanto Serratia
spp. como Rahnella spp., nos produtos frescos prontos-a-consumir, deve-se ao facto da sua
permanéncia, ainda que temporaria, no trato gastrointestinal. Apesar de serem géneros
bacterianos inofensivos para um individuo saudavel, podem facilitar a disseminagao de genes
de resisténcia para outras bactérias presentes naquele meio, inclusive bactérias patogénicas
oportunistas (83).

Relativamente a nao ter sido detetado nenhum gene mcr neste estudo, nao quer dizer
que as bactérias analisadas, nao apresentem nenhum. Apenas se fez detegao para os genes mcr
de 1-5, tendo sido ja identificados genes mcr até ao 10 (84). Seria interessante, fazer um estudo
direcionado exclusivamente, para dete¢ao molecular de Enterobactérias resistentes a COL
nos produtos frescos prontos a consumir, visto ser um tema extenso € muito importante para
auxiliar na percegao da microbiota destes alimentos, e como podem ou nao influenciar a saude
publica.

A obtengao destes resultados, permite-nos avaliar, a importancia do controlo
microbioldgico nos produtos alimentares prontos-a-consumir, principalmente vegetais e frutas
com minimo processamento.

Existem imensos fatores ao logo de toda a cadeia alimentar, que podem estar na origem
da contaminagao dos alimentos, inclusive com bactérias potencialmente patogénicas, e/ou com
capacidade de disseminagao de genes de resisténcia aos antibidticos.

A comunidade cientifica, estd bastante alerta quanto as repercussoes, que se

sucederam devido ao uso indiscriminado dos antibioticos na terapia humana e animal,
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produtos fertilizantes, adubos naturais contaminados, e como isso afetou a cadeia alimentar.
Esta comprovado cientificamente, que o ambiente, incluindo o solo, a agua, residuos animais,
e alimentos, sao importantes reservatérios de genes de resisténcia aos antibidticos, pois €
nestes que se encontram as bactérias que os transportam. Além disso, os alimentos, nao
servem apenas como reservatorios para bactérias potencialmente patogénicas, e/ou com
capacidade de disseminagao de genes de resisténcia aos antibioticos, mas agem como
mediadores para a transferéncias desses genes, entre o ambiente e o ser humano, por contacto
direto ou indireto através do consumo de alimentos contaminados.

Os produtos alimentares prontos-a-consumir, sao veiculos de genes de resisténcias
antimicrobianos para o trato gastrointestinal dos consumidores, e apesar de neste estudo, a
maioria das espécies identificadas, serem maioritariamente ambientais, algumas delas

apresentam perfis de suscetibilidade, que devem ser tidos em consideragao.
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5. Conclusao

Em suma, a resisténcia aos antimicrobianos, atualmente, ndo é apenas um problema a
nivel hospitalar. E um problema global, e uma enorme ameaga para a salde publica. Este
estudo, pode ser incluido em muitos outros, onde se apura que a disseminagao de genes de
resisténcia € uma realidade.

Neste estudo nao se confirmou a presenga das bactérias potencialmente patogénicas
pesquisadas, ou seja, nenhuma das colonias isoladas consideradas suspeitas foi identificada
como pertencendo a Escherichia coli ou Klebsiella pneumoniae.

Todavia, o mesmo estudo revelou a presenga de uma bactéria patogénica oportunista,
Klebsiella oxytoca, e ainda um isolado de Yersinia enterocolitica, porém nao foi verificado se
correspondia ao serotipo patogénico.

Por outro lado, também se detetarem bactérias das espécies Citrobacter portucalensis,
Rahnella spp. (Rahnella variigena e Rahnella aquatilis) e Serratia spp. (Serratia fonticola). Estas
espécies sao reconhecidas como bactérias ambientais, e os seus perfis de suscetibilidade
devem ser tidos em consideragao, pois estas bactérias podem potencializar a disseminagao de
genes de resisténcia a outras potencialmente patogénicas para o ser humano.

E necessario assegurar a pratica das normas de seguranca alimentar, do prado até a
mesa do consumidor, principalmente em produtos frescos prontos-a-consumir minimamente
processados. Também, a realizagao de mais estudos para estes alimentos deve ser incentivada,
de modo a colmatar duvidas e lacunas existentes sobre este tema, tais como, a possibilidade
de uma maior minimizacao de contaminagao cruzada ao longo da cadeia alimentar, assim
como, perceber se existem outros parametros de avaliagio microbiologica que devem ser

reavaliados ou inseridos na legislagao.
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